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O vinho é conhecido por suas propriedades bioquimicas benéficas como
antioxidante, anticarcinogénico e antiinflamatério. Muitas destas propriedades podem
ser atribuidas aos flavonodides e ao resveratrol. No vinho encontra-se uma grande
guantidade de interferentes, como proteinas e lipidios, que dificultam a andlise de
flavondides. Cromatografia de Fluxo Turbulento (TFC, do inglés Turbulent Flow
Chromatography) acoplada on-line ao LC-MS foi utilizado para analisar flavonodides e
resveratrol presentes em diferentes tipos de vinho. O preparo das amostras €
baseado na remocgédo de compostos com alta massa molar de compostos de baixa
massa molar utilizando TFC. ApGs o preparo das amostras a coluna de TFC é
colocada on-line com o LC-MS e um gradiente € iniciado para realizar a eluicdo dos
compostos retidos nos poros da fase estacionaria da coluna de TFC e a separacéo
dos mesmos nos sistema LC-MS. O procedimento provou ser rapido, ndo laborioso,
robusto e sensivel. A aplicacdo do método foi realizada com diferentes amostras de
vinho tinto, branco e rosé. A precisao interdia e intradia para todos os vinhos e
concentracOes estudadas foram < 12 % e < 18%, respectivamente. O método provou
ser linear para todos os compostos e matrizes estudadas no intervalo de 0,05 a 2 mg
L™t (r* > 0,99). O resveratrol também mostrou linearidade (r* > 0,99) quando utilizou-
se intervalo de concentracéo maior (1 a 50 mg L™). O LOD obtido para os compostos
em vinho tinto foi de 0,004 a 0,022 mg L™, em vinho branco de 0,002 a 0,021 mg L™
e em vinho rosé de 0,003 a 0,034 mg L. A quantificacdo do resveratrol foi possivel
utilizando-se curva de adicdo padrdao. O vinho tinto apresentou maiores
concentracdes de resveratrol (4 mg L), quando comparado com os vinhos branco e
rosé, que foram cerca de 12 vezes menores. Além disso as diferentes amostras de
vinho tinto apresentaram diferentes concentracdes de resveratrol. O procedimento
desenvolvido pode ser uma poderosa ferramenta no estudo de outros analitos em
matrizes complexas, como por exemplo compostos de interesse em alimentos,
bebidas e amostras biologicas.

Palavras chave: TFC, LC-MS, flavondides, resveratrol, vinho
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Wine is known for its favorable biochemical properties such as antioxidant,
anticarcinogenic and anti-inflamatory properties. Many of these properties can be
assigned to flavonoids and resveratrol. Wine is known to contain high amounts of
interferences, such as proteins and lipids complicating analysis of flavonoids and
other compounds of interest. Turbulent Flow Chromatography (TFC) on-line coupled
to Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) was used to analyze
flavonoids present in different types of wines. The TFC sample pretreatment is based
on the fast removal of high molecular weight compounds and the removal of low
molecular weight polar interferences. After the sample pretreatment, the TFC column
is on-line coupled to LC-MS and a gradient is started to elute the trapped compounds
and separate these in the LC-MS. The method proved to be fast, non-laborious,
robust and sensitive. The feasibility of the method was tested on several red, white
and rosé wines. Interday and intraday precision for all wines and concentrations were
calculated to be < 12% and < 18%, respectively. The method proved to be linear for
all investigated compounds and matrices in the range of 0.05 to 2 mg L™ (r? > 0.99).
Moreover resveratrol showed also linearity (r* > 0.99) in higher range (1 to 50 mg L’
1. The LOD for the compounds in red wine ranged from 0.004 to 0.022 mg L™, in
white wine ranged from 0.002 to 0.021 mg L™ and in rosé wine ranged from 0.003 to
0.034 mg L. Quantitation of resveratrol was possible using standard addition
procedure, since resveratrol was present in the sample. Red wine showed a higher
amount of resveratrol (4 mg L), compared to rosé and white wine which was 10-fold
lower. Moreover, the different red wines contained also different amounts of
resveratrol. The presented method may be an useful tool to study other analytes in
difficult matrices, such as compounds of interest in food, drinks and biological
samples.

Keywords: TFC, LC-MS, flavonoids, resveratrol, wine
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1 INTRODUCAO

O vinho possui uma longa histéria que remonta pelo menos ha
aproximadamente 6000 a.C. (KOPP, 1998). E apreciado em diversas partes do
mundo sendo uma bebida alcodlica produzida pela fermentacdo do sumo da uva. A
constituicdo quimica das uvas permite que estas fermentem sem que lhes sejam
adicionados acucares, acidos, enzimas ou outros nutrientes. Na producdo do vinho,
0S compostos presentes na uva sao transferidos para o mosto e o vinho.

O consumo do vinho tem crescido nos ultimos anos devido a pesquisas
cientificas que apontam os beneficios desta bebida na saude humana. Estes
estudos demonstram que o vinho auxilia por exemplo, no tratamento de doencas
cardiovasculares e no acumulo de colesterol, tem comprovada acdo bactericida e
antiviral, retarda o envelhecimento celular. Estas propriedades séo atribuidas aos
compostos polifendlicos presentes no vinho, destacando-se os flavondides e
resveratrol (FLAMINI, 2003).

Os flavondides e o resveratrol sdo polifendis de baixa massa molar
encontrados em diversas plantas. Agem como fitoalexinas protegendo as plantas
contra o estresse causado por atague de pragas, patogenos e radiacdo UV. Séo
encontrados em varias frutas e vegetais, assim como em alimentos processados
(BRONNER & BEECHER, 1995). Sao responsaveis pelas caracteristicas sensoriais
e de coloragdo (FANG, 2007a). Tanto a industria como pesquisadores e
consumidores tém demonstrado grande interesse nestes compostos pelo seu
potencial na prevencdo de doencas -cardiovasculares e suas propriedades
antioxidantes. Alguns pesquisadores sugerem que 0 resveratrol € a substancia
responsavel pelo chamado “paradoxo francés” (KOPP, 1998; LANGE, 2006).

Nas duas ultimas décadas, varios procedimentos analiticos para a analise
e quantificacdo de compostos polifendlicos em plantas, produtos derivados de
plantas e matrizes bioldgicas tém sido estudados (WU et al., 2004).

Devido ao processamento de plantas e frutas para producao de alimentos

e bebidas a concentracao de flavondides e resveratrol presentes podem ser afetados
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e/ou perdidos, resultando em menor quantidade nos alimentos processados (FANG,
2007b). Os alimentos possuem outros constituintes como acucares, proteinas e
pigmentos que estdo presentes em altas concentragfes. Alguns flavonoides que
estao originalmente presentes em baixas concentracdes nas plantas podem ter sua
analise dificultada em virtude da interferéncia destes compostos. Desta forma faz-se
necessario o uso de clean-up (ou purificacdo) e pré-tratamento das amostras bem
como uma boa técnica de deteccéo.

Dependendo da matriz e dos compostos interferentes diferentes tipos de
pré-tratamento das amostras pode ser aplicado, como a extracdo em fase solida
(SVEDSTROM, 2006), extracdo liquido-liquido (TEIXEIRA & COSTA, 2005), a
dispersdo da matriz em fase solida (XIAO et al., 2004) e microextracdo em fase
solida (SATTERFIEL et al., 2001). Em geral estas etapas de preparo das amostras
sao laboriosas e demoradas. Depois desta etapa, um sistema analitico € necessario
para realizar a separacdo e posterior quantificacdo das substancias, podendo ser
cromatografia gasosa (DENG & ZITO, 2003), eletroforese capilar (WU et al., 2007) e
cromatografia a liquido (EI-SHAFAE & EI-DOMIATY 2001), sendo esta a mais
aplicada.

Uma técnica que combina clean-up e concentracdo dos analitos tém sido
estudada nos ultimos anos. A cromatografia de fluxo turbulento tem sido
freqientemente empregada para clean-up on-line de fluidos biolégicos (FAIRHURST
et al., 2004). O fenbmeno responsavel pela melhora da eficiéncia do clean-up e a
rapidez das analises se da pelo fluxo turbulento formado pelas altas vazdes em
combinacdo com o tamanho das particulas tendo-se um aumento na transferéncia
de massa durante o processo (MULLET, 2007).

Devido as baixas concentracdes de flavondides e resveratrol no vinho e a
grande quantidade de interferentes na matriz, este estudo objetivou o
desenvolvimento e validacdo de um procedimento on-line de clean-up e
concentragdo de cinco flavonodides e resveratrol presentes em vinho tinto, branco e

rosé, empregando TFC-LC-MS.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

A cultura da uva tem um grande valor, ndo apenas por ter a maior
producéo mundial de horticultura mas também por trazer conexdes historicas com o
desenvolvimento da humanidade. O produto principal, vinho (do grego antigo ohog,
do latim vinum), foi considerado pelos povos antigos a bebida dos deuses. Dionysus
e Bacchus foram deuses dedicados a esta bebida (THIS et al., 2006)

A historia cientifica do vinho inicia muito antes do que a primeira citacéo
da Biblia (Génesis, capitulo 1X, versiculo 20-29), datando de 7400 e 7000 a.C. tendo
como evidéncia quimica uma jarra encontrada na regido chamada de Fajji Firuz
Tepe, onde atualmente € o Iran (THIS et al., 2006).

Entre 5400 a 5000 a.C. o vinho se espalhou da regido Caucasiana Sul
para a Palestina, Siria, Egito e Mesopotamia (LANGE, 2006). O cultivo de uvas teve
inicio na China e Japao em 3200 a.C. (THIS et al., 2006).

Muitas das principais regides viticultoras da Europa Ocidental atual foram
estabelecidas pelo romanos. A tecnologia de producdo do vinho melhorou
consideravelmente durante o império romano. Na época ja eram conhecidas
diferentes qualidades de uvas e de técnicas de cultivo e foram criados os barris para
o transporte e armazenamento do mesmo (PHILLIPS, 2000).

Depois da queda do Império Romano a produgcdo de vinho diminuiu.
Durante os tempos de crise, a producéo de vinho se manteve principalmente devido
aos esforcos de monastérios cristdos, que em virtude disto, desenvolveram os
melhores parrerais na Europa. No periodo medieval, o vinho foi considerado
importante na dieta diaria, em virtude da falta de fontes de 4gua potavel. Séculos
mais tarde a producao de vinho “deparou-se” com a descoberta de fontes de agua, e
desta forma o vinho deixou de ser um alimento de primeira necessidade (LANGE,
2006).
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A vinificagcdo moderna iniciou com as descobertas de Louis Pasteur no
século XIX. A partir de suas descobertas no campo da microbiologia o cientista

tranformou a ecologia em uma ciéncia que até hoje é muito estudada (KOPP, 1998).

2.2 Aimportancia do vinho na economia e na saude

O cultivo da videira e a elaboracdo de vinhos constituem uma realidade
em regides onde ndo se imaginava o cultivo dos mesmos. O vinho foi, desde séculos
atrds, um enigma por se acreditar que este se tratava de um produto ligado a
divindades e s6 acessivel aos poderosos, ou seja, aqueles que estavam “proximos”
dos deuses. Com a introdugéo da uva e do vinho na Europa pelos romanos, o vinho
tornou-se um produto embora nobre, comercial (DAVID et al., 2007).

Em 2006 os maiores produtores mundiais de vinho eram: Franca, Italia,
Espanha, Estados Unidos da América, Argentina, China, Australia, Africa do Sul,
Alemanha, Chile, Portugal, Roménia, Russia, Hungria e Grécia (FAO, 2008). O Brasil
tem investido na producdo e desenvolvimento de uvas para a producéo de vinhos. A
area de vinhedos no Brasil em 2004, segundo IBGE, foi de 70.531 hectares. O Rio
Grande do Sul, principal produtor, possui area de 40.351 hectares, ou seja, 57,21%
da area total de producao no pais (EMBRAPA, 2005).

A producao mundial de vinho vem sendo influenciada pela repercussao de
seminarios e simpaosios cientificos nas areas de medicina, toxicologia de alimentos e
saude humana. Em particular, os efeitos benéficos do consumo moderado de vinho
na prevencédo de algumas doengas, como por exemplo doencas cardiovasculares,
degeneracéo de células cerebrais causadas pelo envelhecimento e alguns tipos de
canceres, vem sendo discutidos (FLAMINI, 2003).

Como consequéncia, paises produtores de uvas e vinhos aumentam seus
esforcos para melhorar a qualidade do produto, bem como aumentar a producéo.
Devido a esta concorréncia, pesquisadores e institutos de controle de qualidade se
dedicam a desenvolver novos métodos para a verificacdo da origem do produto, a
verificacdo de adulteracdo (como por exemplo a adicdo de agucares, etanol ou
agua), a protecdo da saude do consumidor com relacdo a contaminantes (metais
pesados, toxinas e pesticidas) e o estudo do metabolismo e doencas da planta
(FLAMINI, 2003).
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O efeito do vinho sobre a saude humana tem sido objeto de numerosos
estudos. Estudos na area meédica ja realizadas ou ainda em desenvolvimento,
permitem atribuir ao vinho de boa qualidade, evidentes propriedades de medicina
preventiva. O vinho auxilia no tratamento de doencgas cardiovasculares e no acimulo
de colesterol, tem comprovada acédo bactericida e antiviral, facilita a digestdo e
retarda o envelhecimento celular, por exemplo.

A descoberta e compreensdo do chamado “Paradoxo Francés” foi
fundamental para acelerar as pesquisas sobre os beneficios que os componentes do
vinho podem trazer a saude humana. Apesar de terem as mesmas taxas de
colesterol que os americanos, a taxa de mortalidade dos franceses em doengas
cardiovasculares, correspondem a um terco da mesma taxa observada nos Estados
Unidos. Segundo especialistas, a causa desta aparente contradicdo é muito simples:
o habito francés de desfrutar algumas tacas de vinho as refeicdes (KOPP, 1998;
LANGE, 2006).

Os vinhos de forma geral sdo constituidos de agua, alcoois, agucares,
acidos organicos, proteinas e seus produtos de constituicdo, polifendis, pigmentos,
sais e vitaminas. Cada uma destas classes que compdem o vinho € composta por
dezenas ou as vezes, centenas de substancias quimicas. Os compostos
polifendlicos em especial flavonoides e resveratrol, tem ocorréncia também em chas,
frutas e varias plantas medicinais tém sido apontados como 0s responsaveis por

varios beneficios a satde humana (DAVID et al., 2007).

2.3 Flavondides e resveratrol

2.3.1 Flavonodides

Flavondéides sdo um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios em
plantas e sao bastante importantes por defender e sinalizar compostos na
reproducao, patogénese e simbiose destas (MAXWELL & PHILIPS, 1990).

Em plantas, os flavonoides agem como fitoalexinas (substancias formadas
pelo tecido hospedeiro em resposta a um estimulo fisiol6gico, agente infeccioso ou
seus produtos), contra o estresse, como por exemplo causado por elevada radiagéo
UV-B (ZAND et al., 2002; OLSSON et al., 1998; REUBER et al., 1996), infec¢céo por
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microorganismos (MIDDLETON & TERAMURA, 1993) ou ataque herbivoro (WANG
et al., 1998). Por essa razdo, a concentracdo de flavondides aumenta em condi¢des
de estresse. Possuem propriedades antifingicas, anti-bacterianas, anti-oxidantes,
etc., que aumentam a sobrevivéncia das plantas (SCHUSTER, 2007). Os
flavonodides estdo também envolvidos na producéo de nodulos em raizes de plantas
leguminosas como sistema de fixacdo de nitrogénio apoOs infeccdo por bactéria
Rhizobium. S&o fontes de pigmentos para coloracdo de flores e apresentam
importante papel na interacdo com insetos (BIGGS & LANE, 1978). Também afetam
a saude humana e animal por estarem presentes na dieta diaria (alimentos)
apresentando acgédo anti-oxidante (RICE-EVANS et al.,, 1997) ou acdo hormonal
(MIKSICEK, 1993) e ampla variedade de atividades anti-microbiana e farmacoldgica.

Estes fendis mostram varios efeitos biolégicos e fisiolégicos e podem
servir como marcadores quimiotaxondmicos, para a classificacdo de plantas
baseado na presenca e concentracdo de componentes quimicos especificos.

Os flavondides mostram atividades anti-oxidantes que interferem com
sistemas produtores de radicais livres e agem como capturadores destes. Sao
usados na prevencao de cancer, arteriosclerose e doencgas coronarias.

As melhores fontes de flavonoides na dieta ocidental sédo cebola, chas e
vinho enquanto que no oriente sdo alimentos a base de soja (NIESSEN, 2006;
HERMAN, 2006).

Os flavondides estdo presentes em plantas como agliconas, flavondides
O-glicosideos, flavondides C-glicosideos e/ou flavondéides O,C-glicosideos. Foram
reportados na natureza 1500 diferentes flavonoides agliconas e mais de 6500
flavondides (NIESSEN, 2006).

2.3.2 Resveratrol

O resveratrol e seus derivados sdo compostos fendlicos naturais
encontrados em varias plantas. A presenca destes estilbenos em uvas e seus sub-
produtos, tem sido alvo de estudo por duas razdes principais. Primeiro, estes
compostos agem como fitoalexinas nas plantas, sendo sintetizados em resposta a
situacOes de estresse, doencas nas plantas, infeccdbes microbianas ou radiagéo

ultravioleta. Segundo, estudos demonstram que estes compostos sdo benéficos a
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saude humana devido as suas propriedades anti-inflamatorias, anti-oxidantes, anti-
tumoral, efeitos cardio e neuro-protetores. Por ser um composto fendlico, tem
demonstrado a modulagdo do metabolismo de lipidios e inibicdo da oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (DOMINGUEZ et al., 2001; KOLOUCHOVA-
HANZLIKOVA et al., 2004; MONTSKO et al., 2007).

O resveratrol existe nas formas isbmeras cis e trans, ambos ocorrendo
naturalmente assim como seus respectivos glicosideos. In vitro, a forma trans € mais
termo e foto-estavel enquanto que a forma cis € bastante instavel, isomerizando
facilmente a forma trans. Solu¢cbes padrfes de trans-resveratrol também mostram
foto-isomerizacdo e quando estas solugcdes sédo expostas a luz natural, a proporgcéo
dos estereoisbmeros muda, uma vez que a quantidade de cis-resveratrol aumenta
(KOLOUCHOVA-HANZLIKOVA et al., 2004). A mesma reacdo acontece quando a
substancia é exposta a luz ultravioleta. Quanto maior a quantidade de irradiagéo,
maior a concentracdo de cis-resveratrol que sera formada. Segundo TRELA &
WATERHOUSE (1996), depois de aproximadamente 2 horas, a proporcao de cis-
resveratrol na solugcdo atinge o seu maximo, e segundo KOLOUCHOVA-
HANZLIKOVA et al. (2004) o equilibrio entre trans e cis-resveratrol foi atingido
depois de 5 horas de exposicao a luz UV (luz natural).

As técnicas de vinificacdo, especialmente quando se determina o tempo e
temperatura de fermentacéo, o tempo de contato com a casca, a forga do fermento
(bactéria) utilizado, o envelhecimento em barril e 0 uso de processos de clarificacéo
do vinho podem influenciar na quantidade de resveratrol no vinho (GOLDBERG et
al., 1995).

2.4 Técnicas de preparo de amostras para determinacéo de flavonoides

Véarios métodos de tratamento de amostras tém sido desenvolvidos para
determinacdo de flavonoides em varios tipos de amostras. Existem trés principais
tipos de matrizes contendo flavonodides: plantas, alimentos e amostras liquidas como

fluidos biologicos e bebidas (Figura 1).
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Figura 1. Estratégias para determinacdo de flavondides em plantas, fluidos

biologicos, bebidas e alimentos (adaptado de RIJKE et al., 2006)

As amostras solidas sao geralmente homogeneizadas e, para tal algumas
vezes as amostras sao primeiramente congeladas. O préximo passo é o isolamento
do analito e para isto extragcao utilizando solvente (SE, do inglés solvent extraction) é
ainda uma das técnicas mais utilizadas, principalmente pela facilidade do uso e da
vasta aplicabilidade. A extracdo por soxhlet € usada menos freqientemente para
isolar flavondides de matrizes sélidas. Para ambos (SE e Soxhlet), na maioria dos
casos, metanol e acetonitrila sdo utilizados como solventes de extracdo. As amostras
liquidas séo filtradas e/ou centrifugadas, diretamente injetadas no sistema de

separacdo, ou mais frequentemente os analitos sdo primeiramente isolados
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utilizando extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction) ou
extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction). O solvente mais
utilizado na técnica de LLE € o acetato de etila ou éter dietilico contendo uma
pequena quantidade de acido. Este método é geralmente utilizado para extragdo de
agliconas enquanto que outros métodos extraem agliconas e conjugados. A Tabela 1
apresenta alguns exemplos dos procedimentos citados para a extracdo de
flavonoides (RIJKE et al., 2006).

O preparo de amostra utilizando SPE, dispersao da matriz em fase soélida
(MSPD, do inglés Matrix Solid-Phase Dispersion) e microextracdo em fase solida
(SPME, do inglés Solid Phase Micro-Extraction) merecem maior atengdo. Embora
SPE ndo seja uma técnica nova, apenas recentemente foi utilizada na analise de
flavonoides (RIJKE et al., 2006).

Além disso, comparadas com metodos de extracdo tradicionais, as
técnicas citadas acima podem ser facilmente automatizadas. Aléem da alta
seletividade, da reducdo de custos e do tempo de analise, sistemas hifenados
também reduzem perdas de amostras e minimizam problemas de contaminacéo
(VISSER et al., 2003).

Diferentes combinacdes de métodos de extracdo para o preparo de
amostras on-line sdo possiveis, sendo que a combinacdo SPE-LC é a mais utilizada,
devido a sua simplicidade e versatilidade (VISSER et al., 2003).
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Tabela 1. Exemplos de aplicagbes dos métodos de extracdo soxhlet, LLE e SE para andlise de flavonoides

Analitos Solventes  Amostra Detalhes Analise  Referéncia
Soxhlet
Varios flavonéides MeOH Mentha spicata, 12 h de extragdo com metanol, GC-MS FIAMENGOS et al., 2004
Til evaporado e redissolvido em tamp&o
fla europea, fosfato:metanol 8:2 (v/v).
Urtica dioica,
Hypericum perforatum
Daidzeina, genisteina MeOH:H,O Leite de soja, carne, 1 h de extracdo utilizando programa LC-ED KLEJDUS et al., 2004
(9:1, viv) ) de temperatura
farinha
LLE Et,O Vinho pH do vinho ajustado a 2; 5 mL de LC-UV e RODRIGUEZ-DELGADO
) 1 amostra extraida com 5 mL de éter FLU et al., 2001
Quercetina, kaempferol, 0,1 mol L s . -
dietilico por 20 min; fase orgéanica
Trans-resveratrol HCI (pH=2) separada e evaporada, redissolvido
em metanol:agua (1:1, v/v), filtrada e
injetada
Flavanonas Et,0, Maclura pomifera Raf., Dissolugdo do extrato seco em LC-DAD TEIXEIRA & COSTA,
,  Moraceae metanol:dgua (1:1, v/v) melhora a 2005
0,1 mol L

HCI (pH=2)

eficiéncia da separacao
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SE
Epicatequina, catequi- MeOH Folhas de Ginkgo biloba  Folhas secas sonicadas com 5 mL de CE-ED CAO et al., 2002
na, rutina, apigenina, metanol por 30 min
luteolina, quercetina
Isoflavona e flavonol MeOH:H,O  Trifolium pratense, Folhas secas maceradas com LC-UV- RIJKE et al., 2004
glicosideo-(di)malonato (1:1, viv) Trifolium Dobem, metanol:H,O, filtradas e extraidas MS e
Trifolium repens, novamente; extratos combinados FLU
Lotus corniculatus
Daidzina, glicitina, MeCN:H,O Alimento a base de soja  Hidrélise evitada para determinacao LC-MS GRIFFITH & COLLISON,
genistina, daidzeina, (1:1, viv) de malonatos e acetatos 2001
gliciteina, genisteina
Catequina, epicatequi- Me,O:H,O Maca Com extracdo utilizando a mistura LC-UV e VRHOVSEK et al., 2004
na, procianidina, antocia- (7:3, v/v) acetona:dgua obteve-se extratos LC-MS

ninas, diidrochalconas,

flavonols

estaveis pela desnaturacdo da
enzima polifenol oxidase

AbreviagBes: MeCN: acetonitrila, EtOAc: acetato de etila, Et,O: éter dietilico, MeOH: metanol, EtOH: etanol, Me,CO: acetona
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2.4.1 Extracdo em fase solida

Sorventes a base de silica ligados a grupos alquil e copolimeros séo
amplamente utilizados na extracdo e enriquecimento de analitos presentes em
amostras aquosas e extratos de amostras em analise ambiental, farmacéutica e
biomédica. O uso na analise de flavonoides é relativamente novo. Na maioria dos
casos, a fase estacionaria utilizada é C18 (octadecil) e as amostras e solventes
envolvidos na analise devem ser ligeiramente acidificados, para prevenir a ionizacéo
dos flavonoides o que pode reduzir a retencdo na fase estacionaria. Pode ser
mostrado, como exemplo, a purificacdo de extratos metandlicos de azeitonas
desenvolvido por VINHA et al. (2004). ApGs a extracdo com solvente o extrato foi
evaporado, redissolvido em agua contendo acido cloridrico (pH 2) e percolado no
cartucho de C18. AplOs esta etapa, foi utilizado hexano para remover lipidios
presentes na amostra (etapa de limpeza) e metanol para extrair os flavondides. A
identificagcdo de onze compostos fendlicos, incluindo flavonoide-(di)glicosideos em
29 diferentes tipos de azeitonas foi realizada utilizando LC-ESI(+)-MS (Cromatdgrafo
a Liquido com Espectrobmetro de Massas utilizando electrospray no modo de
ionizacao negativo, do inglés Liquid Chromatography Electrospray lonization Positive
mode Mass Spectrometry).

KLEJDUS et al. (2001) analisaram flavonoides em extrato de Trifolium
pratense (trevo vermelho, do inglés red clover). O extrato metandlico foi extraido
utilizando SPE e as fragcdes foram coletadas e transferidas para um segundo
cartucho de SPE. Foram testados, o pH e a composi¢cdo da fase moével e trés
diferentes sorventes. As condicfes Otimas de extracdo foram obtidas utilizando
cartuchos de C18, a utilizacdo da mistura metanol:agua (35:65, v/v) contendo 2% de
acido acético para limpeza do cartucho e eluindo com a mistura metanol:agua
(contendo 2% de hidroxido de amdnio), sendo que a proporcédo de metanol foi sendo
aumentada de 0 a 90% durante a eluicdo. Em uma segunda etapa, para completar a
extracdo dos analitos, o0 mesmo cartucho foi novamente eluido com a mistura
metanol:agua (8:2, v/v) e 2% e hidroxido de aménio. Para a identificagdo de 49
flavonoides foi utilizado LC-ESI(+)-MS.
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2.4.2 Disperséo da Matriz em Fase Solida

A dispersdo da matriz em fase solida (MSPD) permite a extracdo de
analitos de amostras homogeneamente dispersas em um suporte sélido, usualmente
silica ligada a grupos C18 ou C8. Desta forma, a extracdo e limpeza da amostra
acontecem simultaneamente com, geralmente, boas recuperacdes e preciséo.
MSPD é frequentemente utilizada para determinacdo de pesticidas em frutas,
vegetais, bebidas e alimentos (FERNANDEZ et al., 2000; KRISTENSON et al., 2001;
TADEO & SCHANCES-BRUNETE, 2003), mas a aplicacdo na determinacdo de
flavondides foi reportada recentemente (XIAO et al., 2004; RIJKE et al., 2004).

XIAQO et al. (2004) compararam MSPD, soxhlet e ultra-som como métodos
de extracdo da isoflavona aglicona e de glicosideos em Radix astragali (raiz seca da
planta Astragalus membranaceus) que € amplamente utilizada na medicina chinesa.
Para MSPD foi utilizado como fase solida C18 e a elui¢céo foi realizada com a mistura
metanol:dgua (9:1, v/v). Para as agliconas, a MSPD mostrou melhor eficiéncia como
método de extracdo (83% de recuperacdo de formononetina), mas para 0S
glicosideos, o soxhlet apresentou os melhores resultados. Entretanto, a extracéo
com soxhlet utiliza maior volume de solvente e maior tempo de analise. A extracéo
com ultra-som n&o apresentou bons resultados.

TEIXEIRA & COSTA (2005) estudaram flavondides e xantonas em raizes
da arvore Maclura pomifera. SE, MSPD utilizando C18 e areia do mar foram
utiizados na extracdo. Para SE, 150 mg de raiz seca foram imersos em
diclorometano ou metanol:agua (9:1, v/v). Para MSPD, 150 mg de raiz foram
misturados com 600 mg de sorvente C18 ou areia do mar e 2 mL de hexano,
recheados em um cartucho e eluidos com diclorometano ou com metanol:agua (9:1,
v/v). Os melhores resultados foram obtidos utilizando MSPD com areia do mar,
seguido de MSPD com C18 e por ultimo SE. E importante ressaltar que os autores
nao fornecem informagcdes sobre a areia do mar, mas espera-se ter propriedades

adsorventes por apresentarem melhores resultados que quando utilizado C18.
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2.4.3 Microextracdo em Fase Solida

A fase estacionaria na microextracdo em fase solida (SPME) é constituida
de uma fibra de silica recoberta com poliacrilato ou polidimetilsiloxano (PDMS) ou
polidivinilbenzeno como fase estacionaria. E utilizada para a extracdo direta de
amostras liquidas ou gasosas ou na forma de headspace quando a fibra é exposta
acima da amostra liquida. Assim como para SPE, o procedimento pode afetar
consideravelmente o enriguecimento do analito em analise. A SPME é uma técnica
direta e o consumo de solvente € menor que em SPE. Por outro lado, por se tratar
de um método onde ocorre equilibrio entre o analito e a fibra, as recuperacdes
podem ser baixas e o tempo de extracdo podem chegar a 60 min. A SPME é
geralmente combinada com andlise por cromatografia a gas para compostos
organicos volateis ou semi-volateis de matrizes ambientais, biologicas e alimentos
(KATAOKA et al., 2000). A SPME também tem sido acoplada diretamente ao
cromatégrafo a liquido para analises de compostos nao-volateis ou polares (RIJKE
et al., 2006).

SATTERFIEL et al. (2001) utilizaram SPME para extracado de genisteina e
daidzeina de urina humana combinado com analise por LC-ESI(+)-MS. A fibra que
apresentou melhores resultados foi a recoberta com carbowax moldada com
poli(divinilbenzeno). A extracdo utilizando esta fibra foi de 5 min em pH 4,0 e sob
temperatura de 35 °C. Os valores de LOD foram de 25 e 3 ng mL™ para daidzeina e
genisteina, respectivamente. Concentracdes de 16 pg L™ foram detectadas em urina
3 h apds consumo de 35 g de proteina de soja para ambos analitos.

Para melhorar a robustez do procedimento utilizando SPME, MITANI et al.
(2004) utilizaram uma coluna tubular aberta de silica fundida ao invés de uma fibra
(método convencional). Os autores determinaram daidzeina e genisteina em
alimentos a base de soja utilizando método on-line in-tube (em tubo) SPME-LC-
DAD-UV. O uso de andlise in-tube permite a automacdo e usualmente apresenta
melhor performance que métodos manuais. As recuperacbes dos analitos de
alimentos fortificados e extraidos foram acima de 97%. Comparando os resultados
com o estudo anterior (SATTERFIEL et al., 2001), os LODs apresentam valores 50
vezes mais baixo, apresentando menor detectabilidade (0,5 ng mL™).
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2.4.4 Cromatografia de Fluxo Turbulento

2.4.4.1 Principios basicos da Cromatografia de Fluxo Turbulento

Osbourne Reynolds foi o primeiro a descrever o fluxo de um liquido
através de um tubo no final do século 19. Em fluxo laminar (tipicamente utilizado em
HPLC) as particulas de um fluido se movem em linha reta percorrendo caminhos
paralelos. A friccdo na superficie do tubo faz com que o fluido, préximo as paredes
do tubo, tenha menor vazédo se comparado com o centro do mesmo. O resultado é
uma distribuicdo parabdlica determinada pela viscosidade do fluido. No fluxo
turbulento, as particulas do fluido se movem em todas as dire¢cdes. Neste caso, a
distribuicdo da velocidade é mais uniforme pelo tubo. A Figura 2 ilustra as diferentes

dindmicas de fluxo entre o fluxo laminar e turbulento (HERMAN, 2006).

Figura 2. Representacdo dos fluxos laminar (1) e turbulento (2) em uma coluna

cromatografica

O namero de Reynolds (Re) € uma constante adimensional que determina

o tipo de fluxo presente no tubo:

Re=—- Q)

onde:
-V é a velocidade do fluido;
- D o didmetro do tubo;
- p a densidade do fluido;
- M a viscosidade do fluido.
Fluxo laminar existe quando o niumero de Re é menor que 2000 e fluxo
turbulento quando Re é maior que 2000.
Como as colunas cromatograficas sdo recheadas com particulas, ndo é

possivel medir o diametro de todos os caminhos do fluido. O diametro médio das
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particulas (dp) pode ser determinado e 0s espacos entre as particulas é proporcional
a média de tamanho das particulas. O numero de Re para colunas recheadas Re’ é

determinado por:

Vdpp
ue

Re'=

(2)

onde ¢ € a porosidade externa.

De acordo com a equacao 2, a turbuléncia ocorre mais prontamente em
colunas recheadas com particulas grandes do que as recheadas com particulas de
tamanho menor.

Colunas recheadas com particulas grandes mantém uma maior
guantidade de fase mdvel se comparadas com as colunas recheadas com particulas
de tamanho pequeno. Isto ocorre porque 0S espacos entre as particulas séo
proporcionais a media de tamanho das particulas. Desta forma, as condigbes de
fluxo turbulento sdo mais faceis de se obter em colunas recheadas com particulas
grandes (Figura 3) (HERMAN, 2006).

STERNENBERG & POULSON, em 1963, foram os primeiros a descrever
a cromatografia de fluxo turbulento (TFC). Apesar do entendimento teorico desta
técnica datar dos anos 1960, somente no final dos anos de 1990, o uso prético para
TFC foi explorado. Os pesquisadores Quin e Takarewski foram os primeiros a aplica-
la no processamento rapido de pequenas moléculas em matrizes compostas por
moléculas grandes. Quinn postulou que diferente dos sistemas tradicionais de HPLC
com vazao laminar, onde a interagdo entre a fase estacionaria e os analitos ocorre
por difusdo controlada, na vazao turbulenta a transferéncia de massa € o principal
mecanismo de separagdo (HERMAN, 2006).

Uma vez que a difusibilidade de uma molécula é inversamente
proporcional a sua massa molar, pequenas moléculas tem alta difusibilidade e
entram nos poros de uma coluna sob condi¢cdes de fluxo turbulento. Moléculas
grandes como proteinas, tem baixa difusibilidade e ndo tem tempo de entrar nos
poros sob condi¢cdes de fluxo turbulento. Como resultados, moléculas grandes séo
expulsas pelo fluxo turbulento enquanto as moléculas pequenas entram dentro dos
poros da fase estacionaria (DU et al., 2005; FAIRHURST et al., 2004; MULLET,
2007; HERMAN, 2006; XU et al., 2006; ZHOU et al., 2005).
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Fluxo

Figura 3. Esquema demonstrando que os grandes espacos intersticiais entre as
particulas da coluna e a alta velocidade linear da fase movel criam turbuléncia dentro

da coluna

A vazao turbulenta também carrega os componentes menos retidos na
fase estacionaria, como sais e aglcares. Os analitos de interesse séo eluidos apos o
clean-up inicial. A primeira separacdo analitica € por tamanho e a segunda, € por
particdo entre a fase movel e a fase estacionaria. Porém, somente as moléculas que
difundem dentro dos poros da fase estacionéaria interagem com esta. Este processo
bidimensional faz da TFC um método muito eficiente para limpeza de matrizes
biolégicas (Figura 4) (MULLET, 2007; HERMAN, 20086).
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Figura 4. llustracdo da separagédo por tamanho dentro de uma coluna de TFC; a)

diferenca na difusdo das moléculas e b) por particao e por diferenga de tamanho

Esta separacéo rapida de pequenas e grandes moléculas por TFC, facilita
a extracdo de uma grande quantidade de analitos, tais como medicamentos e seus
metabodlitos em varias amostras biol6gicas, como plasma, bile e urina (Figura 4)
(FAIRHURST et al., 2004).
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2.4.4.2 Método que utiliza uma coluna cromatografica

Estes métodos utilizam apenas uma coluna de fluxo turbulento para a
limpeza da amostra e para a separacdo cromatografica. As amostras sdo injetadas
no sistema de fluxo turbulento a altas vazdes (3 a 5 mL min™) de fase mével 100%
aquosa. As moléculas grandes sdo excluidas dos poros da fase estacionaria e
descartadas para residuo, enquanto as moléculas pequenas difundem para dentro
dos poros da fase estacionaria e sao retidas. Uma vez que os analitos de interesse
(moléculas pequenas) sado separados das moléculas grandes da amostra, eles sao
eluidos com uma fase movel organica. Tipicamente, uma valvula direcional € usada
de modo que o passo da eluicdo da amostra ocorra com uma vazao no sentido
inverso (backflush) do que foi usado para limpeza da amostra.

Apesar da simplicidade e rapidez do método, as altas vazbes de fase
movel, necessarias para alcancar as condicbes de turbuléncia, sdo incompativeis
com a capacidade do espectrdmetro de massas, detector muito usado neste tipo de
técnica. Portanto, a vazao de fase moével em HPLC deve ser dividida para tornar-se
compativel com o sistema de detecgdo. Geralmente, esta divisdo reduz a
sensibilidade do sistema e produz grandes quantidades de residuos de fase moével.
Além disto, fases estacionarias utilizadas em colunas de fluxo turbulento, possuem
menor valor de pratos tedricos que colunas recheadas com materiais utilizados em
colunas tradicionais, uma vez que as colunas de TFC possuem maior tamanho de
particulas. Como resultado tém-se um alargamento do pico cromatografico, o que
pode ser considerada uma desvantagem deste método (HERMAN, 2006).

Neste método a separacdo ocorre durante a limpeza da amostra.
Peqguenas moléculas sdo separadas da matriz bioldgica e eluidas em uma Unica
parcela sem o uso de adicional coluna analitica (HERMAN, 2005; MULLET, 2007,
HERMAN, 2006).

2.4.4.3 Método que utiliza duas colunas cromatograficas

A maioria dos exemplos de TFC emprega o uso de uma segunda coluna

cromatografica comumente utilizada em HPLC tradicional. A coluna analitica pode
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ser usada com vazdes compativeis com o MS e também para promover a separacao
cromatografica com picos mais definidos (Figura 5).

Este procedimento requer uma valvula e uma bomba adicional para
controlar a separacdo final por HPLC. A amostra é injetada na coluna de fluxo
turbulento sob altas vazdes de fase movel. Com isso, 0s analitos de interesse ficam
retidos na coluna, enquanto as macromoléculas sdo descartadas como residuos. Em
seguida, os analitos retidos sdo eluidos para dentro da coluna analitica. As
caracteristicas da coluna determinam a forma do pico e a separacdo dos analitos.
Os cromatogramas sao baseados nos parametros convencionais de HPLC. A
amostra é concentrada no inicio da coluna analitica até que as condicbes da fase
movel se tornem adequadas o suficiente para elui-los. Apds a eluicdo dos analitos
desejados, a coluna de extracdo é lavada com um solvente adequado para remover
0s componentes da amostra. Solventes apropriados sdo bombeados através da
coluna de extracdo e da coluna analitica para preparar o sistema para a proxima
injecdo. Deve-se tomar cuidado para permitir uma limpeza completa e um equilibrio
com a fase mével aquosa antes de injetar a amostra para prevenir a precipitacao de
proteinas dentro do sistema (FAIRHURST et al., 2004; HERMAN 2005; ZHOU et al.,
2005).

Columa TFC
Bomba .

de HPLC

Residuo Residun

s T

Bomba de HPLT Bamba de HPLC
tan - luigdn ()} - eluigdo

Figura 5. Esquema do método que utiliza duas colunas: (a) amostragem e clean-up
da coluna; (b) eluicAo da amostra da coluna de TFC, coluna analitica e MS
(adaptado de HERMAN, 2006)

2.4.4.4 Concentracgdo isocratica dos analitos

A concentragdo isocratica é uma técnica muito efetiva para melhorar o

formato do pico observado na maioria dos métodos que utilizam clean-up on-line de
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amostras. A concentracdo isocratica introduz um segundo fluxo de fase movel que
entra em contato e se mistura com o fluxo eluente da coluna de fluxo turbulento
antes de se atingir a coluna analitica. Normalmente, o segundo fluxo de fase movel é
100% aquoso. O resultado é que a forca da fase movel eluida da coluna de fluxo
turbulento, a qual carrega os analitos extraidos, € diminuida antes de alcancar a
coluna analitica. Os analitos sdo concentrados em uma estreita faixa no inicio da
coluna de HPLC, mesmo quando as colunas tém propriedades de retencéo
similares. A vantagem deste procedimento é que a coluna analitica pode ser
escolhida baseada na separacdo cromatografica desejada, independente da coluna
de fluxo turbulento. Os tempos de analise da amostra pelo método de concentracéo
isocratica sédo reduzidos pelo aperfeicoamento na configuracdo da valvula conectada
a coluna de fluxo turbulento que é preenchida com o eluente antes da injecdo de
uma amostra.

Uma vez que a concentracao isocratica foi usada para melhorar a forma
do pico, tornou-se evidente que esta concentracdo tem outra vantagem, o aumento
do tempo de vida da coluna de extracdo utilizando fluxo turbulento. O maior tempo
de vida das colunas é devido ao fato que a forma do pico eluido da coluna de
extracao torna-se irrelevante para o que é observado no detector. Portanto, se as
formas dos picos eluidos da coluna de extracdo comecarem a deformar-se, € ainda
possivel o uso da mesma coluna (HERMAN, 2005; HERMAN, 2006; ZHOU et al.,
2005).

2.4.4.5 Concentragao on-line da amostra

A concentracdo isocratica da amostra pode também ser usada para
concentrar os analitos on-line. Os analitos de varias inje¢cbes podem ser extraidos,
limpos e transferidos para a coluna analitica de HPLC antes de realizar a eluicdo por
gradiente. Os analitos serdo retidos na coluna analitica porque a coluna é somente
exposta a uma fase movel aquosa durante o clean-up e a eluicdo dos analitos da
coluna de extracdo. A etapa de eluicdo por gradiente dos analitos retidos na coluna
analitica é realizada uma vez que o numero apropriado de injeces tenha ocorrido.
Este método é bastante util para a identificacdo de niveis baixos de concentragédo

dos metabdlitos.
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O método geral para a limpeza e a concentracdo dos analitos on-line é o
mesmo que foi utilizado na concentracdo isocréatica, porém o clean-up da amostra e
a transferéncia dos analitos podem ser repetidos quantas vezes forem necessérias
para concentrar a amostra. Uma vez que a concentracdo € finalizada, faz-se a
eluicdo dos analitos da coluna analitica utilizando uma fase moével adequada. A
resposta, no detector, do analito que foi concentrado é muito maior que a resposta
do analito proveniente de uma Unica inje¢cdo (HERMAN, 2005; HERMAN, 2006).

2.5 Propriedade dos flavonoides e resveratrol em estudo

Foram selecionados, no presente trabalho, 5 flavondides e trans-
resveratrol. Estes compostos fendlicos podem estar presentes em uma variedade de
alimentos naturais (frutas, cereais e derivados) .

A seguir, estdo descritas as principais caracteristicas fisico-quimicas e

outras informacdes sobre 0s principios ativos selecionados para o presente estudo.

2.5.1 Biochanina A

Biochanina A é uma isoflavona encontrada em trevo vermelho (trifolium
pratense). E uma substancia que melhora a acéo dos receptores de estrogénio e
pode ter eficacia anti-cancer de mama. Reduz a resisténcia arterial, melhora a
microcirculagdo e pode ter potencial aplicagdo no tratamento de doencas

degenerativas incluindo a doencga de Parkinson (CHEN et al., 2007).

O CH,
OH O

HO O

Sindnimo: 5,7-dihidroxi-4’-metoxi isoflavona Genisteina 4'-metil éter

Nome em inglés: Biochanin A
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Numero no CAS: 491-80-5
Formula molecular: C16H1205

Massa molar: 284,26 g mol™

Isoflavonas como genisteina e daidzeina sdo encontradas em diferentes
plantas, soja e produtos a base de soja como por exemplo tofu e proteina vegetal.
Além de agirem como antioxidantes, muitas isoflavonas tém demonstrado interagédo
com receptores de estrogénio em animais e seres humanos, causando efeitos
similares aos causados pelo horménio estrogénio. Cabe ressaltar que as isoflavonas

da soja também possuem efeito ndo hormonal.

2.5.2 Genisteina

Sinbnimo: 4’,5,7-trihidroxiisoflavona 5,7-dihidroxi-3-(4-hidroxifenil)-4H-1-
benzopiran-4-1
5,7-Dihidroxi-3-(4-hidroxyfenil)-4H-1-benzopirana-4-1
4’ 5 7-Trihidroxiisoflavona

Nome em inglés: Genistein

Numero no CAS: 446-72-0

Formula molecular: C15H100s

Massa molar: 270,24 g mol™

A genisteina age contra o cancer de diversas maneiras, algumas similares
as drogas quimicas. Por exemplo, cientistas acreditam que certas enzimas no corpo

convertem células normais em células cancerosas. Alguns grupos de drogas para o
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combate do cancer simplesmente inibem estas enzimas. Em células cancerosas,
genisteinas tém demonstrado agir da mesma forma (McCLAIN et al., 2007).

Esta substancia age também contra canceres que dependem de
horménios para crescer, tais como cancer de préstata e de mamas. As genisteinas
interferem com estes hormonios, inibindo o desenvolvimento de células cancerosas
e de tumores. Algumas pesquisas tém indicado que genisteinas interferem no
processo pelo qual os tumores recebem nutrientes e oxigénio. Pesquisadores da
Universidade de Minnessota, nos Estados Unidos, juntaram genisteinas a anticorpos
e injetaram em gatos com leucemia. Todos estes gatos sobreviveram, enquanto que
0S gatos do grupo que nao recebeu genisteina morreram dentro de trés meses
(SCHUSTER, 2007).

2.5.3 Daidzeina

A daidzeina, embora menos estudada do que a genisteina, também tem
sido associado a prevencao de canceres (CONSTANTINOU et al., 2005).

OH
IO &
HO O

Sindnimo: 4’,7-dihidroxi-iso-flavona
7-hidroxi-3-(4-hidroxi-fenil)-4H-1-benzo-pirano-4-1
7-hidroxi-3-(4-hidroxi-fenil)-cromona

Nome em inglés: Daidzein

Numero no CAS: 486-66-8

Formula molecular: Ci1sH1004

Massa molar: 254,24 g mol™

Evidéncias de estudos epidemioldgicos in vivo e in vitro demonstraram

que, o consumo de frutas citricas protegem contra doencas cardiovasculares e
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cancer. Destacam-se os flavondides presentes em frutas citricas hesperetina e
naringenina (VANAMALA et al., 2006).
2.5.4 Hesperetina

E um bioflavonoide encontrado principalmente em frutas citricas (SEITZ &
WINGARD, 1978; JUSTESEN et al., 1998).

OH O

" O

OH

O CH

Sinénimo: 3',5,7-Trihidroxi-4-metoxiflavonona
Nome em inglés: Hesperetin

Numero no CAS: 69097-99-0

Formula molecular: C1gH1406

Massa molar: 302,27 g mol™

2.5.5 Naringenina

Pertencente ao grupo das flavononas, possui efeito bioativo para seres
humanos como: anti-oxidante, captador de radicais livres, anti-inflamatorio,
promovedor do metabolismo de carboidrato e controlador do sistema imunol6gico
(RIBEIRO et al., 2008).
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Sindénimo: (x)-2,3-dihidro-5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopirano-4-1
(x)-Naringenina 4’,5,7-Trihidroxiflavonona

Nome em inglés: Naringenin

Numero no CAS: 67604-48-2

Formula molecular: Ci5H1205

Massa molar: 272,25 g mol™

2.5.6 Resveratrol

Resveratrol e seus derivados sao compostos fendlicos naturais
encontrados em muitas familias de plantas. Uvas e produtos derivados de uvas,
como o vinho, sdo os alimentos que possuem estes compostos em maiores
proporcées (DURAN-MERAS et al., 2008).

OH
HO ! e O
OH

Sindnimo: 3,5,4’-trihidroxiestilbeno
NUmero no CAS: 501-36-0
Formula molecular: C14H12,03

Massa molar: 228,25 g mol™
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A presenca de estilbenos em uvas e seus produtos derivados tem sido
alvo de estudo por alguns anos. Diferentes estudos demonstram que estas
substancias trazem beneficios a salde humana, uma vez que parecem ser
parcialmente responsaveis pela baixa mortalidade por doencas cardiovasculares
observadas em populacdes que costumeiramente bebem vinho com moderacéo.
Aléem das propriedades anti-oxidantes, recentemente foi publicado que estes
compostos possuem certa atividade quimica preventiva contra o cancer, como um
modulador de receptores de estrogénio (DOMINGUEZ et al., 2001).

2.5.7 Propriedades do padrdes internos utilizados

O padréao interno (PI) é definido pela EPA (2001) como um composto puro
gue é adicionado a amostra, ou ao extrato da amostra, em quantidade conhecida.
Seu comportamento quimico e fisico deve ser semelhante ao do analito na amostra
nativa. E usado com o prop06sito de calibracio, quantificacéo dos analitos, ou para o
acompanhamento das condi¢cfes do sistema cromatografico.

Os flavonoides e resveratrol tem suas formulas estruturais parecidas com
a dos estrogénios. Alguns sdo conhecidos como fitoestrégenos por atuarem como
horménios fracos, sendo utilizados no tratamento de por exemplo, menopausa e
climatério. Foram estudados dois estr6genos para uso como padrdo interno:

etinilestradiol e estradiol.

2.5.7.1 Etinilestradiol

Etinilestradiol ou etinil estradiol (EE) € um derivado sintético do estradiol
(hormdnio feminino). E oralmente bioativo e é atualmente encontrado na maioria das

formulacdes de contraceptivos orais.
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OH
<:C =CH

HO

Sindnimo: 17 a-Etinilestradiol-1,3,5(10)-estratrieno-3,17p-diol 19-Nor-1,3,5(10)
17 a-pregnatrien-20ine-3,17-diol

Nome em inglés: ethinylestradiol ou 17a-ethinylestradiol

Numero no CAS: 57-63-6

Formula molecular: CzH240;

Massa molar: 296,40 g mol™

2.5.7.2 Estradiol

E um hormdnio sexual, chamado de horménio feminino mas que esta

presente também nos homens.

OH

HO

Sinénimo: 1,3,5-Estradieno-3,17(3 diol
173 —Estradiol
3,17 B-Dihidroxi-1,3,5(10)-estradieno
Dihidrofolliculina

Numero no CAS: 50-28-2

Formula molecular: CigH2405

Massa molar: 272,32 mg L™
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2.6 Separacgéo e quantificagéo de flavonodides

2.6.1 Cromatografia a Gas

A cromatografia a gas comecou a ser usada na analise de flavonéides no
inicio de 1960. NARASIMHACHARI & RUDLOFF (1962), derivatizaram e separaram
flavondides em escala semi-preparativa usando a coluna SE-30 com subsequente
deteccdo por condutividade térmica. Fracdes foram coletadas para espectroscopia
de IR e UV-vis. Apos a introducdo da técnica LC, analise de flavonoides utilizando
GC se tornou menos frequente.

Métodos utilizando GC proporcionam baixos niveis de detec¢do, mas sao
intensivamente laboriosos em virtude da necessidade de derivatizagao — na maioria
dos casos direcionado a formacdo de derivados de trimetilsililéter (TMS, do inglés
trimethylsilylether) para aumentar a volatilidade dos flavondides e melhorar a
estabilidade térmica. Deve se ressaltar que para flavondides com mais de um
substituinte hidroxila, metilacdo pode formar varios derivados 0 que torna a
guantificacéo dificil. As condicbes de separacdo ndo mudaram muito desde 1960,
embora hoje colunas capilares de silica fundida s&o utilizadas ao invés de colunas
de vidro recheadas.

Artigos recentes utilizando GC séo publicados nas areas biologica e
nutricional, focalizando a atividade antioxidante, metabolismo e taxonomia.
Tipicamente os flavonodides séo hidrolisados e convertidos em seus derivados TMS,
injetados em colunas apolares DB-5 ou DB-1 em modo split ou splitless e separados
utilizando programa de temperatura linear de 30 a 90 min até o maximo de 300 °C.
Os agentes derivatizantes mais comuns sao N-O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida
(BSTFA, do inglés N-O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide) e  N-(tert.-
butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida (TBDMS, do inglés N-(tert.-
butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamine e como detector o EI-MS (do inglés
Electron Impact Mass Spectrometry) no modo de monitoramento de ions SIM (do
inglés selected ion monitoring).

DENG & ZITO (2003), desenvolveram e validaram metodologia para
determinacdo de 7 analitos incluindo terpenos e flavondides, em extrato de fito
farmacéuticos a base de Ginkgo biloba L.. As amostras foram hidrolisadas,

sonicadas por 15 min e aquecidas a 85 °C por 1 hora. Acetato de etila foi usado
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como solvente de extracdo (em vortex por 1 min), apds foi sonicado por 5 min e
centrifugado por 10 min. ApOGs a derivatizacdo das amostras utilizando DMF e
BSTFA, as amostras foram injetadas em GC-MS para quantificacdo. Os LODs
encontrados para 0 método desenvolvido foram de 0,5 a 2,5 mg L™.

LIGGINS et al. (2000) analisaram daidzeina e genisteina em frutas e
castanhas. Um volume de 10 mL da mistura metanol:agua (4:1, v/v) foi adicionado as
amostras. As mesmas foram sonicadas por 15 min e permaneceram durante uma
noite em solucdo. Apds varios processos como filtracdo, lavagem dos extratos,
ajuste de pH, incubacdo durante uma noite, particdo com acetato de etila, os
extratos forma derivatizados com TBDMS e 3 pL de amostra foram injetados em GC-
MS. As concentracfes de daidzeina e genisteina encontradas foram de 1 a 2,25 ug

kg™ de peso Umido de amostra.

2.6.2 Cromatografia a Liquido

A Cromatografia a Liquido (LC, do inglés Liquid Chromatography) tem
sido sem duvida, o método de identificacdo e quantificacdo mais utilizado para
analise de flavondides. Comparando com analise por GC-MS, cromatografia a
liquido exige poucos passos de preparo de amostras, tem menos custos e permite a
identificacdo de uma maior variedade de analitos.

E geralmente realizada em fase reversa, utilizando colunas de C18 ou C8.
Eluicdo por gradiente € geralmente realizada com sistemas binarios (utilizando dois
solventes), por exemplo, agua contendo tampao acetato ou formato e metanol ou
acetonitrila como modificador orgéanico. Diferentes detectores podem ser utilizados,
dentre eles, ultravioleta e espectrométrico de massas sdo os mais utilizados sendo
que detector de fluorescéncia é ocasionalmente empregado.

EI-SHAFAE & EI-DOMIATY (2001) utilizaram HPLC-UV para determinagao
de diosmina e hesperidina em folhas de Barosma betulina (planta com propriedades
diuréticas e anti-sépticas). A extracdo foi realizada utilizando 1 g de folhas em po, 4 x
25 mL de metanol contendo 10% dimetilsufoxida e refluxo por 15 min (por extracao).
Um volume de 1 mL dos extratos combinados foi filtrado, diluido a 10 mL com
metanol e 10 pL foram injetados no sistema cromatografico. Como eluente foi

utilizado metanol:agua (60:40, v/v). As concentragbes utilizadas nas curvas de
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calibracdo foram de 5 a 100 pg mL™ para diosmina e 2,5 a 75 pg mL™ para
hesperidina e os valores de recuperacao encontrados foram de 99,3 e 99,6% para

diosmina e hesperidina, respectivamente.

2.6.2.1LC-MS

Nos ultimos 30 anos, a combinagcdo da cromatografia a liquido e a
espectrometria de massas (LC-MS) tem sido uma das mais importantes ferramentas
instrumentais em varias areas de aplicacdo, incluindo bioquimica, biotecnologia,
caracterizacdo de produtos naturais e residuos de pesticidas e drogas veterinarias
em relacdo a seguranca alimentar (NIESSEN, 2006).

A LC-MS apresenta um importante papel na realizacdo de analises,
identificacéo, derreplicacdo e caracterizacdo estrutural de flavonoides. Tem sido o
método mais utilizado para analise e caracterizacdo de flavondides uma vez que a
cromatografia a gas exige derivatizacdo dos flavondides em estudo (NIESSEN,
2006). A espectrometria de massas de flavondides agliconas e glicosideos foi
revisada por CUYCKENS e CLAEYS (2004).

No caso do LC-MS existem diferentes métodos para introduzir o eluato da
coluna no espectrébmetro de massas, sendo que os ions ja podem estar presentes na
solucdo ou serem formados no processo de transferéncia (KUSTER et al., 2006).
Quanto aos espectrometros de massas também existem diferentes tipos e que
operam em diferentes modos.

As moléculas da amostra sdo analisadas através de dois modos de
ionizacao: electrospray (ESI, do inglés ElectroSpray lonization) ou ionizagdo quimica
por pressdo atmosférica (APCIl, do inglés Atmospheric Pressure Chemical
lonization). Ambos ESI e APCI séo frequentemente utilizados (Figura 6). Alguns
autores preferem ESI, outros preferem APCI, da mesma forma, ambos modo de ion
positivo e negativo séo utilizados, apesar de geralmente a maior sensibilidade ser
obtida em modo de ion negativo. De acordo com varios estudos, ambos ESI e APCI
no modo negativo proporcionam os melhores resultados. Entretanto, 0 modo positivo
nao deve ser negligenciado uma vez que informac¢des complementares neste modo
podem ser obtidas, para a identificacdo de compostos desconhecidos (NIESSEN,
2006).
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A lonizacdo por Electrospray (ESI) € uma técnica apropriada para
determinacdo da massa molar e da estrutura. E preferencialmente aplicada para a
analise de moléculas idnicas grandes ou ions pequenos com uma Unica carga,
podendo ser usada no modo positivo ou negativo.

Esta técnica gera, em solucéo, ions dos analitos antes que eles cheguem
ao Espectrometro de Massas (KUSTER et al., 2006; HERMAN, 2006). O eluato é
pulverizado (nebulizado) dentro de uma camara que esta sob pressdo atmosférica,
na presenca de um forte campo eletrostatico e de um gas aquecido. O aquecimento
causa a evaporacao do solvente e das moléeculas do analito. O gas aquecido
promove aglomeracdo do solvente dentro da gota para evaporacdo. Com a
diminuicdo da gota, ocorre a concentracdo da carga, e o processo acima descrito se
repete. Os ions séo transportados ao analisador de massas através de uma série de
estagios de vacuo e elementos i6nicos que focam o caminho. Algumas reacdes da
fase gasosa, a maioria de transferéncia de protons e troca idnica, também podem
ocorrer no intervalo de tempo em que 0s ions sdo ejetados de dentro das gotas até
alcancarem o analisador de massas (Figura 6a) (FERNADEZ-ALBA, 2005;
HERMAN, 2006).

ESI APCI
Figura 6. a) ESI, os ions ja devem estar presentes na solucdo antes de serem
introduzidos no MS; b) APCI, os ions serdo formados apos a introducdo com o

auxilio da corona de descarga

A lonizacdo Quimica sob Pressdo Atmosférica (APCI) € uma técnica
apropriada para determinagdo de massas molares menores do que 2000 unidades e
da estrutura. E aplicada para analise de moléculas ibnicas, polares e apolares,

podendo ser usada no modo positivo e negativo.
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No modo APCI, o eluato do LC € vaporizado através de um vaporizador
aquecido (normalmente de 250 a 400 °C), sob pressao atmosférica. O aquecimento
vaporiza o liquido, e as moléculas do solvente na fase gasosa sao ionizadas por
uma descarga de elétrons (Figura 6b) a de partir uma agulha condutora chamada de
corona de descarga. Entdo, os ions do solvente transferem cargas para as
moléculas do analito através de reag6es quimicas (ionizagcdo quimica) (FERNADEZ-
ALBA, 2005; HERMAN, 2006). Os ions do analito passam através de um capilar de
vidro dielétrico e de um orificio de amostragem para dentro do analisador de
massas, como ESI e foto ionizagcdo sob pressdo atmosférica (APPI, do inglés
Atmospheric Pressure Photoionization). A APCI é aplicada a uma larga faixa de
moléculas polares e apolares. Devido a isso, e devido ao fato de altas temperaturas
estarem envolvidas, a APCI é menos utilizada do que o electrospray para a analise
de biomoléculas grandes que podem ser termicamente instaveis. APCI € usada com
cromatografia em fase normal mais frequentemente do que o electrospray, porque

os analitos sado usualmente apolares (Figura 7) (HERMAN, 2006).

o
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Figura 7. a) esquema do espectrometro de massas com suas principais partes e b)
a ampliacdo do APCI probe com as principais partes que compde 0 mesmo
(adaptado do software e manual do equipamento LCQ deca, Thermo Fisher

Scientific)
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O desenvolvimento de analisadores, quadrupolo, triplo quadrupolo,
guadrupolo-ion trap, entre outros sdo de grande importancia, pois a detectabilidade
alcancada pelo método vai depender do analisador utilizado.

A configuracdo de LC-MS/MS mais frequentemente usada na andlise de
principios ativos polares apresenta o sistema de LC aliado a um analisador com
triplo quadrupolo que opera no modo SRM (SRM, do inglés Single Reaction
Monitoring) por meio de interfaces de API. O SRM permite alta detectabilidade
requerida para analises quantitativas. Os analisadores ion trap, TOF ganharam em
popularidade, especialmente na identificacdo de metabdlitos. A selecdo do
analisador é determinada pela detectabilidade e seletividade e o objetivo geral do
trabalho. Assim, para determinacdo de analitos de interesse, analisadores triplo
guadrupolo sdo uma boa opcéo, considerando que para compostos desconhecidos,
€ mais indicado usar o analisador Q-TOF.

Os analisadores Triplo Quadrupolo (TQ) consistem de dois
analisadores quadrupolo que tem entre eles uma cela de colisdo. As vantagens
principais de empregar um Triplo Quadrupolo estdo na alta detectabilidade e
seletividade. Um TQ pode operar em modos diferentes que sdo scan do ion filho,
scan do ion-precursor, perda neutra, além do modo SRM. SRM é sem nenhuma
duvida o mais conveniente e o modo mais usado de operacédo para contaminantes
pois oferece uma alta detectabilidade e seletividade (LAGANA et al.,, 2002;
HERMAN, 2006). Os limites de detec¢éo do instrumento geralmente estdo na ordem
de pg L ou ng L' e geralmente percorre aproximadamente trés ordens de
grandeza.

Os analisadores Quadrupolo Trap (Q-Trap) s&o instrumentos com
analisadores ion trap consistem de trés eletrodos, em trés configuracdes
dimensionais que produzem um campo quadrupolar dentro do analisador. O
desenvolvimento destes analisadores, de modo que os eletrodos funcionem de
modo linear, torna este tipo de analisador com uma capacidade maior de escanear
ions filho (MARCH, 2000).

O espectro de massas de flavondides obtidos com quadrupolo e ion trap
sdo similares, mesmo que abundancias relativas de fragmentos e adutos
apresentem diferencas. Além disto, a comparacdo direta do espectro obtido com

estes dois instrumentos € permitido. A principal vantagem do ion trap € a
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possibilidade de realizar experimentos MS", que permitem a confirmagdo de
fragmentos de ions (RIJKE et al., 2003).

Os analisadores Quadrupolo-TOF oferecem vantagens como uma
medida de massa precisa e completa informacdo do espectro de massas do
composto (HOGENBOOM et al., 2001). Essas caracteristicas fazem do Q-TOF um
instrumento ideal para compostos desconhecidos (REEMTSMA, 2003). O uso do
TOF precedido por um quadrupolo (Q-TOF) pode dar informagdo mais especifica
sobre a estrutura de um composto (HERNANDEZ et al., 2005). Assim, apesar do alto
potencial reconhecido desta técnica, ainda ndo apresenta detectabilidade e
linearidade satisfatoria, aléem do um alto preco comercial, 0 que restringe suas
aplicacoes.

Nas ultimas duas décadas, com o desenvolvimento do API, as aplicacdes
de LC-MS aumentaram progressivamente e permitiram monitorar uma faixa mais
ampla de compostos polares. A LC-MS foi aplicada durante anos, mas hoje é
reconhecida a necessidade por usar LC-MS/MS para alcancar a detectabilidade e,
especialmente, a seletividade necessaria para analises ambientais e evitar falsos
positivos. Para este propoésito, sdo indicados ESI e APCI (a selecdo da fonte
depende do composto) e analisadores diferentes, Triplo quadrupolo, Q-Trap. Os
analisadores Triplo quadrupolo sdo amplamente usados para fins de quantificacao;

ja os analisadores Q-Trap receberam pequena aplica¢do nos ultimos anos.

2.7 Volume de Breakthrough

O volume breakthrough, € o que ocorre quando 0s compostos ndo sao
fortemente retidos pelo sorvente ou quando a capacidade do sorvente é excedida.
Com relacdo a capacidade do sorvente € dificil de ocorrer sobrecarga da fase
estacionaria, quando se determina analitos em baixas concentragbes, como da
ordem de pg L™ (BARCELO & HENNION, 1997). Para um dado sorvente do tipo fase
reversa, o volume de breakthrough é fungéo da hidrofobicidade do soluto e a massa
de sorvente usada (SIMPSON & WELLS, 2000; MITRA, 2003).

ASPERGER et al. (2002) determinaram o volume de breakthrough
injetando 10 pL da mistura de pesticidas na coluna de TFC com diferentes

composicoes de fase mével (metanol:agua). O logaritmo do volume de breakthrough
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medido foi plotado versus a porcentagem de eluente A (metanol com 3% de agua).
Partindo dos gréaficos lineares obtidos, os valores de volume de breakthrough validos
para o eluente B (dgua com 3% de metanol) foram extrapolados. Os autores
verificaram que para as diferentes colunas de TFC testadas, os volumes que podem

ser utilizados com a matriz agua variam de 10 a 50 mL.

2.8 Efeito Matriz

Um possivel problema em andlise quantitativa utilizando LC-MS é a
ocorréncia de efeito matriz. Este efeito pode ser uma supressdo ou aumento da
resposta do analito devido a coeluicdo de constituintes da matriz. Uma das formas
de se verificar se tém-se efeito matriz € comparando-se a resposta do analito versus
a injecao de solucbes padrbes e amostras fortificadas apos a extracdo. Apesar do
efeito matriz parecer mais importante em ESI-MS, este pode ocorrer também em
APCI-MS. BARNES et al. (1995) verificaram um aumento de resposta devido a
constituintes na analise de diflubenzuron e clofentezina em sucos de frutas,
utilizando LC-APCI-MS. SANGSTER et al. (2004) verificaram supressao idnica por
efeito matriz em bioanalise quantitativa de drogas e trés metabdlitos em plasma de
ratos.

Entre as diversas maneiras utilizadas para compensar o efeito matriz
podemos citar: 1) uso do método da adicdo padréo; 2) uso de padrao interno
deuterado; 3) preparo das solugBes analiticas no extrato da matriz (do inglés, matrix
matched standards); 4) uso de analitos protetores, entre outras alternativas (TOMAS
et al., 2005).

2.9 Validacdo de métodos analiticos

A validacdo de um procedimento analitico consiste na avaliacdo da
capacidade do processo analitico em produzir resultados confiaveis e adequados
com a qualidade pretendida, sendo compativeis com a precisdo e exatidao,
consideradas, na pratica, como satisfatorias. A variabilidade associada a um método

analitico deve levar em consideracdo todas as incertezas do processo analitico,
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incluindo aquelas atribuidas aos equipamentos, padrdes, calibracbes, analista e
ambiente, ou seja, se um método existente for modificado, ou um método totalmente
novo for desenvolvido, deve-se assegurar de que as caracteristicas de desempenho
do método atendam aos requisitos para as operacdes analiticas pretendidas
(INMETRO, 2003; ZANELLA et al., 2000).

Do ponto de vista pratico, pode-se dizer que um método, apos ser
selecionado e desenvolvido, deve ser submetido ao processo de avaliacdo que
estime sua eficiéncia e mérito. Um método sera considerado validado se suas
caracteristicas estiverem em conformidade com o0s pré-requisitos exigidos por
literaturas de referéncia na area. Desta forma, todas as variaveis de um meétodo
devem ser consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparagao da
amostra, separagdo cromatografica, deteccdo e avaliacdo dos dados (FEINBERG &
RAGUENES, 1999).

Os parametros analiticos geralmente envolvidos no procedimento de
validacdo de métodos de separacdo sdo: curva analitica e linearidade, limite de
deteccéo e limite de quantificacéo, exatidao e precisdo (INMETRO, 2003; RIBANI et
al., 2004; ZANELLA et al., 2000).

2.9.1 Curva analitica

A linearidade de um método analitico pode ser definida como sendo a
facilidade deste método em gerar resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito, em uma determinada faixa de concentracdo (INMETRO,
2003).

Na pratica, a linearidade é determinada através das chamadas curvas
analiticas, que sao graficos de calibracdo que relacionam a resposta do
equipamento em funcao das diferentes concentragdes do analito (LANCAS, 2004).

A variavel independente (eixo horizontal ou X) relaciona-se as varias
concentracbes preparadas do padrdo analitico da substancia de interesse, e a
variavel dependente (eixo vertical ou y) relaciona o sinal analitico obtido para cada
concentracéo do padréo. Essa relagéo produz uma equagéao de regressao linear y =

ax + b, que relaciona as duas varidveis x e y. Essa equagdo é valida para um

intervalo determinado de concentracdo do analito, independente da técnica
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instrumental utilizada. O coeficiente angular a, expressa a inclinagdo do grafico em
relacdo aos eixos, enquanto que o coeficiente linear b expressa a intersecao do
grafico com os eixos (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).

O ndamero minimo de pontos geralmente aceito nos graficos de calibragéo
varia entre 5 e 6 pontos, ou mais do que 6 (INMETRO; 2003). Essas concentracdes
devem ser escolhidas de forma a cobrir uma faixa de 50 a 150% do valor que se
espera encontrar na amostra de estudo (LANCAS, 2004), ou seja, a concentragcao
mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa
de trabalho (INMETRO, 2003).

Também é possivel calcular o coeficiente de correlagéo r ou o coeficiente
de determinagéo r?, que pode ser utilizado para estimar a qualidade da curva
analitica uma vez que demonstra uma menor variacdo dos dados obtidos quanto
mais préximo de 1 (RIBANI et al., 2004). Valores de r e r? iguais ou superiores a 0,99
e 0,90, sdo recomendados, respectivamente, pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003a) e pelo Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO, 2003)
enquanto que valores de r? iguais ou maiores que 0,999 sdo descritos por
PIMENTEL & NETO (1996).

A faixa linear de um método de ensaio € o intervalo entre os niveis inferior
e superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacdo com a precisao, exatiddo e linearidade exigidas, sob as condi¢Ges
especificas do ensaio. A faixa linear é definida como sendo a faixa de concentragéo
na qual a sensibilidade pode ser considerada constante e € normalmente expressa
nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico (INMETRO, 2003).

Existem varios métodos para construir uma fungéo de calibracdo (RIBANI,
et al. 2004):

Na Padronizacdo Externa, a massa de analito € determinada
diretamente por interpolacdo do grafico de calibracdo ou através da equacédo que
descreve o comportamento do sinal analitico em func¢do dos padrées que o geraram.
Este método é sensivel a erros de preparo das solucdes e de injecdo (LANCAS,
2004; RIBANI, 2004).

A Padronizacao Interna consiste na preparacao das solu¢des padrao de
concentragbes conhecidas da substancia de interesse, as quais se adicionam a
mesma quantidade conhecida de um composto chamado padrao interno. A curva

analitica € obtida relacionando a razdo dos sinais (analito / padrdo interno) com a
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concentracdo do analito. Este método é bastante util, pois independe de pequenas
mudancgas em variaveis experimentais como, por exemplo, o volume injetado em
cromatografia gasosa (RIBANI et al., 2004).

A Superposi¢cdo de Matriz consiste na adicdo do padrdo da substancia
em diversas concentragbes em uma matriz similar a da amostra, isenta da
substancia, e construcao do grafico de calibracdo relacionando as areas obtidas com
as concentracdes dos padrbes. Este método pode estar associado a padronizacéo
externa ou interna. O objetivo é compensar o efeito da matriz ou de possiveis
interferentes nas etapas de pré-concentracdo, extracdo, separacdo e deteccdo
(RIBANI et al., 2004).

Na Adicdo Padrdo adicionam-se quantidades conhecidas da substancia
de interesse que esta sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra, antes
do seu preparo. Constroi-se uma curva analitica relacionando as quantidades da
substancia adicionada a mostra com as respectivas areas obtidas. A extrapolacéo da
reta define, no eixo das abscissas, a concentracdo da substédncia na amostra
analisada (RIBANI et al., 2004).

Na a Figura 8, pode-se observar a relacdo entre os métodos. De forma
geral, pode-se dizer que o método de padronizacdo externa é realizado quando
nenhum erro sistematico proveniente da matriz € suspeito, enquanto o metodo de
superposicdo de matriz compensa o efeito matriz e o método de adigcdo padréo
corrige o efeito da matriz e as mudancas da resposta do instrumento (RIBANI et al.,
2004).
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Figura 8. Representacdo grafica entre os métodos de calibragcédo: adicdo padrao,

superposicao de matriz, padronizacdo externa (RIBANI et al., 2004)
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2.9.2 Limite de Detecgéao e Limite de Quantificagédo

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do
analito, como por exemplo analise de tracos, € importante saber qual o menor valor
de concentracdo do analito que pode ser detectado ou quantificado pelo método
(INMETRO, 2003).

O Limite de Deteccdo (LOD) corresponde a menor quantidade de um
analito que pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificada como um
valor exato. O Limite de Quantificacdo (LOQ) corresponde a menor quantidade de
um analito que pode ser quantificada com exatiddo e com uma finalidade
determinada (RIBANI et al., 2007).

Ha varias maneiras de se calcular a estimativa do valor do LOD, como
através do meétodo visual, método da relacdo sinal/ruido e aquele baseado em
parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2007). A Figura 9 demonstra de forma
representativa como podem ser obtidos o LOD, o LOQ e o ruido da linha base. Para
determinar o LOD considera-se a concentragdo cujo sinal cromatogréafico obtido foi
trés vezes maior, em relacéo ao ruido da linha base, no tempo de retencéo dos picos
de interesse. Para determinar o LOQ considera-se a concentragcdo cujo sinal
cromatografico obtido foi dez vezes maior, em relacdo ao sinal do ruido da linha

base, no tempo de retengéo dos picos de interesse.
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Figura 9. Representacdo demonstrando o ruido da linha base, o LOD e 0 LOQ
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2.9.3 Precisao

E o termo geral utilizado para avaliar a dispersdo dos resultados de
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou solugdes analiticas de referéncia, analisadas em condi¢des definidas (INMETRO,
2003).

A precisdo é expressa como a porcentagem do coeficiente de variacao ou
desvio padréao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation) de uma série de

medidas, e pode ser calculada através da Equacao 3:

S
RSD == —100 3)

m

onde:
s = estimativa do desvio padréo absoluto = {£(x; — Xm)? / N — 1} **;
X; = valores individuais; X, = média das medidas em replicatas;

N = nUmero de medidas.

Para métodos empregados em determinacdes ao nivel de tracos, valores
de RSD de até 20% sao aceitaveis (SANCO, 2007).

A precisado pode ser determinada em termos de repetitividade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade (RIBANI et al., 2004).

A Repetitividade (interdia ou interday) € o grau de concordancia entre os
resultados de medicOes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as
mesmas condi¢ées de medi¢cdo, ou seja, mesmo procedimento, mesmo analista,
mesmo instrumento, mesmo local, repeticbes em um curto intervalo de tempo. A
repetitividade envolve varias medicbes da mesma amostra, em diferentes
preparacdes €&, também denominada precisdo intra-ensaio, e pode ser expressa
através da estimativa RSD (RIBANI et al., 2004).

A Precisdo intermediaria (intradia ou intraday) refere-se a precisédo
avaliada sobre a mesma amostra, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratorio
ou em laboratorios diferentes, mas definindo exatamente quais as condigdes a variar
(uma ou mais), tais como: diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes

tempos. Esta medida de precisdo é reconhecida como a mais representativa da
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variabilidade dos resultados em um laboratorio e, como tal, mais aconselhavel de
usar. O objetivo da validacdo da precisao intermediaria é verificar que no mesmo
laborat6rio o método fornecera os mesmos resultados (INMETRO, 2003).

A Reprodutibilidade indica o grau de concordancia dos resultados de
testes obtidos para analise de uma mesma amostra usando o0 mesmo meétodo,
porém em diferentes laboratorios, por diferentes operadores ou empregando
diferentes equipamentos (INMETRO, 2003).

2.9.4 Exatidao

E uma medida da concordancia existente entre os dados obtidos em uma
determinada medida e um valor de referéncia assumido como sendo o verdadeiro
(RIBANI et al., 2004). E geralmente, determinada por intermédio do uso de uma
amostra certificada cuja concentracdo do analito de interesse é conhecida (LANCAS,
2004).

Na indisponibilidade de material de referéncia certificado, a exatiddo pode
ser avaliada através dos ensaios de fortificacdo e recuperagcado’ onde é realizada a
adicdo de uma quantidade conhecida de um padrao certificado do analito de
interesse a matriz, ap0s a etapa de extracdo e analise instrumental, a resposta é
comparada com aquela dada pela analise do padrao de referéncia, dissolvido em um
solvente puro (LANCAS, 2004). A exatiddo geralmente expressa em percentual,

podendo esta ser calculada através da Equacao 4:

Ros =1~ C2 100 4)
C

Onde:
C: = Concentracdo determinada na amostra fortificada;
C, = Concentracdo determinada na amostra nao fortificada;

C3 = Concentracdo usada para fortificagéo.

A exatidao representa a existéncia de erros sistematicos, que provocam

desvios ou tendéncias nos resultados. Erros sistematicos tipicos na exatidao de
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resultados analiticos provém de equipamentos n&o calibrados ou aferidos;
interferentes na amostra; baixa recuperacdo na extracdo; medidas volumétricas
incorretas; seringas contaminadas, etc. (LANCAS, 2004).

Para alguns métodos o célculo da recuperagdo ndo € possivel de ser
realizado por que a determinacdo da recuperacao € idéntica ao procedimento de
calibracéo. A inabilidade de se determinar a recuperacédo de um meétodo nao significa
gue o mesmo nao pode ser validado. Assim sendo, a precisdo e exatiddo do método
irdo se referir aos demais dados de calibragdo: valores de linearidade, precisdo
(RSD%) em termos repetitividade e de precisao intermediaria, LOD e LOQ (HILL &
REYNOLDS, 1999).



3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

3.1 Objetivo geral

v' Desenvolver um procedimento on-line para a determinacao de flavonodides e

resveratrol nos vinhos tinto, branco e roseé.

3.2 Objetivos especificos

v' Empregar a Cromatografia de Fluxo Turbulento para o clean-up das amostras;

v Utilizar a Cromatografia a Liquido para a separacao dos compostos;

v Utilizar a Espectrometria de Massas para a identificacdo e quantificacdo dos

Ccompostos;

v' Avaliar o procedimento desenvolvido aplicando o mesmo em diferentes

amostras de vinho.



4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em vérias etapas onde inicialmente fez-se
a selecdo dos flavondides e resveratrol que podem estar presentes em vinho;
otimizacdo do método de clean-up on-line, considerando-se 0 volume de
breakthrough e gradiente a ser utilizado para eluicdo dos compostos; otimizagéo das
condicdes no espectrdbmetro de massas; validacdo do método para andlise dos

compostos selecionados e a aplicagdo do método proposto.

4.1 Instrumentacao e materiais

v’ Sistema LC-MS/MS: Espectrometro de Massas LCQ deca
= Detector de trapeamento de ions (ion trap) Thermo Fisher Scientific com
interfaces ESI e APCI (California, USA);
= Sistema de aquisicdo de dados através do software Xcalibur™ reviséo 1.2,
Themo Fisher Scientific (Califérnia, USA);
v' Sistema de HPLC LC-2010A HT (para a realizagéo do gradiente) equipado com:
= Bombas para HPLC LC-2010A HT, Shimadzu (Kyoto, Japan);
» Sistema de aquisicdo de dados através do software Shimadzu CLASS-VP,
version 6.12 SP5;
v’ Sistema de HPLC LC-10AD (para obter a vazédo de 4 mL min™ sob a coluna de
TFC) equipado com:
= Bombas para HPLC LC-10AD VP Shimadzu (New Jersey, USA)
= Sistema de desgaseificacdo (do inglés, degasser) DGU-14A Shimadzu (New
Jersey, USA);
» Injetor automético SIL-10AD VP Shimadzu (New Jersey, USA);
v Coluna cromatogréfica de fase reversa Symmetry® C18 (100 x 2,1 mm, 3,5 um)
(Waters,USA);
v’ Coluna TurboFlow® (50 x 1,0 mm, 50 um, 60 A ) (Thermo Scientific, USA);
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v Sistema ASPEC (Automated Sample Preparation with Extraction Columns)

(Gilson, Franca) contendo:

» |njetor automatico;

= Diluidor com seringa de 10 mL, modelo 401;

= Controlador, modelo 201 — 202 (Gilson, Franca);

v Valvula comutadora MUST — Multiport Stream Switch, (Spark, Holanda)

v Sistema de purificacdo de agua Milli-Q®, Sistema Académic Gradient A10,
equipado com cartucho Quantum™ ultrapuro e filtro millipak 40, 0,22 pm,
(MilliPore® Corporation, USA);

v/ Balanca analitica de precisdo, com 4 e/ou 5 casas decimais METTLER AE240
(Mettler-Toledo, USA);

v Micropipetadores automaticos de varias capacidades (P1000, P200, P100 e P20),
(Gilson, Franca);

v’ Filtros de ponteira descartaveis Whatman® FP 30/0,2 CA-S, 0,2 um, acetato de
celulose, estéril, ndo pirogénico (Whatman®, Inglaterra);

v’ Frascos de vidro de 100 mL (Schott Duran®, Alemanha).

4.2 Solventes e gases

v Etanol e metanol grau HPLC (Biosolve BV, Holanda);

v Acetona grau HPLC (Sigma-Aldrich, USA);

v Agua purificada em sistema Milli-Q® (MilliPore® Corporation, USA);

v' Gas de colisdo para LC-MS: Hélio 99,999% de pureza (Praxair, Holanda);

v' Gas nebulizador para LC-MS: Nitrogénio 99,999% de pureza (Praxair, Holanda);

4.3 Principios ativos selecionados

Os flavonoides selecionados para o estudo juntamente com o resveratrol

e 0s hormoénios 17 a-etinilestradiol e B-estradiol (para serem utilizados como padréo
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interno), estdo listados na Tabela 2, juntamente com seus fornecedores,

classificacdo, massa molar e grau de pureza.

Tabela 2. Principios ativos utilizados e respectivas informagfes: fornecedores,

classificagcdo, massa molar e grau de pureza

Principios ativos  Fornecedores  Classificacéo Massa molar Grau de
(g mol™) pureza (%)

Biochanina A Sigma-Aldrich Isoflavona 284,26 99,0
Daidzeina Sigma-Aldrich Isoflavona 254,24 98,0
Genisteina Sigma-Aldrich Isoflavona 270,24 98,0
Hesperetina Sigma-Aldrich Flavonona 302,27 95,0
Naringenina Carl Roth GMBH Flavonona 272,25 97,0
Resveratrol Sigma-Aldrich Estilbeno 228,25 97,0
B-estradiol’ Sigma-Aldrich Estrogénio 272,39 97,0
17 a-Etinilestradiol”  Sigma-Aldrich Estrogénio 296,40 97,0

* principios estudados para serem utilizados como padréo interno

4.4 Selecéo do Padréao Interno

Padréo interno é definido como um composto ou elemento puro
adicionado a amostra, onde o0 comportamento fisico e quimico deve ser
representativo da substancia de interesse (LANCAS, 2004).

Para a selecdo do padrao interno, selecionou-se dois estrogénios cujas
estruturas sédo similares aos dos compostos em estudo e por ndo estarem presentes
nas matrizes. Para a escolha considerou-se o tempo de retengédo e a sensibilidade

do sinal.
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4.5 Preparo das solugdes analiticas

As solugBes analiticas estoque foram preparadas individualmente através
da dissolucdo dos respectivos padrdes analiticos apresentados na Tabela 2 nas
concentracdes de 1000 mg L™ em metanol. Estas foram armazenadas em frascos de
vidro &mbar e estocadas a temperatura de — 4 °C. A partir destas solu¢des estoque,
pipetou-se 1 mL de cada solucédo, preparando-se 10 mL de cada solucdo nas
concentracdes de 100 mg L™ e desta solucdo mediu-se 1 mL, preparando-se 10 mL
na concentracéo de 10 mg L™. As duas solucdes (10 e 100 mg L™) foram chamadas
de solugdes de trabalho.

As solucdes de trabalho foram utilizadas para os ensaios de fortificacao, e
também para preparar as solugdes analiticas, através da sua diluicdo, nas
concentracdes de 1 mg L™ (para a otimizagéo do LC-MS) e 5, 10, 25, 50, 75, 100 e
200 pg L™ para a confeccdo das curvas analiticas de cada composto (Tabela 3).

Todas as solugbes analiticas foram armazenadas a — 4 °C, sendo que,
antes de serem utilizadas, foram deixadas em bancada para atingir temperatura

ambiente.

Tabela 3. Volumes adicionados (uL) das solucdes de trabalho 10 e 100 mg L™ dos

principios ativos e padr&o interno (100 mg L™) em 100 mL de amostra de vinho

Volumes adicionados (pL) das solucdes de trabalho (mg L™)

Principios ativos Padréo interno
Concentracdes (ug L™) 10 100 100

branco - - 50

5 50 50

10 100 50

25 250 50

50 50 50

75 75 50

100 100 50

200 200 50
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Para o resveratrol foram necessarias concentracées mais altas para as
curvas analiticas, na matriz vinho tinto. A Tabela 4 apresenta as soluc¢des de trabalho
que foram utilizadas para os ensaios de fortificacdo, e também para preparar as
solucdes analiticas, através da sua diluicdo, nas concentracfes de 100, 250, 500,
750, 1000, 2500 e 5000 pg L™.

Tabela 4. Volumes adicionados (uL) da solucéo de trabalho de concentracdo 100 mg
L™ do principio ativo resveratrol e padrdo interno em 100 mL de amostra de vinho

para obter curvas analiticas com altas concentragfes

Volumes adicionados (pL) da solucéo de trabalho (mg L™)

Resveratrol Padréo interno

Concentragdes (ug L™) 10 100
branco - 500

100 100 500

250 250 500

500 500 500

750 750 500

1000 1000 500

2500 2500 500

5000 5000 500

4.6 Parametros de otimizacdo do sistema LC-MS

4.6.1 Gradiente para a eluicdo e separacdo dos compostos na coluna de fase

reversa

Para que houvesse uma eficiente eluicdo dos compostos em estudo, e
para evitar efeito memoria na coluna de TFC, testou-se diferentes gradientes (Tabela
5).

O gradiente 1 foi realizado para verificar os tempos de retencdo dos
principios ativos em estudo (utilizando-se metanol:dgua como fase mével) bem como
verificar a separacdo dos mesmos. Para este teste foram injetados 10 pL no sistema

HPLC de com coluna de fase reversa C18, com a vaz&o de 0,2 mL min™.
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O gradiente 1 apresentou boa separacdo dos compostos, no entanto o
tempo de corrida de 80 minutos pode ser reduzido. Dessa forma foi utilizado o
gradiente 2, onde todo o sistema (incluindo sistema ASPEC e coluna de TFC) foi
utilizado. No entanto, em amostras de vinho tinto foi verificado aumento de ruido da
linha base formado por varios compostos de baixo massa molar presentes neste
vinho, implicando em baixa detectabilidade do sinal cromatografico uma vez que
muitos interferentes eluem na mesma faixa de tempo de retengdo dos compostos
estudados.

Visando eliminar alguns dos interferentes, realizou-se o gradiente 3. Para
tal utilizou-se 45% de metanol em modo isocratico por 5 minutos. Posteriormente,
gradiente de 30 minutos até 100% metanol para eluir 0s compostos de interesse,
seguido de tempo de re-equilibrio. Usando este procedimento, reduziu-se parte dos
interferentes.

Para melhorar o tempo total de andlise realizou-se o gradiente 4, com
gradiente de 20 min ao invés de 30 min (de 45 a 100% de metanol). A separacdo
utilizando estas condi¢cdes mostrou-se satisfatoria, com uma menor quantidade de

interferentes da matriz, apresentando corridas mais curtas.

Tabela 5. Tabela contendo os gradientes testados para a eluicdo dos compostos

retidos nos poros das particulas C18 da coluna de TFC

Tempo (min) Metanol (%)
0 5
Gradiente 1 60 100
65 100
70 5
80 5
0 5
30,0 100
Gradiente 2 35,0 100
35,5 5
45,0 5
0 5
1 45
Gradiente 3 6 45
36 100

41 100
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42 S
47 5
0 5
1 45
Gradiente 4 6 45
26 100
31 100
32 5
37 5

4.6.2 Avaliacdo dos modos de ionizacdo e demais condi¢cbes do espectrometro de

massas

Para a otimizacdo do espectrdmetro de massas, espectros no ESI e APCI
foram obtidos, nos modos de ion positivo (PI) e ion negativo (NI) no intervalo de
massas de 50-600 m/z. Para os testes com ESI foi realizada a infusao direta de uma
solucdo de daidzeina e genisteina de concentracdo 13,5 mg L™, preparadas em
metanol:dgua (1:1, v/v). Para a infusdo, uma seringa de 10 mL contendo a solucao
com o composto a ser avaliado, foi utilizado. Ao iniciar a medida, o émbolo da
seringa foi empurrado de maneira a proporcionar uma vazdo de 15 pL min*, sendo
gue a solucéo foi introduzida no MS por meio de um capilar. Os sinais para os testes
utilizando ESI PI e NI néo foram satisfatérios, uma vez que 0s sinais se mostraram
muito baixos.

Para os testes com APCI realizou-se inje¢des de 10 pL (utilizando-se para
tal bomba de HPLC) de solucdes de daidzeina e genisteina de concentracao de 13,5
mg L™ preparadas em metanol:agua (1:1, v/v). Utilizou-se como vazéo de fase mével
0,2 mL min?, que foi direcionada para o espectrdmetro de massas sem divisdo.
Utilizando-se APCI NI os sinais foram melhores que para ESI. Assim sendo, os
parametros para este método foram otimizados.

Otimizou-se a temperatura do capilar, variando-se as temperaturas de 165
a 325 °C enquanto que os compostos foram introduzidos no espectrometro de

massas como citado anteriormente.
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Para a otimizacdo da temperatura de vaporizacao, realizou-se injecdes
como descrito anteriormente variando-se as temperaturas de 300 a 450 °C. Foram

também avaliados e otimizados a corona de descarga e “tube lens”.

4.7 Volume de Breakthrough para a coluna de TFC

A coluna para TFC foi otimizada realizando-se o estudo do volume de
breakthrough. Estes testes tiveram como objetivo verificar o volume que pode ser
injetado no sistema TFC-LC de forma a ndo comprometer as analises perdendo
analitos no momento da transferéncia da algca de amostragem para a coluna de TFC.

Utilizou-se os principios ativos resveratrol, daidzeina, genisteina e o
padrdo interno por serem estes compostos mais polares e por serem de diferentes
classes. Para a realizagédo dos testes utilizou-se bomba de HPLC, coluna de TFC e
espectrometro de massas.

Preparou-se 1 litro de solucdo analitica contendo 2,5 mg L' dos
compostos selecionados. Como o vinho possui em torno de 13% de teor alcodlico
em sua composicdo, 2,5, 5 e 10% de etanol e 100% de &gua ultra-pura foram
testados como solventes para o preparo das solucdes para os testes. O objetivo foi
avaliar a retencdo dos flavondides na coluna de TFC com ou sem presenca de
modificador orgéanico (etanol), simulando assim a matriz que serd estudada
posteriormente.

Utilizou-se para este teste duas valvulas comutadoras. Primeiramente
limpou-se a coluna de TFC (para garantir que nao tivesse compostos interferentes
apos cada teste). Apds alguns minutos trocou-se as posi¢des das valvulas de forma
que a coluna de TFC néo recebesse fase movel. Depois disso, a solu¢cdo de um dos
compostos a ser verificado comecou a ser percolada & vazdo de 1 mL min™
(continuamente) até que a intensidade do sinal para o mesmo obtido no MS,
permaneceu estavel. Neste momento, trocou-se a posicdo da valvula (decaimento
no sinal inicial) de forma que a solucdo do principio ativo iniciou a percolar na coluna
de TFC. Como os compostos estavam retendo na coluna, ndo obtinha-se nenhum
sinal (Figura 10, a partir de 8 min). Depois de um determinado tempo o composto
comecou a eluir da coluna, e a linha de base comecou a subir (Figura 10, a partir de

40,9 min). O tempo em que a linha de base aumentou (teve sinal) novamente foi
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considerado o tempo de breakthrough e utilizando-se a vazéo e o volume “morto”, o
volume de breakthrough pode ser calculado. Apds verificar o tempo em que 0s
compostos eluiram da coluna (determinou-se um tempo de 60 min de analise),
trocou-se a posicdo da valvula e 100% metanol foi utilizado para retirar os
compostos da coluna (Figura 10, apos 70 min, verifica-se o sinal do resveratrol).
Para avaliar a capacidade da coluna de TFC e para ter certeza de que a
mesma ndo estava sendo saturada, realizou-se 0os mesmos testes realizados

anteriormente com solugdes na concentracdo de 25 pg L™
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Figura 10. Cromatograma obtido no estudo do volume de breakthrough. (a) sinal dos
compostos presentes na coluna de TFC (etapa de limpeza), (b) troca da valvula
comutadora gera uma queda do sinal, (c) substancia em estudo entra em contato
com a coluna de TFC e apés 41 min comeca a ser eluida e (d) cromatograma com o

tempo total de analise
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4.8 Etapa de preparo de amostra empregando TFC

Para a etapa de preparo de amostra foram testadas as diluicbes 1:3 e 1:9
(v/v) em virtude da complexidade da matriz (FLAMINI, 2003). As diluicbes foram
feitas com agua de milli-Q, antes de realizar as etapas de fortificagao.

Para o sistema on-line utilizando TFC-LC-MS fez-se necessario um pré-
tratamento da amostra. Este procedimento visou eliminar interferentes sdlidos que
pudessem estar presentes nas amostras de vinho.

Como pré-tratamento, as amostras foram diluidas e filtradas manualmente
utilizando seringas de 100 mL e filtros de ponteira descartaveis com porosidade de
0,2 um. Foram testadas dilui¢cdes 1:3 e 1:9, vinho:agua Milli-Q (v/v).

Apoés o pré-tratamento, 100 mL de amostra foram colocados em frasco de
vidro onde foram fortificados com o0s seis principios ativos e padréo interno em
estudo (Tabela 3).

As amostras fortificadas foram colocadas no sistema ASPEC (Figura 11,

1) (Apéndice C) onde o procedimento on-line teve inicio.

Figura 11. Sistema completo de TFC-LC-MS equipado com 1) sistema ASPEC para
introducéo da amostra, 2) sistema de HPLC para limpeza e carreamento da amostra
pela coluna de TFC, 3) sistema de HPLC para o carreamento das amostras da
coluna de TFC para a coluna de fase reversa e 4) MS para a identificacdo e

guantificacédo dos principios ativos em estudo
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O esquema das valvulas e demais instrumentacdo utilizados no método
on-line desenvolvido estdo demonstrados nas Figuras 12, 13 e 14. No Apéncide A
verifica-se as etapas do programa utilizado para controlar a automacéo do sistema,
que é dividida em 4 etapas: introdugdo da amostra e preenchimento da alca de
injecdo (A), transferéncia dos compostos e limpeza da coluna de TFC (B),
transferéncia dos compostos trapeados na coluna de TFC para a coluna de fase
reversa (C) e tranferéncia dos principios ativos em estudo para o sistema de

deteccéo para a identificagéo e quantificacao.

ASPEC ]

5 A
HPLC

- Agua de
Milli- O

HPLC
gradiente

Figura 12. A) Introduc&o da amostra no sistema de injecao para o preenchimento da
alca de amostragem; 1) amostra, 2) sistema ASPEC, 3) alca de amostragem e 4)

residuo

Para o desenvolvimento do procedimento on-line foram utilizados 100 mL
de amostra (1) pré-tratada e fortificada (item 4.5) sendo que desta 16 mL foram
introduzidos por meio do sistema ASPEC (2) (Figura 11, 1). Como o sistema ASPEC
possui seringa para succado da amostra (diluidor) de capacidade de 10 mL, foram
programadas duas aliquotas de 8 mL para garantir que a algca de amostragem, com
capacidade de 10 mL (3), estivesse completamente preenchida. O excesso de
amostra (em teoria 6 mL) seguiu diretamente para o residuo (4) (Figura 12).

Durante esta etapa (A), enquanto ocorresse 0 processo de preenchimento
da alca de amostragem, a bomba de HPLC, que transportara os compostos da alca

para a coluna de TFC (5) (Figura 11, 3) e a bomba que eluird os compostos para a
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coluna analitica (8) (Figura 11, 2), ja estdo em funcionamento. ISso para garantir que
as tubulacdes e as colunas estejam limpas, sem apresentar residuos da amostra

analisada anteriormente (para evitar overloading).
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Figura 13. B) Etapa de transferéncia da amostra contida na alga de amostragem e
limpeza da coluna de TFC; 5) Bomba de HPLC, 3) alca de amostragem, 6) coluna de
TFC e 7) residuo

Apés as duas aliqguotas de 8 mL serem transportadas para a alga de
amostragem, as valvulas eram trocadas de posicdo de forma que a bomba com
vazdo de 4 mL min™ tivesse sua fase mével direcionada para a alca de amostragem,
para transportar a amostra ali contida diretamente para a coluna de TFC (Figura 13,
B). Além do transporte, uma etapa de lavagem foi necessaria para que as
interferéncias de alta massa molar ou pequenas particulas hidrofilicas presentes na
amostra, que nao interagissem com 0s poros da coluna, fossem removidos pelo
fluxo turbulento formado na mesma. Para tal, apds a total transferéncia da amostra,
durante um determinado tempo (definido apos o teste de volume de breakthrough) a
alca de amostragem recebeu fase moével, sob vazdo de 4 mL min™ (5) em direcdo a
coluna de TFC (6) e frasco de residuo (7). Para esta etapa foram testados 5% etanol
e 100% agua ultra-pura como solventes para a fase mével e a vazdo de 4 mL min™,

como sugerido pelo fabricante da coluna TurboFlow®.
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ASPEC
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| 1424 dguade
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Figura 14. C) Eluicdo dos compostos retidos na coluna de TFC para a coluna
analitica; 8) bomba de HPLC, 6) coluna de TFC, 9) coluna de C18 e 10) MS

Apbs o tempo de transferéncia dos compostos da alca de amostragem
para a coluna de TFC, as valvulas trocaram de posicdo (Figura 14, C). Neste
momento um gradiente composto por metanol: agua (8) a uma vazao de 0,2 mL min
! comecou a eluir os compostos retidos nos poros das particulas da coluna de TFC
para a coluna analitica contendo fase estacionaria C18 (9) (Figura 11, 2). Nesta
etapa os principios ativos foram separados e introduzidos no espectrometro de
massas (10) para identificacdo e quantificacéo (Figura 11, 4).

Para a otimizacdo do tempo de andlise, o sistema foi programado de
forma que, 12 min antes de terminar a corrida cromatografica a proxima corrida ja
pudesse comecar a ser preparada (limpeza do ASPEC e preenchimento da alcga)
(Apéndice A).

4.9 Analise dos solventes (“branco dos solventes”)

Realizou-se o teste em branco para avaliar se 0os solventes utilizados em
todo o processo, apresentavam interferéncias nos tempos de retencdo dos principios
ativos em estudo. Para tal, os solventes utilizados foram injetados no sistema

cromatografico (coluna de TFC e analitica) seguido de todo procedimento de analise.
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4.10 Avaliagdo de amostras para uso como “branco”

Na auséncia de material de referéncia, as amostras obtidas
comercialmente em supermercados de Amsterdam, Holanda, foram avaliadas para
uso como “amostra branco” no processo de validacédo. Foram utilizados: vinho tinto
(Cabernet-sauvignon + Merlot, Chile), vinho branco (Sauvignon blanc, Chile) e vinho
rose (Africa do Sul). Essas amostras foram submetidas ao procedimento de extrac&o

para verificar a presenc¢a ou ndo dos compostos em estudo.

4.11 Avaliagéo do Efeito Matriz

Sabe-se que a matriz vinho é uma matriz bastante complexa,
apresentando por exemplo, diferentes compostos polifendlicos de baixa massa molar
gue podem interferir na analise proposta. Com a finalidade de confirmar a
necessidade do uso da matriz durante todo o estudo desenvolvido, realizaram-se 0s
célculos de efeito matriz para uma das concentracdes estudadas (5 pug L™) em vinho
tinto. O calculo foi efetuado através da Equacéo 5.

Xm - XS
EfeitoMatriz% =—— x 100 (5)
XS

Onde:

xm= inclinagcdo da curva obtida pela injecdo das solucbes analiticas de cada
flavonoide, preparadas no extrato da matriz;

xs= inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucbes analiticas de cada

flavondide, preparadas em metanol (solvente);

Assim, verificou-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal)
ou negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da andlise. Quando o resultado
for acima de 10% considera-se que o efeito matriz comeca a exercer influéncia nas
analises (ZROSTLIKOVA et al., 2001).
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4.12 Validagao do procedimento

Definidas as melhores condicbes de separagdo para 0S compostos em

estudo, validou-se o procedimento segundo os parametros descritos no item 2.9.

4.12.1 Curva analitica

As curvas analiticas para os compostos em estudo foram obtidas
preparando-se as mesmas em matriz na faixa de concentracdo de 5 a 200 pg L™
descritas na Tabela 3 (item 4.5), contendo no maximo 7 pontos. Para as amostras
que apresentaram principios ativos antes da realizagdo da etapa de fortificacéo, foi
necessaria a realizacdo de curvas de adicdo padrdo. Para tal, as concentracfes
presentes na Tabela 4 (item 4.5) foram utilizadas. Cada solucédo foi injetada em
triplicata no sistema TFC-LC-MS obtendo-se a area e o tempo de retencéo de cada
um dos compostos com o auxilio do software Xcalibur™. O gréafico da area x

concentragao foi obtido com auxilio do programa Microsoft Office® Excel 2003.

4.12.2 Limite de Deteccgao e Limite de Quantificacao

Para determinar o LOD e o LOQ dos compostos estudados as matrizes
foram fortificadas adicionando solu¢des trabalho com concentragdes conhecidas nas
matrizes em estudo.

Para determinar o LOD foram feitas injecdes em ordem decrescente de
concentragao até atingir areas dos picos da ordem de trés vezes superior em relacédo
ao ruido da linha base no tempo de retengcédo dos picos de interesse. Para o LOQ, a
concentracdo, cuja area dos picos foi dez vezes superior em relacdo ao ruido da
linha base no tempo de retengao dos picos de interesse.

Nesse trabalho, o LOD e o LOQ foram estabelecidos com base na Figura
9, onde o LOD corresponde a 3 vezes o ruido da linha de base e o LOQ
corresponde a concentracdo que produz uma relagdo sinal-ruido superior a 10.
Mediu-se, com auxilio de um paquimetro, a altura do ruido préximo ao tempo de
retencdo dos compostos e determinou-se a concentracdo que corresponde a 3 e 10

vezes essa altura.
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4.12.3 Precisdo do método

O ensaio de precisdo interdia do método foi avaliado efetuando-se o
procedimento de extracdo das matrizes fortificadas em 3 niveis de fortificacéo,
utilizando as concentragdes listadas na Tabela 3. Cada nivel de concentragéo foi
analisado seis vezes.

Para o ensaio de precisdo intradia do método efetuou-se o procedimento
de extracdo e analise da amostra “branco” fortificadas utilizando as concentracfes
listadas na Tabela 3). Cada nivel de concentracéo foi analisado trés vezes, em dias

diferentes e com analistas diferentes.

4.13 Aplicacéo do procedimento desenvolvido

Para avaliar a aplicabilidade do método desenvolvido, foram utilizadas
amostras obtidas comercialmente em supermercados de Amsterdam, Holanda. A
Tabela 6 apresenta as amostras de vinho branco, rosé e tinto, as variedades das

uvas e o pais de procedéncia das amostras.

Tabela 6. Dados das amostras reais utilizadas ap0s a validacdo do procedimento

desenvolvido para a avaliagdo do mesmo

Amostras Variedade da uva Procedéncia
1 Sauvignon blanc (branco) Chile
2 Blanc (branco) Italia
3 Blanc (branco) Italia
4 Rosé Africa do Sul
5 Tinto Franca
6 Bonarda (tinto) Argentina
7 Cabernet sauvignon + Merlot (tinto) Chile

8 Red (tinto) Africa do Sul




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Escolha do modo de ionizagcdo e demais condi¢cdes para o Espectrémetro

de Massas

APCI no modo negativo provou ser excelente para ser utilizada em
analise de flavondides e resveratrol, em concordancia com a literatura (JUSTESEN,
2000; RIJKE, et al., 2003) na qual foi comparada ESI e APCI nos modos negativo e
positivo.

Apoés a otimizagdo do APCI no modo negativo obteve-se os seguintes
valores:

v temperatura do capilar; 225 °C

v temperatura de vaporizagdo: 450 °C

v voltagem do capilar: -35 V

v’ tube lens: 20 V
v' corrente da corona de descarga: 10 pA
v vazdao do gas de nebulizacao (nitrogénio): 60 AU
v’ vazao do gas de auxiliar (nitrogénio): 20 AU

Para selecdo dos ions percursores no MS/MS, as condigbes o6timas
obtidas foram:
v intervalo de isolamento (antes da fragmentacao): 1.5 m/z

v energia de colisdo (Normalized collision energy): 35%

5.2 Selecao do padréo interno

Para a selecdo do padrdo interno selecionou-se dois estrogénios: [3-

estradiol e 17 oa-etinilestradiol cujas estruturas séo similares a dos compostos em
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estudo e também por ndo estarem presentes nas matrizes. Para a selecéo
considerou-se o tempo de retencédo e a sensibilidade do sinal. Os dois principios
ativos poderiam ser utilizados como padrdo interno no meétodo de extracdo
desenvolvido, porém, o B-estradiol apresenta massa molar similar (m/z 272,39) ao
composto naringenina (Tabela 2). Uma vez que para a identificacdo dos analitos em
estudo utilizou-se as massas moleculares preferiu-se utilizar um padrao interno com
massa molar diferente o que nao interferiria na identificacdo dos mesmos. Para tal,

17 a-etinilestradiol foi utilizado.

5.3 Gradiente otimizado para a eluicdo e separagédo dos compostos na coluna

de fase reversa

O gradiente otimizado (Tabela 5, gradiente 4) consistiu em partir da
concentragdo de metanol de 5 & 45% em 1 min, permanecendo nesta concentracédo
por 10 min, de 45 & 100% em 15 min, permanecendo nesta concentragdo por 5 min
e de 100% de volta a concentragéo inicial de 5% em 1 min, permanecendo por 5 min
para reequilibrar a coluna. Com este gradiente obteve-se boa separacdo dos
compostos na coluna de C18.

5.4 Avaliacao do volume de Breakthrough para a coluna de TFC

Conforme descrito no item 4.7, realizou-se o estudo do volume de
breakthrough.

Os testes foram iniciados com a solucdo analitica (2,5 mg L™) com
concentracdo de 10% (v/v) de etanol. Para este teste 0s compostos comecaram a
eluir em menos de 1 min (< 1 mL) apos a introdugéo da solug¢édo na coluna de TFC.
Para 5% de etanol, o tempo de eluigéo foi em torno de 32 min (32 mL) e a solugao
com 2,5% mostrou aumento do sinal da linha de base apés 72 min (72 mL) bem
como para a solugao contendo 100% de agua ultra-pura.

Como o breakthrough pode ser causado por saturacdo (overloading) da

coluna de TFC, realizou-se os mesmos testes com solu¢gdes menos concentradas
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(25 pg LY. Os testes apresentaram volumes de breakthrough similares provando

gue os resultados ndo sao provenientes de saturacéo da coluna de TFC (Tabela 7).

Tabela 7. Valores dos volumes de breakthrough calculados utilizando-se o tempo de
breakthrough, a vazdo de 1 mL min® e o volume morto, para as diferentes

concentracOes de principios ativos e etanol avaliados

25mg L™ 0,25mg L™
Etanol (%) 0% 25% 5% 10% 0% 2,5% 5% 10%
Principios ativos Volume (mL) Volume (mL)
Resveratrol 32 32 30 1 32 32 30 7
Daidzeina >50 >50 32 1 >50 >50 32 11
Genisteina >50 >50 32 1 >50 >50 32 11
Pl >50 >50 32 1 nd nd nd nd

nd: ndo detectado

De todas as substancias estudadas, resveratrol é o principio ativo mais
polar (como verificado injetando-se o0 mesmo na coluna de C18) portanto, o volume
de breakthrough deste é o mais importante. Como obteve-se para as duas
concentracOes testadas, aproximadamente, 32 mL pode-se seguramente trabalhar
com volumes menores que este. Desta forma, optou-se por trabalhar com 24 mL,
gue é o volume em que a fase mével (100% agua) carrega oS compostos presentes

na alca de amostragem para a coluna de TFC e residuo.

5.5 Avaliacao da etapa de preparo de amostra empregando TFC

Devido a complexidade da matriz e tendo como base o volume de
breakthrough testado, a diluicdo testada primeiramente foi a de 1:3. Como em média
0 vinho possui 12% de teor alcodlico, diluindo-se 4 vezes (1:3, v/v) teria-se em torno
de 3% de alcool (modificador organico na amostra), o0 que segundo a Tabela 7, nédo
perderia-se compostos na coluna de TFC.

Porém, verificou-se que, realizando a diluicdo 1:3 algumas matrizes,

teriam uma perda muito grande de sinal. Como o vinho possui uma grande
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guantidade de compostos polifendlicos de baixa massa molar (FLAMINI, 2003) e
uma vez que algumas destas substancias sado apolares estas poderiam entrar nos
poros da coluna de TFC e interagir com as particulas C18. Por este motivo, foi
necessario uma maior diluicdo (1:9, v/v) das amostras para se obter maior
detectabilidade no sistema LC-MS.

A etapa de preparo de amostras otimizada para os compostos estudados
consistiu na injecdo de 10 mL de amostra, diluida 10 vezes (1:9, em agua ultra-pura,
v/v) injetada no sistema TFC-LC-MS, seguido de 6 min (24 mL) para o carreamento
e limpeza da coluna de TFC com 100% agua. ApOs este tempo, o gradiente
otimizado (item 5.3) teve inicio, carreando os compostos da coluna de TFC para a
coluna de C18, onde foram separados e posteriormente identificados e quantificados

no espectrémetro de massas.

5.6 Avaliacdo do branco dos solventes e das amostras para uso como

“branco”

Os solventes passaram pelo procedimento TFC-LC-MS conforme descrito
no item 5.5, sem a presenca de principios ativos para a verificacdo de possiveis
interferentes nos tempos de retencdo dos principios ativos estudados. O
cromatograma do teste em branco esta representado na Figura 15, sendo que este
nao apresentou interferéncias para os tempos de retencdo dos compostos em

estudo.
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Figura 15. Cromatograma obtido apos injecao de solvente (etanol:agua, 1:9, v/v)
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Na auséncia de amostras de referéncia isentas de flavonoides e
resveratrol, amostras obtidas comercialmente na Holanda foram avaliadas para uso
como “branco”, conforme descrito no item 4.10. Para fins de comparacéo de tempos
de retencdo, para as matrizes estudadas sdo mostrados os cromatogramas de
amostras fortificadas na concentracdo de 100 pg L™ (Figuras 16, 17 e 18)

Como pode ser visto nas figuras, obteve-se o cromatograma de ion total
(TIC) para as amostras, nas condi¢cbes otimizadas do procedimento. Para serem
visualizadas as substancias em estudo, filtrou-se o cromatograma de forma que sé
fossem visualizados os compostos de interesse. Para tal, selecionou-se para o
intervalo de massa, a massa de cada um dos compostos, com a janela de massa
m/z 1. Isto significa que o intervalo utilizado foi a massa da substancia em estudo
(m/z) -0,5 até +0,5.

Como utilizou-se APCI no modo negativo, foi utilizado o valor de massa
molar da substancia menos uma unidade como por exemplo, para hesperetina de
massa molar 302, utilizou-se a massa 301 no cromatograma de ion extraido.
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Figura 16. Cromatograma de ion total da amostra de vinho tinto, fortificado com os
principios ativos: daidzeina, genisteina, naringenina, hesperetina, padrdo interno
etinilestradiol (na concentracdo de 50 pg L), biochanina A e resveratrol; tendo como

concentrac&o 100 pg L™
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Yinho branco fortificado (100 pg L)
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Figura 17. Cromatograma de ion total da amostra de vinho branco, fortificado com
0s principios ativos: daidzeina, genisteina, naringenina, hesperetina, padrao interno
etinilestradiol (na concentracéo de 50 pg L), biochanina A e resveratrol; tendo como

concentrac&o 100 pg L™

No cromatograma para a amostra de vinho branco (Figura 17) e vinho
rosé (Figura 18), verificou-se um pico de um composto interferente ao lado do
padrdo da naringenina. Quando comparados 0s cromatogramas da menor
concentracdo empregada (5 pg L™) até a concentracdo de 100 pg L™ mostrada na
figura acima, visualiza-se um aumento no sinal do primeiro pico (naringenina),
enquanto que o pico do interferente permaneceu 0 mesmo em todos 0s niveis de
fortificacdo. Além disso, o tempo de retengéo foi comparado com o de uma solucéo
analitica contendo todos os compostos em estudo, verificando-se assim que este

sinal era de uma substancia interferente.
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Yinho rose fortificado (100 ug LY
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Figura 18. Cromatograma de ion total da amostra de vinho rosé, fortificado com os
principios ativos: daidzeina, genisteina, naringenina, hesperetina, padrdo interno
etinilestradiol (na concentracéo de 50 pg L™?), biochanina A e resveratrol; tendo como
concentracdo 100 pg L™

A analise dos vinhos tinto, branco e rosé, apés submetidos as condi¢des
otimizadas de extracdo, sem fortificagdo com as substancias em estudo (apenas
padrdo interno), apresentaram interferéncias da matriz no tempo de retencdo dos
principios ativos hesperetina (tempo médio de 20,1 min) e resveratrol (tempos
meédios de 14,4 e 17,3 min). O vinho tinto apresentou um sinal maior para a
hesperetina como pode ser visualizado nos cromatogramas conforme pode ser
observado nas Figuras 19, 20 e 21. Desta forma, para verificar se o principios ativos
estavam presentes na matriz ou descartar possiveis compostos interferentes no

mesmo tempo de retencéo realizou-se MS/MS dos mesmos.
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Vinho tinto: branco da amostra
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Figura 19. Cromatograma para vinho tinto no modo de ion total e nos intervalos de
massas para 0s sete principios ativos e padrao interno em estudo (obtido apos

extracao conforme descrito no item 5.5)
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Figura 20. Cromatograma para vinho branco no modo de ion total e nos intervalos
de massas para 0s sete principios ativos e padrao interno em estudo (obtido apos

extracdo conforme descrito no item 5.5)
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Figura 21. Cromatograma para vinho rosé no modo de ion total e nos intervalos de
massas para 0s sete principios ativos e padrao interno em estudo (obtido apos

extracdo conforme descrito no item 5.5)

5.6.1 Testes para confirmacdo da substancia presente no tempo de retencdo da
hesperetina

Para que fosse confirmada ou descartada a presenca de hesperetina na
amostra que seria utilizada como amostra branco, foi necessaria a realizagdo de
testes de MS/MS. Como verificou-se um maior sinal de hesperetina na amostra de
vinho tinto, os testes para a confirmacdo da presenca desta substancia foram
realizados nesta matriz.

Primeiramente foi realizada a otimizacdo das condigcbes para
fragmentacdo da substancia presente com a mesma massa da hesperetina. Para tal,
o intervalo de isolamento (isolation width) do padrdo hesperetina (5 mg L™) foi
otimizado. Foram testados 1, 1,5, 2 m/z e o valor obtido para este composto foi de
1,5 m/z. Nas andlises em que se realizou apenas MS (como descrito no item
anterior), utilizou o valor de isolamento de 1 m/z (-0.5 até +0,5 m/z). Desta forma, o

intervalo para o MS/MS foi mais abrangente.
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A energia de colisdo normalizada (“normalized collision energy”), foi
otimizada variando-se entre os valores de 25 a 45%, sendo 35% escolhido como o
melhor valor, por se obter uma melhor fragmentacdo. Com estes valores obteve-se

boa fragmentagdo sem muita perda de sinal no TIC (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de massas (MS/MS) da solucdo padrdo de hesperetina (5 mg
L") para verificacdo da presenca ou ndo de interferente na amostra no mesmo
tempo de retencdo e mesma massa molar (intervalo de isolamento de 1,5 m/z, com

energia de fragmentacéao de 35% (1,75 V)

Apos verificados os fragmentos gerados pelo padrdo da hesperetina
(Figura 22), realizou-se a inje¢cao de uma amostra de vinho tinto onde foi adicionado
apenas o padréo interno para o acompanhamento da injecdo. Os scans durante a
corrida foram obtidos alternando MS total e MS/MS do ion 301,15 (utilizando as
condic¢des otimizadas, descritas acima) (Figura 23).
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Figura 23. Cromatogramas: Full MS (MS total) e MS/MS para a massa 301,15,
obtidos injetando-se amostra de vinho tinto ndo fortificada para confirmacédo da

hesperetina na matriz a ser utilizada como branco da amostra

Na Figura 23 tém-se o cromatograma Full MS e o cromatograma MS/MS,
e ao mesmo tempo a massa isolada (filtrada) de 301,15 tendo MS/MS somente
desta (por este motivo visualiza-se apenas um pico no segundo cromatograma).

Como néao foi adicionado o padrdo de hesperetina na matriz injetada, o
pico e os fragmentos encontrados para o pico da Figura 23 devem ser provenientes
apenas do composto com 0 mesmo tempo de retencdo e massa da hesperetina
como se vé na amostra branco (Figura 19).

A Figura 24 apresenta o espectro de massas do pico no tempo de
retencdo de 21,25 min. Se forem comparados 0s espectros de massas presentes
nas Figuras 16 e 19 verifica-se que os fragmentos, obtidos com a substancia padrao
de hesperetina e da substancia presente na amostra, 0s mesmos séo diferentes,
confirmando a presenca de um interferente no mesmo tempo de retengcdo e massa

gue a da hesperetina.
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Figura 24. Espectro de massas do pico cromatografico obtido realizando-se MS/MS
no intervalo de massa m/z 301. O composto apresenta o tempo retencéo de 21,25
min e os fragmentos obtidos podem ser comparados com os fragmentos do padréo

de hesperetina (Figura 19)

Apos verificar as massas para as substancias avaliadas (Figura 22 e 24),
realizou-se a injecdo da amostra utilizando como intervalo as massas 242 (pode ser
visto no espectro de massas da hesperetina) e 179 (pode ser visto no espectro de
massas da outra substancia). Estas massas foram escolhidas por serem dnicas para
cada um dos compostos, tornando a investigacao mais especifica.

Na Figura 25 tém-se os cromatogramas obtidos isolando-se os ions de
m/z 179 e 242. Esta etapa foi realizada para verificar os tempos de retencao dos
ions selecionados, para avaliar se a substancia presente era mesmo a hesperetina.
Para tal, foi injetada solugcédo fortificada com solugdo padrdo de hesperetina na

concentracdo de 100 mg L™ e 50 mg L™ de padrao interno (17 o-etinilestradiol).
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Figura 25. Cromatograma de ion total da amostra de vinho tinto fortificado com a
solucdo padrdo de hesperetina (100 mg L* e PI 50 mg L%); o segundo

cromatograma é o0 obtido para o ion m/z 179 (especifico para a substancia

desconhecida) e o ion m/z 242,1 (ion especifico da hesperetina)

Comparando-se 0s cromatogramas pode-se visualizar o tempo de
retencdo do composto hesperetina (m/z 242,1) e da substancia interferente (m/z
179), apresentando-se distintos.

Em virtude dos fragmentos escolhidos para estes testes serem unicos
para ambos 0s compostos, e 0s tempos de retencéo para estes fragmentos terem se
mostrado diferentes, pode-se afirmar que a substancia presente na amostra a ser
utilizada como branco da matriz ndo € o flavonéide hesperetina.

Como o ion 242,1 é especifico para hesperetina, e nas demais matrizes
também foi verificada a presenca de um pico no mesmo tempo de retencdo e massa
que os da hesperetina, foi necessario a utilizacdo de SRM (do inglés, Single
Reaction Monitoring) para todas as amostras estudadas para se quantificar o

flavonoide em estudo e ndo a substancia interferente.
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5.6.2 Testes para confirmacdo das substancias presentes nos tempos de retencéo

do resveratrol

Como foram detectados picos nos mesmos tempos de retencdo e mesmo
intervalo de massas da substancia resveratrol, para as matrizes de vinho tinto,
branco e roseé, realizaram-se testes para a confirmacdo das substancias, assim
como foram realizados os testes com a hesperetina (intervalo de isolamento de 1,5
m/z; energia de colisdo de 35%).

Primeiramente, o padrdo de trans-resveratrol foi injetado em fluxo (flow

injection) para obter-se o espectro de massas do mesmo (Figura 26).
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Figura 26. Espectro de massas da injecao em fluxo do padrédo de trans-resveratrol

para a verificagdo dos fragmentos do mesmo

Posteriormente, realizou-se a inje¢do da amostra de vinho tinto (utilizando
o sistema completo) sem fortificacdo. Obteve-se o cromatograma total da amostra,

seguido de Full MS e MS/MS para o ion m/z 227 (massa do resveratrol).
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Figura 27. Analise de vinho tinto utilizando todo o sistema de analise (TFC-LC-MS)
sem adicao do padréo resveratrol. Verifica-se o cromatograma de ion total, Full MS e
MS/MS

No Full MS (m/z 227) e MSIMS (m/z 227) (Figura 27), obteve-se o
cromatograma das substancias com os tempos de retencdo meédio de 14,03 e 16,82
min.

Comparando-se os espectros de massas obtidos do padrao de resveratrol
(Figura 26) com o obtido no tempo de retencéo 14,07 min (Figura 28) verifica-se que
as substancias sdo muito similares. O mesmo ocorre com a substancia no tempo de
retencdo 16,8 min (Figura 29). Esta similaridade comprova a presenca de cis-
resveratrol e trans-resveratrol na amostra a ser utilizada como branco. Isto ocorre
para as diferentes matrizes (vinhos tinto, branco e rosé).

Como ja citado na parte tedrica deste estudo, o resveratrol apresenta
propriedades bastante importantes e, por esse motivo, vem sendo cada vez mais
estudado. Relatos da presenca destes dois compostos no vinho podem também
serem encontrados na literatura (MONTSKO et al., 2007; MONTORO et al., 2004;
DOMINGUEZ et al., 2001; BUIARELLI et al., 2006). BUIARELLI et al. (2006) em seu

estudo verificaram similar espectro de massas ao obtido na Figura 26 confirmando
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da mesma forma a presenca de cis-resveratrol e trans-resveratrol nas amostras

estudadas neste trabalho.
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Figura 28. Espectro de massas (MS/MS) do composto no tempo de retengao 14,07
min para ser comparado com o espectro de massas do padrao de resveratrol (Figura
26)
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Figura 29. Espectro de massas (MS/MS) do composto no tempo de retencéo 16,8
min para comparagdo com o espectro de massas do padréo de resveratrol (Figura
26)
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A Figura 27 apresenta dois picos nos tempos de retencéao 25,84 e 35,07
min que poderiam ser representativos uma vez que foram obtidos para o intervalo de
massas de m/z 227 (assim como para cis-resveratrol e trans-resveratrol).

Por este motivo, comparou-se 0s espectros de massas obtidos para estas
substancias (Figuras 30 e 31) com o espectro da Figura 26, verificando-se que
ambos apresentaram espectros bastante diferentes do padrao de resveratrol, sendo

entdo considerados interferentes da matriz vinho.
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Figura 30. Espectro de massas (MS/MS) do composto no tempo de retencéo 28,5

min para comparacao com o espectro de massas do padréo resveratrol (Figura 26)
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Figura 31. Espectro de massas (MS/MS) do composto no tempo de retengao 35,07

min para comparac¢ao com o espectro de massas do padréo resveratrol (Figura 26)

5.6.2.1 Testes para verificacdo dos tempos de retencéo do cis e trans-resveratrol

Como ja foi verificado no item 5.6.2, dois picos com a mesma massa
molar sdo detectados aproximadamente nos tempos de retencédo 14 e 17 min. Sabe-
se que o resveratrol apresenta-se em duas formas isbmeras, cis e trans. Para ter
certeza do tempo de retencdo dos isébmeros, foram preparadas duas solugfes, uma
sem protecdo do frasco da acdo da luz UV do laboratorio e outra protegendo-se o
frasco, baseando-se no principio de que o cis-resveratrol é instavel (sensivel) a
presenca de luz. As solucdes foram preparadas nas concentracdes de 50 mg L™,
contendo padréo interno na mesma concentragao e injetadas (10 pL) no sistema de
LC-MS apenas com coluna analitica C18 (sem coluna de TFC). Posteriormente,
injetou-se em todo o sistema, como verificado nas Figuras 32 e 33.

O cromatograma da Figura 32 demonstra os picos obtidos nos tempos de

retencdo 14,9, 17,6 (resveratrol) e 24,7 min (17 a-etinilestradiol, padréao interno).
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Figura 32. Cromatograma da solucédo de trans-resveratrol e padréo interno (50 mg
L), preparada e armazenada sem contato com a luz UV e injetada na coluna

analitica

O cromatograma da Figura 33, em que a solucéo utilizada ndo sofreu
acdo da luz UV até o momento da analise apresentou picos nos tempos de retencéo
14,9, 17,6 e 24,7 min.

Como pode ser observado, no cromatograma da Figura 32, obtido com a
solugéo né&o protegida, verifica-se um intenso sinal para ambos os compostos. No
cromatograma da Figura 33, no qual o padrdo de trans-resveratrol foi preparado sob
protecdo contra a luz ultravioleta até o0 momento de sua injecdo, o sinal em 14,96
min é mais intenso.

Na literatura, diferentes trabalhos identificam os compostos cis e trans-
resveratrol utilizando-se HPLC-UV. Estes indicam o primeiro pico como sendo trans-
resveratrol e o segundo cis (TRELA, 1996; MONTSKO, 2007), assim como foram

verificados nos resultados obtidos nos testes realizados neste trabalho.
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Figura 33. Cromatograma da solucdo de trans-resveratrol e padréo interno (50 mg

L™), preparada e armazenada sem contato com luz UV e injetada na coluna analitica

5.7 Validagao do procedimento analitico desenvolvido

Definidas as melhores condicdes de separagdo para 0S COmMpOsStos
estudados, 0 passo seguinte foi a avaliacdo da metodologia para analise, segundo
os parametros descritos na sequéncia. Como as curvas analiticas bem como todos
os testes foram realizados utilizando-se a matriz (injetando-se a matriz diretamente
no sistema on-line), os testes de recuperacdo ndo puderam ser calculados. Isto
porque o procedimento para a construgdo das curvas analiticas e os experimentos
para recuperacao sao idénticos (HILL & REYNOLDS, 1999).

5.7.1 Curva analitica

Para a construcao das curvas analiticas verificou-se primeiramente se as
analises sofreriam influéncia do efeito matriz (item 4.11). Para tal, preparou-se uma

solucado 1:9 (etanol:agua, v/v) e uma solucao utilizando a mesma diluicdo com vinho
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tinto, ambos na concentracdo 5 ug L™. Apds a injecdo das solucdes no sistema TFC-
LC-MS realizou-se o célculo para verificacdo de efeito matriz. Como obtiveram-se
valores acima de 99% concluiu-se que, como ja esperado, deve-se fazer o uso de
solugdes analiticas preparadas em matriz para a quantificacdo dos compostos em
estudo, em virtude da grande quantidade de interferentes de baixa massa molar
presentes no vinho.

Prepararam-se solu¢des analiticas, conforme descrito no item 4.5. A
Tabela 8 (vinho tinto), 9 (vinho branco) e 10 (vinho rosé) apresentam os intervalos
lineares, os r* e as equacdes das curvas obtidas com as solucdes analiticas

preparadas em matriz, para todos os compostos estudados.

Tabela 8. Parametros das curvas analiticas obtidas para o0s principios ativos
preparados em vinho tinto, diluido 1:9 (v/v) de etanol em agua ultra-pura e
analisados por LC-MS

Principios ativos Intervalo Linear (mg L™) r? Equacdo da curva
Biochanina A 0,05-2 0,9958 y= 19537998x — 30263227
Daidzeina 0,05-2 0,9826 y= 24273098x — 38923289
Genisteina 0,05-2 0,9920 y=15377954x + 100102777
Hesperetina 0,05-2 0,9886 y=2338077x — 4470499
Naringenina 0,05-2 0,9809 y=18970127x — 33627345
Resveratrol 1-50 0,9958 y=2905443x + 1252370540

Para a construgdo da curva analitica para o resveratrol em vinho tinto,
utilizou-se concentracdes mais altas, uma vez que o0 mesmo apresenta-se no branco
da matriz em maiores concentracfes. Para tal, utilizou-se o meétodo de adicéo
padrdo, onde as amostras foram fortificadas e injetadas do sistema TFC-LC-MS bem
como o branco da amostra. Posteriormente, construiu-se uma curva analitica
relacionando as quantidades da substancia adicionada a amostra com as
respectivas areas obtidas. A extrapolacdo da reta definiu, no eixo das abscissas, a

concentragdo da substancia na amostra analisada (Figura 8, item 2.9.1). Os valores
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obtidos para as curvas analiticas para o resveratrol foram todas consideradas

satisfatorias.

Tabela 9. Parametros das curvas analiticas obtidas para o0s principios ativos
preparados em vinho branco, diluido 1:9 (v/v) de etanol em &agua ultra-pura e
analisados por LC-MS

Principios ativos Intervalo Linear (mg L™) r? Equac&o da curva
Biochanina A 0,05-2 0,9996 y=15620922x + 21759819
Daidzeina 0,05-1 0,9992 y=17610208x + 25648642
Genisteina 0,056-1 0,9987 y=16473093x + 46487985
Hesperetina 0,06-1 0,9953 y= 1445664x + 7060203
Naringenina 0,05-2 0,9978 y=15652186x + 98620996
Resveratrol 0,05-2 0,9999 y= 87579000x + 183908583

Tabela 10. Paradmetros das curvas analiticas obtidas para os principios ativos
preparados em vinho rosé, diluido 1:9 (v/v) de etanol em agua ultra-pura e
analisados por LC-MS

Principios ativos  Intervalo Linear (ug L™) r? Equac&o da curva
Biochanina A 0,056-2 0,9996 y=21162393x — 16439106
Daidzeina 0,05-2 0,9984 y=19888936x + 86097940
Genisteina 0,056-2 0,9967 y=18660386x + 157705870
Hesperetina 0,05-1 0,9969 y=2245345x + 7428900
Naringenina 0,05-1 0,9997 y=20770358x + 13266199

Resveratrol 0,05-2 0,9984 y=10769910x + 365985136
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Analisando-se as equacdes das curvas obtidas pode-se concluir que o
modelo linear é bastante adequado j& que os coeficientes de determinac&o (r%) foram
todos maiores que 0,9953, o que segundo a literatura é satisfatério. (BRASIL, 2003;
INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004). Apenas alguns valores para vinho tinto
mostraram valores abaixo de 0,9920 entretanto, ainda considerados satisfatorios

para analise de residuos.

5.7.2 Limite de Deteccéao e Limite de Quantificacao

A Tabela 11 apresenta os valores de LOD e LOQ nas matrizes estudadas
(conforme item 4.12.2). Assim como para todos os procedimentos realizados neste
estudo, primeiramente realizou-se a diluicdo das amostras 1:9 (v/v) com agua de
milli-Q. Posteriormente, realizou-se a filtracdo das amostras e fortificacdo para
posterior inje¢cdo no sistema TFC-LC-MS. Desta forma, ap0s estimar os valores de
limite de deteccdo e quantificagéo, estes foram multiplicados por 10 para se ter o

real valor.

Tabela 11. Resultados cromatograficos de LOD e LOQ em ng L™ nas amostras de

vinhos tinto, branco e ose estudadas

. _ Vinho tinto Vinho branco Vinho rosé
Principios ativos

LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ

Biochanina A 11,0 36,0 5,0 18,0 6,0 21,0
Daidzeina 16,0 54,0 7,0 24,0 13,0 42,0
Genisteina 22,0 73,0 7,0 22,0 12,0 40,0

Hesperetina 4,0 73,0 10,0 32,0 19,0 64,0

Naringenina 11,0 15,0 2,0 6,0 3,0 9,0

Resveratrol 18,0 60,0 21,0 70,0 34,0 113,0
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Como os valores de LOD e LOQ foram determinados injetando-se as
matrizes fortificadas, os interferentes presentes na matriz (compostos de massa
molar e afinidade similar ao dos compostos estudados) permaneceram na coluna de
TFC e foram concentrados juntamente com 0s compostos em estudo. Desta forma,
levando-se em consideracdo a complexidade das matrizes analisadas, pode-se
considerar os resultados como sendo muito bons.

Para obter-se menores valores de LOD e LOQ uma outra etapa de
limpeza da coluna de TFC, antes da eluicdo dos compostos para a coluna de fase

reversa, utilizando-se diferentes solventes poderia ser avaliado.

5.7.3 Precisdo do método

As Tabelas 12 e 13 apresentam os valores de repetitividade (interdia ou
interday) do método, bem como os resultados encontrados para 0s ensaios precisao
intermediaria (intradia ou intraday) para a resposta, em termos de area, das matrizes
fortificadas com os principios ativos nas referidas concentracbes. O teste de
precisdo em termos de repetitividade foi feito injetando-se trés diferentes
concentracOes, trés vezes cada padrdo. O teste de precisdo intermediaria foi
realizado em dois dias diferentes, injetando-se trés vezes cada padrdo (trés

diferentes concentracdes).
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Tabela 12. Resultados de preciséo interdia (em termos de repetitividade, RSD%)
para as matrizes de vinho tinto, branco e rosé contendo a mistura dos compostos em

estudo e PI. Condi¢bes conforme item 5.5

Principios Concentragéo Preciséo Interdia (RSD%)
ativos (mg L™ Tinto Branco Rosé
0,1 3,8 4.5 15,2
Daidzeina 0,5 2,4 7.4 5,8
1 8,7 7,6 2,8
0,1 4,3 8,3 11,3
Genisteina 0,5 8,2 11,1 4.7
1 11,4 9,8 6,5
0,1 17,9 6,5 17,8
Naringenina 0,5 52 7,1 17,5
1 12,3 11,5 11,7
0,1 3,7 8,4 11,0
Hesperetina 0,5 4,6 9,6 7,0
1 10,5 8,7 4,7
0,1 4.5 7,0 8,1
Biochanina A 0,5 6,7 8,4 4,7
1 5,7 6,9 3,2
0,1 17,8 12,3 17,4
Resveratrol 0,5 17,1 6,9 7.5
1 16,1 10,2 4.5

n= 3 (trés concentragdes diferentes, injetadas trés vezes cada)
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Tabela 13. Resultados da precisdo intradia (em termos de precisdo intermediaria,
RSD%) para as matrizes de vinho tinto, branco e rosé contendo a mistura dos

compostos em estudo e padrao interno. Condi¢des conforme item 5.5

Principios Concentragéo Preciséo Intradia (RSD%)
ativos (mg L™ Tinto Branco Rosé

0,1 6,9 2,9 3,3
Daidzeina 0,5 2,9 0,6 2,6
1 4,9 0,6 2,6
0,1 10,2 2,2 8,5
Genisteina 0,5 6,2 0,5 0,5
1 11,4 1,4 7,8
0,1 9,0 9,5 51
Naringenina 0,5 7,0 2,6 19
1 7,1 4,0 51
0,1 11,2 1,4 2,6
Hesperetina 0,5 5,8 0,3 1,3
1 11,3 2,8 0,9
0,1 11,5 2,7 2,5
Biochanina A 0,5 4.6 0,5 0,2
1 3,0 2,1 4.1
0,1 7,9 6,9 5,7
Resveratrol 0,5 5,0 3,0 6,3
1 5,0 4,0 5,8

n= 3 (trés concentragdes diferentes, injetadas trés vezes cada)

Os resultados dos ensaios de precisao interdia e intradia obtidos para
todas as concentracdes das matrizes fortificadas séo aceitaveis uma vez que estéo
dentro do limite aceito pelo roteiro de validacdo de métodos cromatograficos

(SANCO, 2007), onde a precisao para valores de area deve ser < 20%.
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5.8 Aplicagéo do procedimento desenvolvido

O procedimento desenvolvido foi aplicado em 8 amostras de vinho de
diferentes variedades de uvas, conforme procedimento descrito no item 5.5.

A aplicacdo do procedimento desenvolvido ndo apresentou dificuldades,
pois durante as etapas de desenvolvimento e validacdo empregou-se amostras reais

para os testes.

Tabela 14. Resultados encontrados empregando procedimento on-line desenvolvido

em 8 amostras de vinho

Amostras Vinho Concentracao de resveratrol (ug L™)

1 Branco 210,0
2 Branco 251,4
3 Branco 56,2

4 Rosé 339,8
5 Tinto 2011,3
6 Tinto 2912,8
7 Tinto 4310,4
8 Tinto 2121,4

Dos seis compostos estudados (5 flavonoides e resveratrol) apenas
resveratrol foi encontrado nas amostras em que o procedimento foi aplicado.

O vinho tinto apresentou as maiores concentragbes de resveratrol
variando de 2,01 a 4,31 mg L. Valores médios de resveratrol citados na literatura
incluem: 0,13 mg L™ na Califérnia (LAMUELA-RAVENTOS & WATERHOUSE,
1993), 0,87 mg L™ na Grécia (DOURTOGLOU et al., 1999), 0,99 mg L™ na
Califérnia (GOLDBERG et al., 1996), 2,57 mg L™ no Brasil (SOUTO et al., 2001),
1,21 mg L™ no Chile e Argentina (GOLDBERG et al. , 1995).

A quantidade de resveratrol pode variar consideravelmente em
diferentes tipos de vinhos, como dependendo da variedade da uva utilizada, fatores
ambientais, técnicas para o cultivo da uva e técnicas de vinificacdo (LIMA et al.,
1999; SOUTO et al., 2001), como pode-se observar nos resultados obtidos, listados
na Tabela 14.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o sistema
TFC-LC-MS reflete suas vantagens principais na rapidez, simplicidade,
confiabilidade e baixo consumo de solventes.

Por ser um método automatizado (on-line) faz-se necessario um sistema
mais complexo, que exige diferentes equipamentos. Porém, o método on-line elimina
e substitui muitas etapas de manuseio das amostras empregadas nos métodos
tradicionais, uma vez que neste meétodo sdo realizados como pré-tratamento a
diluicdo e filtragdo das amostras seguido de injecdo das mesmas no sistema TFC-
LC-MS.

Neste método, o uso de modificadores organicos foi reduzido apenas pelo
uso dos mesmos no gradiente para eluicdo dos compostos da coluna de TFC para a
coluna analitica onde serdo separados. Na etapa que utiliza a maior quantidade de
solvente, a etapa de transferéncia dos compostos para a coluna de TFC e limpeza
desta (emprega-se vazdo de 4 mL min™) utilizou-se 0% de modificador organico, o
gue se mostra como vantagem para o método desenvolvido. Esta etapa reduz custos
e os residuos quimicos gerados.

A realizacdo de concentragdo das amostras pela quantidade de volume
injetado é outra vantagem do meétodo desenvolvido. Como a matriz vinho é bastante
complexa, a diluicdo da mesma requer uma compensacao que pode ser obtida
injetando-se uma maior quantidade de amostra. Desta forma, baixas concentractes
podem ser obtidas.

Por outro lado, a concentracdo das amostras também fez com que
interferentes fossem concentrados. Para evitar estes interferentes, uma outra etapa
de limpeza da coluna de TFC, utilizando diferentes solventes poderia ser avaliado,
bem como testar colunas contendo materiais com diferentes mecanismos de

retencgao.
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O uso do LC-MS com APCI no modo negativo de ionizagdo proporcionou
boa precisdo e detectabilidade. Os LODs obtidos para vinho tinto variaram de 0,004
a 0,022 mg L™, vinho branco de 0,002 a 0,021 mg L™ e para vinho rosé de 0,003 a
0,034 mg L™

Os parametros avaliados durante a etapa de validacdo foram
considerados satisfatérios para a grande maioria dos compostos, pois estdo de
acordo com os valores sugeridos na literatura. As curvas analiticas se mostraram
lineares dentro das suas respectivas faixas de aplicagdo. Para a faixa de 0,05 a 2
mg L™, para os principios ativos biochanina A, daidzeina, genisteina, naringenina,
hesperetina e resveratrol obteve-se r? > 0,99. Para o resveratrol em vinho tinto,
foram necesséarias concentracdes maiores para os testes de linearidade, pois a
amostra apresentava uma grande quantidade de resveratrol. Trabalhou-se na faixa
de 1 a 50 mg L™, e para tal obteve-se r* > 0,99. Os ensaios de precisdo também se
mostraram-se satisfatorios para a maioria dos compostos, obtendo-se para todos os
vinhos utilizados na validacdo valores < 18% para repetitividade e < 12% para
precisao intermediaria.

Na aplicagdo do procedimento desenvolvido verificou-se apenas a
presenca de resveratrol para todas as amostras analisadas, sendo que para vinho
tinto encontrou-se uma maior quantidade deste composto comparado com 0s
vinhos branco e rosé. Pode-se observar também que os diferentes vinhos
apresentaram diferentes concentracdes de resveratrol. Isto porque a concentracao
de resveratrol dependera da variedade da uva, das condi¢des climaticas durante a
producdo das uvas, do processo de vinificacdo e de armazenamento dos vinhos
(LIMA et al., 1999; SOUTO et al., 2001).

A utilizacdo de TFC-LC-MS na andlise de vinho € uma novidade, uma vez
gue revisando-se a literatura verificou-se que a grande parte das aplicacbes
utilizando-se TFC séo para amostras bioldgicas e drogas (medicamentos) enquanto
gue apenas um trabalho foi realizado com pesticidas em agua.

O trabalho desenvolvido pode ser uma poderosa ferramenta na
determinacédo de outros analitos de interesse contidos em matrizes complexas, como
por exemplo pesticidas e outros flavondides em alimentos, bebidas e matrizes

bioldgicas.



89

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v' Estudo de outros polifendis presentes em vinho como as antocianinas,

guercetinas, epicatequinas utilizando o sistema proposto.

v A avaliagdo dos vinhos de cultivares brasileiras desde o inicio da sua
producédo até o final do mesmo, verificando possiveis variagdes na sua

composicao.

v' O estudo de outras bebidas como espumantes, licores e cerveja para verificar

a presenca dos flavonoides e resveratrol estudados.

v" O estudo de polifendis em vinho utilizando a coluna de TFC como método de
clean-up e concentracdo utilizando diferentes técnicas para identificacdo e

quantificagéo.
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Tabela contendo o programa utilizado para controlar os eventos para o procedimento

desenvolvido (automacéo do sistema).

Evento (inicio)

Troca da valvula do aspec para
a posicdo de preenchimento,
para a limpeza da alca de
amostragem

Observacgéo
A alca de amostragem neste
momento estd em linha com a

bomba de seringa do aspec

Limpeza da seringa de
amostragem do aspec, seguido
de aspiracdo de 8 mL de
amostra

Bomba de seringa dispensa o
volume de 8 mL de amostra na
alca de amostragem

Aspiragdo de 8 mL de amostra

Bomba de seringa dispensa o
volume de 8 mL de amostra na
alca de amostragem

Troca da valvula do aspec e o
MS ¢é sinalizado eletricamente
para ter inicio

Alca de amostragem em linha com
a coluna de TFC: amostra da algca
sendo eluida para a coluna de TFC
com auxilio de uma bomba de
HPLC (agua de Milli-Q - 5)

Troca da segunda valvula (MS)
e inicia o programa de
gradiente sob a coluna de TFC

TFC estd em linha com a coluna
analitica e o gradiente (bomba de
HPLC)

Figura Tempo
(min)
12 0,0
1,9
6,6
8,1
11,1
13 12,6
14 18,6
12 55,6

Final do gradiente (gradiente 4,
Tabela 5)

Ambas as valvulas voltam para
as posicdes iniciais

Alca de amostragem em linha com
a bomba de seringa do aspec.

TFC sendo lavada com agua de
Milli-Q com auxilio da bomba de
HPLC (5)

Coluna analitica recebendo apenas
o gradiente

O sistema estd pronto para a
proxima amostra

Destaca-se neste programa que, apos 18,6 min o sistema ja comeca a ser

limpo e outra amostra pode comecar a ser preparada para a andlise. Desta forma, o

tempo total de andlise para varias amostras sera menor.
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APENDICE B

Foto do sistema utilizado no desenvolvimento deste trabalho e esquema das

valvulas 1 e 2 para a visualizagdo das mesmas.

Valvula 2

ASPEC ]

3
HPLC

- Agua de
Milli-O

HPLC
gradiente

LC-MS

Valvula 1 e 2 sendo indicadas na foto que apresenta todo o sistema
utilizado no desenvolvimento deste trabalho. Valvula 1 esta localizada no sistema

ASPEC e a valvula 2 no Espectrobmetro de Massas.
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APENDICE C
Foto do sistema ASPEC, utilizado no desenvolvimento deste trabalho contendo:

seringa de 10 mL, frasco com 100 mL de amostra, alca de amostragem de 10 mL e

valvula 1.

Amostra (100 mL) 20 -

Seringa 10 mL

Wy TS

Alca 10 mL

;;;;;;

s it
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APENDICE D

Foto do espectrobmetro de massas contendo: valvula 2, coluna de TFC, coluna de
C18 e APCI.

Vahlula 2

Coluna de TFC

Coluna de C18




