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Contextualizacdo biotecnoldégica e social (Texto em portugués e Inglés)

Impacto potencial desta pesquisa:

O trabalho apresenta um potencial impacto biotecnolégico ao integrar g
analise de metabdlitos secundarios do cacau e seus derivados a responsabilidade
socioambiental, fundamentada nos preceitos da quimica verde. Por meio da
cromatografia liquida (UHPLC), foi possivel identificar e quantificar teobromina ¢
cafeina em diversas amostras comerciais, incluindo chocolates, sementes e nibs.
Adicionalmente, o estudo contemplou amostras do Programa Cacau SP|
direcionando o olhar cientifico para a expansao desse plantio no estado de Sag

Paulo.

Potential impact of this research:

This work presents a potential biotechnological impact by integrating the
analysis of secondary metabolites of cocoa and its derivatives with
socioenvironmental responsibility, based on the principles of green chemistry.
Through ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC), it was possible tg
identify and quantify theobromine and caffeine in various commercial samples,
including chocolates, seeds, and nibs. Additionally, the study included samples from
the Cocoa SP Program, directing scientific attention towards the expansion of cocoa

cultivation in the state of Sdo Paulo.
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RESUMO

O tema da sustentabilidade ambiental tem permeado o debate publico, contudo,
diversos métodos analiticos amplamente utilizados na industria alimenticia ainda nao
incorporaram conceitos de quimica verde. Este trabalho apresenta um método
otimizado utilizando principios da quimica verde combinados com uma abordagem
de planejamento experimental, e validado de acordo com as diretrizes da
EURACHEM. Resumidamente, 0,08 g de nibs de cacau ou améndoas (ou 0,18 g de
chocolate) sdo extraidos por maceragao bifasica com 4 mL de EtOH-H.O (45:55,
v/v) e 12 mL de n-heptano, pré-saturados, a 45 °C e 800 rpm por 35 min. A fase
hidroetandlica é filtrada e 1,5 pL sao analisados por UHPLC-UV a 272 nm, usando
uma coluna C18 (100 x 2,1 mm, 1,6 um) e 10% de EtOH em agua a 0,3 mL/min, a
30 °C. O método apresentou eficiéncia de extracdo dos metabdlitos de interesse
superior, tempo de analise mais curto e menor impacto ambiental em comparacao
com o método de referéncia AOAC 980.14. Além disso, apresentou linearidade em
toda a faixa investigada, precisdo adequada para analises de matrizes complexas,
baixos limites de detecgao e quantificacao, efeito de matriz e viés despreziveis, boa

exatiddo e seletividade.

Palavras-chave: Theobroma cacao; Quimica verde; quimica analitica;metilxantinas;
UHPLC.



ABSTRACT

The topic of environmental sustainability has permeated public debate, however,
several analytical methods widely used in the food industry have not yet incorporated
green chemistry concepts. This work presents an optimized method utilizing green
chemistry principles combined with an experimental design approach, validated
according to EURACHEM guidelines. Briefly, 0.08 g of cocoa nibs or beans (or 0.18 g
of chocolate) are extracted via biphasic maceration with 4 mL of EtOH-H.O (45:55,
v/v) and 12 mL of n-heptane, pre-saturated, at 45 °C and 800 rpm for 35 min. The
hydroethanolic phase is filtered, and 1.5 pL is analyzed by UHPLC-UV at 272 nm,
using a C18 column (100 x 2.1 mm, 1.6 pm) and 10% EtOH in water at 0.3 mL/min
and 30 °C. The method demonstrated superior extraction efficiency of the
metabolites of interest, shorter analysis time, and lower environmental impact
compared to the AOAC 980.14 reference method. Furthermore, it showed linearity
across the entire investigated range, adequate precision for complex matrix analysis,
low limits of detection and quantification, negligible matrix effect and bias, and good

accuracy and selectivity.

Keywords: Theobroma cacao; Green Chemistry; Analytical Chemistry;
methylxanthines; UHPLC.
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1 INTRODUGAO

O género Theobroma (Malvaceae) € constituido por um importante grupo
de arvores frutiferas nativas da Amazénia, também conhecido como grupo dos
cacaus'. Dentro desse género destaca-se o Theobroma cacao L., cacaueiro, pelo
intenso uso de seu fruto (cacau) por povos originarios do Brasil, por ser amplamente
cultivado e processado industrialmente para obtencdo do chocolate. Além disso,
essa espécie concentra o numero de pedidos de patentes relativos as suas
aplicagdes nas areas de tecnologia de alimentos, alimentos funcionais, medicinal e
biotecnoldgica'=.

Embora seja de origem neotropical’, atualmente o cacau pode ser
encontrado na Africa, Asia e Oceania, além da América Latina. Cerca de 70% da
producao global esta concentrada em paises africanos, como Costa do Marfim,
Gana, Camardes e Nigéria. Entretanto, na safra de 2023/24, houve uma queda de
produtividade das plantagdes na Africa Ocidental devido as crises climaticas (secas
e inundagdes), fitossanitarias (virus do broto inchado e podriddo negra) e fase de
senescéncia dos pés de cacau. Essa queda de produtividade gerou um déficit no
mercado global, visto que a baixa oferta de matéria-prima e a moagem continua
contribuiram para o aumento do pregco do cacau na safra 2024/25° e
consequentemente aumentaram o preco final de seu principal produto, o chocolate.

Do ponto de vista econdmico brasileiro, o fruto do cacaueiro foi utilizado
desde moeda de troca até o estabelecimento de plantagdes massivas, levando o
pais a experimentar o que foi chamado de “ciclo do cacau™. Em 2022, o pais se
encontrava como o 6° maior produtor mundial, com cerca de 200 mil toneladas de
cacau colhidas por ano por aproximadamente 75 mil produtores, em sua maioria
cultivando-o em sistemas agroflorestais (SAF), dentro do que se classifica como
agricultura familiar. Os principais estados produtores sdo Para e Bahia,
correspondendo a aproximadamente 96% da produgdo nacional®. De acordo com o
IBGE, em 2024, o Brasil aumentou sua producgao para cerca de 297 mil toneladas de
cacau por ano®,

O Brasil atua em toda a cadeia produtiva, desde a produgao de cacau,
passando pelo processamento até a comercializagdo do chocolate®’. Tendo em vista

0 cenario mundial do cacau, o pais pode aumentar sua produtividade por meio da
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modernizagao de técnicas agricolas, maior participagdo do produtor na cadeia de
valor (e.g. bean to bar), plantio integrado (culturas com interesse econdémico) e
incentivo ao plantio em regides diferentes (e.g. Programa Cacau SP)3®.

Diferentes métodos de plantio, processamento e beneficiamento do cacau
podem alterar a composi¢cao dos metabdlitos secundarios presentes nas améndoas
de cacau e consequentemente alterar o sensorial do chocolate®**°. Os metabdlitos
secundarios mais quantificados no cacau sao as metilxantinas teobromina e
cafeina?, que podem ser considerados marcadores para chocolates com maiores
concentragbes de cacau®®™,

Nos ultimos anos, houve um aumento de pesquisas acerca da teobromina
em relagdo a saude humana, indicando potenciais usos farmacéuticos devido a
neuroprotecdo em relacdo a doengas cerebrais degenerativas (Parkinson e
Alzheimer)''5,  propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias™'®, acao
vasodilatadora e diurética’*'®. Os efeitos da cafeina sao estabelecidos na literatura,
principalmente devido a sua agéo de estimulo do sistema nervoso central, utilizada
em suplementos alimentares, bebidas energéticas e ativos farmacéuticos''".

A quantidade de metilxantinas, teobromina e cafeina, € considerada
essencial para determinar a qualidade do cacau™. A AOAC apresenta um
procedimento para tal quantificacdo, o AOAC 980.14. Basicamente, este
procedimento utiliza um desengorduramento com éter de petrdleo, secagem do
solvente, seguido de uma extragdo com agua a 100 °C e, por fim, uma analise por
HPLC utilizando uma coluna C18 (300 x 4 mm)'®. Este procedimento apresenta
algumas caracteristica ndo alinhadas a quimica verde problemas, como tempo de
andlise elevado'; utilizagdo de solvente perigoso para o meio ambiente e
experimentador (éter de petréleo, uma mistura de hexanos e pentanos)'®%; alto
consumo de energia durante a preparagdo da amostra; e alto consumo de fase
movel em HPLC™.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um procedimento analitico
eficiente, mais simples e de menor impacto ambiental para quantificacdo de
teobromina e de cafeina em améndoas de cacau (commodities) e derivados?, em

comparagéo ao método oficial AOAC 980.14".
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 QUIMICOS

Padrées de medicao de teobromina (>98%) e cafeina (>98%), e solventes
de grau HPLC, como acido formico, acido acético, n-heptano e metanol, foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Etanol de grau HPLC, catequina (90-100%),
epicatequina (90-100%) e procianidina B2 (90-100%) foram adquiridos da Merck
(Alemanha). A agua foi obtida diariamente utilizando o sistema DIRECT-Q 3 UV
(Millipore, EUA).

2.2 CACAU E DERIVADOS

Sementes e nibs de T. cacao (Figura 1) foram obtidas em parceria com o
Programa Cacau SP, iniciativa da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do
Estado de Sdo Paulo por meio da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral
(CATI), na cidade de Adolfo-SP. As amostras foram desidratadas em até 10% de
umidade em estufa com circulagcdo forcada de ar (Solidsteel, SSDc-64i, Brasil).
Foram adquiridas amostras comerciais de nibs e pé de cacau. As amostras foram
moidas separadamente, em moinho analitico (lka® A11 basic, Alemanha). Apos a
moagem, as particulas foram separadas por meio de um agitador eletromagnético
de peneiras (Bertel, Brasil) e armazenadas no freezer. Apenas particulas na faixa de
32 a 48 Mesh foram submetidas aos processos de extracdo. Chocolates em barra
foram comprados no mercado da cidade de Botucatu, congelados, separados em
lascas e extraidos conforme procedimentos descritos mais adiante no texto. A

relagdo de amostras comerciais pode ser encontrada na Tabela A1 do Apéndice A.
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2.3 DESENVOLVIMENTO DE NOVO PROCEDIMENTO PARA QUANTIFICACAO
DE TEOBROMINA E CAFEINA EM CACAU E DERIVADOS BASEADO EM
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA-ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A UM
DETECTOR DE REDE DE FOTODIODOS (UHPLC-PDA/UV)

Todas as analises foram realizadas em um sistema UHPLC (Nexera UC,
Shimadzu, Japdo) equipado com duas bombas LC-30AD, unidade de
desgaseificacdo DGU-20A5R, injetor automatico SIL-30AC, forno de coluna
CTO-20AC, detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A, médulo de comunicagao
CBM-20A e um espectrometro de massas de quadrupolo simples com fonte de
ionizagdo do tipo ESI (LCMS-2020, Shimadzu, Japao). Um pré-aquecedor de fase
moével de 1 pL foi instalado antes de uma coluna Luna Omega PS C18 100 x 2,1
mm, 1,6 um column (Phenomenex, EUA). Os dados foram processados utilizando o
software LabSolutions LCMS, versao 5.96 (Shimadzu, Japao).

Todos os extratos foram filtrados com filtro seringa de PVDF 13 mm; 0,22

Mm para subsequentes analises em UHPLC.

2.3.1 Desenvolvimento da etapa de preparagao das amostras

A técnica de extragao utilizada para a otimizacdo do processo de extracao
foi a maceracdo dindmica com dois solventes imisciveis?®. Em cada experimento,
uma quantidade de nibs foi adicionada a um vial de vidro de 20 mL (23 mm x 75
mm). Em seguida, foram adicionados 4 mL de uma solugdo hidroetandlica
(EtOH-H20) acidificada ou n&o com acido formico (HCOOH) e 12 mL de n-heptano.

Esta etapa foi iniciada por uma triagem de variaveis, aplicando-se um
planejamento fatorial fracionado (26-2), com as seguintes variaveis (Tabela 1):
tempo de extracao (x1), agitagao (x2), % de EtOH em H20 (x3), % de HCOOH (x4),

temperatura da extracao (x5) e razdo planta/solvente hidroetandlico (x6).
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Tabela 1. Fatores independentes utilizados no planejamento
fatorial fracionado (2°2) e seus niveis.

Niveis
Fatores

-1 0 +1

X1: Tempo (min) 10 35 60
X2: Agitagao (rpm) 800 1100 1400

X3: EtOH em H,0 (%) 0 25 50
X4: HCOOH (%) 0,00 0,15 0,30

X5: Temperatura (°C) 30 45 60

X6: Razao planta/solvente (g/mL) 0,02 0,06 0,1

Em seguida, foi executado um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), resumido na Tabela 2. Esse modelo contemplou apenas as
variaveis que se mostraram estatisticamente significativas na etapa de triagem:
tempo de extragdo (x4), % de EtOH em H,O (x,), temperatura da extracéo (x;) e
razao planta/hidroetandlico (x,). O procedimento otimizado final consistiu na extracao
de 0,08 g de nibs ou améndoas de cacau com 4 mL de EtOH-H,O 45:55 (v/v) e 12
mL de n-heptano, a 45 °C, 800 rpm, por 35 min. Para chocolates, 0,18 g sao

extraidos, mantendo-se todos os demais valores aqui informados.

Tabela 2. Fatores independentes utilizados no planejamento DCCR para
extracao e seus niveis

Niveis
Fatores
-2 -1 0 +1 +2
X1: Tempo (min) 10 22,5 35 47,5 60
X2: EtOH em H,0 (%) 0 15 30 45 60
X3: Temperatura (°C) 30 37,5 45 52,5 60
X4: Razéao planta/solvente (g/mL) | 0,02 0,04 [ 0,06 [ 0,08 0,1

Cada extrato hidroetandlico produzido foi filtrado e analisado (1,5 pL) por

UHPLC-PDA/UV utilizando um sistema de eluicdo gradiente em modo reverso,



20
desenvolvido para esta etapa: fase movel composta por agua com 0,3% de acido
férmico (A) e metanol (B) a 0,32 mL/min, no seguinte gradiente: 7-26% B (0-12,6
min); 26-100% B (12,6-13,6 min); 100% B (13,6-17,6 min). A temperatura de analise
foi de 30 °C. As respostas monitoradas foram as areas de teobromina (4,) e da
cafeina (4,) por UHPLC-DAD/UV a 272 nm.

2.3.2 Desenvolvimento da etapa de separacdo por UHPLC-PDA/UV em modo

isocratico

Nesta etapa, avaliou-se a influéncia das variaveis porcentagem EtOH (x;)
e de HCOOH em agua (x,) na fase movel, inseridos em um DCCR, na separagao de

teobromina e de cafeina (Tabela 3).

Tabela 3. Fatores independentes utilizados no planejamento
DCCR e seus niveis

Niveis
Fatores
1,414 | 1 0 +1 +1,414
X1: EtOH (%) 10 12,9 | 20 | 27,1 30
X2: HCOOH (%) 0 0,06 | 0,2 | 0,34 0,4

Foram fixados os seguintes valores: vazao a 0,3 mL/min., e temperatura
de analise a 30 °C. O volume de injecao foi 1,5 yL de um extrato hidroetandlico de
nibs obtido segundo procedimento otimizado (subsecgado 2.3.1). A resposta utilizada
foi a resolugdo entre os picos de teobromina e cafeina (R,), de acordo com a
equacgao 1, onde R; é o tempo de retengdo dos compostos e W,,, € a largura a meia
altura do pico, obtidos por UHPLC-PDA/UV a 272 nm.

Rt fna Rtteo romina =
R = 1,18 X Wh/z“‘fe +Wh/; (Equacéo 1)

cafeina teobromina
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A condicao final obtida foi com coluna Luna Omega PS C18 100 x 2,1
mm, 1,6 um column (Phenomenex, EUA) e 10% EtOH em H,0O, a 0,3 mL/min. e

temperatura de analise de 30 °C, 1,5 uL de volume de injegao.

2.4 METODO DE REFERENCIA

Como referéncia para cada etapa descrita acima, foi selecionado o
método “AOAC official method 980.14 (theobromine and caffeine in cacao
products)”’®. Separagdes por HPLC-UV foram alcangadas usando uma coluna
SHIM-PACK UC-X RP C18, 250 x 4.6 mm, 5 ym (Shimadzu, Japao), a 1 mL/min.
Para chocolate, 4,5 g de chocolate desengordurado com hexano foram extraidos
com 100 mL de agua (0,045 g/mL). Ja para as améndoas, 0,6 g de material

desengordurado com hexano foi extraido com 100 mL de agua (0,006 g/mL).

2.5 VALIDAGAO DO NOVO PROCEDIMENTO ANALITICO

A validacdo do novo método analitico foi realizada de acordo com “The
Fitness for Purpose of Analytical Methods”, contemplando extracdo e separacgao por
UHPLC-PDA?. A estabilidade dos extratos foi monitorada por ao analisar 3 extratos

a cada 24 h, até 72 h, mantendo-os no escuro apos a analise.

2.5 QUANTIFICACAO DE TEOBROMINA E CAFEINA EM DIFERENTES
AMOSTRAS DE CACAU E DERIVADOS

Amostras de nibs de cacau foram compradas de diferentes regides do
Brasil, enquanto os chocolates foram adquiridos no mercado local, compondo
nacionais e importados (Tabela A1). Extratos foram preparados e analisados de
acordo com o novo procedimento proposto neste trabalho. As quantificacbes de
teobromina e de cafeina foram obtidas a partir de curvas de calibragcdo para
teobromina  (y 6.684.464,71x + 4877,65; R? = 0,99995) e cafeina (y =
5.771.956,67x - 115,13; R? = 0,999956), construidas em ftriplicatas, usando sete

concentragdes de padrbes analiticos vs. area dos respectivos picos cromatograficos.
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Os calculos foram realizados utilizando Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft, EUA)
e Google Sheets (Google, EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 DESENVOLVIMENTO DE NOVO PROCEDIMENTO PARA QUANTIFICAGAO
DE TEOBROMINA E CAFEINA EM CACAU E DERIVADOS

3.1.1 Desenvolvimento da etapa de preparacao das amostras

O planejamento fracionario 252, aplicado a triagem de variaveis na etapa
de extragdo de amostras, visando quantificar teobromina e cafeina em cacau e
derivados, bem como os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4. As
respostas monitoradas foram as areas dos picos da teobromina (41) e da cafeina
(#2).

Para eliminar conclusbes errbneas devidas a diferentes proporgdes de
massa de cacau/solvente de experimentos dos planejamentos de extracao (Tabelas
4 e 5), as areas dos picos cromatograficos foram multiplicadas por um fator de
compensagao proporcional a diferenga entre elas, permitindo uma comparagao
estatistica direta. Experimentos com razéo planta:solvente de 0,02 g/mL, 0,06 g/mL

e 0,1 g/mL foram multiplicados por 5, 1,667 e 1, respectivamente.
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Tabela 4. Planejamento fatorial fracionario 252 aplicado para triagem de variaveis significativas para
extracado de teobromina e de cafeina de cacau, e resultados

Fatores e niveis®? Respostas
X6: Area do picoa 27% nm
Experimento Te)::l;)o Ag?gc:;éo E)t(gH HCX(;(:)H Tem;(esr:atura ;:flatl:l lustada (mA)
min) | pm) | TGO | siaky | Sy | 0D (¥2)
(6 = -234) Teobromina Cafeina

1 -1(10) -1 (800) -1(0) -1(0) -1 (30) +1(0,10) 2.976 347
2 +1 (60) -1 (800) -1 (0) -1(0) +1 (60) +1(0,10) 3.873 565
3 -1(10) | +1(1400) -1 (0) -1 (0) +1 (60) -1 (0,02) 4.610 617
4 +1(60) [ +1(1400) -1 (0) -1(0) -1 (30) -1 (0,02) 4.730 617
5 -1(10) -1 (800) +1 (50) -1(0) +1 (60) -1 (0,02) 5.528 1.013
6 +1 (60) -1 (800) +1 (50) -1 (0) -1 (30) -1 (0,02) 5.885 956
7 -1(10) [ +1(1400) [ +1 (50) -1 (0) -1 (30) +1(0,10) 4.512 794
8 +1(60) | +1(1400) | +1 (50) -1 (0) +1 (60) +1(0,10) 5.966 1.047
9 -1(10) -1 (800) -1 (0) +1(0,30) -1 (30) -1(0,02) 4.542 594
10 +1 (60) -1 (800) -1 (0) +1(0,30) +1 (60) -1 (0,02) 5.528 729
11 -1(10) | +1(1400) -1(0) +1(0,30) +1 (60) +1(0,10) 3.757 451
12 +1(60) [ +1(1400) -1 (0) +1(0,30) -1 (30) +1(0,10) 3.133 385
13 -1(10) -1 (800) +1(50) | +1(0,30) +1 (60) +1(0,10) 5.486 984
14 +1(60) -1 (800) +1(50) | +1(0,30) -1 (30) +1(0,10) 5.399 906
15 -1(10) | +1(1400) [ +1(50) | +1(0,30) -1 (30) -1 (0,02) 4.185 775
16 +1(60) | +1(1400) | +1(50) | +1(0,30) +1 (60) -1 (0,02) 6.480 1.003
PC 1¢ 0 (35) 0 (1100) 0 (25) 0 (0,15) 0 (45) 0 (0,06) 5.578 848
PC 2¢ 0 (35) 0 (1100) 0 (25) 0 (0,15) 0 (45) 0 (0,06) 5.162 811
PC 3¢ 0 (35) 0 (1100) 0 (25) 0 (0,15) 0 (45) 0 (0,06) 5.139 760
PC 4¢ 0 (35) 0 (1100) 0 (25) 0 (0,15) 0 (45) 0 (0,06) 5.616 788

@0s valores codificados sdo apresentados sem parénteses, enquanto os valores reais correspondentes sdo indicados
entre parénteses. "Sobre a qual foram adicionados 12 mL de heptano como solvente imiscivel; Areas obtidas para
extragbes realizadas na razédo de 0,02; 0,06 mg de nibs/mL de solvente hidroetandlico foram multiplicadas por fatores de
corregao 5, 1.667, respectivamente, para que pudessem ser diretamente comparados aquele a 0,10 mg de nibs/mL de
solvente hidroetandlico “PC: ponto central.
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Considerando uma resposta para teobromina e cafeina juntas, quatro

variaveis foram estatisticamente significativas: tempo de extracao (x;), % de EtOH

em H,O (x3), temperatura da extragéo (xs) e razdo planta:solvente hidroetandlico (x;);

ao nivel de confianca de 95% com p-valores de 0.02954, 0.00001, 0.0035 e 0.01011,
respectivamente.

Em seguida, essas quatro variaveis significativas foram inseridas em um

DCCR (Tabela 5) para obtengdo de um modelo matematico. As variaveis nao

significativas x, (agitacéo) e x, (HCOOH) foram fixadas nos pontos minimos, 800 rpm

e 0% de HCOOH, respectivamente, afim de reduzir energia e solvente utilizados no

processo, indo ao encontro dos principios da quimica verde. Assim como no

planejamento fatorial fracionado, as areas obtidas para os picos de teobromina e

cafeina de diferentes razdes planta/solvente foram multiplicadas para se igualarem a

razao de 0,10 g/mL para que pudessem ser comparadas entre si (Tabela 5).
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Tabela 5. Planejamento central composite rotatable design aplicado para otimizagdo de
extracédo de teobromina e de cafeina de cacau, e resultados.?

X1: X2: EtOH X3: X4: Razio Area ajustada de acordo com fator de corregdo (mA)?
Experimento Tempo em H,0 Temperatura planta/solvente
(min) (%) (°C) (g/mL) Teobromina Cafeina
1 -1(22,5) -1 (15) -1(37,5) -1 (0,04) 4.691 777
2 +1 (47,5) -1 (15) -1(37,5) -1(0,04) 4.680 768
3 -1(22,5) +1 (45) -1(37,5) -1(0,04) 5.657 1.077
4 +1 (47,5) +1 (45) -1(37,5) -1(0,04) 5.798 1.059
5 -1(22,5) -1 (15) +1(52,5) -1(0,04) 4.636 766
6 +1 (47,5) -1 (15) +1 (52,5) -1(0,04) 4.751 772
7 -1(22,5) +1 (45) +1 (52,5) -1(0,04) 5.630 1.023
8 +1 (47,5) +1 (45) +1 (52,5) -1(0,04) 5.419 1.006
9 -1(22,5) -1 (15) -1(37,5) +1(0,08) 3.916 636
10 +1 (47,5) -1 (15) -1(37,5) +1(0,08) 4.094 644
1 -1(22,5) +1 (45) -1(37,5) +1(0,08) 5.123 1.005
12 +1 (47,5) +1 (45) -1(37,5) +1(0,08) 5.144 973
13 -1(22,5) -1 (15) +1 (52,5) +1(0,08) 4.142 652
14 +1 (47,5) -1 (15) +1 (52,5) +1(0,08) 4.494 718
15 -1(22,5) +1 (45) +1(52,5) +1(0,08) 5.375 998
16 +1 (47,5) +1 (45) +1(52,5) +1(0,08) 5.183 999
17 -2 (10) 0 (30) 0 (45) 0 (0,06) 5.143 890
18 +2 (60) 0 (30) 0 (45) 0 (0,06) 5.017 895
19 0 (35) -2 (0) 0 (45) 0 (0,06) 3.992 567
20 0 (35) +2 (60) 0 (45) 0 (0,06) 4.963 994
21 0 (35) 0 (30) -2 (30) 0 (0,06) 5.049 857
22 0 (35) 0 (30) +2 (60) 0 (0,06) 5.282 943
23 0 (35) 0 (30) 0 (45) -2(0,02) 5.560 1.041
24 0 (35) 0 (30) 0 (45) +2(0,10) 4,532 781
PC 19 0 (35) 0 (30) 0 (45) 0 (0,06) 5.339 916
PC 22 0 (35) 0 (30) 0 (45) 0 (0,06) 5.168 913
PC 3? 0 (35) 0 (30) 0 (45) 0 (0,06) 4.896 904
PC 4% 0 (35) 0 (30) 0 (45) 0 (0,06) 5.088 910

2Areas obtidas para extragdes realizadas na razdo de 0,02; 0,06 mg de nibs/mL de solvente hidroetanélico foram multiplicadas por fatores de correcéo 5, 1.667,

respectivamente, para que pudessem ser diretamente comparados aquele a 0,10 mg de nibs/mL de solvente hidroetandlico ®PC: ponto central.
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A partir da execugdo do planejamento DCCR (Tabela 5), os seguintes

modelos matematicos com niveis de confianga de 90% foram obtidos para as areas

dos picos de teobromina (R? = 0,8844) e cafeina (R? = 0,9457), conforme as Egs. (2)
e (3):

y, = 5091,89 + 411,19x, — 243,66x, — 159,37x§ (Equagao 2)

y, = 901,38 + 135.94x, — 47,93x, — 31, 58x§ (Equacéo 3)

A partir das equacgdes obtidas, uma extracdo 6tima para teobromina (Eq.

2) seria atingida com X, (EtOH em H,0) em aproximadamente 49,4% (+1,29) e X,

(razdo planta/solvente) em 0,02 g/mL (-2). Ja para cafeina (Eq. 3), o ponto 6timo de

extracdo seria com x, (EtOH em H,0) em 60% (+2) e x, (razdo planta/solvente) em

0,02 g/mL (-2). Em ambas a razao planta/solvente indicada foi de 0,02 g/mL em
relacdo a fase hidroetandlica (e sempre adicionando 12 mL de heptano como
solvente imiscivel).

Adicionalmente, um modelo com 98% de desejabilidade indicou como
condicdo compromisso para a extragdo de ambas as metilxantinas usando uma
solugcdo com 52% de EtOH em H,0.

Entdo, foram realizadas extragdes em ftriplicatas com estas trés solugdes
hidroetandlicas, além da 45% de EtOH em H,O, porcentagem dos experimentos 3 e
4 do DCCR original, que levaram aos melhores valores (Tabela 5). Em todos estes
casos, a razéo planta/solvente de 0,02 mg/mL indicada pelos modelos matematicos
(Egs. 2 e 3) foi adotada. As variaveis néo significativas, tempo de extragdo (x,) e
temperatura (x;), foram fixadas em 35 min e 45 °C (pontos centrais das variaveis).

Os resultados sao demonstrados na Tabela 6.



Tabela 6. Resultados de extracbes de teobromina e de cafeina com % de

EtOH em H,O indicadas como o6timas pelos modelos, bem como com

aquela que levou aos melhores valores (45%) no DCCR original.

Area lida a 272 nm (mA)
Etanol em H,0 (%) Amostra
Teobromina Cafeina
1 1.194 230
2 1.162 229
3 1.115 211
45
Média 1.157,09 223,30
DP 39,63 10,52
DPR 3,43 4,71
1 1.098 217
2 1.103 203
3 1.110 219
49
Média 1.103,62 213,34
DP 5,95 8,83
DPR 0,54 4,14
1 1.131 214
2 1.052 193
3 1.222 229
52
Média 1.135,02 211,81
DP 85,18 17,60
DPR 7,50 8,31
1 1.078 218
2 1.117 231
3 1.232 221
60
Média 1.141,97 223,35
DP 79,93 6,97
DPR 7,00 3,12

Parametros fixados: 0,02 g/mL, 35 min., 45 °C, 800 rpom e 12 mL de heptano como
solvente imiscivel

Uma ANOVA com 95%
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de confiangca n&o evidenciou diferencas

estatisticamente significativas entre os experimentos da Tabela 6. Entédo, optou-se

por 45% EtOH em H,O por ser aquele que levou a maior média de area para
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teobromina e, ao mesmo tempo, empregando a menor quantidade de EtOH, com
potencial para elevar o carater verde do novo procedimento.

Finalmente, como a variavel tempo de extracdo ndo se mostrou
significativa na faixa de valores adotada (10 a 60 min - Tabela 6), sendo este um
parametro de alto impacto em sample throughput e ambiental do método, decidiu-se
checar se seria possivel diminuir ainda mais o tempo de extragdao. Para isso foi
realizado um teste de cinética de extragdo, analisando a area dos picos de
teobromina e cafeina como resposta. Os resultados podem ser observados na

Figura 1.

Figura 1. Curvas cinéticas para extracdo por maceragdo dinamica de
teobromina (azul) e cafeina (laranja) a partir de amostras de nibs de cacau. A
mesma letra em diferentes pontos da curva indica que nao houve variagoes
estatisticamente significativas entre os diferentes tempos de extragao para
aquele composto. Os extratos foram preparados em triplicata, onde 0,08 g de
nibs foram extraidos com 4 mL de EtOH-H,O 45:55 (v/v) e 12 mL de
n-heptano, a 45 °C e 800 rpm.

—e— Teobromina
Cafeina

Area (x10° Au)

0 10 20 30 40 50 a0

Tempo (min)
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Para a teobromina, uma ANOVA seguida de teste de Tukey (p < 0.05)

indicou que as melhores extragcdes foram obtidas entre 20 min. e 60 min., nao
havendo diferengas significativas neste intervalo. Ja para a cafeina, as melhores
extragdes foram obtidas entre 10 e 60 min. Estes resultados indicam que uma
extracdo entre 20 e 60 min. levaria a maxima extragao de ambos os compostos, ou
seja, que o tempo de extracdo poderia ser reduzido a 20 min. sem perda de

eficiéncia de extracado dos dois metabdlitos-alvo simultaneamente.

3.1.2 Comparagéao da etapa de preparagao de amostras do novo procedimento com

a do método de referéncia

Entdo, a eficiéncia do novo procedimento de preparagao de amostras foi
comparada aquela do AOAC 980.14, tanto para améndoas de cacau como para
chocolates. Para se permitir uma analise direta entre os métodos sob comparagao
em termos de areas de picos de teobromina e de cafeina, evitando conclusdes
errbneas devido a diferentes propor¢cdes massa/solvente empregadas neles, foram
adotadas as seguintes estratégias: a) os extratos de améndoas obtidos pelo novo
procedimento, na razdo da massa de matriz solida pelo volume de solvente extrator
hidroetandlico (0,02 g/mL), foram filtrados e diluidos com o mesmo solvente
hidroetandlico de extragdo até 0,006 g/mL, a mesma do método de referéncia; b)
para amostras de chocolate, menos ricas em teobromina e cafeina, as extracdes
com o novo procedimento foram realizadas mantendo-se a proporgéo 0,045 g/mL
do método de referéncia. Nesta etapa comparativa entre procedimentos de
preparacdo de amostra, todas as analises por HPLC-UV foram feitas de acordo com
AOAC official method 980.14. Os resultados completos sdo mostrados na Tabela 7,

e sumarizados na Figura 2.
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Tabela 7. Areas dos picos de teobromina e de cafeina obtidas pelo procedimento de

preparacao de amostras aqui proposto e de acordo com o método AOAC 980.14 @

5 Area a 272 nm (mA)
Amostra Preparagao de Amostra

amostra Teobromina Cafeina

AOAC 1 1.701 186

AOAC 2 1.610 174

AOAC 3 1.669 182

AOAC 980.14

Média 1.659,91 180,74

DP 46,21 5,94

DPR 2,78 3,29

Chocolate

Proposto 1 1.849 238

Proposto 2 1.827 237

Proposto 3 1.793 229

Proposto

Média 1.822,99 234,50

DP 28,16 4,66

DPR 1,54 1,99

AOAC 1 1.701 186

AOAC 2 1.610 174

AOAC 3 1.669 182

AOAC 980.14

Média 1.659,91 180,74

DP 46,21 5,94

DPR 2,78 3,29

Améndoas

Proposto 1 1.849 238

Proposto 2 1.827 237

Proposto 3 1.793 229

Proposto

Média 1.822,99 234,50

DP 28,16 4,66

DPR 1,54 1,99

@Todas as medidas apresentadas nesta tabela foram obtidas com o método HPLC-UV AOAC 980.14
(coluna SHIM-PACK UC-X RP C18, 250 x 4.6 mm, 5 ym; fase mével a 1 mL/min.).

Foram realizados testes t de student para comparar as areas médias de
teobromina e cafeina extraidas de chocolate e améndoas de acordo com o método
de extragdo realizado. Os resultados podem ser visualizados na Figura 2. O

procedimento aqui proposto foi estatisticamente superior para ambos os compostos
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extraidos do chocolate. J& para as améndoas, foi superior para teobromina
teobromina, sem diferenga significativa para cafeina. Em suma, o método proposto
apresentou um desempenho de extracdo maior dos compostos em relacdo ao
método da AOAC.

Figura 2. Comparagao entre o procedimento proposto para preparagdo da amostra
e o0 do método oficial AOAC 980.14. Médias que nao compartilham a mesma letra

sdo significativamente diferentes (teste t de Student, p < 0,05).

B A0AC W Proposio

2M

1.5M

Area do pico (pA)

0.5M+

Teobromina Cafeina Teabromina Cafeina

Chocolate Améndoas

3.1.2 Desenvolvimento da etapa de analise das amostras por UHPLC-PDA/UV

Nesta fase, buscou-se avancar ainda mais na sustentabilidade de um
procedimento completo para quantificagcdo de teobromina e de cafeina em cacau e
derivados, incluindo a etapa de analise das amostras preparadas por cromatografia
liquida acoplada a espectrofotometria UV. Inicialmente, procedeu-se a transposicao
das condigdes HPLC-UV do método AOAC 980.14 para UHPLC-UV, pois a
miniaturizagao desta etapa reduziria o consumo dos componentes da fase mével e o
tempo de analise, aumentando a eficiéncia. Os cromatogramas resultantes podem

ser vistos na Figura 3A.
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Figura 3. Cromatogramas UHPLC-PDA/UV a 272 nm de 1,5 uL de extrato
EtOH-H20 45:55 (v/v) de nibs de cacau desengordurado, em triplicata. Scale down
de coluna HPLC para UHPLC. Coluna Luna omega PS C18 100 x 2,1 mm, 1,6 pL
(Phenomenex, EUA) a 30 °C. Fase movel: A) MeOH-H,0-CH;OO0H 20:79:1 (v/viv) a
0,27 mL/min; B) EtOH:H,0 1:9 (v/v) a 0,3 mL/min.

100

......

1500

Em seguida, as possibilidades de substituicdo de MeOH por um solvente
organico de menor toxicidade e de redugdo ou eliminagcdo de CH;COOH na fase

movel foram investigadas. Um planejamento DCCR foi empregado, tendo-se como
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fatores % EtOH (x,) e de HCOOH (x,) nas fases moveis. A resposta monitorada foi a
resolucdo entre os picos de teobromina e cafeina. Os experimentos e suas

respectivas respostas sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Planejamento DCCR aplicado para otimizacdo de separagao de

teobromina e de cafeina de cacau por UHPLC-PAD/UV, e resultados.

Fatores e niveis Resposta
Corrida X1: EtOH na fase X2: HCOOH em Resolugao entre teobromina e
movel (%) agua (%) cafeina a 272 nm
1 -1(12,9) -1 (0,06) 12,11
2 +1(27,1) -1 (0,06) 3,61
3 -1(12,9) +1(0,34) 12,01
4 +1(27,1) +1(0,34) 3,55
5 -1,414 (10) 0(0,2) 15,79
6 +1,414 (30) 0(0,2) 2,85
7 0 (20) -1,414 (0) 6,61
8 0 (20) +1,414 (0,4) 6,30
PC 1 0 (20) 0(0,2) 6,08
PC3 0 (20) 0(0,2) 6,45
PC2 0 (20) 0(0,2) 6,41
PC 4 0 (20) 0(0,2) 6,41

Fixados: vazao de 0,3 mL/min., temperatura de analise de 30 °C, volume de

injecdo 1,5 puL de um extrato de nibs obtido segundo procedimento otimizado.

A partir da execugéo deste planejamento CCDR (Tabela 6), obteve-se o
seguinte modelo matematico (Eq. 4), com 95% de confianga para a significancia dos
coeficientes de regressao e R? de 99,78%:

y, = 636 — 4,40x, + 1.47% (Equacdo 4)
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De acordo com o modelo, para maximizar a resolugéo entre teobromina e

cafeina (y), a variavel x, deveria ser 10% EtOH (-1,414). A variavel x, Nao foi

estatisticamente significativa (p = 0.3209), sendo assim, a porcentagem de acido
formico na fase movel pode ser fixada em 0% (-1,414) sem perda estatisticamente
significativa na resolugéo entre os picos. Assim, em concordancia com os preceitos
da quimica verde, a redugcdo do uso de solventes levou a uma melhora no
desempenho do método. A resolugao prevista para essas condi¢cdes foi de 15,62.
Sendo assim, o experimento 5 da Tabela 8 foi repetido em triplicata, levando a uma
média de resolucao de 16,25 £ 0,03.

Neste ponto, cabe apontar que todos os experimentos do planejamento
levaram a uma resolugcdo maior que 1,5 para os picos de teobromina e de cafeina,
demonstrando a grande seletividade de um sistema baseado em uma fase
estacionaria C18 com fase mdvel composta por EtOH e H,O para este par de
compostos. Contudo, um exame detalhado indicou que apenas a fase movel com
10% de EtOH levou a separagao entre estes dois componentes e interferentes da
amostra (veja seletividade, em validacdo do método), condicdo necessaria para
quantificacdo de compostos sem valores sub ou superestimados. Os
cromatogramas resultantes sdo mostrados na Figura 3B, podendo ser comparados
com aqueles obtidos pela AOAC escalada para UHPLC da Figura 3A.

Foram observados picos ligeiramente mais finos & meia altura (W, ;) para
o método aqui desenvolvido em relacdo ao de referéncia escalonado para UHPLC,
ao passo que o fator de encaudamento a 5% de altura (T, os) foi ligeiramente inferior
para o segundo. Em ambos os casos, foram obtidos T,y < 1,3, indicando a robustez

necessaria a métodos quantitativos (Tabelas 9 e 10).
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Tabela 9. Comparagcdo entre a separagao de acordo com AOAC em HPLC, AOAC
escalonada para UHPLC-UV e a separacéao proposta por UHPLC-UV para teobromina.

Area do pico Largura Fator de N° de picos na
Método Injecao Tr (min) 50% encaudamen =
(mA) (min) to a 5% deconvolugédo
1 4,16 510 0,19 1,27 1
2 4,15 530 0,19 1,27 1
AOAC HPLC 3 4,16 514 0,19 1,27 1
(Améndoas) Média 4.16 517,93 0,19 1,27 1
DP 0,00 10,62 0,00 0,00 0,00
DPR 0,11 2,05 0,00 0,27 0,00
1 1,99 1.480 0,10 1,15 1
2 1,99 1.326 0,10 1,15 1
AOAC 3 2.00 1.321 0,10 1,14 1
escalonado
para UHPLC Média 1,99 1.376,02 0,10 115 1
(nibs)
DP 0,00 90,42 0,00 0,01 0,00
DPR 0,21 6,57 0,57 0,56 0,00
1 1,89 1.190 0,08 1,24 1
2 1,89 1.184 0,08 1,25 1
Proposto para 3 1,89 1.189 0,08 1,25 1
UHPLC
(nibs) Média 1,89 1.187,61 0,08 1,25 1
DP 0,00 3,39 0,00 0,01 0,00
DPR 0,20 0,29 0,00 0,41 0,00
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Tabela 10. Comparagdo entre a separagdao de acordo com AOAC em HPLC, AOAC
escalonada para UHPLC-UV e a separacao proposta por UHPLC-UV para cafeina.

Area do pico Largura Fator de N° de picos na
Método Injecao Tr (min) 50% encaudamen =
(mA) . o deconvolugao
(min) toa 5%
1 7,92 96 0,30 1,09 1
2 7,90 98 0,30 1,09 1
AOAC HPLC 3 7,91 99 0,30 1,09 1
(Améndoas) Média 7,91 97,80 0,30 1,09 1
DP 0,01 1,77 0,00 0,00 0,00
DPR 0,16 1,81 0,00 0,28 0,00
1 4,40 266 0,11 1,25 2
2 4,40 263 0,11 1,25 2
AOAC
escalonado 3 4,42 246 0,11 1,24 2
para UHPLC Média 4,40 258,54 0,11 1,25 2
(nibs)
DP 0,01 10,99 0,00 0,01 0
DPR 0,24 4,25 0,00 0,58 0
1 4,38 225 0,10 1,30 1
2 4,37 224 0,10 1,31 1
Proposto para 3 4,36 224 0,10 1,30 1
UHPLC
(nibs) Média 4,37 224,39 0,10 1,30 1
DP 0,01 0,56 0,00 0,00 0
DPR 0,20 0,25 0,56 0,35 0

Os cromatogramas de

cada procedimento podem ser visualizados na

Figura 4, 5 e 6, assim como as deconvolugdes de teobromina e cafeina e seus

respectivos espectros UV.




Figura 4. Cromatograma de améndoas obtido por SHIM-PACK UC-X RP
C18, 250 x 4.6 mm 5 ym, modo isocratico (MeOH-H20-CH30OOH 20:79:1
(v/iviv) a 1 mL/min. A) Deconvolugao do pico de teobromina. B) Espectro
UV do pico deconvoluido da teobromina. C) Deconvolugédo do pico de
cafeina. D) Espectro UV do pico deconvoluido da cafeina.
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Figura 5. Cromatograma de nibs obtido por Luna Omega PS C18 100 x
2,1 mm, 1,6 ym a 0,27 mL/min, modo isocratico (MeOH-H,0-CH;OOH
20:79:1 (v/viv)). A) Deconvolugao do pico de teobromina. B) Espectro UV
do pico deconvoluido da teobromina. C) Deconvolugido do pico de
cafeina. D) Espectro UV do pico deconvoluido da cafeina.
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Figura 6. Cromatograma de nibs obtido por Luna Omega PS C18 100 x
2,1 mm, 1,6 ym a 0,3 mL/min, modo isocratico (10% EtOH em H,0). A)
Deconvolugdo do pico de teobromina. B) Espectro UV do pico
deconvoluido da teobromina. C) Deconvolugdo do pico de cafeina. D)
Espectro UV do pico deconvoluido da cafeina.
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3.2 COMPARACAO ENTRE OS PROCEDIMENTOS COMPLETOS, DESDE A
PREPARAGAO DA AMOSTRA ATE A ANALISE POR UHPLC-PDA.

O novo procedimento analitico completo, desde a preparagao da amostra
até a separacéo, foi comparado ao método de referéncia (AOAC 980.14) a partir de
parametros ambientais e tradicionais. As métricas de avaliagcdo de impacto
ambiental de métodos analiticos empregadas foram Analytical GREEnness
Calculator (AGREE) e Complex Modified GAPI (ComplexMoGAPI), desenvolvido a
partir do ComplexGAPI. A Tabela 11 resume os resultados obtidos, bem como

evidencia os prés e contras de cada método. As tabelas B1 e B2 do Anexo B
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fornecem informagdes detalhadas acerca das métricas AGREE e ComplexMoGAPI,

respectivamente.

Tabela 11. Comparagdo entre o procedimento proposto e o método oficial AOAC 980.14,

abrangendo desde a preparagdo da amostra até a separagao de teobromina e cafeina.

. . Complex
Método Energia (KWh) AGREE MoGI?API Vantagens Desvantagens
1. Usode
N | QY | mesose torioos
AOAC 980.14 0,053 L [ . separagao (hexano e
” AV = O isocratico. MeOH)
5 e @ 2 Método oficial. |, .= 2
T . Extragdo com
varias etapas.
Método de
separagao
isocratico
Menor numero
de passos
para
preparacao de :
% amostras. 1 g:?;??dade
Menor bomba que
Proposto 0,014 quantidade de suporte até 60
a ar'nlostra MPa de
&a utilizada pressdo
Uso de '

solventes de
baixa
toxicidade
Varias
extracdes

concomitantes.




3.3 VALIDACAO DO NOVO PROCEDIMENTO COMPLETO
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Em todas as etapas da validacdo, monitorou-se tanto o tempo de

retencdo como a area dos picos de teobromina e de cafeina. Os desvios-padrao

relativos foram medidos e reportados.

3.3.1 Precisao

3.3.1.1 Repetibilidade

A repetibilidade do procedimento foi avaliada em etapas consecutivas. A

primeira etapa consistiu em dez injegbes consecutivas de um mesmo extrato. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Precisdo instrumental UHPLC-PDA (dez inje¢des consecutivas do

mesmo extrato)

Teobromina Cafeina
Corrida — ~
Tr (min) Area a 272 nm (mA) Tr (min) Area a 272 nm (mA)

1 1,85 1.216 4,28 224

2 1,85 1.146 4,28 227

3 1,85 1.220 4,29 228

4 1,85 1.153 4,29 228

5 1,85 1.150 4,29 228

6 1,85 1.222 4,29 227

7 1,85 1.151 4,29 227

8 1,85 1.189 4,29 228

9 1,85 1.192 4,29 228
10 1,85 1.185 4,28 228

Média 1,85 1.182,29 4,29 227,04

DP 0,00 30,68 0,00 1,23
DPR 0,07 2,59 0,07 0,54
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Na segunda etapa, um mesmo analista preparou quatro extratos por dia e
os analisou por UHPLC-UV durante trés dias consecutivos. Os resultados sao

sumarizados na Tabela 13, como precis&o intra-dias e precisdo inter-dias .

Tabela 13. Precisao intra-dias e inter-dias.

Dia Corrida Teob'romina C’afeina
Tr (min) Areaa 272 nm (mA)| Tr(min) |Areaa272 nm (mA)

1 1,81 1.288 4,15 235

2 1,81 1.247 4,15 214

3 1,81 1.249 4,16 227

1 4 1,89 1.186 4,43 236
Média 1,83 1.242,40 4,22 228,16
DP 0,04 42,30 0,14 10,06

DPR 2,07 3,40 3,29 4,41

1 1,89 1.329 4,44 252

2 1,89 1.261 4,43 238

3 1,88 1.147 4,42 224

2 4 1,89 1.265 4,43 246
Média 1,89 1.250,41 4,43 239,85
DP 0,00 75,73 0,01 12,05

DPR 0,16 6,06 0,19 5,02

1 1,89 1.319 4,44 247

2 1,89 1.517 4,44 218

3 1,89 1.459 4,44 252

3 4 1,89 1.353 4,43 241
Média 1,89 1.412,01 4,44 239,34

DP 0,00 92,05 0,00 15,10

DPR 0,03 6,52 0,06 6,31
Média 1,87 1.301,61 4,36 235,78

1-3 DP 0,04 104,99 0,13 12,69

DPR 1,88 8,07 2,94 5,38




3.3.1.2 Precisao intermediaria
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A precisao intermediaria foi estimada variando os seguintes parametros

em um mesmo laboratério: analista (3), dias diferentes (intervalo de 5 dias) e lotes

de EtOH diferentes, conforme Tabela 14.

Tabela 14. Precisao intermediaria

Teobromina Cafeina
Dia Analista Letztaen:r Corrida Tr (min) Area a 272 nm Tr (min) Area a 272 nm

(mA) (mA)

1 1,81 1.288 4,15 235

2 1,81 1.247 4,15 214

3 1,81 1.249 4,16 227

1 MGAS | 11174427 144 4 1,89 1.186 4,43 236
Média 1,83 1.242,40 4,22 228,16

DP 0,04 42,30 0,14 10,06

DPR 2,07 3,40 3,29 4,41

1 1,89 1.230 4,45 217

2 1,90 1.345 4,46 236

3 1,90 1.292 4,46 227

4 LOS 11174427 144 4 1,90 1.225 4,46 253
Média 1,90 1.272,90 4,45 233,22

DP 0,00 56,99 0,00 15,62

DPR 0,07 4,48 0,06 6,70

1 1,89 1.357 4,44 220

2 1,90 1.152 4,44 199

3 1,90 1.170 4,45 219

5 MKL 11144827 119 4 1,89 1.194 4,44 217
Média 1,89 1.218,30 4,44 213,67

DP 0,00 94,11 0,00 10,18

DPR 0,13 7,72 0,09 4,76
Média 1,87 1.244,53 4,37 225,02

Todos os dias,e?::cl)ilstas e lotes de DP 0.04 65.83 0.13 14.05

DPR 1,98 5,29 3,04 6,24
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Considerando-se todo o conjunto de experimentos para se avaliar a

precisdao do novo procedimento, os maiores DPR foram observados para areas de
teobromina e de cafeina, respectivamente (8,07 e 5,38% - Tabela 13).
Considerando-se a complexidade da amostra, estes valores sao plenamente

satisfatorios (DPR<10% para area de pico).

3.3.2 Linearidade, Limite de Detecgao (LOD) e Limite de Quantificagdo (LOQ)

Devido a natureza da matriz (nibs de cacau e chocolates), nao foi possivel
obter um branco de amostra isento de teobromina e cafeina. De acordo com a
EURACHEM, neste caso, a calibracdo pode ser realizada em solvente ou em branco
do procedimento, desde que os efeitos de matriz sejam avaliados e a recuperagao
seja determinada. Assim, a linearidade foi avaliada por meio de curvas preparadas
no branco do procedimento, de 0,00047 a 0,8000 mg/mL para teobromina (16 niveis)
e 0,00073 a 0,212000 mg/mL para cafeina (11 niveis). Os limites de detec¢ao (LOD)
e de quantificagdo (LOQ) foram baseados no desvio padrao do intercepto, em curva
de 6 niveis, entre 0,0001 e 0,0013 mg/mL para teobromina e 0,000200 e 0,002783
mg/mL.

As faixas lineares validadas foram estabelecidas desde o limite de
quantificacdo (LOQ) até o nivel de calibragdo mais alto, correspondendo a
0,00047-0,80000 mg mL™ para a teobromina e 0,00073-0,21200 mg mL™ para a
cafeina. Os coeficientes de determinagado foram 0,9995 e 0,9997, respectivamente,

indicando excelente linearidade na faixa de trabalho (Tabela 15).

Tabela 15. Linearidade e sensibilidade para os padrbes de teobromina e cafeina.

Faixa de linearidade LOD LOQ
Composto (mg/mL) Equacao R? SINZ23 S/IN210
9 (mg/mL) (mg/mL)
Teobromina 0,00047 - 0,80000 6,71 x 10°x + 3439, 40 0,9995 0,00016 0,00047

Cafeina 0,00073-0,21200 | 582 x 10°% — 504,53 | 0,9997 | 0,00024 0,00073
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3.3.3 Efeito Matriz

Para a curva em matriz, aliquotas do extrato hidroetandlico de nibs (matriz
real) foram fortificadas na proporgdo 1:1 (v/v), nos niveis baixo, médio e alto, em
triplicata (Tabela 16).

Tabela 16. Efeito matriz

Teobromina Cafeina
Nivel Concentragao | 4 .. 4o pico em extrato Concentracdo | 4., 44 pico em extrato
Adicionada . . a Adicionada g . a
fortificado 1:1 (mA) fortificado 1:1 (mA)
(mg/mL) (mg/mL)
Baixo 0,021 802,22 + 12,89 0,006 147,55 + 1,77
Médio 0,053 1.005,38 + 7,52 0,014 196,32 + 3,96
Alto 0,105 1.358,67 £ 13,13 0,028 275,23 + 2,34

2 Area reportada como Média + Desvio Padréo das triplicatas

Entdo, o efeito de matriz (ME, em %) foi calculado pela razéo entre as

inclinagdes das curvas em matriz e em solvente, segundo a equacgao 5:

b

ME (%) = l(bm—t) - 1] x 100 (Equacao 5)
solvente

Onde bauiz € bsovente SA0 0S coeficientes angulares das curvas em matriz e

em solvente, respectivamente.

Para a teobromina, obtiveram-se b, .,= 6.640.786,93 € Dby ente
6.848.328,52 resultando em ME = -3,03%. Para cafeina, b,..i,= 5.784.970,43 e
Psowente = 9.850.242,77 com ME = -1,12%. Esses resultados indicam supressao de
sinal abaixo de 10%, ou seja, demonstram que os componentes da matriz do cacau
nao afetam significativamente a resposta do detector, corroborando o uso da

calibracdo baseada em solvente.
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3.3.4 Exatidao e viés (veracidade) por ensaios de recuperagao

Visto que ndo estavam disponiveis materiais de referéncia certificados
nem amostras de branco de matriz, as matrizes reais (nibs) foram fortificadas com
solucdes de teobromina e cafeina antes do processo de extracdo, em niveis baixo,
médio e alto, em quadruplicata (Tabelas 17 e 18). As recuperagoes e vieses foram

calculados de acordo com as equacgdes 6 e 7, respectivamente.

A=A
Recuperagio (%) = —Iwles—eme % 100 (Equagao 6)

adicionada
Viés (%) = Recuperacio — 100 (Equacéo 7)

As recuperagdes obtidas para teobromina variaram de 92,26% a 103,29%
(vieses de 3,29 a 12,86%), enquanto para cafeina variaram de 86,55% a 95,23%
(vieses -13,45 a -4,77%). A recuperagao ligeiramente inferior observada para a
cafeina pode ser atribuida a sua menor concentragdo nativa na matriz do cacau e a
incerteza cumulativa associada a subtracdo do fundo. Considerando os niveis de
concentracdo envolvidos e a aplicagao pretendida, esses valores demonstram
precisdo satisfatoria do método, de acordo com os principios de adequacao a

finalidade.



Tabela 17. Teste de recuperacao para teobromina.
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Area lida a 272 nm (mA)

Nivel Corrida Recuperagao Viés
Fortificada Nativa Adicionada (%) (%)
1 1.464 1.329 216
2 1.481 1.261 217
Baixo 3 1.400 1147 218
(0,03 4 1.459 1.265 218 92,26 774
mg/mL) ™ Media 1.451,08 1.250,41 217,51
DP 35,47 75,73 0,89
DPR 2,44 6,06 0,41
1 1.828 1.329 562
2 1.806 1.261 562
Médio 3 1.956 1147 562
(0,08 4 1.954 1.265 567 112,86 12,86
mg/mL) [ pMedia 1.886,06 1.250,41 563,23
DP 80,13 75,73 2,42
DPR 4,25 6,06 0,43
1 2.325 1.329 1.050
2 2.418 1.261 1.055
Alto 3 2.331 1147 1.053
(0,15 4 2.282 1.265 1.058 103,29 3,29
mg/mL) [ Media 2.338,98 1.250,41 1.053,93
DP 57,22 75,73 3,53
DPR 2,45 6,06 0,34




Tabela 18. Teste de recuperacgao para cafeina.
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Area lida a 272 nm (mA)

Nivel Corrida Recuperagao Viés
Fortificada Nativa Adicionada (%) (%)
1 287 252 48
2 289 238 49
Baixo 3 276 204 49
(0,008 4 276 246 48 86,55 13,45
mg/mL) 1™ Media 281,70 239,85 48,36
DP 7,02 12,05 0,49
DPR 2,49 5,02 1,01
1 349 252 127
2 346 238 127
Médio 3 362 204 127
(0,021 4 361 246 128 89,99 110,01
mg/mL) [ pMedia 354,47 239,85 127,37
DP 7,69 12,05 0,56
DPR 2,17 5,02 0,44
1 468 252 239
2 449 238 241
Alto 3 479 224 241
(0,040 4 479 246 241 95,23 477
mg/mL) [ Media 468,62 239,85 240,21
DP 14,19 12,05 0,85
DPR 3,03 5,02 0,35

3.3.5 Seletividade e Especificidade

Para atestar a seletividade/especificidade do método, foi preparada uma

solugdo préxima ao LOQ da teobromina (0,00047 mg/mL) e cafeina (0,00073

mg/mL), uma solugdo 10xLOQ (0,0047 e 0,0073 mg/mL, respectivamente) e

analisadas em ftriplicata. Para efeito de comparacgao, foi realizada uma extragao de

nibs utilizando a solugdo proxima ao LOQ como solugdo extratora. Os resultados

obtidos estao dispostos na Tabela 19.




Tabela 19. Teste de seletividade

Teobromina Cafeina
Amostra - -
Tr Area (mA) Tr Area (mA)
LoOQ
1 1,93 3,45 4,59 4,08
2 1,93 3,52 4,58 4,22
3 1,94 3,53 4,59 4,15
Média 1,93 3,50 4,59 4,15
DP 0,00 0,05 0,00 0,07
DPR 0,13 1,36 0,06 1,72
10xLOQ
1 1,95 37,86 4,64 48,84
2 1,95 37,69 4,64 48,68
3 1,95 37,59 4,64 48,39
Média 1,95 37,72 4,64 48,64
DP 0,00 0,14 0,00 0,23
DPR 0,03 0,37 0,05 0,48
Nibs+LOQ
1 1,93 1.162,92 4,57 216,36
2 1,93 1.259,77 4,58 226,12
3 1,93 1.291,93 4,57 234,52
Média 1,93 1.238,21 4,57 225,67
DP 0,00 67,15 0,00 9,09
DPR 0,13 5,42 0,05 4,03
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Foi realizada a analise dos cromatogramas UV e massas, e espectros de

massas de cada amostra constatando que ndo houve coeluicdo dos picos de

teobromina e cafeina. Os cromatogramas e espectros de massas representativos de

10xLOQ e nibs podem ser visualizados nas Figura 7 e 8.



Figura 7. Representag¢des de amostra 10xLOQ: A) Cromatograma UV, B)
Cromatograma de massas modo positivo; C) Espectro de massas da teobromina;
e, D) Espectro de massas da cafeina.
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Figura 8. Representagdes de amostra nibs: A) Cromatograma UV; B)

e, D) Espectro de massas da cafeina.

Cromatograma de massas modo positivo; C) Espectro de massas da teobromina;
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3.3.5 Estabilidade das amostras

Trés extratos foram preparados e analisados nos tempos 0, 24, 36 e 72 h.

Os extratos foram mantidos no escuro (no amostrador automatico do UHPLC). O

maior DPR observado foi para a area de teobromina, sendo de 6,08% (Tabela 20),

ou seja, menor que a precisao interdias do método (Tabela 12), indicando alta
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estabilidade de teobromina e de cafeina, por até 72 h, em extrato preparado nas

condicdes otimizadas neste trabalho.

Tabela 20. Teste de estabilidade

Data Corrida Tet’abromina ’Cafeina
Tr (min) Area a 272 nm (mA) | Tr (min) | Area a 272 nm (mA)
1 1,89 1.329 4,44 252
2 1,89 1.261 4,43 238
3 1,88 1.147 4,42 224
03/?;’5)026 4 1,89 1.265 4,43 246
Média 1,89 1.250,41 4,43 239,85
DP 0,00 75,73 0,01 12,05
DPR 0,16 6,06 0,19 5,02
1 1,89 1.408 4,43 250
2 1,89 1.322 4,43 236
3 1,89 1.189 4,43 226
04/((5/?326 4 1,89 1.355 4,44 244
Média 1,89 1.318,45 4,43 238,79
DP 0,00 93,19 0,00 10,34
DPR 0,12 7,07 0,08 4,33
1 1,89 1.393 4,45 251
2 1,90 1.302 4,45 237
3 1,89 1.194 4,45 224
05/(?;/?326 4 1,89 1.300 4,45 243
Média 1,89 1.296,89 4,45 238,99
DP 0,00 81,43 0,00 11,53
DPR 0,07 6,28 0,07 4,82
1 1,89 1.367 4,42 252
2 1,89 1.292 4,42 237
3 1,88 1.183 4,42 227
06/((;2211226 4 1,89 1.334 4,42 247
Média 1,89 1.294,12 4,42 240,65
DP 0,00 80,04 0,00 10,99
DPR 0,07 6,18 0,07 4,57
Média 1,89 1.289,97 4,43 239,57
Todos os dias DP 0,00 78,37 0,01 10,09
DPR 0,19 6,08 0,29 4,21
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3.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS COMERCIAIS DE NIBS,
AMENDOAS E CHOCOLATES

Apos a etapa de validagao, o procedimento analitico foi aplicado em nibs,
sementes, cacau em po e chocolate. A quantificagao foi calculada de acordo com as
curvas de calibragao utilizando as seguintes faixas de concentragado: 0,01050 -
0,42000 mg/mL para teobromina e 0,002783 - 0,11130 mg/mL para cafeina,

conforme Tabela 21.

Tabela 21. Curva de calibragao para os padrdes de teobromina e cafeina

Faixa de trabalho = >

Composto (mg/mL) Equacgao R
Teobromina 0,01050 - 0,42000 6.684.464,71x + 4877,65 0,99995
Cafeina 0,002783 - 0,11130 5.771.956,67x — 115,13 0,99996

Os chocolates analisados foram: ao leite e intenso (acima de 40% de
cacau). Os nibs analisados foram orgénicos ou convencionais, sendo eles do Para,
Bahia, Sdo Paulo ou sem localizagdo indicada pelo fabricante. J& as sementes
provenientes do estado de Sao Paulo sdo: secas sem fermentagcao e torradas apés

a fermentacgao. Os resultados das quantificagcdes estao dispostos na Tabela 22.
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Tabela 22. Quantificagcdo de teobromina e cafeina em diferentes
amostras de chocolate, nibs, p6é e semente de cacau.

Chocolate
Amostra Teobromina® Cafeina®
Chocolate ao leite 01 1,721 £ 0,022 0,281 + 0,006
Chocolate Ao Leite 02 2,005 + 0,026 0,306 + 0,002
Chocolate Ao Leite 03 1,711 £ 0,025 0,298 * 0,004
Chocolate Ao Leite 04 1,548 £ 0,050 0,213 £ 0,009
Chocolate Intenso 01 4,204 +£ 0,146 0,572 £ 0,007
Chocolate Intenso 02 5,332 + 0,028 0,694 £ 0,022
Chocolate Intenso 03 4,703 £ 0,068 0,837 + 0,011
Chocolate Intenso 04 6,025 + 0,048 0,856 + 0,002
Chocolate Intenso 05 5,726 + 0,028 0,996 + 0,025
Nibs
Nibs Orgéanico BA 01 13,059 + 0,112 2,129 + 0,112
Nibs Organico BA 02 12,512 £ 0,283 2,118 £ 0,073
Nibs Orgéanico BA 03 13,331+ 0,313 2,150 + 0,088
Nibs Organico PA 01 12,704 + 0,469 1,166 + 0,079
Nibs Organico PA 02 12,271 £ 0,649 1,439 £ 0,058
Nibs Convencional BA 01 12,705 £ 0,113 1,860 = 0,095
Nibs Convencional SP 01 9,439 + 0,700 2,095+ 0,123
Nibs Convencional SL 01 12,232 + 0,974 2,158 + 0,383
P6 de cacau
P& de cacau Convencional SL 01 7,676 + 0,101 1,063 + 0,034
P6 de cacau Orgéanico BA 01 7,433 + 0,305 1,008 £ 0,048
Sementes
Semente seca 8,405 + 0,269 1,125 £ 0,109
Semente fermentada 9,889 + 0,545 2,089 + 0,031

@Valores reportados como Média + DP das triplicatas

De maneira geral, as concentracbes medias de teobromina variam de

1,55 - 13,33 mg/g, e a cafeina 0,21 - 12,16 mg/g. Os nibs de cacau apresentam

maiores concentragdbes dos compostos, o0 po apresenta concentracdes

intermediarias, enquanto as menores concentragdes sao encontradas em
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chocolates. Os cromatogramas obtidos podem ser encontrados na Figura C1 do
Apéndice C.

Os nibs de cacau apresentaram certa similaridade em relagdo a
quantidade de teobromina nas amostras, havendo diferenca na amostra
Convencional SP 01 em relagdo as demais. Isso foi confirmado com o Teste de

Tukey, de acordo com a Figura 9.

Figura 9. Amostras de nibs analisadas UHPLC-PDA, representadas por média das
areas dos picos de teobromina e cafeina lidos a 272 nm. As diferencas estatisticas
significativas para cada composto estdo representadas por letras diferentes sobre
as barras (teste de Tukey, p < 0,05).
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Ja em relagdo as sementes, ambas apresentaram valores similares,
embora a semente fermentada tenha apresentado concentragées maiores que a
sem fermentar. Ainda que as taxas de teobromina e cafeina diminuam na semente
durante a fermentagao, uma possivel explicagcao para a semente fermentada conter
mais teobromina e cafeina que a nao fermentada é a perda desses compostos que
estavam presentes na polpa, visto que a polpa foi perdida durante a secagem?®>%.
De acordo com o teste de Tukey, houve diferenga significativa entre as sementes

secas e fermentadas, conforme demonstrado na Figura 10.
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Figura 10. Amostras de sementes de cacau analisadas
UHPLC-PDA, representadas por média das areas dos picos de
teobromina e cafeina lidos a 272 nm. As diferencas estatisticas
significativas para cada composto estao representadas por letras
diferentes sobre as barras (teste de Tukey, p<0,05).
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Seca Fermentada Seca Fermentada

As amostras de cacau em pé (Figura 11) apresentaram valores similares
tanto para teobromina, quanto para cafeina, ndo havendo diferenga estatistica

significativa de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Figura 11. Amostras de p6 de cacau analisadas UHPLC-PDA,
representadas por média das areas dos picos de teobromina e
cafeina lidos a 272 nm. As diferengas estatisticas significativas
para cada composto estdo representadas por letras diferentes
sobre as barras (teste de Tukey, p<0,05).
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Nos chocolates, as menores concentragdes de teobromina e cafeina
encontradas foram em chocolates ao leite (1,55 mg/g e 0,213 mg/g,
respectivamente) e as maiores em chocolates meio amargo (6,03 mg/g e 1 mg/g,
respectivamente). No Brasil, chocolate é definido como uma mistura de ingredientes
com no minimo 25% de sodlidos de cacau (liquor, massa de cacau, cacau em po ou
manteiga de cacau)?+?%. Nao ha uma definigdo para chocolate meio amargo, embora
nos Ultimos anos esses chocolates tenham maior teor de cacau®. Visto isso, é
esperado que chocolates intensos apresentem maiores concentracbes de
teobromina e cafeina devido ao maior teor de cacau em sua formulacdo. Houve
maior variacdo entre as amostras de chocolate que as outras analisadas. De
maneira geral, é possivel observar maior similaridade entre os chocolates ao leite,

tanto para teobromina, quanto para cafeina, conforme Figura 12.

Figura 12. Amostras de chocolate analisadas UHPLC-PDA, representadas por
meédia das areas dos picos de teobromina e cafeina lidos a 272 nm. As diferengas
estatisticas significativas para cada composto estdo representadas por letras
diferentes sobre as barras (teste de Tukey, p < 0,05).
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4 CONCLUSAO

O trabalho foi guiado pelos principios da quimica verde, buscando,
principalmente, minimizar o numero de experimentos realizados por meio de
planejamento de experimentos e substituir solventes tradicionais por solventes
verdes. Foram propostos procedimentos de extracdo e separacido de cacau
alternativos ao método oficial AOAC 980.14. Ao comparar com a metodologia oficial,
tanto o procedimento de extracdo, quanto a separacdo proposta se mostraram
eficientes, com menor consumo de solvente, menor tempo de extragdo e menor
impacto ambiental. O procedimento completo pdde ser aplicado a diferentes
amostras relacionadas ao cacau, como sementes, nibs, pos e chocolates,
totalizando 21 amostras comerciais quantificadas, nas quais foi possivel observar
concentragdes de teobromina entre 1,55 - 13,33 mg/g, e a cafeina 0,21 - 12,16 mg/q.
O trabalho mostrou que é possivel utilizar técnicas de alto desempenho, utilizando
solventes verdes (etanol e agua), com tempo de extragdo e numero de etapas

reduzidos para analisar cacau e seus produtos e derivados.

Declaragao sobre o uso de IA generativa e tecnologias assistidas por IA no
processo de escrita

Durante a preparacao deste trabalho, os autores utilizaram Grammarly, Gemini e
ChatGPT para melhorar a legibilidade e a linguagem do manuscrito. Apos a
utilizacdo dessas ferramentas, os autores revisaram o conteudo conforme

necessario e assumem total responsabilidade pelo conteudo do artigo publicado.
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Tabela A1. Relagdo das amostras comerciais analisadas.

Estado do plantio

Identificacao Produto de cacau Lote
Nibs Organico PA 01 Organico Para -
Nibs Organico PA 02 Organico Para -
Nibs Orgéanico BA 01 Organico Bahia 352252
Nibs Nibs Organico BA 02 Organico Bahia 116
Nibs Orgéanico BA 03 Organico Bahia 42025
Nibs convencional SP 01 Convencional Séo Paulo -
Nibs Convencional BA 01 Convencional Bahia 105
Nibs Convencional SL 01 Convencional S/L L49R12V07
Chocolate Intenso 01 Intenso 40% S/L CC18025491
Chocolate Intenso 02 Intenso 70% S/L CC29825493
Chocolate Intenso 03 Orgénico 76% S/L L 257605
Chocolate Intenso 04 Orgénico 81% S/L L 702532
Chocolate Chocolate Intenso 05 Classico 70% S/L L 258102
Chocolate Ao Leite 01 Ao leite S/L 60159265C 4
Chocolate Ao Leite 02 Ao leite S/L CC03526191
Chocolate Ao Leite 03 Ao leite S/L 53319265C 1
Chocolate Ao Leite 04 Ao leite S/L L 518812941G1
P6 de cacau P6 de cacau Organico BA 01 Organico Bahia -
Pé de cacau Convencional SL 01 Convencional S/L L57R01V08
Semente seca Seca sem fermentar Sao Paulo -

Semente

Semente fermentada

Seca, fermentada e torrada

Sao Paulo
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Tabela B1. Métricas AGREE aplicadas para o procedimento da AOAC e proposto.

Procedimento

AOAC

Proposto

1. Amostragem

Tratamento externo de amostras com numero

reduzido de etapas

Tratamento externo de amostras com numero

reduzido de etapas

2. Quantidade de amostra 19 0,08 g
3.  Localizacao da analise Off-line Off-line
Centrifugacao
Centrifugagao

4. Etapas mais importantes

arON=

Secagem em banho maria
Extracao sélido-liquido
Centrifugacao

1.
2.

Extracao sélido-liquido
Centrifugacao

5.  Grau de automatizagao

Semi-automatizado, ndo miniaturizado

Semi-automatizado, miniaturizado

6. Agente de derivatizacao

Nenhum

Nenhum

7. Quantidade de residuo

159

mL (60 mL de éter de petréleo e 99 mL de
agua)

3 mL de solucao hidroetandlica

8.1. Numero de analitos

2

2

8.2. Amostra analisada por hora

10 minutos centrifugacao

10 minutos centrifugacao

60 minutos secagem

25 minutos extracao

5 minutos centrifugagao

10 minutos corrida cromatografica

35 minutos extragao
5 minutos centrifugagao
17 minutos corrida cromatografica
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0,50 amostra/hora

1,05 amostra/hora

8.  Técnica mais intensiva em energia UHPLC UHPLC
) Algun§ r eagentes sao obtidos de font?s Todos os reagentes sido obtidos de fontes
9. Tipos de reagentes renovaveis (etanol). Reagentes de fontes n&o .
e . ~ . renovaveis (etanol).
renovaveis também sdo usados (éter de
petréleo).
10. O método envolve reagentes téxicos? Sim (60 mL de éter de petréleo) Nao
11.  Ameacas que nao podem ser evitadas 1. Altamente inflamavel 1. Altamente inflamavel

2. Téxico para a vida aquatica
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Tabela B2. Métricas do ComplexMoGAPI aplicadas para o procedimento da AOAC e proposto.

Procedimento Proposto AOAC
Preparacao da amostra e analise

1. Coleta Off-line Off-line

2.  Preservagao Quimico ou fisico Quimico ou fisico

3. Transporte Necessario Necessario

4.  Armazenamento Sob condigbes normais Sob condigbes normais

5. Tipo de método Extragao necessaria Extragao necessaria

6. Escala da extragao Macro-extragao Macro-extragao

7.  Solventes/Reagentes utilizados Solventes/reagentes ndo verdes Solventes/reagentes verdes

8.  Tratamento adicional Nenhum Nenhum

Reagentes e Solventes

9. Quantidade <10 mL (<10 g) >100 mL (> 100 g)

10, Risco & satde . Mode'rade}mente t(’)x’igo, pode causar . Moderadezmente téx’ic?o, pode causar
incapacitagao temporaria; NFPA =2 ou 3 incapacitagao temporaria; NFPA =2 ou 3
Maior inflamabilidade NFPA ou pontuagao de Maior inflamabilidade NFPA ou pontuagao de

11.  Risco a seguranga instabilidade é 2 ou 3, ou um perigo especial instabilidade é 2 ou 3, ou um perigo especial

esta envolvido

esta envolvido

Instrumentacao
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12. Energia

<= 0.1 kWh per sample

<= 1.5 kWh per sample

13.  Risco ocupacional

Hermetizacao do processo analitico

Emissao de vapores na atmosfera

14. Residuo

1mL-10mL (1-10g)

>10 mL (>10 g)

15. Tratamento do residuo

Degradacéo, passivagao

Degradacéo, passivagao

Tipo de método

Tipo de analise

Qualitativo e quantitativo

Qualitativo e quantitativo

Pré-analise

l. Rendimento

II.  Temperatura/Tempo

Temperatura ambiente, >1 h, Aquecimento, <1 h
Resfriamento <0 °C

Temperatura ambiente, >1 h, Aquecimento, <1
h Resfriamento <0 °C

Relagdao com economia verde

. Nudmero de regras atendidas

5-6

1-2

Reagentes e Solventes

IVb. Risco a saude

Moderadamente toxico, pode causa
Incapacitagao temporaria; NFPA =2 or 3

Moderadamente toxico, pode causa
Incapacitagao temporaria; NFPA =2 or 3

IVb. Risco a segurancga

Maior inflamabilidade NFPA ou pontuagao de
instabilidade é 2 ou 3, ou um perigo especial
esta envolvido

Maior inflamabilidade NFPA ou pontuagao de
instabilidade é 2 ou 3, ou um perigo especial
esta envolvido

Instrumentacao

Va. Configuragao técnica

Configuragao comum

Configuracdes adicionais/semi-avancadas
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instrumentos usados

Vb. Energia

<= 0.1 kWh per sample

<= 1.5 kWh per sample

Vc. Risco ocupacional

Hermetizac&o do processo analitico

Emissao de vapores na atmosfera

Processamento e purificagao

Vla. Processamento de produtos
finais, purificagao

Nenhum ou processo simples

Nenhum ou processo simples

VIb. Pureza

Nao aplicado

Nao aplicado

E-factor

VII. E-factor input

E-factor = (massa total de residuo do
processo)/(massa de produto total)
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Figura C1. Cromatogramas representativos de cada amostra analisada utilizando os métodos de extragdo e separagéo propostos.
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