Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repositério Institucional da UFSC

EDMAR MARTENDAL

APLICACAO DE PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO E BOX-
BEHNKEN PARA OTIMIZAGAO DE EXTRAGCAO COM MICROGOTA PARA
DETERMINACAO DE TRICLOROANISOL E TRIBROMOANISOL DE
AMOSTRAS DE VINHO POR CROMATOGRAFIA A GAS.

FLORIANOPOLIS, SC — BRASIL
Fevereiro 2007


https://core.ac.uk/display/30371384?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

APLICACAO DE PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO E BOX-
BEHNKEN PARA OTIMIZAGAO DE EXTRAGAO COM MICROGOTA PARA
DETERMINACAO DE TRICLOROANISOL E TRIBROMOANISOL DE
AMOSTRAS DE VINHO POR CROMATOGRAFIA A GAS.

Dissertagdao submetida ao Curso de P6s-Graduagao em Quimica,
Departamento de Quimica,
Universidade Federal de Santa Catarina,

como requisito para a obtencao do grau de Mestrado em Quimica.

Aluno: Edmar Martendal
Orientador: Eduardo Carasek da Rocha

Floriandpolis, Fevereiro 2007



EDMAR MARTENDAL

APLICAGAO DE PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO E BOX-
BEHNKEN PARA OTIMIZACAO DE EXTRACAO COM MICROGOTA PARA
DETERMINACAO DE TRICLOROANISOL E TRIBROMOANISOL DE
AMOSTRAS DE VINHO POR CROMATOGRAFIA A GAS

Esta dissertacao foi julgada e aprovada para obtencao do titulo de Mestre em
Quimica no Programa de Pés-Graduacao em Quimica da Universidade Federal

de Santa Catarina

Floriandpolis, 09 de fevereiro de 2007.

Prof. Dr. Ademir Neves
Coordenador do Programa de Pds-Graduacao em Quimica

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Eduardo Carasek da Rocha Prof. Dr. Gustavo Amadeu Micke
Orientador

Prof. Dr. Dilson Roque Zanette Prof. Dr. Berenice da Silva Junkes



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus, que me deu paciéncia e
perseveranca para a realizacao deste trabalho até o fim, fazendo que de um
momento em diante este trabalho comecasse a dar certo.

Aos meus pais, José e Valdete, que me apdiam em cada segundo da minha
vida.

Ao meu orientador, prof. Dr. Eduardo Carasek, que mesmo estando fora
durante um bom tempo, sempre esteve a disposi¢cao, auxiliando na realizagdo de
todos os nossos trabalhos.

A todos os meus colegas de laboratério: Janaina, Heloisa, Jefferson, Kalya
e Joyce pela amizade, colaboragdo em todos os trabalhos e pelo clima
proporcionado no laboratério sempre propicio ao trabalho.

Em especial agrade¢o a minha grande amiga e colega de laboratério Dilma
Budziak, com a qual sempre trabalhei durante esses dois anos, e ndo fosse ela,
com sua vontade de trabalhar e produzir e seu imenso coragdo, jamais teria
terminado este trabalho.

A todos os colegas do laboratério 207, que sempre estiveram a disposicao
para ajudar.

Aos professores do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina.

Ao Jadir e a Grace, pelo apoio nas funcdes de secretaria.

A Universidade Federal de Santa Catarina.

Ao CNPq pela bolsa concedida.



SUMARIO

RESUMO.......coiiiccerrecsemrrrsssserssssmssesssssesesssmsssesssmessasssnessssansessssnnsnssssnnessasnnnesssnnnns vii
1Y = 25 12 7Y O viii
LISTA DE FIGURAS.........cco o emrrrrissmmmerssssssmmmss s sssssssmms s s s esssssmmss s sssssssnnssssessssnnnes ix
LISTA DE TABELAS .......ccccciiiimrrssans s s sssssms s sssssns s s ssms s ssssss s sssmssssnsssssssssnnsssas X
1. INTRODUGAO ......cuciceceeecseiensssesssssssssssssssssesesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssasssnssnns 1
R R - 1T 11T o 3
1.2. Técnicas de preparacao de amostra.........ccceecmmrrrrissssmmrrrmssssssnssssssssssnnns 5
1.2.1. Extracdo com microgota (SDME) ...........oououueeeeeiiiiiieeeeeeieeea e 6

1.3. Estratégias de otimizagao........cccccvvvrvmmmniinissssmnrr s 11
2. OBUETIVOS.....ccoiiiiiiiineinrrrnnsssssns s rsssssss s s s ssms s s s s sssssn s snssssmmns s snssssnsnnnnns 15
2.1. Objetivo Geral ........ccocvvmmmriiniirn s 15
2.2. Objetivos eSPeCifiCOS .....cccirrirrrrsmmmrrinsissmrnr s 15
3. PARTE EXPERIMENTAL .....cooiiiimirisnnnnsssmnsssssmssssssssssssssms s ssssssssssssssssssssssssnns 16
R 0 TR [ 153 T 4 =T 1 Vo Lo 16
B 5 (=T T 1= g (o 16
3.3. Procedimento de eXtraGao .........cccuremerrnsmmmnsnmmsrssiess s s sms s smnn e 17
3.4. Otimizacao multivariada.........cccecerrremmrrirsmrrni e 17
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ......cooeeeirnrscesssssssessssssssssssassssssssassssssssasasnes 22
4.1. Figuras analiticas de MErito ........ccccocirireciriiccninncr e 33

4.2. Estudo de interferéncia da matriz e analise de amostras de vinho tinto
L= o1 = T 1o o 34
5. CONCLUSOES. ........cceeeerereermsnsesssssssesesssasssssssssssssssssssssssssssasssnssssssasssssasssnes 37
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cocovureurerenssessssessssessssessssessssessasesasanes 38



vi



RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido uma metodologia analitica para
determinagéo de 2,4,6-tricloroanisol e 2,4,6-tribromoanisol, os quais proporcionam
cheiro de mofo ao vinho. A metodologia desenvolvida baseou-se na extracdo com
microgota de solvente com separacdo e deteccado por cromatografia a gas e
detector por captura de elétrons. O solvente extrator utilizado foi 1-octanol,
suspenso na ponta de uma microseringa convencional para injecao de liquido. O
volume utilizado de solvente extrator foi de dois microlitros, sendo a extracao
realizada a partir do headspace da amostra. Os parametros que afetam a
eficiéncia de extragdo dos analitos pelo solvente foram otimizados para obtencao
da melhor sensibilidade. Para tanto, ferramentas multivariadas foram utilizadas.
Inicialmente, um planejamento fatorial fracionario foi utilizado para verificagcao
preliminar dos efeitos principais e de interagdo das variaveis sobre a resposta
analitica. As variaveis concentracdo de cloreto de sodio, temperatura de extragéo,
tempo de extracdo, pH da amostra e tipo de matriz (sintética e uma amostra de
vinho tinto seco) foram avaliadas. De acordo com os dados obtidos, as variaveis
concentracdo de NaCl, tempo e temperatura de extracao foram significantes e,
entdo, simultaneamente otimizados através do planejamento Box-Behnken. As
condicoes oOtimas obtidas foram: 25 minutos de extracdo a 48°C, 20 mL de
amostra em frasco de 40 mL ajustado a pH 5,5 e contendo 2,5 mol L™ de NaCl.
Através de um estudo de efeito de matriz, concluiu-se que a amostra sintética nao
representava convenientemente as amostras de vinho tinto. Um estudo de diluicao
foi realizado, e satisfatérias recuperagdes entre 70 e 120% foram obtidas para a
diluicdo 14 mL de amostra e 6 mL de 4gua. Para as amostras de vinho branco
nenhuma diluicdo foi necessaria. Excelentes limites de deteccdo de 8 e 6 ng L™,
respectivamente para TCA e TBA, foram obtidos. Precisdo satisfatoria
(RSD<16,7%, n=5) foi obtida a um nivel de concentracéo de 40 ng L.
Palavras-chave: extragdo com microgota; Box-Behnken design; planejamento

fatorial fracionado; tricloroanisol; tribromoanisol; preparagdo de amostra.
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ABSTRACT

In this work an analytical method for determination of 2,4,6-tricloroanisole and
2,4,6-tribromoanisole, which provide a mouldy/musty odour in bottled wines, was
developed. The method was based on microdrop solvent extraction and separation
and detection by high resolution gas chromatography and electron capture
detection. The extracting solvent used was 1-octanol, suspended in the tip of a
conventional microsyringe needle used for liquid injection for gas chromatography.
The extracting solvent volume was two microliters, and the extraction mode
selected was extraction from the sample headspace. Parameters affecting the
extraction efficiency of the analytes by solvent were optimized for obtention of the
highest sensitivity. Therefore, multivariate tools were used. Firstly, a two-level
fractional factorial design including a center point was used to check the main and
interaction effects of the selected variables over the analytical response. The
variables sodium chloride concentration, extraction temperature, extraction time,
sample pH and type of matrix (synthetic and a red dry wine sample) were
evaluated. In accordance with the results obtained, the variables NaCl
concentration, extraction time and temperature were significant and, therefore,
simultaneously optimized through Box-Behnken design. The optimum conditions
achieved were: 25 minutes of extraction at 48°C, sample pH of 5,5 and NaCl 2,5
mol L. The effect of sample matrix was studied, and the results showed that the
synthetic sample is not capable to represent suitably the wine red samples. A
dilution study was performed, and satisfactory recoveries between 70 and 120%
were obtained for the dilution of 14 mL of sample with 6 mL of water. For the white
wine samples analyzed, no dilution was necessary. Excellent detection limits of 8
and 6 ng L™, respectively for TCA and TBA were estimated. Satisfactory precision
was attained (RSD < 16.7%, n = 5) at a concentration level of 40 ng L.
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1. INTRODUCAO

A presencga, constituicio e composicdo de substancias volateis em
alimentos tém uma influéncia substancial em sua qualidade. Para o consumidor,
por sua vez, a qualidade organoléptica é igualmente importante e decisiva na hora
da compra [1].

Centenas de substancias quimicas sdo potenciais contaminantes de
alimentos através de rotas ambientais ou pela propria deterioragéo do alimento [2].

Essencialmente um taint ou off-flavour em um alimento é qualquer aroma
que ndo estd normalmente associado com este alimento. E geralmente causado
por quantidades em nivel de trago de compostos organicos volateis nao
normalmente presentes em alimentos. Embora os termos taint e off-flavour sejam
algumas vezes usados como sindnimo, agora € comum usar off-flavour para
descrever um aroma inaceitavel o qual se desenvolve dentro do alimento através
de acao microbioldgica ou quimica nos componentes do alimento, enquanto taint &
usado para aromas inaceitaveis que se originam de contaminagdo externa do
alimento.

Contaminagé&o que pode ter sua origem em fontes externas tem causado
varios problemas a industria alimenticia nos ultimos anos, com custos que chegam
a centena de milhdes de dodlares. Essas contaminagbes sdo geralmente
introduzidas nos alimentos por absorcao de substancias quimicas do ambiente e
podem se originar de fontes como ar, agua e embalagens. A exposicao a estes
compostos pode envolver tanto materiais antes do seu processamento, durante ou
apds, por empacotamento, distribuicdo ou estocagem. Esses compostos podem
se originar de compostos sintéticos que entram em contato com o alimento ou
podem ser produtos de agdo microbiolégica sobre compostos sintéticos ou
naturais [3].

A investigacdo de componentes em bebidas alcodlicas tem ganhado
especial atencdo de pesquisadores pela relagdo apresentada entre os beneficios e

0s riscos a saude referente ao seu consumo. Varias sdo as bebidas investigadas,



como saqué [4], cerveja [5], tequila [6], uisque [7] e de maneira especial diferentes
vinhos.

Nos ultimos anos um crescente interesse com relacdo a saude humana,
nutricdo e prevengao de doengas tém aumentado a demanda de consumidores
por alimentos funcionais, incluindo frutas e seus produtos, tais como vinho [8].

Atengado consideravel tem sido direcionada aos habitos comportamentais
humanos que poderiam ser tanto considerados fatores de riscos quanto elementos
protetores para o desenvolvimento de patologias crénicas. Em particular, muita
atencao tem sido voltada para elucidar o papel da dieta na prevencéao de doengas
cardiovasculares. Acredita-se que a tdo conhecida “dieta do Mediterraneo” possa
prevenir doengas cardiovasculares, como uma consequéncia do seu alto contetdo
em antioxidantes, que sado cruciais para amenizar os efeitos oxidativos que
implicam em varias doengas. Similarmente, o consumo moderado de vinho tinto
tem sido associado com a diminuicdo do risco de doencas coronarias [9], pois
previnem substancias de serem convertidas a estados quimicos oxidados
prejudiciais, incluindo a lipoproteina de baixa densidade (LDL), também conhecido
como mau colesterol. Grandemente envolvida na constru¢ao da placa arterial, a
LDL pode promover doengas corondrias. A reducdo de LDL e a elevacdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL) sao fatores que contribuem para a redugao
de doencas coronarias [10].

Um estudo em regides da Franca e Sardenha mostrou também uma relacao
entre o consumo regular de vinho tinto com o aumento na longevidade da
populacdo destas regides [11]. O vinho tinto representa uma rica fonte de
polifendis como antocianinas (AC), catequinas, proantocianinas (PA), estilbenos e
outros fendis. As antocianinas sao flavondides amplamente distribuidos em frutas
e vegetais. Elas proporcionam a cor ao vinho tinto e as cascas das uvas pretas e
vermelhas [9].

Vinho tinto foi associado com uma reducdo de 57 % no risco de
desenvolvimento de cancer de pulmdo em pessoas que 0 consomem, quando
comparado com pessoas que nao possuem esse habito. Adicionalmente, um

estudo mostrou que cada copo didrio de vinho tinto reduziu o risco de



desenvolvimento de cancer de pulmao em 13 %. Também foi verificado que o
consumo de um copo de vinho tinto todos os dias pode reduzir pela metade o risco
de cancer de préstata em homens [12].

Um dos problemas mais criticos apresentados na industria enolégica é o
odor desagradavel de mofo causado pela rolha deteriorada que afeta entre 0,1 e
10 % dos vinhos engarrafados europeus. Os principais compostos responsaveis
por este odor desagradavel sdo os haloaniséis [13].

1.1. Haloanisois

Acredita-se que a maior fonte de contaminacdo de vinhos por
halocompostos se deve a migracdo dos mesmos a partir de rolhas contaminadas
[14].

A rolha de cortica, que é manufaturada a partir da casca do sobreiro
(Quercus suber), é atualmente reconhecida como o melhor material para selar
garrafas de vinho. Infelizmente, rolhas de cortiga sao responsaveis pela
contaminacdo de 2 a 7% das garrafas produzidas anualmente, causando severas
perdas econOmicas a industria vinicola. Tradicionalmente, a contaminagdo da
rolha tem sido relacionada a transferéncia dos compostos, principalmente de
origem microbial, da rolha de cortica para o vinho. De fato, a rolha é um
ecossistema complexo que abriga uma populagdo microbial muito grande que
diretamente implicam na producédo destes compostos. Embora varios compostos
tenham sido relatados a este problema de mau odor, os cloroanisbis e
especialmente o 2,4,6-tricloroanisol (TCA) tem sido apontado como o principal
agente responsavel pela contaminacdo da rolha. De fato, o TCA tem sido
reportado ser o responsavel por pelo menos 80 % dos casos de contaminacao da
rolha [15], e em um estudo Pollnitz e colaboradores [16] reportaram que o TCA foi
detectado em 100% dos vinhos contaminados. O papel dos cloroaniséis como
agentes contaminantes ndo € restrito ao vinho, desde que a presenca destes

compostos esta bem documentada em outros géneros alimenticios, como ovos e



aves domésticas [17], frangos [18], frutas secas [19], cafés brasileiros [20] e agua
potavel [21].

Acredita-se também, que fungos isolados de adegas, rolhas e barris podem
biossintetizar o TCA junto com outros cloroanisbis como mecanismo de
desintoxicagdo. Este processo levaria a remocgao de clorofendis derivados de
reagdes entre produtos da degradagdo da lignina e compostos clorados, como
solugdes cloradas usadas para clareamento da rolha e lavagem dos barris,
biocidas clorados usados em florestas de carvalho e conservantes de madeira
[13].

Fungos encontrados no ch&o de containers s&o capazes de metilar o 2,4,6-
triclorofenol (TCP) para formar o 2,4,6-tricloroanisol (TCA). Outros estudos
mostraram que a incubagédo de determinados fungos em meio sintético contendo
hipoclorito de sodio produz quantidades consideraveis de TCA [22].

TCA é produzido pela biometilagdo de TCP por vérias bactérias e fungos.
TCP foi originalmente usado como fungicida de madeira, mas também é produzido
pela cloragdo da lignina da madeira pelo hipoclorito de célcio. Tem sido reportado
que a fonte de TCA nao é limitada a substratos derivados de madeira, mas
também incluem embalagens de papel e caixas de papeldo. Sua alta taxa de
sublimacao causa a contaminacao de vinho, uisque e varios géneros alimenticios.
Entretanto, nem TCA nem TCP s&o citotoxicos aos humanos nas baixas
concentragdes encontradas em bebidas [4].

Recentemente, Chatonnet e colaboradores [23] identificaram que o 2,4,6-
tribromoanisol (TBA) também pode ser responsavel pelo odor desagradavel em
vinhos quando quantidades insuficientes de cloroaniséis foram detectadas. A
presenca de TBA em vinhos pode ser devida a manufatura inapropriada da rolha,
mas pode ser mais provavelmente causada devido a contaminantes na atmosfera
da vinicola. Cloro e bromofendis podem ter a mesma origem quimica, como aguas
de descarte tratadas com cloro na presenca de ions brometo e tragos de fendis.
Em todos os casos, a metilagdo por fungos de halofendis a haloaniséis é requerida
[23].



O fungo xenofilico Paecilomyces variotii pode converter quantitativamente o
fungicida 2,4,6-tribromofenol (TBP) no metabdlito odoroso 2,4,6-tribromoanisol
(TBA); depois de 6 semanas a conversao é completa. O TBP é prontamente
formado em agua contendo cloro e bromo. Industrialmente, derivativos sintéticos
de bromofenois, em particular o TBP, foram amplamente recomendados como
agente anti-chamas em laminados com resinas e fungicidas em geral para uso em
couros, téxteis, tintas, plasticos, polpa celulésica e papel [24].

Estes compostos que causam mau odor estdo presentes em concentragdes
extremamente baixas e também possuem odor limite muito baixo o que torna a

sua analise um desafio real tanto para vinho quanto para rolhas [23].

1.2. Técnicas de preparacao de amostra

Muitos métodos para a analise de cloroanisois e clorofendis sdo baseados
em técnicas cromatogréficas [13]. Como técnica analitica ela depende da
qualidade da etapa de preparo da amostra, pois quase nenhuma matriz pode ser
diretamente injetada num cromatografo a gas. Este é o caso tipico de andlise de
matrizes de origem ambiental, que via de regra contém além de particulados nao
volateis, termodegradaveis, etc, 4gua em quantidades incompativeis com as
colunas cromatograficas e detectores de CG [25].

As técnicas de extracao e/ou pré-concentracao permitem que a analise dos
componentes de interesse se torne possivel. A meta final é a obtencdo de uma
sub-fracdo da amostra original enriquecida com as substdncias de interesse
analitico, de forma que se obtenha uma separagdo cromatografica livre de
interferentes, com deteccao adequada e um tempo razoavel de analise [26].

Varios procedimentos tém sido propostos para a extracdo de haloanisois
como extracdo liquido-liquido (LLE) [27], extracAdo em fase soélida (SPE) [28],
extracdo com soxhlet, extragdo assistida por ultrasom [29] e extracdo com fluido
supercritico [30]. Estas técnicas apresentam algumas desvantagens como a pré-
concentracao de impurezas do solvente juntamente com a amostra, implicando na

necessidade do uso de solventes ultrapuros e economicamente inviaveis; volumes



relativamente grandes de amostras e de solventes sao requeridos, gerando
problemas de descartes, além de que alguns solventes organicos podem ter uma
elevada toxicidade.

Desta maneira, técnicas livres ou que empregam pequenas quantidades de
solventes organicos, tém sido apresentadas como alternativas para minimizar os
impactos causados pelo uso de solventes organicos. Estas técnicas envolvem
principalmente a microextracdo em fase sélida (SPME) [31, 32], extracdo usando
barras magnéticas (SBSE) [33], pervaporacao (PV) [34] e extragdo com microgota
(SDME). Como a extracdo com microgota foi utilizada neste trabalho, esta sera

tratada com maiores detalhes.

1.2.1. Extragdo com microgota (SDME)

A extracdo com microgota foi primeiramente apresentada por Jeannot e
Cantwell [35] em 1996. Nesse primeiro trabalho, a técnica foi denominada
microextragdo com solvente com uma simples gota (do inglés Solvent
microextraction into a single drop). Neste referido trabalho, a técnica é introduzida,
e é demonstrada sua viabilidade como técnica analitica através da extracao de um
composto modelo, 4-metilacetofenona, de uma amostra aquosa utilizando como
solvente extrator n-octano. Em um pequeno capilar de Teflon foram acomodados
oito microlitros de n-octano. Este foi entdo colocado em contato com a solugao
amostra sob agitacdo. Apdés um certo periodo de extracdo, a fase orgéanica foi
amostrada por uma microseringa convencional para injecdo de liquidos e
diretamente injetada no cromatdgrafo a gas. Parametros termodinamicos como a
constante de distribuicdo entre o solvente extrator e o analito da amostra foram
calculados, demonstrando a sensibilidade da técnica. Parametros cinéticos foram
obtidos em funcdo da velocidade de agitacdo da amostra, como a constante de
velocidade para a cinética de transferéncia de massa, espessura da camada
estatica de difusdo na fase aquosa, coeficientes de transferéncia de massa e
coeficientes de difusdo. A Figura 1 ilustra o primeiro aparato de microextragdo com

solvente.
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Figura 1. Primeiro aparato, utilizando um capilar de Teflon, para a microextragao

fase
aquosa

com solvente.

No ano seguinte, em 1997, Jeannot e Cantwell [36] modificaram a forma de
expor a gota de solvente extrator a amostra. Desta vez, o solvente foi exposto a
amostra diretamente através de uma microseringa. Um microlitro de solvente
extrator (n-octano) foi suspenso na ponta da microseringa e imerso na amostra
agitada a diferentes velocidades. Novamente a constante de distribuicao foi obtida,
desta vez para quatro compostos modelos: 4-metilacetofenona, 4-nitrotolueno,
progesterona e malation. Parametros cinéticos também foram obtidos, indicando
que com esse modo de extragdo a constante de velocidade é cerca de trés vezes
maior para 4-metilacetofenona. Na Figura 2, o modo de exiracdo realizado
diretamente na solugdo amostra utilizando uma microseringa convencional é
ilustrado.

Também em 1997, os mesmos autores demonstraram a viabilidade da
extracdo com microgota a partir da ponta da microseringa como uma ferramenta
na analise de especiacdo, através da determinagdo de progesterona livre e

associada a uma solugao de proteina (albumina sérica bovina) [37].
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Figura 2. Extragdo com microgota posicionando o solvente na ponta de uma

microseringa.

Em 1998, Ma e Cantwell [38] utilizaram a técnica para extragao quantitativa
de dois compostos modelo ionizaveis basicos: mefentermina e 2-feniletilamina,
porém agora para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Um mililitro
da solugcdo amostra foi tamponado a pH 13 (fazendo assim com que os analitos
estivessem em sua forma eletricamente neutra) e um pequeno anel de Teflon foi
colocado em contato com a amostra, no qual 80 microlitros de n-octano foram
adicionados (ver Figura 3). Acima dessa membrana organica, duzentos microlitros
de uma solugcdo aquosa receptora tamponada em pH 2,1 foram adicionadas
(nesse pH os analitos estardo positivamente carregados). Dessa forma, a extragao
torna-se seletiva para compostos ionizaveis basicos, diminuindo interferéncias. Da
mesma forma esta configuracdo poderia ser invertida para extragdo seletiva de
compostos organicos acidos.

Em 2001, concomitantemente, dois trabalhos foram publicados onde a
microgota de solvente foi exposta ao headspace da amostra a partir da ponta da
agulha da microseringa convencional para cromatografia a gas. Este processo €
similar ao modo de amostragem no headspace utilizado em microextragdo em

fase sélida para compostos de média a alta volatilidade.
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Figura 3. Aparato para extracdo quantitativa/seletiva de compostos organicos
basicos.

Theis e colaboradores [39] utilizaram como compostos modelo o0 benzeno,
tolueno, etilbenzeno e os isébmeros do xileno. Eles demonstraram a viabilidade da
técnica através do calculo da constante de distribuicdo, precisdo e perfil de
extracao no tempo. Também foi demonstrada que as etapas que tem influéncia na
transferéncia de massa da amostra para o solvente extrator (no caso, 1-octanol)
foram o grau de convecgédo na fase aquosa e o grau de convecgao no solvente
extrator. Ja Tankeviciute e colaboradores [40] aplicaram a microextracdo com
solvente no headspace para extracdo de alcoois de amostras aquosas.
Etilenoglicol foi utilizado como solvente extrator e os parametros que afetam a
eficiéncia de extragcdo, tais como a velocidade de agitacdo da amostra, forca
ibnica, temperatura e tempo de extracdo, foram univariadamente otimizados. A
metodologia foi aplicada a amostras de cerveja. A Figura 4 ilustra a seqiéncia de
extracdo e pré-concentragdo usando extracdo com microgota a partir do
headspace da amostra.
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Figura 4. Extracao e pré-concentragdo usando SDME.

A partir de entdo, a técnica de microextragdo com solvente ganhou bastante
atencdo de pesquisadores, sendo que varios trabalhos foram desenvolvidos
utilizando os dois modos de amostragem: o solvente extrator exposto diretamente
em contato com a amostra ou ao seu headspace. Os dois modos de amostragem
tém suas vantagens e desvantagens. A extracdo direta é mais aplicada para
compostos de baixa volatilidade, onde a transferéncia de massa dos analitos da
amostra para seu headspace seria, em principio, uma etapa mais lenta que a
difusdo dos analitos no solvente extrator. Ja a extracao a partir do headspace da
amostra é mais aplicada para compostos de média a alta volatilidade, ou seja, a
evaporacdao destes da amostra seria uma etapa rapida no processo de
transferéncia de massa. No caso da extracado no modo direto, o solvente extrator
pode absorver muitos compostos da matriz da amostra se esta for muito
complexa, podendo interferir na separacao cromatografica e/ou na identificacao
dos compostos. Quando se espera que isso possa acontecer, prefere-se entdo

utilizar a extracao a partir do headspace da amostra. Se os compostos alvos forem
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de baixa volatilidade, a extracdo pode se tornar mais demorada, porém o extrato
estara mais limpo, acarretando um menor risco de interferéncia.

Varios artigos tem sido publicados usando esta técnica de preparo de
amostra para a determinagcdo de a and B-endosulfanas, fendis, herbicidas,
inseticidas organofosforados, clorobenzenos e compostos organoestanicos em
amostras de agua [41-45], pesticidas organofosforados em suco de laranja [46,
47], compostos sulfurados e alcoois em cerveja [48, 49], acetona em sangue [50,
51], amino&cidos em urina [52], entre outros.

1.3. Estratégias de otimizacao

As metodologias de otimizacdo utilizadas em quimica analitica sao
usualmente baseadas em procedimentos univariados. Apesar da interpretacdo dos
resultados obtidos ser simples, as interagdes entre as variaveis ndo sao
detectadas. Consequientemente, um falso valor de maximo pode ser obtido, ou
seja, certa condigdo na qual a combinacado das variaveis ndo € a que prové a
melhor resposta analitica [53].

Uma das ferramentas multivariadas mais utilizadas € o planejamento fatorial
completo em dois niveis. Este é usado para verificar a significancia preliminar das
variaveis sobre a resposta no sistema em estudo. Neste procedimento, os efeitos
principais e de interacao das variaveis no intervalo estudado sdo estimados sendo
esta uma das maiores vantagens da otimizagcdo multivariada comparada a
univariada. Outra vantagem é que o numero de experimentos é consideravelmente
reduzido, uma vez que somente dois niveis de cada variavel sado avaliados.
Entretanto, se 0 nUmero de variaveis a serem investigadas se tornar grande, isto
também aumentara o numero de experimentos. Planejamentos fatoriais
fracionados podem ser utilizados nestes casos, onde o niumero de experimentos &
dado por 2P +C, onde k é o nimero de variaveis, C é o nimero de replicatas no
ponto central e p € um ndmero inteiro de indica o quéo fracionado sera o
planejamento experimental. Quando o valor de p é zero, o planejamento é

completo. As varidveis que se mostram estatisticamente significantes podem ser
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novamente submetidas a um planejamento experimental, porém agora com uma
menor diferengca entre os niveis, escolhidas de acordo com os resultados do
primeiro planejamento, ou otimizadas através de alguma metodologia de
superficie de resposta [54].

As principais informagdes obtidas de um planejamento fatorial sdo os efeitos
principais das variaveis e os efeitos de interacao entre as variaveis avaliadas duas
a duas (efeitos de segunda ordem). As interagdes entre as varidveis avaliadas trés
a trés sao de interpretacdo mais dificil, e, geralmente, tem menor importancia
frente aos efeitos principais e de segunda ordem. Um exemplo do calculo dos
efeitos (ndo padronizados) principais e secundarios para um planejamento fatorial
completo e fracionario em dois niveis com trés variaveis é dado abaixo. A matriz

completa do planejamento 2° é representada na Tabela 1.

Tabela 1. Matriz completa de um planejamento 2% com as interagdes entre as
varigveis duas a duas.

Ensaio A B C AB AC BC Resposta
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 Y1
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 Yo
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 Y3
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 Ya
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 Y5
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 Y6
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 y7
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 Ys

O valor do efeito principal ou de interacao é definido como a média das

respostas no nivel superior menos a média das respostas no nivel inferior, ou seja:

Efeito = 2*(3y* - Ty)/n,
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onde y* e y” sdo as respostas para os niveis superior e inferior para os ensaios do
planejamento, e n € o numero total de ensaios do planejamento. Para a obtencao
dos efeitos de interacdo das variaveis duas a duas, multiplicam-se os valores
codificados das varidveis em linha, obtendo-se uma nova coluna, com novos
valores codificados. O valor do efeito entdo € calculado com a mesma expressao
dada acima. Para um planejamento fatorial fracionado 2%*', a matriz do
planejamento bem como das interagbes entre as variaveis € demonstrada na
Tabela 2.

Tabela 2. Matriz do planejamento 2°' e as interagcdes entre as variaveis
avaliadas duas a duas.

Ensaio A B C AB AC BC
-1 -1 +1 +1 -1 -1
+1 -1 -1 -1 -1 +1
-1 +1 -1 -1 +1 -1

A 0O N =

+1 +1 +1 +1 +1 +1

Através da matriz da Tabela 1, observa-se que todas as colunas séo
diferentes, ou seja, a combinacao entre as variaveis codificadas por coluna sao
todas diferentes entre si. Ja& na matriz da Tabela 2, um planejamento fatorial
fracionario, observa-se que as colunas se repetem, ou seja, o valor de um dado
efeito principal € idéntico a um determinado efeito de interagdo. Neste exemplo, o
efeito de A é igual ao efeito de BC; o efeito de B € igual ao efeito de AC, e o efeito
de C ¢é igual ao efeito de AB. Esta igualdade entre efeitos € chamada de
confundimento entre efeitos. Quando esse confundimento ocorre entre efeitos
principais e de interacao dois a dois entre as variaveis, interpretam-se somente os
efeitos principais, jA que estes geralmente sdo mais importantes. Perde-se,
portanto, as informacdes sobre os efeitos de interagdo. J& com um planejamento
fatorial completo ndo ha confundimentos, e podem-se avaliar todos os efeitos
principais e de interacdo. Para obtencdo das principais informagbes de um

planejamento fatorial, entdo, é desejavel que ndo haja confundimento entre os
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efeitos principais e secundarios. Contudo, em situacdes onde o numero de
variaveis € muito grande, uma triagem inicial das variaveis pode ser feita através
de um planejamento fatorial fracionado saturado, onde, de fato, somente os efeitos
principais sao avaliados e, posteriormente, as variaveis significativas podem ser
submetidas a um planejamento fatorial com maior resolugdo, ou seja, com

nenhum confundimento entre os principais efeitos a serem avaliados [54].

Tabela 3. Confundimento entre os efeitos de interagdo secundarios e
terciarios no planejamento fatorial 2> utilizado nesse trabalho.

Efeito secundario  Efeito terciario

1*2 3*4*5
1*3 2*4*5
1*4 2*3*5
1*5 2*3*4
2*3 1*4*5
2*4 1*3*5
2*5 1*3*4
3*4 1*2*5
3*5 1*2*4
4*5 1*2*3

O confundimento entre os efeitos para o planejamento fatorial fracionario
utilizado nesse trabalho ndo envolve os efeitos principais, como mostra a Tabela
3. Ha apenas confundimentos entre os efeitos de interagdo secundarios e
terciarios entre as variaveis. Portanto, os efeitos principais e secundarios puderam

ser avaliados independentemente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Utilizar a técnica de extragcdo com microgota como preparacao de amostra
para analise cromatogréfica e aplicacdo na determinacdo de haloanis6is em

vinhos.

2.2. Objetivos especificos

- Utilizar a técnica de extracdo com microgota de solvente a partir do
headspace de amostras de vinho tinto e branco para determinagcédo de TCA e TBA
utilizando como método de separagcao a cromatografia a gas de alta resolugcao e
deteccgéao por captura de elétrons.

- Utilizar ferramentas multivariadas como planejamento fatorial fracionado e
metodologia de superficie de resposta através do planejamento Box-Behnken para
otimizacao dos parametros que afetam a eficiéncia de extracao.

- Validar a metodologia, através da obtencao dos parametros analiticos de
mérito, como limites de deteccao e quantificacao, faixa de trabalho, precisdo e
exatidgo.

- Aplicar a metodologia desenvolvida em amostras de vinho tinto e branco

secos da regiao da Serra Gaucha.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacao

Todas as analises cromatograficas foram feitas em um cromatégrafo a gas
Shimadzu GC-14 B, equipado com injetor do tipo split/splitless e detector por
captura de elétrons (ECD). Uma coluna capilar OV-5 com 30 metros de
comprimento, 0,25 milimetros de diametro interno e 0,25 micrémetros de
espessura de fase estacionaria da OV Specialty Chemical (Marietta, EUA) foi
utilizada para a separacao cromatografica. Gas nitrogénio ultrapuro (AGA, Sao
Paulo, Brasil) foi utilizado como gés carreador e make-up com vazdes de 1,0 e 35
mL min™', respectivamente. As temperaturas do injetor e detector foram fixadas em
270°C e 280°C, respectivamente. O programa de temperatura do forno da coluna
foi: 60 °C (1 min), 20 °C/min até 130 °C, 10 °C/min até 175°C (1 min), 1 °C/min até
181 °C, 40 °C/min até 280 °C. Banho termostatizado (Nova Técnica, Sao Paulo,
Brasil) e agitador magnético (Speedlab, Sdo Paulo, Brasil) foram utilizados para
estabilizacdo da temperatura e agitacdo das amostras. Uma microseringa
convencional de 10 uL da Hamilton (Reno, Nevada, EUA) foi utilizada para o
procedimento de extragdo com microgota.

3.2. Reagentes

Solucbes estoques padrao dos analitos 2,4,6-tricloroanisol (Sigma-Aldrich,
Milwaukee, USA) e 2,4,6-tribromoanisol (Fluka, Buchs, Suica) foram preparadas
em acetona grau HPLC da Tedia (Fairfield, EUA). Cloreto de sodio (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) foi utilizado para modificacdo da forgca ibnica das solugdes de
trabalho e amostras. O solvente extrator 1-octanol (Merck, Darmstadt, Alemanha)
foi utilizado em todo trabalho. Para preparacéao da solugéao sintética de vinho, uma
solucdo contendo etanol (Dindmica, Sao Paulo, Brasil) 11% (v/v), acido tartarico
(Merck, Darmstadt, Alemanha) 0,25% (m/v), acido latico 0,30% (m/v) (Reagen, Rio
de Janeiro, Brasil) e glicerina 0,60% (m/v) (Nuclear, Diadema, Sao Paulo) foi
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empregada. O pH dessa solucéo foi ajustado a 3,5 com hidroxido de sodio (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil).

3.3. Procedimento de extracao

Antes de cada extragdo, a microseringa foi rinsada pelo menos 20 vezes
com acetona seguido de 10 vezes com o solvente extrator, 1-octanol. Nenhum
efeito de memoria foi observado com esse procedimento de extracdo. Apds a
limpeza da microseringa, o émbolo foi posicionado na posi¢ao de 1 ulL, a ponta da
microseringa é posta em contato com solvente extrator e dois microlitros sao
aspirados. A microseringa entao perfura o septo do frasco contendo a amostra e a
gota de solvente é exposta ao seu headspace, a cerca de 1 cm de distancia da
amostra. A agitacdo é entao iniciada, juntamente com a contagem do tempo de
extracdo. As amostras foram estabilizadas por 5 minutos na temperatura
desejada. As amostras foram agitadas magneticamente, com barra agitadora de
dimensdes 30 mm de largura por 8 mm de didmetro, em uma velocidade maxima
que nao provocasse a desestabilizacdo da barra agitadora. O volume de amostra
foi fixado em 20 mL, sempre em frasco de 40 mL, selados com um septo de

silicone.

3.4. Otimizacao multivariada

O objetivo da otimizacdo multivariada foi maximizar a quantidade de
analitos extraida pelo solvente extrator, no caso, 1-octanol. Como ha relacao
diretamente proporcional entre a massa extraida e a resposta do detector por
captura de elétrons utilizado nesse trabalho, a resposta entao otimizada foi a area
de pico para os compostos. Como dois compostos (2,4,6-tricloroanisol e 2,4,6-
tribromoanisol) foram alvos deste trabalho, para cada corrida cromatografica duas
respostas foram obtidas. Como se deseja otimizar a resposta analitica para os

dois compostos simultaneamente, aplicou-se o conceito de fungcdo desejabilidade.
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Utiliza-se esse tipo de tratamento da resposta obtida quando é desejado otimizar-
se mais de uma resposta em um sistema. A desejabilidade é calculada como o
produtério das respostas individuais elevado ao inverso do somatério dos
expoentes que elevam cada resposta. Esse expoente considera a importancia
relativa de cada resposta sobre o sistema. Um exemplo para duas respostas a e b,

seria:
D= (ambn) 1/(m+n)

Isto nada mais é que a média geométrica entre dois numeros. Neste trabalho, a
mesma importancia foi dada tanto para TCA quanto para TBA, ou seja, os valores
de m e n na equagéo acima foram iguais a um.

Um planejamento fatorial fracionado em dois niveis foi entdo realizado para
avaliacao dos efeitos principais e de interacdo das variaveis sobre a resposta
analitica. As variaveis: concentracao de cloreto de sodio, temperatura de extracao,
tempo de extracdo, pH da amostra e tipo de matriz foram avaliadas através de 19
experimentos. A matriz do planejamento fracionado 2> pode ser facilmente obtida
através da modificacdo da matriz do planejamento fatorial completo 2°. A Tabela 4
mostra a combinacao dos experimentos para um planejamento fatorial completo
2°,
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Tabela 4. Matriz de um planejamento fatorial completo 2°.

Ensaio n® Var 1 Var 2 Var 3 Var 4 Var 5
1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1
8 +1 +1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 -1
11 -1 +1 -1 +1 -1
12 +1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1 -1
17 -1 -1 -1 -1 +1
18 +1 -1 -1 -1 +1
19 -1 +1 -1 -1 +1
20 +1 +1 -1 -1 +1
21 -1 -1 +1 -1 +1
22 +1 -1 +1 -1 +1
23 -1 +1 +1 -1 +1
24 +1 +1 +1 -1 +1
25 -1 -1 -1 +1 +1
26 +1 -1 -1 +1 +1
27 -1 +1 -1 +1 +1
28 +1 +1 -1 +1 +1
29 -1 -1 +1 +1 +1
30 +1 -1 +1 +1 +1
31 -1 +1 +1 +1 +1
32 +1 +1 +1 +1 +1
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Para a construcdo da matriz do planejamento fracionario 2>, a combinacéo
das variaveis codificadas para as variaveis de um a quatro permanece a mesma
de um planejamento completo 2°. J4 os valores codificados da variavel cinco para
cada ensaio sdo obtidos pela multiplicagdo dos valores codificados das variaveis
de um a quatro, ou seja, vari*var2*var3*var4 = var5. A matriz do planejamento

fatorial fracionario utilizado nesse trabalho esta na Tabela 5.

Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial fracionado 2°.

Ensaio n® Var 1 Var 2 Var 3 Var 4 Var 5

1 X X X +

—

+1 -1 -1 -1 -1
-1 +1 -1 -1 -1
+1 +1 -1 -1 +1
-1 -1 +1 -1 -1
+1 -1 +1 -1 +1
-1 +1 +1 -1 +1
+1 +1 +1 -1 -1
-1 -1 -1 +1 -1
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Um ponto central realizado em triplicata foi incluido no planejamento para
estimar a variancia experimental e para avaliar a perda de linearidade entre os
niveis escolhidos para cada uma das varidveis. Esse procedimento € denominado
de checagem de curvatura, onde o software estima se ha diferencga significativa na
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inclinacao entre as duas possiveis retas formadas entre o nivel inferior e o0 ponto
central e entre o ponto central e o nivel superior. Todos os dados obtidos na
otimizacdo das condi¢cdes de extracdo neste trabalho foram processados pelo
software Statistica 6.0. Os valores reais das variaveis nos niveis estudados neste
planejamento fatorial fracionado estao resumidos na Tabela 6. A concentragéo dos

analitos foi mantida constante nessa etapa da otimizagdo em 100 ng L.

Tabela 6. Variaveis e niveis investigados no planejamento fatorial fracionado.

Variaveis -1 0 +1
Tempo / (min) 10 20 30
pH da amostra 1,5 3,5 5,5
[NaCl] / (mol L™ 0,0 2,7 5,4
Temperatura / (°C) 40,0 52,5 65,0
Tipo de matriz vinho vinho/sintética* sintética

* 10 mL de vinho e 10 mL de amostra sintética.

As variaveis significativas apontadas pelo grafico de Pareto, o qual foi
obtido apds regressao linear mdultipla, checagem de curvatura e analise de
variancia, foram otimizadas através de metodologia de superficie de resposta. A
metodologia escolhida foi o planejamento Box-Behnken, que é baseado em um
planejamento fatorial fracionado em trés niveis. O numero de experimentos é dado
por N = 2k (k-1) + Gy, onde k € o nimero de variaveis e Cy 0 nimero de replicatas
no ponto central. Uma equagdo quadratica foi gerada, e as condi¢cdes 6timas

puderam ser encontradas através dessa relagdo matematica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento fatorial fracionado foi escolhido para a otimizacdo inicial
das variaveis devido ao seu reduzido numero de experimentos (19, ou seja, 16
mais 3 no ponto central) comparativamente ao planejamento fatorial completo (2°
+ 3 = 35 experimentos).

Os valores investigados para cada variavel, tanto quanto as respostas
obtidas (calculadas como a média geométrica das areas de pico para TCA e TBA),
estdo apresentados na Tabela 7.

Os niveis selecionados para temperatura e tempo de extragdo levaram em
conta um compromisso entre a freqiéncia analitica e a minima evaporagao da
microgota de solvente extrator. A combinagéo extrema entre essas variaveis foi de
30 minutos e 65°C.

O pH da amostra foi estudado mantendo-se o pH médio das amostras de
vinho de cerca de 3,5 como ponto central do planejamento e variando duas
unidades para baixo e para cima desse valor.

O tipo de matriz foi avaliado de maneira a verificar uma possivel
interferéncia que as varias substancias presentes na amostra de vinho tinto seco
possam exercer na atividade dos analitos, comparativamente a matriz sintética.

O intervalo de concentracao estudado de cloreto de sédio envolveu a nao

adicdo como nivel minimo e 5,4 mol L™ como nivel maximo.
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Tabela 7. Niveis, variaveis e a resposta obtida para o planejamento fatorial
fracionado 2°".

Tempo/min  pH [NaCl/mol L' Temperatura/°C Matriz Resposta®

10 1,5 0,0 40,0 Sintética 298903
30 1,5 0,0 40,0 Vinho 463157
10 5,5 0,0 40,0 Vinho 313890
30 55 0,0 40,0 Sintética 622971

10 1,5 54 40,0 Vinho 276625
30 1,5 54 40,0 Sintética 1013128
10 55 54 40,0 Sintética 490925
30 55 54 40,0 Vinho 712200
10 1,5 0,0 65,0 Vinho 473091

30 1,5 0,0 65,0 Sintética 545702
10 55 0,0 65,0 Sintética 492719
30 55 0,0 65,0 Vinho 719887
10 1,5 5,4 65,0 Sintética 534864
30 1,5 54 65,0 Vinho 119505
10 55 5,4 65,0 Vinho 476616
30 55 54 65,0 Sintética 211551

20 3,5 2,7 52,5 Vinho/Sintét. 574705
20 3,5 2,7 52,5 Vinho/Sintét. 616501

20 3,5 2,7 52,5 Vinho/Sintét. 498815

% média geométrica das respostas individuais.

Das respostas apresentadas na Tabela 7, o grafico de Pareto foi construido
e esta apresentado na Figura 5.

23



tempo*temperatura
[MaCl*emperatura
pH*Matriz
tempo
[Ma P Matriz
temperatura*iatriz
hatriz
temperatura
Curvatura
tempao*[Mail]
pHM=C)
pH
pHYemperatura

77

7%

AT 05

i

B4

%4,40

12,83

.78

2 Ts

77]-2,59

i\\\%@w\\

2
7
]
0,58

[

e
o

79

tempothiatriz %0,42
[MaCl) Z7]-0,40

tempo*pH @-D 27

1 2 3 4 5 G 7 g 9
Efeito padronizado (t-Student)

]

Figura 5. Grafico de Pareto de efeito padronizado obtido para o planejamento

fatorial fracionado. Os efeitos que ultrapassam a linha de p=0,05 sao

estatisticamente significativos sobre a resposta analitica com 95% de confianca.

A correlagdo matematica entre a resposta analitica e as variaveis foi
realizada por regressdo linear e checagem de curvatura. A significancia dos
efeitos foi realizada por andlise de variancia a um nivel de significancia de 95%
(p=0,05). A Tabela 8 mostra os coeficientes do modelo linear estimados pelo
software, bem como o erro padrdo dos coeficientes, os respectivos valores de t-
Student, os valores de p e os limites de confianca a +95% dos valores dos
coeficientes da regresséo.
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Tabela 8. Coeficientes da regressao linear, erro padrao dos coeficientes,
valores de t e probabilidade estatistica p e limites de confianga a £95% para
os coeficientes. As linhas em negrito representam o0s coeficientes

estatisticamente significativos com 95% de confianga.

Fatores Coef. Erro t(2) p -95% lim.  +95% lim.
Reg. padrao confianga confianca
Intercepto 485358 14915 32,54 0,0009 421184 549533
Curv. 77982 37536 2,08 0,1733 -83520 239484
(1)tempo 65654 14915 4,40 0,0479 1480 129829
(2)pH 19736 14915 1,32 0,3168 -44438 83911
(3)[NaCl] -5932 14915 -0,40 0,7293 -70106 58243
(4)temp. -38617 14915 -2,59 0,1224 -1E+05 25558
(5) Matriz 40987 14915 2,75 0,1108 -23188 105162
1*2 -4097 14915 -0,27 0,8093 -68271 60078
1*3 -30985 14915 -2,08 0,1734 -95160 33190
1*4 -1E+05 14915 -7,59 0,0169 -2E+05 -49060
1*5 6338 14915 0,42 0,7122 -57836 70513
2*3 -26340 14915 -1,77 0,2194 -90515 37834
2*4 8715 14915 0,58 0,6181 -55460 72889
2*5 -91540 14915 -6,14 0,0255 -2E+05 -27366
3*4 -1E+05 14915 -7,05 0,0195 -2E+05 -41002
3*5 42203 14915 2,83 0,1055 -21971 106378
4*5 -41520 14915 -2,78 0,1085 -1E+05 22655

O coeficiente de determinacéo (R?) obtido para o modelo foi de 0,99051. O
valor obtido para t Student com dois graus de liberdade e 95% de confianca foi de
4,3. O numero de graus de liberdade é calculado pela diferenca entre 0 nimero de
experimentos realizados no planejamento € o numero de coeficientes do modelo
matematico ao qual é feita a regressao linear. Para o planejamento proposto, 19
experimentos foram realizados, e 17 coeficientes foram necessarios para o

modelo, como pode ser visto na Tabela 8, resultando entdo em 2 graus de
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liberdade. O valor de t Student para cada efeito € entdo calculado pela razdo entre
o0 coeficiente do modelo e o erro padrdo estimado para o mesmo. Em
planejamentos experimentais em dois niveis, o software faz uma estimativa
conjunta da variancia do sistema, ou seja, o erro padrao estimado é o0 mesmo para
todos os coeficientes do modelo. O valor de t Student calculado que ultrapassa o
valor critico de 4,3 é entdo considerado estatisticamente significativo sobre a
resposta analitica com 95% de confianga.

Com relacdo aos sinais algébricos dos efeitos, a seguinte interpretacao
deve ser feita: valores positivos de efeito estimado indicam um aumento na
resposta quando a variavel segue em direcdo ao seu nivel maximo. Valores
negativos indicam maiores respostas em direcao ao nivel inferior da variavel. Para
as interacoes, valores positivos indicam que a resposta aumentara se as duas
variaveis forem em direcdo ao mesmo nivel, inferior ou superior. E valores
negativos indicam um aumento na resposta se as variaveis forem em dire¢des
contrarias, ou seja, uma variavel em direcao ao nivel superior e a outra em direcao
ao nivel inferior.

Do grafico de Pareto da Figura 5 pode-se observar que o Unico efeito
principal estatisticamente significativo foi 0 do tempo de extragdo, apresentando
sinal positivo, indicando que, na média, um tempo de extracdo maior que dez
minutos aumenta significativamente a massa extraida dos analitos da amostra
para o solvente extrator.

De uma maneira bastante interessante, e que ndo poderia ser constatado
através de uma otimizacdo univariada, observa-se que trés interacdes foram
significativas, a saber: tempo e temperatura de extracao, concentracéo de cloreto
de sddio e temperatura de extracao, e tipo de matriz e pH da amostra.

O efeito negativo da interacdo entre o pH da amostra e o tipo de matriz
(sintética ou de vinho tinto seco) aponta um aumento na resposta quando utilizada
a amostra sintética e pH baixo ou a amostra de vinho e pH alto. Este fato indica
que conforme a matriz é mudada, também muda a for¢ga com a qual os analitos
estdo ligados a esta, conforme o pH da amostra também é mudado. As outras

espécies quimicas presentes na amostra de vinho parecem estar menos ligadas
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aos analitos quando o pH esta no nivel superior estudado de 5,5. De fato, simular
uma matriz de vinho é uma tarefa complicada, e somente os componentes
majoritarios foram adicionados. Mesmo assim, uma diferenca significativa foi
observada no ajuste de pH entre a amostra de vinho e a amostra sintética. Para o
ajuste a pH =1,5 as duas matrizes necessitaram de 1,2 mmol de NaOH (sempre
para 20 mL de amostra). J&4 para o ajuste a pH = 5,5, a amostra sintética
necessitou de 0,45 mmol de NaOH, enquanto a amostra de vinho necessitou de
1,2 mmol de NaOH, uma diferenca de quase trés vezes. De modo a estudar
somente a influéncia do pH, essa diferenca de forgca i6nica pela diferenca na
quantidade adicionada de NaOH para obtencdo do pH 5,5 entre as matrizes foi
compensada pela adi¢ao de 0,75 mmol (1,2 mmol - 0,45 mmol) de solugdo aquosa
de NaCl de mesma concentragdo de NaOH (6,0 mol L") a amostra sintética.
Mesmo com essa compensacao, verificou-se que a influéncia é de fato devido ao
pH da amostra. Embora ndo significativo, o efeito da variavel tipo de matriz
apresentou efeito positivo. Com isso em mente, decidiu-se continuar a otimizacao
com a amostra de vinho em pH = 5,5, de maneira a otimizar as condigbes de
extracdo na presenca das substancias interferentes que estdo levando a uma
diminuicao do sinal analitico quando trabalhado com a amostra de vinho.

A modificagao da forga iGnica da amostra € um procedimento amplamente
utilizado em métodos de extragdo. O aumento da forca ibnica da solucdo amostra
(geralmente aquosa) tende a diminuir a solubilidade de analitos organicos nesse
meio. Assim, a constante de distribuicdo dos analitos entre a fase extratora e a
amostra tende a aumentar, devido ao aumento da concentracdo dos analitos no
headspace da amostra. Isto se deve a uma consequéncia do aumento da
constante da lei de Henry para os analitos, que relaciona a pressédo de vapor de
equilibrio de uma substancia com sua concentragdo na fase condensada.
Entretanto, uma elevada forga i6nica altera bruscamente as propriedades fisico-
quimicas da solucdo, tal como a tensao superficial e a viscosidade da amostra.
Este fato pode levar a diminuicdo da difusibilidade dos analitos na amostra,
diminuindo a taxa de transferéncia de massa dos analitos da fase condensada

para o seu headspace.
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A temperatura de extragdo é um parametro extremamente importante em
qualquer procedimento de extracao, pois afeta tanto a velocidade da transferéncia
de massa quanto a posicao do equilibrio de particdo. Um aumento na temperatura
de extracdo aumenta a cinética de transferéncia de massa, diminuindo assim o
tempo necessério para que se atinja um equilibrio de particdo entre a amostra e a
fase extratora. Contudo, a variacdo de entalpia (AH) associada ao processo de
sorcao dos analitos pela fase extratora é negativa. Com isso, um aumento na
temperatura de extracdo leva a uma diminuicdo na constante de particéo,
diminuindo assim a massa de analito extraida no equilibrio. A temperatura entao
afeta a eficiéncia de extragdo de maneira contraria, e geralmente uma temperatura
otima de extracdo é observada. Os resultados obtidos mostram uma interacao
negativa entre o tempo de extragdo e a temperatura de extracdo. Isto pode ser
explicado pelo fato que a evaporacdo do solvente extrator depende da
temperatura e do tempo de exposicdo da mesma maneira, ou seja, maiores
tempos de extracdo a maiores temperaturas levardo a uma maior evaporacao do
solvente. O volume de fase extratora € um pardmetro muito importante que afetara
a quantidade de analitos extraidos no equilibrio, aumentando com o aumento do
volume de fase extratora. Com isso, em maiores temperaturas ha necessidade de
menor tempo para extragao, caso contrario havera perda de sensibilidade devido a
evaporacdo do solvente. Por outro lado, em menores temperaturas um maior
tempo de extracao € necessario.

Baseado nos resultados obtidos, as variaveis tempo de extracao,
temperatura de extragcdo e concentracdo de cloreto de sodio foram escolhidas
para um estudo mais detalhado através de uma metodologia de superficie de
resposta, mais especificamente um planejamento Box-Behnken. Os niveis
escolhidos e as respostas obtidas para o planejamento estao resumidos na Tabela
9. O planejamento Box-Behnken & baseado em um planejamento fatorial em trés
niveis, porém bastante fracionado. O nimero de experimentos é dado por N = 2k
(k-1) + C, onde k € o numero de variaveis e C o numero de replicatas no ponto
central. Este planejamento permite a obtencdo de superficies de respostas

modeladas por equagdes com maior ou menor numero de coeficientes, onde
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geralmente uma equacdao quadratica com dez coeficientes do tipo
f(A,B,C)=A+A%+B+B*+C+C*+AB+AC+BC+K, onde K é o intercepto, é utilizada, e
0s pontos criticos podem entédo ser calculados.

Tabela 9. Niveis, variaveis e as respostas obtidas para o planejamento Box-

Behnken.

Temperatura/°C [NaCl)/mol L Tempo/min Resposta®
40,0 1,5 25 192853
40,0 55 25 183188
40,0 3,5 20 153043
40,0 3,5 30 254629
47,5 1,5 20 213222
47,5 55 20 133247
47,5 1,5 30 236983
47,5 55 30 267394
47,5 3,5 25 244903
47,5 3,5 25 318175
47,5 3,5 25 266655
55,0 1,5 25 265486
55,0 55 25 142031
55,0 3,5 20 227424
55,0 3,5 30 104077

® média geométrica das areas de pico para TCA e TBA.

Trés superficies sao obtidas dos resultados do planejamento Box-Behnken.
Elas estdo demonstradas na Figura 7. Os coeficientes da equacado que
correlacionam as trés varidveis e a resposta analitica, a estimativa de erro para
cada coeficiente, os valores de t-Student e da probabilidade estatistica p
encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10. Coeficientes da regressao, erro padrao dos coeficientes, valor de t

e p para 5 graus de liberdade e limite de confianga a + 95% dos coeficientes.

Fatores Coef. Erro T (5) p -95% lim.  +95% lim.
Reg. padrao confianca confiangca

Intercepto -4783708 1317330 -3,63 0,015039 -8170012 -1397404
(T)Temp. (L) 135094 40656 3,32 0,020943 30584 239603
(T)Temp. (Q)° -965 397 -2,43  0,059081 -1985 54
(S)[NaCl] (L) 55848 95184 0,59 0,582867 -188830 300526
(S)[NaCl] (Q) -6596 5577 -1,18  0,290101 -20933 7741
(t)tempo (L) 139936 52853 2,65  0,045554 4074 275798
(t)tempo (Q) -1499 892 -1,68  0,153777 -3793 795
TS -1896 1429 -1,33  0,241812 -5570 1777
Tt -1500 572 -2,62  0,046897 -2969 -30
S*t 2760 2143 1,29  0,254289 -2750 8269

2 (L) termo linear; ° (Q) termo quadratico.

A equacdo entdo é dada por: R= -4783718 + 135094(T) — 965(T)?
55849(S) — 6596(S)? + 139936(t) — 1499(1)% — 1897(T)(S) — 1500(T)(t) + 2760(S)(t),
onde, (T) é a temperatura em °C, (S) é a concentracao de cloreto de sédio em mol
L™ and (t) é o tempo de extracdo em minutos. A equacdo obtida tem um
coeficiente de determinacao de 0,82.

O grafico dos residuos do modelo esta apresentado na Figura 6. Embora o
coeficiente de determinag&o, que correlaciona os valores previstos pelo modelo
com os valores observados experimentalmente, ndo tenha sido muito satisfatério
(R? = 0,82), considera-se que o modelo explica de forma razoavel os dados
experimentais, visto que a distribuicdo dos residuos esta bastante aleatoria, ou
seja, o residuo ndo apresenta estrutura. A distribuicdo aleatéria dos residuos € um
requisito necessario para a confirmag¢ao se um modelo matematico estda adequado

aos dados experimentais observados.
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Figura 6. Grafico dos residuos deixados pelo modelo em funcdo dos valores
experimentalmente observados.

Os pontos criticos sao obtidos pela resolucao do sistema de trés equagdes
formados pelas derivadas parciais, cada uma igualada a zero, condi¢cdo para
obtengao de pontos criticos.

OR/d(T) = 135094 — 1930(T) — 1897(S) — 1500(t) = 0
0R/9(S) = 55849 — 131925(S) — 1897(T) + 2760(t) = 0
oR/A(t) = 139936 — 2998(t) — 1500(T) + 2760(S) = 0
(T)=48 °C (S)=2,5mol L e (t) = 25 min.
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Figura 7. Superficies de resposta obtidas do planejamento Box-Behnken.

A aplicagéo do critério de Lagrange indica se um ponto critico € um ponto
de maximo, minimo ou ponto de sela.

Uma equagao quadratica desta forma apresenta somente um ponto critico,
onde os determinantes de Hessian da fungdo podem assumir as seguintes

situacoes:

a) Nao ha nenhuma informacao: A, = 0.

b) Ha um maximo relativo: A; < 0; A2 > 0; Az < 0.
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¢) Ha um minimo relativo: Ay > 0; A2 > 0; Az > 0.
d) Ha um ponto de sela: quando nenhuma das situagdes acima ocorrer.
Os determinantes de Hessian de uma fungdo H(x, y, z) sédo calculados

usando as seguintes expressoes:

'R &R &°R
ox>  Bydx  ozdx R §°R |
'R 8°R  JS°R 5x*  dydx
5xdy dy®  8zdy
R &°R  &°R | 3x8y By’ |
0xd0z  0yoz 8z2_

_ &R
ox°

A

Aplicando o critério de Lagrange juntamente com o determinante de
Hessian para os valores experimentais, obtiveram-se os seguintes valores: A = -
1930; A2 = 2,2 x 107 e Az = -5,4 x 10°, indicando que o ponto critico obtido é um
maximo relativo, como ja poderia ser facilmente constatado através das
superficies de resposta. Com esses resultados, tém-se as condigbes 6timas de
extracdo: 25 minutos de extracao a 48 °C; concentragao de cloreto de sédio de 2,5

mol L™ e pH da amostra de 5,5.

4.1. Parametros analiticos de mérito

Terminada a otimizagdo, as figuras analiticas de mérito foram obtidas, e
estdo apresentadas na Tabela 11.

Os limites de deteccéo e quantificacao foram avaliados como sendo 3 e 10
vezes, respectivamente, a estimativa do desvio do coeficiente linear dividido pela
inclinacao da curva de calibragao.
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Tabela 11. Figuras analiticas de mérito obtidas pela metodologia proposta
através de extracdo com microgota a partir do headspace da amostra.

Analitos LD*(ngL") LQ°(ngL™) R® RSD® (%) Faixa®
TCA 8 27 0,99944 12,4 0-1000ng L™
TBA 6 20 0,99996 16,7 0-1000ng L™

%limite de deteccéo; ° limite de quantificacéo; ° coeficiente de correlaco; ° desvio padréo relativo;

® intervalo de concentracéo estudado.

De acordo com Alzaga e colaboradores [32], a concentragdo de TCA que
considera-se produzir um defeito em vinho est4 na faixa de 10 a 40 ng L.
Portanto, os limites de deteccdo obtidos com a metodologia proposta sao
adequados para detecgcdo dos analitos neste nivel de concentracdo. Excelentes
coeficientes de correlagdo foram obtidos, R>0,9994. A precisdo, calculada como
desvio padrao relativo de cinco medidas seqiienciais a 40 ng L, apresentou
valores menores que 16,7%. Apesar de serem consideradas precisdes razoaveis
aquelas com desvios padrdes relativos menores que 10%, os valores obtidos sdo
considerados adequados, visto que a metodologia esta sendo aplicada a analise
de tracos, em nivel de concentragao muito baixo, na ordem de ng L.

4.2. Estudo de interferéncia da matriz e analise de amostras de vinho tinto e
branco

Com as condi¢oes otimizadas, duas curvas analiticas foram construidas,
uma com a amostra sintética de vinho e outra com a mesma amostra de vinho
tinto utilizada para a otimizacdo. As inclinagbes foram entdo comparadas. A
relacdo entre a inclinagdo da curva feita na amostra de vinho dividido pela
inclinacao da curva feita na amostra sintética multiplicado por 100 fornece entdo a
porcentagem de recuperacdo. Recuperacbes de 63 e 69% foram obtidas,
respectivamente para TCA e TBA. Este é um indicativo que somente os

componentes majoritarios utilizados na preparacao da amostra sintética nao estao
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sendo suficientemente representativos da amostra de vinho tinto, ou seja, os
outros componentes da matriz da amostra estao interferindo na liberacdo dos
analitos de forma mais pronunciada do que na amostra sintética.

De modo a superar esse problema e proceder a quantificacao através de
calibragdo externa, ou seja, utilizando como padrdées de calibracdo a solugcéo
sintética, um estudo de diluicao da amostra foi realizado.

Sabe-se que interferéncia da matriz pode ser minimizada ou superada pela
diluicao da amostra, ao custo, é claro, de alguma perda de sensibilidade, mais ou
menos pronunciada dependendo do fator de diluigéo utilizado. Através da curva de
calibragdo com a matriz sintética, estimaram-se os limites de detecgédo. Excelentes
limites de deteccdo de 8 ng L' para TCA e 6 ng L para TBA foram obtidos.
Assim, uma diluicdo da amostra nao prejudicaria significativamente a sensibilidade
da metodologia desenvolvida.

Trés fatores de diluicdo foram testados: nenhuma dilui¢cdo, ou seja, 20 mL
de amostra; 17 mL de amostra e 3 mL de agua; e, por fim, 14 mL de amostra e 6
mL de agua. A concentracdo de TCA e TBA nas amostras de vinho tinto foi fixada
em 100 ng L. Os resultados do estudo de diluicdo para as amostras de vinho
tinto estdo na Figura 8, na forma de um gréfico relacionando porcentagem de
recuperacdo em funcdo das trés diluicdes estudadas para as cinco amostras.
Observa-se uma tendéncia de aumento na recuperagao dos analitos conforme o
aumento da diluicdo, como ja esperado. Considerou-se o melhor fator de diluicao
aquele com 14 mL de amostra e 6 mL de agua. Para diluicbes maiores que esta, a
tendéncia é inverter a situagdo, ou seja, tornar a amostra de vinho menos
complexa que a amostra sintética, aumentando assim em demasia a porcentagem
de recuperagdo. Para as amostras 1, 2 e 3, as recuperagdes para TBA ficaram
entre 100 e 120%, ja indicando esse comportamento. Contudo, ainda estao numa
faixa de recuperacao aceitavel. Ja para TCA, as recuperagdes ficaram entre 80 e
100%. Este fator de diluicao representa uma diluicdo de 30%, ou seja, para as
amostras de vinho tinto, o limite de deteccdo passa a ser 11,6 ng L' para TCA e
8,7 ng L para TBA.
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Figura 8. Recuperagbes obtidas com diferentes diluicbes das amostras de vinho
tinto. (A) TCA e (B) TBA.

A metodologia foi também aplicada para quatro amostras de vinho branco.
Duas entre nove das amostras analisadas apresentaram tracos dos compostos
alvo. Amostra 1 de vinho branco apresentou tracos de TCA e a amostra 2 também
de vinho branco apresentou tragos de TCA e TBA. Entretanto, a concentragédo
encontrada nestas amostras esta no intervalo entre o limite de deteccao e o limite

de quantificagdo, ndo podendo assim ser quantificada, apenas detectada.

Tabela 12. Recuperagdes obtidas para as quatro amostras de vinho branco
analisadas.

Vinho branco Recuperacgao (%)

TCA TBA
Amostra 1 87.8+1.8 99.5+9.6
Amostra 2 79.216.2 97.9+8.9
Amostra 3 87.7+9.3 83.7 £ 6.0
Amostra 4 60.1 £4.7 80.4+7.2
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Assim, pode-se dizer que as amostras analisadas nao teriam problema de
rejeicdo por parte dos consumidores devido ao cheiro proporcionado por estes
dois compostos, devido a ndo deteccao destes na maioria dos vinhos analisados.

Um estudo de recuperacgao foi também realizado para verificar a exatidao
da metodologia para as amostras de vinho branco. As amostras foram fortificadas
com 100 ng L dos analitos, sendo as recuperagdes mostradas na Tabela 12.
Com excecdo da amostra 4 para TCA, as recuperacbes sao consideradas
satisfatorias, levando em conta que nenhuma diluicao foi realizada neste caso.
Portanto, a amostra sintética pode ser utilizada para calibracdo, e os limites de

detecgao continuam os mesmos ja citados na Tabela 11.

5. CONCLUSOES

A metodologia analitica proposta neste trabalho mostrou-se sensivel o
suficiente para detecgdo dos analitos alvo na faixa de 9 a 12 ng L' para vinhos
tintos e 6 a 8 ng L' para vinhos brancos. Com esses limites de deteccdo é
possivel inferir sobre a contaminagdo de amostras de vinho com TCA e/ou TBA
com uma apropriada seguranga (S/N = 3).

As metodologias empregadas para otimizacdo dos parametros que afetam
a eficiéncia de extracao, como o planejamento fatorial fracionado e planejamento
Box-Behnken, mostraram-se extremamente eficiente, ou seja, o0 maximo de
informagao € extraida com a realizacdo de um numero minimo de experimentos.
Esse fato torna a otimizagdo multivariada mais econémica e efetiva do que as
tradicionais otimizagdes univariadas, onde um numero relativamente maior de
experimentos tem que ser realizados para a otimizagdo das mesmas variaveis.
Além disso, a obtencdo de informacdes concernentes a interagcbes entre as
variaveis torna a otimizagdo multivariada mais confidvel que a univariada, com a
qual ndo é possivel obter tais informacgdes.

Demonstrou-se que a extracdo com microgota é uma técnica de preparo de
amostra economicamente viavel, pois utiliza quantidades infimas de solvente

organico, minimizando também assim a exposicao do analista a esses solventes.
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A metodologia desenvolvida tem uma sensibilidade comparavel a outros métodos
citados na literatura para a determinagcdo dos mesmos compostos. Assim, ela
representa uma alternativa muito atrativa aos métodos ja existentes, pois é
economicamente viavel, utiliza aparatos extremamente simples, é rapida (apenas
25 minutos de extragdo), € simples, pois ha pouca manipulacdo da amostra e o
condicionamento das mesmas € feito com reagentes simples e encontrados em
qualquer laboratério de quimica (NaCl e NaOH) e a instrumentacao é simples, ou
seja, foi utilizado um cromatdgrafo a gas convencional equipado com detector por
captura de elétrons, e nenhuma modificagdo precisou ser feita para realizacao do

trabalho.
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