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RESUMO

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora) é uma fruta de grande consumo e importancia nutricional no
Brasil. Dentre 0s compostos presentes neste fruto podemos destacar os taninos condensados, classe
amplamente investigada acerca de suas propriedades quimicas, bioldgicas e farmacoldgicas, o que
torna a extracéo e isolamento desses compostos de grande importancia econdmica e ambiental. De
acordo com a literatura, a extracdo de taninos da jabuticaba para isolamento em técnicas de
separagdo vem sendo realizada por métodos convencionais como a solid phase extraction (SPE).
Contudo, estas técnicas apresentam grau de seletividade limitada, além disso, necessitam de utilizar
um elevado volume de solventes, 0 que consequentemente gera grande quantidade de residuos.
Nesse sentido, faz se necessario o desenvolvimento de métodos mais seletivos e ecologicamente
amigaveis. Dessa forma, o presente trabalho prop6s o desenvolvimento e a otimizacdo de um
método de extracdo online baseado em polimeros de impressdo molecular (MIP) empregados em
coluna capilar para o isolamento e identificagdo sequencial de taninos condensados na casca da
jabuticaba. Para tanto, a molécula da catequina foi utilizada como template para sintese do MIP,
sendo também sintetizado para fins de comparagdo, um polimero ndo impresso (NIP). A
caracterizacdo dos sorventes foi realizada por meio de analises de microscopia eletrénica de
varredura, andlises de dessorcdo e adsorcdo de nitrogénio, microscopia eletrénica de transmisséo,
espectroscopia na regido do infravermelho, termogravimetria e difracdo de raios-x. Os dados
obtidos com a caracterizacdo da fase mostraram coeréncia com a literatura, no que se refere a
possibilidade de aplicacdo desses materiais como fase extratora em sistema de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (high performance liquid chromatography — HPLC) com detector de
arranjo de diodos. Os sorventes MIP e NIP foram empregados como fases estacionarias em colunas
capilares. Quando avaliada a aplicabilidade da coluna preenchida com o polimero molecularmente
impresso em HPLC-DAD nota-se que esta apresentou eficiéncia para a extracdo da catequina,
principalmente quando comparada ao polimero ndo impresso. Os resultados da otimizacdo da
técnica indicaram que o fluxo de fase mdvel de 20 uL min e volume de injecéo de 40 pL foram
responsaveis pela obtencdo de picos cromatograficos com os melhores parametros em termo de
simetria e resolucdo de pico, além de manter a eficiéncia de extracdo, diminuindo a geracdo de
residuos organicos. Ja as figuras de mérito avaliadas, indicaram maior seletividade no MIP em
relacdo ao NIP para a catequina, coeficientes de variacdo de 2,6 a 7,3% entre as extra¢cdes indicando
adequada Repetibilidade das colunas e fator de pré-concentracdo da fase MIP de 151,14%. Em
relacdo a capacidade de reuso das colunas, um valor de desvio padrdo relativo de 3,83% foi
encontrado, indicando que as colunas podem ser utilizadas mais de 40 vezes sem perder a eficiéncia
de extracdo, o que € coerente com o resultado obtido para o efeito de memoria, em que o
cromatograma do solvente ndo apresentou picos no mesmo tempo de retengédo para a catequina. A
quantificacdo de taninos condensados na matriz utilizando método da vanilina pelo espectro UV-
vis & 500 nm, indicou um teor de 59,1 pg mL™* dos compostos presentes nos extratos aquosos da
jabuticaba com base na curva padrdo de catequina construidas nas concentragfes de 0,01 a 1 mg
mL1, o que mostrou relevancia, quanto a escolha dessa matriz. Além disso, as analises feitas por
HPLC-DAD para as amostras reais mostraram eficiéncia da coluna MIP para extracdo da catequina,
eliminando os interferentes e concentrando o analito, possibilitando o acoplamento entre a fase
extratora e o sistema analitico (HPLC-DAD).

Palavras-chave: Jabuticaba. Métodos de extragéo online. Catequina. MIP. HPLC-DAD.



ABSTRACT

Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) is a fruit widely consumed in Brazil and of great nutritional
importance. Among the compounds of this fruit are the condensed tannins, which have already
been widely investigated regarding their chemical, biological and pharmaceutical properties,
which makes the extraction and isolation of these compounds of great economic and environmental
importance. According to the literature, the extraction of tannins from jabuticaba for isolation in
separation techniques has been carried out by conventional methods such as solid phase extraction
(SPE). However, these techniques have a limited selectivity, in addition, a high volume of solventes
is necessary, which consequently generates a large amount of waste. Thus, it is necessary to
research more selective and ecologically correct methods. Thus, the present work proposed the
development and optimization of an online extraction method based on molecularly imprinted
polymers (MIP) used in a capillary column for the isolation and identification of condensed tannins
in jabuticaba peel. Therefore, catechin was used as a template molecule for MIP and non-imprinted
polymer (NIP) was synthesized for comparison studies. The sorbent characterization was
performed using scanning electron microscopy (SEM), nitrogen desorption and adsorption
analysis, transmission electron microscopy (TEM), infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetry (TG) and diffraction X-ray (XRD). The data obtained with the characterization
of the phase showed similarity with the literature, regarding to the possibility of applying these
materials as an extractor phase in liquid chromatography with diode array detector(HPLC-DAD).
When evaluating the applicability of the column filled with the molecularly printed polymer in
HPLC-DAD, it was noted that it presented good results for the extraction of catechin, especially
when compared to the non-imprinted polymer. The results of the method optimization indicated
that the mobile phase flow of 20 uL min™ and injection volume of 40 pL were the best in terms of
asymmetry and peak resolution, in addition to maintaining the extraction efficiency, decreasing
the generation of organic residues. On the other hand, the figures of merit evaluated showed
greater selectivity in the MIP in relation to the NIP for catechin, coefficients of variation from 2.6
to 7.3% between extractions, indicating excellent reproducibility of the columns and pre-
concentration factor of the MIP phase of 5.14%. Regarding the reuse capacity of the columns, a
value of relative standard deviation of 3.83% was found, indicating that the columns can be used
more than 40 times without losing the extraction efficiency, which is consistent with the result
obtained for the memory effect, in which the solvent chromatogram showed no peaks at the same
retention time for catechin. The quantification of tannins condensed in the matrix using the vanillin
method by the UV-vis spectrum at 500 nm, indicated a content of 59.1 ug mL™* of the compounds
present in jabuticaba's aqueous extracts based on the standard curve of catechin constructed in
the concentrations of 0.01 to 1 mg mL™, which showed relevance in terms of the choice of this
matrix. Furthermore, the analyzes performed by HPLC-DAD for the real samples showed
efficiency of the MIP column for catechin extraction, eliminating the interferents and concentrating
the analyte.

Keywords: Jabuticaba. Online extraction methods. Catechin. MIP. HPLC-DAD
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais que apresenta ao longo de seu territorio, fauna e flora extremamente
ricas, ressaltando a diversidade de frutos presentes, 0s quais possuem compostos bioativos com
propriedades antioxidantes, tornando-os atraentes para serem pesquisados e comercializados
(REIS; SCHMIELE, 2019). Dentre os frutos nativos do Brasil, encontra-se a jabuticaba (Figura 1),
a qual pertencente a familia Myrtaceae e ao género Myrciaria, sindbnimo de Plinia, originalmente
encontrada na Mata Atlantica, sendo seu fruto conhecido como uma das mais ricas fontes brasileiras

de compostos fendlicos.

Figura 1 — Jaboticabeira carregada.
Fonte: Autoria Prdpria (2022).

As espécies predominantes no Brasil sdo a jabuticaba Sabara (Myrciaria jaboticaba) e a
jabuticaba Paulista (Myrciaria cauliflora), as quais séo bastante investigadas acerca da presenca de
compostos fendlicos no fruto responsaveis por inimeras propriedades bioldgicas, como capacidade
antioxidante (WANG et al., 2014), antidiabética (MOURA et al., 2018), prevencdo de
enfermidades cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas, (SA et al., 2014; LEITTE -LEGATTI
etal., 2012), prevencio do mal de Alzheimer (TOMAS-BARBERAN et al., 2017), além de auxiliar
no aprimoramento da memoria (BATISTA et al., 2017).

Entretanto embora a maior parte dos fendlicos esteja presente na casca da jabuticaba, esta
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parte ndo é usualmente consumida com a polpa sendo na maioria das vezes descartadas, ou quando
h& reaproveitamento, enviadas para paraa fabricacdo de geleias, extratos, e até a fermentacéo para
producdo de vinhos (FARIA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2015; FERNANDES; SILVA, 2018;
QUATRIN etal., 2019; INADA et al., 2021).

Dentre as classes desses compostos fendlicos recorrentes na jabuticaba, destacam-se 0s
taninos condensados. Esses compostos podem ser naturalmente encontrados em folhas, frutos,
sementes, castanhas e cascas de uma grande variedade de plantas, e em frutos sdo caracteristicos
pela cor escura, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (TORRES-NARANJO et al., 2016;
FERNANDES; SILVA 2018). Estudos apontam que o consumo de alimentos que apresentam
teores de taninos condensados em sua composicdo aliados a uma dieta, tém um importante papel
no tratamento e prevencdo de doencas imunoldgicas, circulatdrias, obesidade, diabetes, e também
em doencas cardiovasculares (LOBO; VELASQUE 2016; ROWLEY, et al.; 2017; XING et al.,
2019). Pesquisas anteriores mostraram que taninos condensados isolados da jabuticava como
galato de catequina e epicatequina exibiram excelente atividade antimicrobiana (MACHADO et
al., 2018) e outros tipos foram capazes de apresentar efeitos antidiabéticos inibindo enzimas como
a-glucosidase (MOURA, et al,. 2018) e a-amylase (FIDELIS et al., 2020).

1.1. Taninos condensados

Os taninos condensados correspondem a um grupo de polifendis. A estrutura basica de uma
unidade de tanino condensado € o flavan-3-ol (Figura 2a), que apresenta dois tipos de configuracédo
espacial do grupo de hidroxila substituinte (2,3-trans e 2,3-cis), resultando em dois monémeros
principais, a (+)-catequina e a (-)-epicatequina (Figura 2b e 2c), que se polimerizam formando
misturas de oligdmeros com polimeros (YANG et al., 2021; FRAGA-CORRAL et al., 2020).
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Figura 2 — a) Estrutura quimica de flavan-3-ol. b) monémeros (+)-catequina e (-)-epicatequina.
Fonte: Autoria Prépria (2022).

De acordo com Yang e colaboradores (2021), o teor de taninos condensados em uma matriz
e o grau de polimerizacdo — do inglés degree of polymerization (DP) — que esta relacionado com o
ndmero de unidades estruturais flavanicas constituindo uma molécula de tanino condensado
(monémeros), varia significativamente em diferentes tecidos de uma mesma planta. Assim, estudos
apontam que terores significativos de taninos condensados com alto DP sdo encontrados com maior
frequéncia na casca dos frutos. Além disso, na maioria dos casos, um alto DP pode configurar
maior sucesso na bioatividade desses compostos, tais como beneficios antioxidantes e anti-
inflamatorios (BITZER et al., 2015).

Na literatura, diversos trabalhos que vém sendo desenvolvidos mostram as aplicacBes

bioldgicas dos taninos condensados, como mostra a Figura 3.
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Figura 3 — Resultados obtidos a partir da busca feita na base Web of Science mostrando a relacdo da
guantidade de trabalhos desenvolvidos entre os anos de 2012-2021 acerca do tema “taninos condensados” e
“atividades biologicas”. Data da consulta: 28/01/2022.

Como é possivel ver no gréafico de barras da Figura 3, para a Ultima década (2012-2021) a
quantidade de trabalhos envolvendo a investigacdo das propriedades bioldgicas dos taninos condensados
em diversas matrizes cresceu significativamente. Em consonancia a esses dados, estudos mostram que
taninos condensados obtidos de espécies da familia Myrtaceae (mesma familia da jabuticaba), séo
capazes de inibir a acdo de enzimas, que hidrolisam os polissacarideos e 0s converte em acgucares
simples, sendo prejudiciais para pessoas que tém Diabetes Tipo 2 (DM2), e resisténcia a insulina
(OLIVEIRA; PEREIRA, 2015; TORRES-NARANJO et al., 2016).

Lima e colaboradores (2018), analisaram extratos de espécies da planta Myrcia rubella
Cambess, para avaliar o perfil duplo de inibigdo de a-glucosidase / PTP1B, que sdo capazes de
metabolizar carboidratos. Como resultado, os autores obtiveram que sete compostos da planta
apresentaram efeito inibitorio positivo e puderam ser identificados apos separagdo em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por ressonancia magnética nuclear.

Oliveira e Pereira (2015), avaliaram a atividade inibitoria da a-amilase por extratos aquosos

de cinco amostras de Myrcia sphaerocarpa, por diferentes métodos de extracdo (decocgéo, infuséo
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e maceracdo). Os resultados demonstraram que antes da exposi¢do ao liquido géstrico, duas
amostras extraidas por decoc¢do demonstraram uma inibicdo superior a 50% da atividade
enzimatica, e uma amostra apresentou o mesmo resultado em todos os métodos de extracéo. Torres-
Naranjo e colaboradores (2016) investigaram nove compostos isolados da planta Muehlenbeckia
tamnifolia, que é comumente usada por povos indigenas do Equador para o tratamento de doengas
renais. Entre os compostos isolados estava a catequina, que demonstrou ser o terceiro composto
que mais inibiu a agdo de a-glucosidase.

Tendo em vista a diversidade de estruturas que podem ser encontradas ao longo deste grupo,
junto com suas propriedades quimicas, é de suma importancia o desenvolvimento de metodologias
analiticas eficientes para a extracdo desses compostos. No entanto, a obtencdo destes é sempre um
desafio, pois o extrato de uma matriz vegetal € uma amostra complexa e apresenta varios outros
compostos além dos taninos condensados, que podem atuar como interferentes e diminuir a
performance analitica do método de quantificacdo. Esse fator pode ser superado por meio de
metodologias de separacdo adequadas, para o isolamento e uma analise real do teor de taninos

condensados em matrizes complexas, tais como um extrato vegetal.

1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography
— HPLC) para separacéo e identificacdo de taninos condensados.

Os métodos de separacdo tém sido empregados em larga escala para separar e isolar
produtos naturais em diferentes matrizes. O uso da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do
inglés — High Performance Liquid Chromatography (HPLC) se destaca no que tange a separacao
e quantificacdo de compostos bioativos, ainda mais no campo dos compostos fenélicos como 0s
taninos condensados. Nas Ultimas décadas, os avan¢os caminharam para o desenvolvimento de
novos e mais robustos sistemas de instrumentacdo em HPLC o que propicia melhora na
sensibilidade e detectabilidade do método (MARTINS et al.; 2020; MACIEL et al., 2019).

Nessa vertente, alguns autores ja relataram o uso de sistemas de HPLC para o estudo das
propriedades de matrizes de frutos brasileiros, como, Quatrin e colaboradores (2019) que
forneceram em seu estudo um perfil polifendlico dos compostos fendlicos livres presentes na casca
de duas especies de jabuticaba por HPLC com deteccdo por Espectrometria de Massas — Mass
Spectometry (MS). Os autores relataram que a partir dessa tecnica foi possivel separar, quantificar
e identificar uma grande variedade de compostos fendlicos, que podem ser utilizados inclusive para

fins medicinais.



24

Um estudo mais recente feito por Martins e colaboradores (2021) propods a quantificagédo e
determinacdo de compostos fenolicos nas sementes de trés variedades de acai (Euterpe oleracea
Mart.), utilizando HPLC com detector de arranjo de diodos (DAD) para separacgéo e quantificacéo
das espécies. Ja a identificacdo e confirmacdo da identidade dos compostos foram feitas por
espectrometria de massas. Como resultado, os autores confirmaram um alto teor de taninos
condensados nas matrizes avaliadas.

Entretanto, a maioria dos trabalhos envolvendo a utilizacdo de métodos cromatograficos
para separacao de amostras complexas como os produtos naturais, aponta para a utilizacdo de mais
de uma etapa de preparo de amostras anterior as analises cromatogréaficas, com vista a reduzir o
namero de interferentes que podem co-eluir com os analitos alvo e, assim, prejudicar a performance
do método analitico (MACIEL, TOFFOLI e LANCAS, 2019). Algumas das técnicas de preparo de
amostra muito utilizadas podem ser aqui citadas, como MEPS - Microextraction by Packed Sorbent
(JORDAN-SINISTERRA, LANCAS 2021), SBSE - Stir bar Sorptive Extraction (BENI et al.,
2017), SPME - Solid Phase Microextraction (WU ET AL., 2020), ou DPX - Disposable Pipette
Extraction (PINTO et al., 2017).

No entanto, apesar das técnicas miniaturizadas offline apresentarem étimas caracteristicas
como reducdo da quantidade de amostra, do uso de solventes organicos necessarios, essas técnicas
ainda contam com impasses como alto manuseamento da amostra e longo tempo de preparo, 0 que
pode ser susceptivel a erros analiticos devido a quantidade de etapas em que estas sdo submetidas
antes das analises cromatogréaficas. Assim, nos Gltimos anos a abordagem das técnicas de extracdo
acopladas diretamente ao sistema de cromatografia liquida vem ganhando espaco na literatura, e

sdo conhecidas como técnicas de extracdo automatizadas (MACIEL, et al., 2021).

1.3. Técnicas de extracao e separacdo automatizadas em HPLC

O principio dos meétodos de extracdo automatizados € o mesmo do método offline, no
entanto, o processo é realizado em duas dimensdes (Figura 4): a primeira constituida da coluna
extratora, na qual sdo empregados sorventes que tenham afinidade pelo analito, com a funcéo de
extrair e concentrar o analito e fazer o clean-up da matriz antes da analise, encaminhando a matriz
da amostra para o descarte. Posteriormente, o analito é entdo eluido pela fase mével para segunda

dimensao por meio de uma valvula, que consiste da coluna analitica que separa 0s componentes de
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interesse para posterior detecgdo (QUEIROZ, ACQUARO JUNIOR 2017; CRUZ, ET AL., 2021;
MACIEL et al., 2019).

Coluna Extratora
T Coluna Analitica

= — @ i o Detector

Fase Moavel

"Solventes _-

‘- Computador
=
Autosampler |
i
=wma |l 00 e Injeciio
E Carregamento

Descarte

Figura 4 - Esquema de uma técnica automatizada de extracdo e separacdo em LC.
Fonte: Adaptado (ANDRADE; LANCAS, 2017).

A escolha da melhor técnica depende exclusivamente do objetivo que se deseja alcancar,
na separacéo dos analitos. Algumas técnicas podem aqui ser citadas como SPE-online (LHOTSKA
et al., 2018), in-tube SPME (ANDRADE; LANCAS, 2017), column switching liquid
chromatography (CRUZ et al., 2021), e heart-cut 2D-LC (MACIEL et al., 2019). No entanto, o
principal aspecto que define o sucesso de qualquer um desses métodos é a interacdo que 0
empregado na coluna extratora (primeira dimensao) terd com os analitos . Ou seja, quanto mais
seletiva for a fase estacionaria da primeira dimensdo para o analito, maior sera a eficiéncia analitica
do método. Dentre os sorventes empregados nas técnicas extratoras, pode-se aqui destacar alguns
como, C18 - Octadecyl silane stationary phase (KHESINA et al., 2021), RAM (Restrict Access
Media) (TAVARES, et al., 2021) e Polimeros Monoliticos (MACHADO et al., 2021).

Além desses, um material que vem sendo empregado com sucesso em varias técnicas de
extracdo sdo os Polimeros Molecularmente Impressos - MIPs. Esses materiais, como o proprio
nome ja diz, sdo uma classe de polimeros que recriam sitios especificos capazes de reconhecer um

ou mais compostos de uma mesma classe, a partir de sinteses, nas quais sdo empregadas uma
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molécula alvo denominada de template, que tem uma estrutura quimica igual ou semelhante a do
analito (BOUVAREL et al., 2021; ARABI et al., 2016; BELBRUNO, 2019).

1.4. Polimeros Molecularmente Impressos (MIP)

A rota de sintese dos MIPs, em geral, ocorre em duas etapas: na primeira, a interacdo das
moléculas precursoras do polimero (mondmeros) com um template formando um complexo
mondmero-template. Essa interagdo leva a posicdes especificas das extremidades dos mondémeros
ao redor da molécula alvo e é chamada de complexacdo (Figura 5). A segunda etapa consiste da
reacdo de polimerizacdo, na qual ocorre fixacdo dos grupamentos dos mondémeros no material
polimérico, por meio de um cross-linker (reagente de entrecruzamento) e, em alguns casos, um
iniciador radicalar. Por fim, apds a remocao do template, por um processo de lavagem com reagente
especifico que tenha afinidade com ele, o polimero passa a ter cavidades e sitios seletivos para a
interacdo de moléculas de estruturas iguais ou semelhantes a da molécula alvo (template) usada na
sintese (ARABI et al., 2016; BERNARDO et al., 2019; SANTOS et al., 2020).
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Figura 5 - llustracdo esquematica de preparo do MIP.
Fonte: Adaptado (Nazario e Langas, 2013).
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Os MIPs sdo conhecidos por serem empregados tanto em técnicas convencionais como a
SPE sendo a técnica denominada MISPE (MARTINS et al., 2020; SAAD et al., 2021) quanto em
técnicas miniaturizadas de preparo de amostra offline (DINALI et al., 2021; WANG et al., 2019;
SANTOS et al., 2020). No entanto, com o desenvolvimento das técnicas de extracdo e separacdo
automatizadas, alguns estudos ja realizados mostram que os MIPs utilizados como fase extratora
online, apresentam boa estabilidade quimica, e alto reconhecimento para a extracdo e pré-
concentracdo de analitos em matrizes complexas, além da vantagem da sua reutilizacdo,
caracteristicas essas que tornam os MIPs Gtimos sorventes para serem utilizados em técnicas online
de extracdo (LHOTSKA et al.; 2018; ZHEN et al., 2013; KHOLOVA, 2021). A Tabela 1 apresenta
alguns estudos realizados com a utilizagdo dos MIPs como sorventes para primeira dimensédo em

técnicas de extracdo e separacdo automatizadas em LC para diversos analitos.
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Tabela 1 — Aplicacbes dos MIPs em sistemas de extracdo e separacdo automatizados em LC.

Amostra Analito Técnic  Sorvente Sistema Referéncia
a extrator  cromatografico
Cerveja Micotoxina SPE MIP HPLC-FLD (LHOTSKA et
online al., 2018)
Agua Herbicida SPE MIP-IL HPLC — UV (GUO et al.,
online 2011)
Plasma Canabinoides IT- MIP HPLC-MSMS  (MARCHIONI et
SPME  monolitico al., 2020)
Amendoim Alfatoxinas SPE  CDs-DMIP HPLC-FLD (LIANG et al.,
online 2018)

Leite Parabenos IT- RAMIP UHPLC- (SOUZA et al.,
Materno SPME MS/MS 2016)
Plasma Cloropromazina  SPE RAMIP HPLC-UV  (MORAES etal.,

online 2013)
Sérum Peptideos SPE MIP HPLC-UV  (MCKITTERICK
online etal., 2021)
Plasma Inibidores de SPE RAMIP HPLC - UV (SILVA et al.,
Serotonina online 2015)

MIP: molecularly imprinted polymers; MIP-IL: molecularly imprinted ionic liquids polymer; CDs-
DMIPS: Carbon quantum dots - molecularly imprinted polymers; RAMIP: Restricted access molecularly
imprinted polymers; 1T-SPME: in-tube solid phase microextraction; SPE: solid phase ecxtraction; HPLC-
UV: high performance liquid chromatography with ultraviolet detector; HPLC-FLD: high performance
liquid chromatography with fluorescence detector; UPLC-MS/MS: Ultra Performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry; HPLC-MS/MS: High Performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry;

Para taninos condensados, um estudo desenvolvido por Martins e colaboradores (2020),
propbs o desenvolvimento de um MIP, que foi empregado como fase extratora na técnica de solid
phase extractiion — SPE, utilizando polimero molecularmente impresso para a determinacdo de
taninos condensados em cascas de frutos brasileiros. Os autores demonstraram que o MIP
sintetizado obteve alto coeficiente de impressdo e os resultados mostraram que a utilizacdo do MIP
como fase extratora foi capaz de obter taninos condensados de amostras de jabuticaba, umbu e

angico, apresentando seletividade e sensibilidade para as analises.



29

Entretanto como é de nosso conheimento, até o presente momento inexistem pesquisas que
envolvam isolamento e identificagdo de taninos condensados utilizando MIP como fase extratora
na primeira dimensdo de sistemas cromatograficos automatizados em especial, para analises de
amostras de frutos brasileiros. Dessa forma, desenvolver um meétodo de extracdo acoplado ao
sistema analitico e eficiente, que diminua erros analiticos e superem os desafios encontrados nas
metodologias offlines com clean-up destes compostos é relevante e pode contribuir para o
desenvolvimento regional e nacional, dado o potencial interesse econémico, e medicinal que os

taninos condensados apresentam.
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2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho propde a avalia¢do de um sistema de separagéo, utilizando MIP como sorvente
extrator em coluna capilar em linha com o sistema analitico de cromatografia liquida com deteccéo
por arranjo de diodos, para promover a extracdo, pré-concentracdo e clean-up, de taninos

condensados presentes em casca de jabuticaba (Myrciaria caulifora).

2.1. Objetivos especificos:

e Sintetizar MIPs para extracdo e separacdo de taninos condensados;

e Caracterizar o polimero sintetizado empregando diferentes técnicas analiticas;

e Preparar colunas cromatograficas miniaturizadas contendo a fase de MIP sintetizado;

o Verificar aplicabilidade da coluna desenvolvida quanto ao acoplamento direto em sistema
de analise HPLC-DAD;

e Otimizar os principais parametros envolvidos na eficiéncia de extracdo para o sistema
proposto;

e Avaliar as figuras de mérito para 0 método desenvolvido;

e Aplicar a metodologia proposta para pré-concentrar taninos condensados presentes em

amostras de casca de jabuticaba Paulista (Myrciaria cauliflora).
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3 METODOLOGIA
3.1. Solventes e Instrumentacio

Neste estudo foram utilizados solventes grau HPLC, sendo metanol (TEDIA — 99,8%)
acetonitrila (TEDIA — 99,95%). Reagentes liquidos: etanol (SOL — 92,8° INPM), &cido cloridrico
(Basic Scharlaw — 36,5-38%), acido formico (Sigma Aldrich — 95%), acido acético (Sigma Aldrich
—98%) hidréxido de aménio (Sigma Aldrich —  28-30%), tetraortoetilsilicato (Sigma
Aldrich —  98%), APTS (3- aminopropiltrietoxissilano, Sigma Aldrich — 99%). Reagentes
solidos: silica em gel 60 (Mesh — 0,063-0,2 mm); Padrdes: (+)-catequina (Sigma Aldrich — 98%),
vanilina (Sigma Aldrich — 99%).

A secagem das amostras foi feita em estufa (Retilinea — Fanem Sao Paulo) mantida em 38
°C (£ 2 °C). As amostras foram trituradas em moinho de facas (IKA - All). Para a extracdo dos
taninos foram empregados sistema soxhlet com aquecedor (ethiktechnology), utilizando agua
ultrapura (Purificador Gehaka) apresentando condutividade de 18,2 MQ. Foi utilizado o
rotaevaporador (IKA — RV 10 auto, equipado com banho IKA HB Digital e recirculador Chiller
IKA Vacstar Digital mantido a 15°C) para concentracdo do extrato aquoso e um SpeedVac
(Concentrator Savant SPD 131 PDA, com refrigerador VaporTrap Savant RVT 5105 da marca
Thermoscientific) para secagem do mesmo. A identificagdo do teor de procianidinas foi feita
utilizando o espectrofotémetro operando na regido do ultravioleta a 500 nm (BEL PHOTONICS —
1105). A fim de selecionar uma faixa de tamanho homogénea dos polimeros, estes foram triturados
em almofariz de agata, e as particulas submetidas ao agitador de peneiras eletromecanico (Agitador
granulométrico — Betel)e separados por tamanhos das peneiras de aco na escala mesh (Tyler 20 —
100).

3.2. Obtencéo de extrato aquoso das amostras de jabuticaba

As amostras de jabuticaba foram obtidas na Fazenda Jaboticabal no municipio de
Hidrolandia- GO (16° 55' 32.35 “S, ¢ 49° 21' 39.76”W), a 36,5 Km de Goiania-GO, no dia 08 de
agosto, de 2020 (temperatura maxima do dia: 36 °C com minima de 21 °C). As amostras foram
armazenadas em sacos plasticos sob refrigeracéo (18 °C) até a secagem. Posteriormente, as polpas
foram separadas das cascas, as quais foram previamente limpas e pesadas antes da secagem. Ao

todo foram obtidos 172,30 g de casca Umida, levadas para estufa em temperatura de 35 °C (+ 2° C)
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por cerca de trés dias, onde foram totalmente secas até aspecto quebradico. As cascas secas foram
entdo pesadas novamente, obtendo-se um valor de 31,43 g (rendimento de 18,2%) e posteriormente
trituradas em um moinho de facas.

Posteriormente, 25 gramas da amostra foram transferidos para um baldo de fundo chato e
submetidos a extracdo por refluxo em sistema soxhlet, utilizando 500 mL de &gua ultrapurificada.
O procedimento foi conduzido sob aquecimento a 100 °C, por 6 h. O extrato ainda quente foi
filtrado e transferido para um béquer, coberto com papel filme e devidamente armazenado sob
refrigeracdo (4 °C) até a concentracao do extrato em rotaevaporador, e posterior secagem do extrato
em SpeedVac. Foram separadas aliquotas das amostras concentradas, antes da secagem para

determinacédo do teor de procianidinas no extrato aquoso obtido.
3.3. Determinacéo do teor de taninos condensados

O teor de procianidinas foi determinado pelo método de reacdo com a vanilina/HCI
seguindo a metodologia de Palacios e colaboradores (2021). Para isso, 1 mL do extrato aquoso das
cascas de jabuticaba foi adicionado a 5 mL de mistura de HCI 8% e solugéo de vanilina 1% (v:v).
Essa mistura foi acondicionada em tubos tipo falcon (15 mL) e coberta com papel aluminio para
reacao por 20 min em banho-maria a uma temperatura de 30 °C. Os experimentos foram realizados
em triplicata. Ap0s este periodo, a solucédo foi analisada por espectroscopia UV-vis. O branco das
amostras foi preparado utilizando solugéo vanilina 1% e HCI 4% (v:v). O mesmo procedimento foi
realizado para a construcao da curva de calibracdo, utilizando solucdo padréo de catequina, em faixa
de concentragdo de 0,010, 0,025, 0,050, 0,080, 0,100, 0,200, 0,350, 0,500, 0,800 e 1 mg mL™*

3.4. Sintese do MIP a base de silica

A metodologia de sintese dos polimeros foi baseada na proposta por Martins e
colaboradores(2020). Para a sintese do MIP foram adicionados 0,5 g de silica, dispersos em 160
mL de agua deionizada, 100 mL de metanol (solvente porogénico), com 20 mL de hidroxido de
amonio a 25%, misturados com 8,0 mL de tetraetilortosilicato (cross-linker), 1,0 mL de APTES
(3- Aminopropil-trietoxisilano) (monémero funcional), e como template foi utilizado 5 mL de uma
solugdo (1 mg mL™?) de catequina.

Ap0ds homogeneizacao, a reacao foi mantida em agitacdo media (velocidade 3 do agitador

ndo possuindo controle em RPM) por 24 h, a 25 °C. Passado esse periodo, a mistura foi filtrada a
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vacuo e os polimeros acondicionados em estufa a 50 °C por 24 h. Posterior a secagem, 0s polimeros
foram submetidos a lavagem por refluxo com etanol 92,8% em sistema Soxhlet por 24 h e acetona
(grau HPLC) por mais 3 h. Apds essa etapa, os polimeros foram mantidos em repouso por 24 h a
25 °C para secagem. A fim de comparar a seletividade do MIP de catequina, foi realizada também
a sintese do polimero ndo impresso (NIP), utilizando a mesma metodologia descrita, porém sem
adicdo do template. Subsequentemente, os polimeros foram enviados aos respectivos laboratorios

para as analises de caracterizacao.
3.5. Caracterizacdo do MIP e do NIP

Para verificar a morfologia do NIP e do MIP e da silica utilizada na sintese, foram
realizadas analises por microscopia eletronica de varredura e microscopia eletrénica de transmissdo
no Laboratério Multiusuario de Microscopia de alta resolucao (LabMic) da Universidade Federal
de Goias. As micrografias de varredura foram obtidas em microscopio eletronico de varredura Jeol,
JSM - 6610, equipado com EDS (Thermo Scientific NSS Spectral Imaging) a uma magnitude de
10.000x, 15.000x e 200x. Para analisar a densidade dos polimeros foram obtidas micrografias de
transmissdo em Microscopio Eletronico de Transmissdo Jeol, JEM- 2100, equipado com EDS
(Thermo Scientific) a um comprimento de onda de 500nm, 200nm.

Para estudar a estrutura dos polimeros sintetizados, e obter informacdes sobre 0s grupos
funcionais presentes nas amostras, foram realizadas analises de espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), empregando-se o equipamento PerkinElmer,
modelo Spectrum 400. Os espectros foram obtidos na faixa de 450 a 4500 cm™. Para verificar o
grau de cristalinidade dos polimeros foram realizadas analises de Difratometria de Raios-X. Os
difratogramas foram obtidos em um Difratdbmetro SHIMADZU modelo DRX-6000 programado
para 40 kV de voltagem e 30 mA de corrente, utilizando radiagio CuKa (A = 1,54 A) com default
em angulos entre 10 e 80 graus (26), passo de 0,02 ° (20), e constante de tempo de 0,60 s/passo. As
amostras em faixa de tamanho de 150 um foram escolhidas para esta analise. Os experimentos
foram conduzidos na Central de Analises Multiusuarios (CAM), 1Q-UFG.

A estabilidade térmica dos solidos foi avaliada por analises termogavimétricas (TGA). O
equipamento empregado foi 0 STA 449 F3 da Netzsch, utilizando-se aproximadamente 7,5 mg de
amostra, em atmosfera de gas nitrogénio, e fluxo de 50 mL min, cadinho de alumina (85 uL) com

a razdo de aguecimento de -263 °C min? e faixa de aquecimento de 25 a 1000 °C. Esses
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experimentos foram conduzidos no Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnolégico e
Inovacdo (CRTI) da UFG.

Analises de dessorcdo e adsorcdo de nitrogénio foram realizadas para verificar propriedades
como tamanho e volume de poros. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Pesquisas
em Materiais de Separacdo e Cromatografia na Universidade Federal de Uberlandia campus Pontal
no equipamento ASAP 2020 Plus Version 1.03, utilizando aproximadamente 300 mg de amostra,
aquecidas a 350 °C por 10 h e entdo submetidas ao gas de adsorcéo nitrogénio. As isotermas de
adsorcéo de nitrogénio foram obtidas a -195,5 °C usando um instrumento de fisissorcao automatico
ASAP2020 Plus (Micromeritics, Norcross, GA, EUA) na faixa de pressoes relativas (P/Po) de 0 a
0,995. Antes das medidas, todas as amostras foram submetidas a pré-tratamento a 300 °C por 12 h
para eliminacdo de volateis, até obtencéo de vacuo de 10 um Torr no frasco porta-amostra. A area
superficial especifica (Sget) foi determinada pelo método BET (Brunauer-Emmett-Teller) usando
dados de adsorcdo na faixa P/Pg de 0,05 a 0,30. O didmetro médio de poros (dp) foi calculado
método BJH (Barrett-Joyner-Halenda) (dp = 4Vp/Sget, onde V, é 0 volume total de poros). O
volume total de poros foi calculado pela conversdo da quantidade de gas N2 adsorvido a P/Pg de

0,995 para o volume do adsorbato liquido.
3.6. Enchimento das colunas analiticas

Para a montagem das colunas cromatograficas foram utilizadas uma tubulac6es Peek (1-
161N OD 0.02IN ID; 100 mm, — Agilent) nos diametros de 0,13 e 0,25 mm para avaliacdo da
influéncia do diametro na eficiéncia da coluna desenvolvida, comanilha frontal de ago inoxidavel
de 1/16 polegadas; Adaptador de aco inoxidavel de 1/16 polegadas e filtro em linha de baixa
dispersdo (2,1 mm x 0,2um — Agilent). A fim de escolher uma faixa granulométrica homogénea, o
solido foi peneirado e selecionou-se as particulas de tamanho 150 um. Dessa forma, 1 g do MIP foi
pesado e imerso em 10 mL de metanol, e essa solucgéo foi deixada em repouso por 24 h a temperatura
ambiente (25°C). Posteriormente, a solucéo foi introduzida na tubulagdo Peek com o auxilio de

uma coluna oca (150 mm x ¥ in x 4,6 mm) sob fluxo de gas nitrogénio (Figura 6).
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Figura 6 — Esquema do enchimento das colunas cromatogréficas.
Fonte: Autoria Propria.

As colunas foram submetidas a analise cromatogréfica em fluxo isocratico de metanol (0,05
mL mint) e seu preenchimento foi considerado completo ap6s a obtenc&o de pressdo constante no
sistema HPLC (Prominence modelo LC-20AD da Shidmadzu). Para a montagem das colunas com
0 polimero ndo impresso — NIP, o procedimento se deu da mesma forma descrita para as colunas
contendo MIP, no entanto, utilizando-se a solucdo de NIP:Metanol. A Figura 7 mostra as colunas

MIP e NIP de 0.13 e 0,25 mm montadas.
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Figura 7 — Colunas extratoras MIP e NIP de 0,13 mm (esquerda) e 0,25 mm (direita).
Fonte: Autoria Prépria.
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3.7. Avaliagéo da aplicabilidade da fase extratora em sistema online

Apo6s o enchimento das colunas capilares, foram realizados testes afim de se verificar a
aplicabilidade da coluna para a extragédo. Para tanto, foi empregada solugdo padréo de catequina
em metanol (1 pg mL™). Estes experimentos foram conduzidos no Laboratorio do Grupo de
Cromatografia de Bioafinidade e Produtos Naturais do DQ-FFCLRP USP-RP sob supervisao da
Profa Dra. Carmen Lucia Cardoso.

Inicialmente a coluna de 0,13 mm foi utilizada, sendo condicionada previamente com
metanol para a eliminacdo de possiveis residuos de sintese do polimero por 1h, e posteriormente
condicionada com acetonitrila:acido acetico (0,1% v/v) por mais 1h. As andlises foram realizadas
em HPLC Prominence LC-20AD da Shidmazu, autosampler (SIL-20 A), conjunto de bombas
quaternario, acoplado ao detector de arranjo de diodos (PDA, SPD-M 20 A) e controlador (CBM-
20 A) conectado ao software LC Solutions.

As condi¢des de andlises foram as seguintes: uma fase movel binaria constituida por A:
agua:acido formico (0,1% v/v), e B: metanol:&cido acético (0,1%) como fase B; Foram testados
fluxos de 15, 20 e 25 uL min, e comprimentos de onda de 200, 280, 320 nm, com um tempo de
corrida de 40 min num modo isocratico de 20% de A, e 80% de B e um volume de injecdo de

amostra de 10 pL de solugdo padrdo de catequina (1 ug mL™).

3.8. Otimizagéo das condices analiticas

Apds a avaliacdo preliminar a cerca da aplicabilidade das colunas, os parametros de analise
tais como, fluxo de fase mével, e volumes de inje¢des foram otimizados para a coluna de 0,25 mm,
pois esta apresentou maior estabilidade nos testes iniciais. O modo de condicionamento da coluna
foi feito da mesma forma que a de 0,13 mm.

As condic¢des de andlises foram as seguintes: uma fase mével binaria constituida por A:
agua:acido formico (0,1%), e B: acetonitrila:acido formico (0,1%) com um tempo de corrida de 10
min, num modo isocratico de 85% de A, e 15% de B utilizando como amostra, a solu¢do padréo
de catequinaa 50 pg mL™ no comprimento de onda de 280 nm.

Para o fluxo de fase movel volumes de 15, 20, 25, 50 e 75 puL min, foram avaliados nas
mesmas nas condicdes descritas acima, com o volume de injecao de amostra de 40 L. Nessa etapa,
a pressao das colunas MIP e NIP também foram verificadas para esses fluxos de fase mével. Referente

aos volumes de injecéo, foram avaliados oito volumes sendo eles: 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100 L,
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também nas mesmas condigdes de andlise, utilizando um fluxo constante de fase moével de 25 pL.

3.9. Avaliagéo de Figuras de Merito

A partir dos resultados de otimizacdo das condi¢Oes de analise, procedeu-se a avaliacdo das
figuras de mérito. A seletividade da fase extratora foi avaliada comparando-se as areas dos
cromatogramas obtidos com as injecdes do padrdo de 50 pug mL™* na coluna MIP. As anélises foram
feitas em triplicata.

O fator de enriquecimento da fase em relacdo a amostra foi feito pela comparacéo das areas
do padréo de 50 pug mL? na coluna MIP, em relagéo as areas do padrdo injetado no tubo peek sem
fase extratora. As anlises foram feitas em triplicata.

A Repetibilidade da fase no sistema cromatografico foi avaliado em termos de coeficiente de
variacdo (CV <15%) — estabelecido pela ANVISA — em trés diferentes concentracdes: baixa, média
e alta (30, 50 e 100 pug mL™?), utilizando trés colunas do mesmo diametro enchidas com MIP. A
Formula utilizada para calcular foi Cv = (s/X) * 100, onde s: desvio padréo entre as replicatas e, X:
média das injecdes. A capacidade de reuso das colunas foi feita avaliando-se o desvio padrao relativo
(DPR < 20%) entre as injecdes do padrdo de catequina utilizando coluna MIP, de modo em que nédo
se observasse variacdes significativas entre as extracdes. Além destes, o efeito de memaria (carryover)
na coluna MIP foi avaliado, a partir da comparacéo entre os cromatogramas de injecéo do padrdo com
0 branco (metanol) p6s corrida.

3.10. Extracdo das amostras reais em extrato de casca de jabuticaba

Os extratos secos de casca de jabuticaba foram ressuspendidos em metanol 1 mg mL™*
(solucéo estoque) diluidos na concentracdo de 10 pug mL™ (cerca de 100 x), e entdo injetados na
coluna MIP e na coluna NIP para extracdo de catequina nas amostras reais. Para separacdo dos
compostos extraidos, o extrato foi enviado para uma coluna analitica (Agilent Technologies — 4.6 x
50 mm; 1.8 micron), conectada ao sistema cromatogréafico, apds a coluna extratora. As condicdes de
analise foram as seguintes: uma fase mdvel binaria constituida por A: agua:acidoférmico (0,1%), e
B: metanol:acido formico (0,1%); Fluxo de fase movel de 300 uL min?, A = 280 nm, tempo de
corrida de 20 min, em um modo isocratico de 85% de A, e 15% de B e um volume de injecdo de
amostra de 10 pL. A fins de comparacdo com o padrdo do composto, foi injetado um padréo de

1 pg mL™ de catequina.
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Para confirmar a identidade do composto extraido pela coluna MIP, foi utilizado um
espectrometro de massas de alta resolugéo da marca Thermo Scientific do tipo Q Exactive hybrid
Quadrupole-Orbitrap. Os parametros instrumentais empregados foram o0s seguintes: modo ion
negativo; scan type: MS/MS de 289,1 +0,45 m/z; Scan range: 150 a 300 m/z; Tempo maximo de
injecdo: 50 ms; Fluxo de nitrogénio: 10; Fluxo de gas auxiliar: 5; Voltagem do spray: 3,10 kV;
Temperatura do capilar: 320 °C; Os spectros foram processados usando o software Xcalibur

Analysis (versao 2.0, Service Release 2, Thermo Electron Corporation).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Determinagdo do teor de taninos condensados
Para a determinacao do teor de taninos condensados presentes no extrato aquoso de casca de

jabuticaba pelo método vanilina/HCI foi construida a seguinte curva analitica utilizando o padréo

de catequina (Figura 8).
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Figura 8 — Curva analitica para o método vanilina/HCI, em concentrac@es equivalentes de catequina
(n=3).

A partir da curva analitica, foi possivel realizar a quantificacdo dos derivados de taninos
condensados nas amostras de extratos da casca de jabuticaba (Myrciariacauliflora), obtendo-se um
teor de 59,1 ug mL™* (5,91 mg/100g do extrato) de procianidinas. Um estudo feito por Machado e
colaboradores (2018), mostrou para o extrato da casca de M. jaboticaba um teor de 10,54 mg de
catequina, a cada 100 g do extrato. Entretanto, alguns fatores devem ser considerados quando se
trata da concentracdo de compostos fendlicos na fruta, como, secagem das amostras, método de
extracdo, e tecnicas de identificacdo usados, e também aspectos agricolas, taiscomo, local de
plantacdo, estagio de desenvolvimento dos frutos, caracteristicas de solo, incidéncia de luz e clima
(INADA etal., 2021; TOMAK et al., 2018).
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4.2. Caracterizacdo dos polimeros
4.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Conhecer a faixa do tamanho do MIP é muito importante para evitar possiveis problemas de
contrapressao no preenchimento de colunas. Técnicas como microscopia eletronica de varredura
(MEV) séo capazes de fornecer informacdes sobre a geometria e o tamanho das particulas. No que
se refere ao particulado, quando particulas esféricas sao usadas mais eficiente sera o enchimento da
coluna, contribuindo para a redugdo dos multiplos caminhos no leito cromatografico
(MIDDELEER; DUBRUEL, SAEGUER, 2016). As micrografias obtidas a uma magnitude de
15.000x% e 10.000x para os polimeros (MIP, NIP, e MIP anterior a lavagem) estdo dispostas nas
Figuras 9, 10 e 11. Ja as micrografias obtidas para a silica precursora da sintese dos polimeros

estdo apresentadas na Figura 12 nas magnitudes de 10.000x e 200x%.
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Figura 10 — Micrografia obtida para o MIP anterior a lavagem nas magnitudes de 15.000x% (a) e
10.000x (b).
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Figura 11 — Micrografia obtida para o MIP posterior a lavagem nas magnitudes de 15.000x% (a) e
10.000x (b).
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Figura 12 — Micrografia obtida para a silica “pura” nas magnitudes de 10.000x (a) e
200% (b).

Como pode ser observado nas Figuras 9 a 11 nota-se uma caracteristica de sélido regular,
com particulas esféricas e aglomeradas as quais sdo bem estabelecidas na literatura para os MIPs.
Ja quando comparado o NIP (Figura 9) com os MIPs (Figura 11) nota-se, que apesar de também
ocorrer a polimerizagdo no polimero ndo impresso, indicado por significativas diferengas visuais
entre as micrografias, com poucas cavidades isto &, canais entre as particulas para o NIP, além de
uma rede polimerica ndo tdo bem estabelecida (regular e homogénea) quando comparado aos MIPs.
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Middeleer e colaboradores (2016) discorrem que, quanto maior a superficie de contato
relativamente disponivel, maior chance de ligacdo das moléculas alvo. Logo, quando se trata de
polimero molecularmente impresso a presenca de espacamento entre as particulas é desejavel, pois
além de aumentar a area superficial disponivel, permite que a fase movel seja eluida com facilidade
no interior da coluna, diminuindo a pressao no sistema miniaturizado e o carryover entre as analises,
e consequentemente possibilitando a sua reutilizagdo (VASCONCELOS et al., 2020). Se tratando
do MIP anterior a lavagem, este apresentou bastante semelhanca com a morfologia do MIP apos a
lavagem, diferindo apenas pelo fato de ainda apresentar alguns residuos de sintese, representados

na forma de bastonetes nas micrografias.

4.2.2. Dessorcao e Adsorcao de Nitrogénio

Na tentativa de correlacionar o possivel efeito da area superficial sobre a eficiéncia de
extracdo do MIP sintetizado, dados de area superficial foram obtidos através de andlises de
adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio. Na Tabela 2 encontram se os valores de area de superficie,

tamanho e volumes de poro obtidos para o MIP e o NIP sintetizados.

Tabela 2 — Resultados obtidos das analises de dessorcao e adsorcdo de nitrogénio para as microesferas de

MIP e NIP.
Polimero Area Superficial (m? | Volume de poro (cm? | Média dos Tamanhos
g’ g7’ de poro (nm)
MIP 93,9929 0,405582 17,2601
NIP 88,2622 0,349222 15,8266

Como ¢é possivel observar na Tabela 2, ha pequenas diferencas quando comparado 0s
valores de area superficial, volume e tamanho de poros para os dois polimeros. Como a literatura
reporta, a area de superficie para o0 MIP é normalmente maior do que a do NIP, isso porque, a
porosidade é diretamente influenciada pela presenca do template no processo de polimerizagédo, o
que contribui para uma boa capacidade adsorvente. Estudos apontam que os sitios de impressdo do
MIP estdo localizados na superficie e que isso promove uma melhora no processo no
reconhecimento dos analitos, sendo assim uma grande area superficial é desejada (HE et al., 2021).

Além disso, o menor tamanho de poro do NIP indica que a sua estrutura € mais compacta
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que a dos MIPs, o que corrobora com a morfologia apresentada nas micrografias (Figura 9)
(MIDDELEER et al., 2016; GU et al., 2011). A faixa de tamanho dos poros para ambos 0S
polimeros, indicam que as particulas tém uma caracteristica de mesoporos no entanto, estudos
apontam que para utilizacdo do polimero em sistemas de HPLC tamanhos entre 10-18 nm séo
adequados. Dessa forma, os resultados obtidos viabilizam a aplicagcdo do MIP sintetizado como
fase extratora em sistema online de cromatografia liquida (TEIXEIRA etal., 2021, GU et al., 2011).
Martins e colaboradores (2020), obtiveram valores de volume (0,464 cm® g') e tamanho de
(12,5830 nm) de poros, coerentes aos obtidos nesse trabalho, indicando uma eficiéncia no uso do
MIP sintetizado no processo de preparo de amostra. As propriedades como a porosidade e a area
de superficie sdo determinadas pelo tipo de solvente porogénio utilizado. Os porogénios
termodinamicamente favoraveis a reacao, tendem a se separar do polimero em crescimento apos a
polimerizacdo, e isso resulta em materiais mais porosos e com maior area de superficie (LI et al.,
2017; ABDOUSS et al., 2012).

4.2.3. Microscopia Eletronica de Transmissdo - MET

Assim como a MEV, a MET ¢é baseada em um feixe de elétrons interagindo com a amostra,
entretanto, em vez dos elétrons serem ejetados no substrato como na MEV, a MET mede os elétrons
transmitidos. Esta técnica é frequentemente utilizada para investigar propriedades como tamanho
e geometria na particula (MIDDELEER; DUBRUEL, SAEGUER, 2016). Nas Figuras 13, 14 e 15,
estdo apresentadas as micrografias de transmissdo para os polimeros sintetizados obtidas a 1 um,
e 200 nm.

P, -

Figura 13 — Micrografia de transmissao do NIP obtida a 1um (a) 200 nm (b).
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P

Figura 14 — Micrografia de transmissdo do MIP anterior a lavagem obtida a 1um (a) 200
nm (b).

Figura 15— Micrografia de transmissdo do MIP posterior a lavagem obtida a 1um (a) 200
nm (b).

De acordo com as Figuras 13 a 15 apresentadas, nota-se que as particulas de ambas as
amostras apresentaram bastante similaridade, entretanto é perceptivel que ambos os MIPs
apresentaram maior quantidade de microparticulas aglomeradas, complementando a analise de
MEV que indicou uma rede polimerica mais bem estabelecida para o MIP. O NIP por sua vez,
apresentou maior dispersibilidade entre as particulas (Figura 13). De acordo com Liu Wan e Cao
(2018), a presenca do template no momento da polimerizagdo pode ter influéncia na superficie do
polimero impresso.

Outro fator que chama a atencdo nas imagens, e 0 mais relevante para esta anélise, é a
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coloracdo mais escura das particulas, que pode ser explicado pela maior densidade destes materiais.
Objetos mais densos reduzem ou impossibilitam a transmissdo do feixe de elétrons, geralmente,
essa caracteristica é observada em materiais cristalinos, onde ha interacdo dos elétrons transmitidos
com o nucleo dos a&tomos da amostra. Canevarolo Janior (2017) afirmam que, quando ha passagem
de elétrons através de sélidos semicristalinos acontece um maior espalhamento de elétrons, ou seja,
poucos elétrons conseguem atravessar a amostra. Assim, quanto mais denso ou espessa for aamostra
ou, uma determinada regido dela, mais escura sera a coloracdo destas na micrografia. Contudo,
polimeros sdo materiais usualmente amorfos na maior parte de sua estrutura. Dessa forma, para
verificar o grau de cristalinidade destes compostos foi empregada também a anélise de Difracdo
de Raios—X.

4.2.4. Difracéo de Raios — X

A técnica de DRX ¢ utilizada na caracterizacdo de MIP para verificar o grau de
cristalinidade de determinada amostra. Os difratograma da Figura 16, mostra a compara¢do do MIP

e do NIP, indicando que ambos polimeros apresentaram perfis semelhantes.
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Figura 16 — Difratogramas obtidos para o MIP e o NIP.

O halo centrado em 22, 6° apresentado na Figura 16, é caracteristico de solido amorfo e
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mostra que h& distancias interatbmicas meédias, calculadas a partir da lei de Bragg, com uma
amplitude consideravel de valores que ndo remetem a distancias precisas e bem definidas, que
seriam caracteristicas de sélido cristalino.

A cristalinidade dos materiais poliméricos esta diretamente ligada com 0 modo em que as
cadeias moleculares estdo dispostas, podendo ser ordenadas, possuindo alinhamento paralelo
(formando a fase cristalina), ou desorganizadas, possuindo alinhamento ndo paralelo (formando a
fase amorfa). Em uma estrutura polimérica, os dominios cristalinos sdo poucos e estdo intercalados
com as regiBes amorfas. Dessa forma, na analise por DRX, os polimeros apresentam reflexdes de
Bragg largas ou superpostas a um padrdo — 0 que aponta para a existéncia de regides ordenadas e
desordenadas no mesmo material, 0 que € 0 oposto de materiais ligeiramente cristalinos, que
apresentam padrfes bem definidos (TROVATI, 2010). Por esta razdo, onde h4 a existéncia de
regides ordenadas, e parcialmente cristalinas, as analises de MET demonstraram regiGes mais

escuras em algumas micrografias.

4.2.5. Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho € utilizada geralmente para vizualizar os grupos
funcionais presentes no solido, e nesse caso, um indicativo do sucesso da sintese. Na Figura 17, estdo
dispostos o espectro de IR das amostras MIP e NIP realizadas de 450 a 4000 cm™.
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Figura 17 - Espectro de IV de comparacdo entre o MIP lavado com o NIP na faixa de 450 a 4500 cm™.
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Na literatura é relatado que os espectros do MIP e do NIP sdo muito semelhantes devido ao
mesmo modo de sintese, diferindo apenas na auséncia do template no NIP. Entretanto, a presenca
caracteristica de algumas bandas da molécula molde pode ser observada no MIP (MARTINS et al.,
2020).

De acordo com a Figura 17, observa-se que o perfil dos espectros e ambos polimeros séo
muito semelhantes. O APTES foi o monémero funcional usado na sintese, e possui em sua estrutura
um grupo de amina primaria (NH2), que apresenta dobramento com absorcao de luz na faixa de
comprimentos de onda entre 1640-1560 cm™, e tanto no MIP quanto no NIP, as absorcdes se deram
em aproximadamente 1640 cm™. O alongamento da banda em 3440 cm™ esta relacionado a
absorcdo O-H, sendo devido forte ligacdo de hidrogénio destes compostos (PAVIA et al., 2015).
Essa banda é caracteristica da &gua presente na amostra, explicado pela umidade do ar. A banda
intensa em 1078 cm™® em ambos polimeros representa uma vibragdo das ligages Si-O-Si
provenientes da silica (SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014).

4.2.6. TG/DTA

A Figura 18 apresenta as curvas de TG obtidas das variagdes de massa entre o MIP anterior

a lavagem e posterior a lavagem, bem como o do NIP.
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Figura 18 — Termogramas das amostras de MIP antes da lavagem em comparagdo com o MIP
apos a lavagem e o NIP.
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Os resultados indicam que o polimero ndo apresentou curvas de decomposi¢do, apenas uma
constante perda de massa, relativamente pequena ao final do processo. As perdas de massa iniciais
dos trés polimeros (até 100 °C) podem ser associadas ao processo de desidratacao, visto que foram
utilizados metanol e dgua como solventes no processo de polimerizacdo. Residuos de reagentes
apresentaram perda até (500 °C), e até 700 °C a perda pode ser associada a desidroxilagdo do
polimero. Os polimeros apresentaram perda de massa de aproximadamente 4,7% nessa
temperatura.

Nota-se, que os trés polimeros apresentaram perfis térmicos semelhantes, com perdas de
massa total inferiores a 20% como mostrado na legenda. O NIP foi o polimero que se mostrou
menos estavel em comparacdo aos polimeros molecularmente impressos. Pode-se associar esse
fator a interacdo do template com os mondmeros funcionais durante o processo de polimerizacéo,
0 que torna o polimero menos propicio a perda de massa (ABDOLLAH, AHMAD E OMAR,
2021). Apesar da perda de massa constante em temperaturas elevadas, observa-se que na
temperatura usual para o forno da coluna cromatogréfica (até 40 °C), compreende-se que 0S
polimeros ndo apresentam fenébmenos como decomposicdo e nem perdas de massa que poderao

influenciar no funcionamento e eficiéncia da coluna.

4.3. Avaliagdo da aplicabilidade da fase extratora em sistema online

A aplicabilidade da fase extratora MIP foi avaliada para a solucdo padrdo de catequina a
1 ng mLL. Para otimizacdo das condices de analise trés comprimentos de onda foram avaliados
200, 280 e 320 nm sendo estes indicados pela literatura para deteccdo de polifenois. Na Figura 19

estdo apresentados os cromatogramas obtidos em cada comprimento de onda avaliado.
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Figura 19 — Cromatogramas obtidos para a solucéo padrdo de catequina a 1ug mL™ nos comprimentos de
onda de 200, 280, e 320 nm. CondigOes cromatograficas: fase mdvel binéria dgua:acido acético (0,1%) A;
metanol:acido acético (0,1%) B, Fluxo de fase mével: 25 L min?; A = 200, 280 e 320 nm; tempo de
corrida: 40 min.; Modo isocréatico de 20% de A, e 80% de B; volume de injecéo: 10 pL.

Como é possivel observar na Figura 19, o sinal de maior intensidade obtido foi para o
comprimento de onda de 200 nm. Entretanto, a assimetria de pico para esse comprimento
apresentou valor mais elevado (= 2,6). Além disso, a pureza do pico ficou comprometida, pois
nesse comprimento de onda, o metanol pode apresentar resposta acarretando na medida
superestimada do sinal do composto em analise. Ja os sinais de 280 e 320nm apesar de nédo
apresentarem uma intensidade tdo alta, apresentaram valores de assimetria (= 1,91) e pureza de
pico melhores, no que se refere a uma maior sensibilidade para a analise da molécula de catequina.

Dessa forma, foi escolhido o comprimento de onda de 280 nm para dar continuidade nas analises.

Foram avaliados trés fluxos de fase movel: 15, 20 e 25 puL min™. Destes o que apresentou
melhor resultado, demonstrado por menor tempo de analise e picos com menos assimetria e maior
Repetibilidade de analise foi o de 25 pL min™. Os fluxos de fase mével menores que 25 pL min™
resultam em maior tempo de anélise para eluicdo do analito fazendo com que o composto ficasse
retido na fase extratora e o pico resultante apresentasse um alargamento nao desejavel. Por outro
lado, os fluxos maiores para esse didmetro de 0,13 mm, causaram aumento na pressao do sistema,
0 que viria a ser prejudicial uma vez que isso iria acarretar na menor vida Util de conexdes e coluna,

além de gerar uma maior quantidade de residuos (LANCAS, 2016).
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A Figura 20 mostra o cromatograma obtido nas condigdes otimizadas para a solu¢do padrao

de catequina, onde o tempo de retengéo foi de 13,5 min.

120 +

100 —

80 -

60 —

40 4

Intensidade (mAU)

20 +

T T T T T T T
0 10 20 30 40

Tempo (min)

Figura 20 — Cromatograma obtido em 280 nm para a solugéo padréo de catequina a 1 pug mL™ na coluna
preenchida com o MIP. Condic¢des cromatogréaficas: fase mével binaria agua:acido acético (0,1%) A;
metanol:acido acético (0,1%) B, Fluxo de fase mével: 25 pL min; A = 200, 280 e 320 nm; tempo de

corrida: 40 min.; Modo isocratico de 20% de A, e 80% de B; volume de injecdo: 10 pL.

Ja paraacoluna NIP, a solugdo padrdo na mesma concentracao apresentou uma intensidade
para 0 composto, inferior a obtida pela coluna MIP. A reducdo no tempo de retencdo é um forte
indicativo para mostrar a fraca interacdo do analito com o polimero NIP sintetizado, o que é

desejavel para o sistema avaliado (Figura 21).
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Figura 21 — Cromatograma obtido a partir da coluna NIP, para a solugdo padrdo de catequinaa 1 pg mL™.

Condicoes cromatograficas: fase mdvel binaria agua:écido acético (0,1%) A; metanol:acido acético (0,1%)

B, Fluxo de fase mével: 25 puL min; A = 200, 280 e 320 nm; tempo de corrida: 40 min.; Modo isocratico
de 20% de A, e 80% de B; volume de injecdo: 10 pL.

Esses resultados sdo coerentes com o da literatura, visto que o NIP ndo tem locais de
reconhecimento para a molécula alvo, e o composto pode ficar menos tempo retido dentro da
coluna (L1 et al., 2017). Outra explicacdo pode ser a forma de enchimento visto que manualmente
as particulas podem ndo se assentar uniformemente no interior da coluna, fazendo com que fiquem
espacos vazios dentro do tubo (LANCAS, 2016). Apesar dos resultados de aplicabilidade serem
favoraveis para as colunas de 0,13 mm, o equipamento em que se faz as analises necessita suportar
a pressao que esse didmetro causa. Dessa forma, observou-se que uso dessas colunas se tornou
invidvel depois de trés injecBes. Assim, as proximas etapas foram realizadas nas colunas de

didmetro 0,25 mm.
4.4. Otimizagao das condicdes analiticas

Pardmetros como fluxo de fase mdvel e volume de injecdo da amostra sdo de extrema
importancia na determinacdo da eficiéncia do processo de extragdo. Se tratando do volume de

injecdo da amostra, foram avaliados os volumes de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100 pL de inje¢do, nas
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condigBes descritas na secdo 3.9. A Figura 22 mostra os dados obtidos em porcentagem de area de

pico normalizada em relagéo a maior resposta obtida.
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Figura 22 — Relagdo entre volume de injecdo avaliado (uL) e area normalizada do pico (n=3).

Como pode ser observado no gréfico da Figura 22, quanto maior o volume de injecao, maior

a area do pico obtida. Esse fator se deve a quantidade de analito que esta sendo injetada na coluna,

e consequentemente proporciona uma faixa maior de recuperacdo. Entretanto, outro valor que é

necessario avaliar nesse caso € o fator de assimetria para o pico da catequina, pois esse pode

comprometer a resolucdo cromatografica do método. A Tabela 3 mostra a relacdo da simetria para

cada volume de injecéo.

Tabela 3 — Fatores de assimetria para cada volume de injegédo avaliado (n=3).

Volume de injecdo

Fator de assimetria

5L 1,61
10 uL 1,45
20 L 1,21
30 uL 1,28
40 L 0,93
50 L 0,84
75 L 0,99
100 pL 0,87

A literatura aponta que para colunas de HPLC recém montadas, um valor de 0.9 a 1.1 é
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aceitavel, sendo que valores superiores a este podem trazer problemas na resolucdo do pico
cromatografico (SANTOS NETO, 2009). Apesar do volume de 75 pL também estar dentro da faixa
aceitavel, esse volume resulta em uma maior quantidade injetada na coluna, o que ndo condiz com
a ideia da técnica de miniaturizar a quantidade de amostra necessaria, além de aumentar a vida (til
da coluna extratora, uma vez que se trabalha distante de pontos de saturacédo da fase. Dessa forma,
o0 volume de 40 uL foi o escolhido para dar continuidade nas analises.

O fluxo de fase mdvel foi avaliado em 15, 20, 25, 50 e 75 L min™t. A Figura 23 mostra a
comparacao dos cromatogramas obtidos.
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Figura 23 — Cromatogramas obtidos para a solucdo padréo de catequina a 50 pg mL* nos fluxos de fase
movel de 15, 20, 25, 50 e 75 uL min. Condi¢des cromatogréficas: fase mével binaria dgua:acido formico
(0,1%) A; acetonitrila:&cido formico (0,1%) B, A =280; tempo de corrida: 10 min.; Modo isocratico de
85% de A, e 15% de B; volume de injecdo: 40 pL.

Como pode ser observado nos cromatogramas, fluxos de fase mével muito baixos indicam
deformacdes do pico e comprometem a resolucdo do mesmo. Por outro lado fluxos altos reduzem
sobremaneira o tempo de retengéo, propiciando a coeluicdo com os compostos interferentes da

matriz real (extratos de jabuticaba). Contudo, para uma melhor escolha, o fator de assimetria
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também foi avaliado, como consta na Tabela 4.

Tabela 4 — Fatores de assimetria para cada fluxo de fase movel (n=3).

Fluxo de fase mével Fator de assimetria
15 uL min” 1,16
20 pL min” 1,09
25 uL min” 1,23
50 uL min" 1,28
75 ul min” 0,92

Como pode ser observado na Tabela 4, o fluxo de 20 uL é o mais adequado dentro da faixa
de assimetria aceitavel, além de diminuir a geracao de residuos ao longo do processo de extracdo
automatizada.

Nesses fluxos, a pressao das colunas MIP e NIP foram avaliadas e os resultados encontram-
se na Figura 24.
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Figura 24 — Relacdo entre fluxo de fase mével (uL mint), e pressdo MIP e NIP nas colunas extratoras de

0,25 mm.

Como pode ser observado na Figura 24 quando era aumentado o fluxo de fase mével, a
pressdo também era maior para ambas as colunas. Quando comparadas, verifica-se a pressao exerce

uma maior influéncia sobre as colunas contendo a fase NIP quando comparada a fase MIP em todos
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os fluxos. Isso acontece pois, como visto nas analises de dessorcao e adsorcao de nitrogénio (Tabela
2), os valores de volume e tamanho de poro para o NIP s&o menores que a para o MIP, sendo que
esse fator pode dificultar a eluicdo da fase movel e gerar uma contrapressdo maior no interior da
coluna. De acordo com Li e colaboradores (2017), uma superficie porosa no polimero facilita a
transferéncia da fase movel, além de fornecer canais de entrada e saida para as moléculas alvo,
permitindo maior exposicdo aos locais de reconhecimento, facilitando a impressdo molecular.
Além disso, o preenchimento manual também pode ter influenciado no entumecimento do
material dentro da coluna NIP, gerando uma maior resisténcia a passagem do solvente. No entanto,
apesar dessa diferenca os resultados indicaram que as duas colunas exibiram performance adequada

no que se refere a resisténcia de presséo.
4.5. Avaliacdo das Figuras de Mérito
4.5.1 Seletividade

A seletividade aqui avaliada, esta relacionada com a capacidade que o sorvente MIP tem
de determinar o analito em relacdo a fase NIP (que ndo possui sitios de impressdo). Nesse trabalho,
a seletividade foi determinada pela comparacao das areas obtidas para os cromatogramas de injecdo
da solugdo padréo de catequina (50 pL mL™?) na colunas de 0,25 mm preenchidas com MIP e NIP.
Os resultados estdo apresentados na Figura 25. Os dados foram dispostos em porcentagem de area

de pico normalizada em relacdo a maior resposta obtida.
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Figura 25 — Seletividade do MIP em comparagdo com o NIP para a solugéo padréo de catequina 50 pg
mL* (n=3).
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Analisando os resultados na Figura 25, nota-se que o MIP apresentou uma area cerca de
20% maior que a do NIP, mostrando maior seletividade. Resultados compativeis a esse, foram
obtidos no estudo de Martins e colaboradores (2020), que utilizaram o mesmo polimero na extracéo
de catequina pela técnica de SPE offline, e a area obtida para o NIP foi cerca apenas 20% da area
total tobtida para o MIP. Essse resultado j& era esperado, visto que o NIP ndo tem locais de
reconhecimento seletivos para que haja interagdes entre o sorvente e o composto alvo (CHAVES;
QUEIROZ, 2013).

4.5.2. Repetibilidade das colunas e fator de pré-concentracao

A Repetibilidade ¢ o grau de concordancia entre os resultados das analises em triplicatas feitas
nas mesmas condicdes (analista, método, equipamento e outros), nas concentracfes: baixa, média e
alta do analito em curtos espacos de tempo, e é calculado com base na porcentagem do coeficiente de
variacao (conforme descrito na secdo 3.9) . Ja o fator de pré concentracdo € a capacidade que a fase
tem que enriquecer o analito de interesse na amostra, para melhora do sinal analitico, e foi calculado
neste trabalho pela comparagéo das areas das mesmas solucdes injetadas no sistema contendo a coluna
com fase MIP e no sistema com o tubo peek sem fase extratora. As medidas foram feitas utilizando

solucdo padréo de catequina a 50 pg mL?, e os resultados estdo apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 — Repetibilidade para as colunas MIP nas concentracfes baixa, média e alta expressas em % CV,
e fator de pré-concentragéo para a solucéo de catequina na solugéo de 50 pg mL™.

Concentracéao
Parametro
30,0 ug mL* 50,0 pug mL?* 100,0 pg mL?
Repetibilidade (CV %) 3,2 7,3 2,6
Fator de pré-concentracdo NA* 151,4 NA*
(%)

*NA- néo avaliado

Os resultados da precis@o obtidos para as trés colunas MIP avaliadas e representados pelo
coeficiente de variagdo mostraram que, nos trés niveis de concentracdo os valores obtidos foram
menores ou iguais a 7,3%, ou seja, se mostraram satisfatorios uma vez que apresentaram baixas
variacdes ficando abaixo de 15%, valor aceito para o nivel de concentragdo de acordo com as agéncias
regulatorias sobre métodos analiticos (BRASIL, 2017). Ja o valor de 151,4% para o fator de pré-

concentragdo mostrou que a coluna extratora MIP reteve o analito com eficiéncia, o que permite obter
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uma melhor performance no método de extracdo para amostras reais, especialmente aquelas em baixas

concetracoes.
4.5.3. Capacidade de reuso das colunas

Para comprovar a eficiéncia da extracdo online € necessario saber a capacidade de reuso
das colunas. Neste trabalho, foram realizadas cerca de 40 inje¢des com a solucdo padréo de
catequina 50 pg mL?, e obtido um desvio padréo relativo de 3,83% em termos de variagdo de area
obtida nos cromatogramas. Esse valor, inferior a 20%, indica que a coluna MIP pode ser utilizada 40
vezes sem que haja perda na eficiéncia da extracdo do analito. O resultado obtido nesssa pesquisa era
esperado, uma vez que Martins e colaboradores (2020) fizeram um estudo da capacidade de adsorcao
para 0 mesmo MIP sintetizado neste trabalho, e notaram que 50 mg do polimero apresenta saturagcdo
com 3000 pg mL? da solucdo padrdo de catequina, apresentando boa capacidade adsortiva o que

aumenta o grau de reutilizacdo para concentragoes inferiores.
4.5.4. Efeito de memoria (carryover)

O efeito de memadria esta relacionado com a presenca de residuos do analito no sorvente apds
0 procedimento de extracdo, e pode prejudicar a recupera¢do do composto em analises posteriores,
indicando um falso resultado. Nesse trabalho, o efeito de memdria foi avaliado pela comparacdo dos
cromatogramas de injecdo da amostra de solugéo padrdo de catequina a 100 pug mL™, com a anélise
sequencial de uma amostra branco, neste caso somente metanol. Os resultados estéo apresentados na

Figura 26.
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Figura 26 — Cromatogramas obtidos para a solucdo padrdo de catequina a 100 ug mL* em comparagao
com o branco de metanol pés corrida. Condi¢Ges cromatograficas: fluxo de fase mével: 20 uL min?;
agua:acido formico (0,1%) A; acetonitrila:acido formico (0,1%) B, A = 280; tempo de corrida: 10 min.;
Modo isocratico de 85% de A, e 15% de B; volume de injecdo: 40 uL.

Como apresentado na Figura 26, o cromatograma do solvente ndo apresentou picos no mesmo
tempo de retengdo que a molécula de catequina, indicando que a fase extratora ndo apresenta efeito de
memodria para o analito que possa prejudicar as demais extragdes. Essa informacao é coerente com o
resultado obtido para a capacidade de reuso das colunas, visto que um total de 40 injecGes foram feitas

havendo variagdes relativamente pequenas entre as areas obtidas.
4.6. Analise em amostras reais de extrato de jabuticaba

As amostras de jabuticaba coletadas na Fazenda Jaboticabal e processadas (condi¢bes
descritas na sec¢do 3.3), foram submetidas ao sistema de extracéo online desenvolvido e otimizado
neste trabalho, nas colunas MIP e NIP para comparar a eficiéncia de extragéo entre as colunas.

A fins de fazer a confirmacéo do pico nos dos tempos de retencdo da catequina e da matriz
analisada, um padrdo de catequina em agua:acetonitrila (85:15) na concentragdo de 1 pg mL™* foi
preparado e injetado juntamente com amostras. A seguir, sdo apresentados 0s cromatogramas das
analises das solugdes extrato pos enriquecimento nas colunas MIP e NIP, seguido da separagdo em

coluna analitica (Figura 27).
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Figura 27 — Cromatogramas obtidos para a solugdo padréo de catequina a 1 pg mL* em comparagéo com
0s extratos de jabuticaba submetidos a extracdo pela coluna MIP e pela coluna NIP. Condi¢des
cromatograficas: fluxo de fase mével: 300 uL min*; dgua:éacido férmico (0,1%) A, acetonitrila:acido
foérmico (0,1%) B, A = 280; tempo de corrida: 20 min.; Modo isocréatico de 85% de A, e 15% de B;
volume de injecdo: 10 pL.

Na Figura 27 € possivel observar que o padrdo de catequina saiu em aproximadamente 3,8
min, e que o0s extratos reais extraidos em ambas as colunas também apresentaram mesmo tempo de
retencdo. Entretanto como mostram o0s cromatogramas, a partir da coluna MIP, foi possivel fazer a
concentracdo da catequina, além de eliminar os interferentes presentes na matriz, sendo estes
imperceptiveis nos cromatogramas. O NIP, apesar de eliminar os interferentes ndo apresentou uma
pré-concentracdo com a mesma eficiéncia para o analito de interesse, 0 que é coerente com 0s
resultados obtidos para a seletividade do material. Esses resultados sdo compativeis com o estudo
de Martins e colaboradores (2020) para as analises dos extratos de umbu, anjico e jabuticaba, em
gue notaram que apesar do NIP ter uma interacdo com o analito essa ndo é tdo pronunciada quanto
para o MIP, por conta da auséncia de sitios seletivos no polimero.

A analise por espectrometria de massas foi realizada afim de verificar e confirmar a
identidade da moléecula de catequina extraidas nas amostras de casca de jabuticaba. Para tanto, foi

utilizado o modo de ionizagéo negativo e foi monitorada massa carga (m/z) de 289,07 tanto para a
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solugdo padrédo quanto para as amostras extraidas com o MIP. Os espectros obtidos estdo dispostos

nas Figuras 28 a 30.
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Figura 30 — Espectro de massas ESI (-) Orbitrap-MS/MS da matriz de jabuticaba extraida com a coluna
MIP para a catequina de m/z 289,07181. Os ions assinalados correspondem a m/z 205,05052(perda do
C4H402) e m/z 245,08191 (perda do CO).

Como pode ser observado nos espectros acima, o pico de m/z 289,0781, caracteristico da
molécula de catequina encontrado no padrdo a 1 pg mL™, aparece no extrato da casca da jabuticaba
em menor abundancia relativa, ja o espectro de fragentacdo do composto apresenta dois picos
caracteristicos do composto, os ions m/z 205 (indicando a perda do CsH10z), e m/z 245 (indicando
a perda do COy). Dessa forma, é possivel confirmar que o composto ocorrente no mesmo tempo de
retencdo do padrdo na Figura 25, é também a catequina. Martins e colaboradores (2021),
encontraram mesmos valores de razdo massa/carga nos espectros obtidos para os extratos de acai,
referente ao epimero da catequina.

Esse resultado, indica que a fase MIP é altamente seletiva para o tanino condensado
investigado, tornando o método de extracdo online desenvolvido neste trabalho eficiente, além de
simples, rapido e econémico quando comparado a outros métodos convencionais. Ademais, ele
pode ser também investigado para extracdo de taninos em outros frutos nativos do Brasil que séo
ricos nesses fendlicos, como o umbu (Spondias tuberosa), e guapeva (Pouteria caimito) e até o

acai (Euterpe oleracea Mart).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo de compostos bioativos, como os fenolicos, em frutos nativos do Brasil
avanca ano apos ano, especialmente pelo fato do pais ser extremamente rico no que tange a flora
de cada bioma. Para o estudo desses compostos, a cromatografia liquida é muito utilizada pela
eficiéncia que essa técnica oferece, na separacdo de compostos presentes em matrizes complexas.

Contudo, a complexidade da matriz influencia diretamente na performance do método, pois
interferentes podem co-eluir com os analitos de interesse. Assim, algumas técnicas de preparo de
amostra vém sendo desenvolvidas para analise de compostos fendlicos, visando promover a
extracdo desses compostos e fazer um clean-up da amostra eliminando os interferentes. Com a
necessidade de reduzir o consumo de solventes, diminuir a quantidade de amostra necesséria, e
erros analiticos provenientes do alto manuseamento das amostras, técnicas de extracdo
automatizadas vém sendo empregadas cada vez mais.

Nesta pesquisa 0 objetivo foi desenvolver, otimizar, e avaliar um sistema de preparo de
amostra automatizado para taninos condensados, utilizando polimeros molecularmente impressos
como sorvente extrator em coluna capilar. Para tal finalidade, polimeros molecularmente impressos
(MIP) foram sintetizados empregando a molécula de catequina como template e empregados em
sistema online de préconcentracdo e limpeza de amostras. O MIP e o polimero nao impresso foram
submetidos as analises de caracterizacdo e os dados obtidos mostraram coeréncia com a literatura,
no que se refere a possibilidade de aplicagéo desses materiais como fase extratora. Quando avaliada
a aplicabilidade da coluna preenchida com o MIP, nota-se que esta apresentou bons resultados,
para a extracdo da catequina, principalmente quando comparada ao polimero nao impresso.

Os resultados da etapa de otimizacdo da extracdo online, indicaram que o fluxo de fase
movel de 20 pL mint e volume de injecio de 40 pL foram os que apresentaram os melhores
resultados em termo de fator de assimetria e resolucdo de pico, além de manter a eficiéncia de
extracdo diminuindo a geracdo de residuos organicos. J& as figuras de mérito avaliadas, mostraram
maior seletividade no polimero impresso em relacdo ao polimero ndo impresso para a catequina,
coeficientes de variacéo de 2,6 a 7,3% entre as extracdes indicando 6tima repetibilidade das colunas
e fator de pré concentracéo da fase MIP de 151,4% superior em relacdo a auséncia da fase extratora.
Em relacéo a capacidade de reuso das colunas, um valor de desvio padrdo relativo de 3,83% foi
encontrado, indicando que as colunas podem ser utilizadas mais de 40 vezes sem perder a eficiéncia

de extracdo, o que é coerente com o resultado obtido para o efeito de memaria, em que o cromatograma
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do solvente ndo apresentou picos no mesmo tempo de retengéo para a catequina.

Referente aos resultados de caracterizacdo do extrato de jabuticaba observa- se relevancia,
guanto a escolha dessa matriz, pois apresenta um teor significativo de procianidinas, bastante
investigadas na area medicinal e farmacoldgica. Além disso, as analises cromatograficas para as
amostras reais mostraram eficiéncia da coluna MIP para extra¢ao da catequina e cleanup da amostra,
eliminando os interferentes e concentrando o analito.

Dessa forma, com o sistema desenvolvido e avaliado nesse estudo foram encontrados
resultados compativeis as metodologias que utilizam técnicas de extracao e purificacdo de amostras
convencionais e offline, como a SPE, diferenciando-se, por apresentar um menor consumo de
reagentes, materiais de preparo, e, menor complexidade no tratamento da amostra. Por fim, conclui-
se que esta pesquisa pode vir a ser um piloto para outras investigacdes em relacdo aos compostos
fendlicos utilizando o sistema de extracdo desenvolvido nesse trabalho, em vista a discutir a grande

margem de propriedades bioldgicas que esses compostos apresentam.
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