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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢gdes de extragdo da VA-MSPD (VA-MSPD, do inglés vortex-
assisted matrix solid phase dispersion) para a determinagéo de piceatannol e resveratrol em amostras de
uva, com subsequente analise por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (UHPLC-MS/MS, do inglés ultra-high performance liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry). Para a otimizagdo das condi¢cdes de extracdo foram avaliados os seguintes
parametros: o sorvente para completa dispersdo e homogeneizagdo da amostra, o solvente de extragdo e o
volume do solvente. Os resultados foram expressos em porcentagem de recuperagao, porcentagem de efeito
matriz (EM) e porcentagem de desvio padrdo relativo (RSD, do inglés relative standard deviation). As
condigdes otimizadas da VA-MSPD foram definidas como: 30 mg de amostra, 120 mg de C18, tempo de
mistura amostra+sorvente de 60 s, 0,30 mL de metanol:acetato de etila (50:50 v/v) e tempo de agitagdo com
vortex de 60 s. O método VA-MSPD otimizado apresentou recuperagdes de 100 e 104 %, RSD de 3 e 5 % e
valores de EM de -13 e -1 % para o piceatannol e o resveratrol, respectivamente. Baseado nesses resultados,
o emprego da VA-MSPD é uma alternativa promissora para a determinacéo destes compostos antioxidantes
em uvas, que € uma das principais fontes naturais destes compostos. Além disso, o método proposto se
mostra compativel com analises de rotina, combinando simplicidade, eficiéncia e reprodutibilidade.

PALAVRAS-CHAVE: Piceatannol; Resveratrol; UHPLC-MS/MS; Uva; VA-MSPD.

1 INTRODUGAO

A dispersao da matriz em fase sdlida assistida por vértex (VA-MSPD), é uma versao
miniaturizada da MSPD, proposta por Baker et al., (1989). A VA-MSPD vem ganhando
notoriedade como técnica de preparo de amostra, especialmente para matrizes solidas e
semi-solidas, por apresentar vantagens importantes quando comparada com a versao
original (Wianowska et al., 2019).

A VA-MSPD compreende duas etapas principais: (/) a amostra e o sorvente sao
misturados manualmente com auxilio de um pistilo, até que ocorra a completa
homogeneizacédo e dispersdo da amostra no sorvente formando uma fase unica
(amostra+sorvente) e (i) a amostra+sorvente sao transferidos para um tubo Falcon e o
solvente € adicionado. O tubo Falcon é submetido a agitagédo por vértex, seguido de uma
etapa de centrifugacdo. Apds a separacao de fases, uma aliquota do sobrenadante é
recolhida para analise (Arias et al., 2024; Senes et al., 2020; Capriotti et al., 2015).

As principais vantagens apresentadas pela VA-MSPD, que envolve a
substituicdo da etapa de recheamento e elui¢do da coluna pela agitagcao por vortex, séo:
um contato imediato e efetivo entre a amostra+sorvente e o solvente, favorecendo a
eficiéncia da extracao; a realizacdo da extracdo em uma unica etapa; a possibilidade de
uma etapa adicional de limpeza; além de ser mais econbémica (emprega quantidades
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menores de amostra, sorvente e solvente) e mais rapida (emprega menores tempos de
extragdo) em comparagao com a MSPD tradicional (Arias et al., 2024; Capriotti et al., 2015;
Caldas et al., 2013).

Ha relatos de trabalhos utilizando a técnica VA-MSPD para a determinagdo de
hidrocarbonetos policiclicos em camardes (Arias et al., 2024), contaminantes
antropogénicos em tecidos de peixe (Soares et al., 2023), cromonas e cumarina em ervas
(Zhao et al., 2021), contaminantes biocidas em tecidos de peixe (Vieira et al., 2018), acidos
fendlicos e flavonoides em Myrciaria cauliflora (Senes et al., 2020) e halogénios em algas
marinhas comestiveis (Malinowski et al., 2022). Entretanto ndo ha relatos na literatura
acerca da determinacgao de estilbenos em uvas, empregando a VA-MSPD.

2 MATERIAIS E METODOS

Amostras de uva vermelha sem semente (Natural flavors; Petrolina-PE) foram
lavadas em agua corrente, trituradas, colocadas em bandejas de liofilizagdo e armazenadas
em freezer a — 18°C até o congelamento. Em seguida, as amostras foram liofilizadas por
aproximadamente 72 h. Apos a liofilizagcdo, as amostras foram peneiradas em peneira de
12 mesh, embaladas a vacuo e armazenadas em freezer a -18°C para posterior a analise.

Para a otimizacdo do método de extragcdao por VA-MSPD foram avaliados os
seguintes paramentros: o sorvente para completa dispersdo e homogeneizacdo da
amostra, o solvente de extragdo e o volume do solvente. Para isso, primeiramente foram
avaliados diferentes sorventes - C18 e silica - e solventes - metanol (MeOH), acetonitrila
(ACN), acetato de etila (ACE), MeOH:ACE (50:50 v/v) e ACN:ACE (50:50 v/v). Apos
estabelecido o melhor sorvente e solvente para a extracdo dos compostos, foi avaliado o
melhor volume de solvente (0,30, 0,40, e 0,50 mL). Para a otimizagdo das condi¢bes de
extragao por VA-MSPD foram pesados 30 mg de uva liofilizada + 120 mg de sorvente € a
mistura amostra+sorvente foi homogeneizada com o auxilio de um pistilo e almofariz por
60 s. Em seguida a mistura foi transferida para um tubo Falcon de 15 mL e foi adicionado
o solvente de extragdo. O tubo foi submetido a agitagcdo com vértex por 60 s, seguido de
centrifugacao por 10 min a 4000 rpm e 75 pL do sobrenadante foram coletados para analise
por UHPLC-MS/MS.

O método VA-MSPD otimizado consistiu em 30 mg de uva liofilizada e 120 mg de
C18 (proporgcéo amostra:sorvente 1:4), tempo de mistura amostra+sorvente de 60 s, 0,30
mL de MeOH:ACE 50:50 v/v e tempo de agitacdo com vortex de 60 s.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da avaliagdo do tipo de sorvente e solvente de extracdo foram
expressos em % recuperacao (% R), % EM e RSD, e estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Otimizagdo do método VA-MSPD para avaliagdo dos diferentes sorventes e
solventes de extragcao. Todos os testes foram realizados em ftriplicata. A concentracéo de
fortificagdo das amostras de uva foi de 4 mg kg

A partir dos resultados da Figura 1, pode-se observar que o emprego do sorvente
C18 e a combinacgao dos solventes MeOH:ACE (50:50v/v), foi a condicao avaliada que
resultou nos melhores resultados de extracdo para ambos os compostos, apresentando
recuperagoes de 100 e 104 %, RSD de 3 e 5 % e valores de % EM de -13 e -1 para o
piceatannol e resveratrol, respectivamente.

Os resultados da avaliacdo do volume do solvente de extracdo (MeOH:ACE 50:50
v/v) foram expressos em % recuperacao (% R), % EM e RSD e estdo apresentados na
Figura 2.
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Figura 2: Otimizacdo do método VA-MSPD para avaliagdo do volume do solvente de
extracdo (MeOH:ACE 50:50 v/v). Todos os testes foram realizados em triplicata. A concentracéo
de fortificagdo das amostras de uva foi de 4 mg kg

A partir dos resultados da Figura 2, pode-se observar que em todos os testes as
recuperacgdes foram satisfatorias para o piceatannol (103 a 109 %) e para o resveratrol (99
a 104 %). Além disso, todos os testes apresentaram resultados satisfatorios de EM < £ 20%
e RSD < 20 %, indicando que qualquer um dos volumes poderia ser escolhido. Entretanto,
pensando na proposta da técnica VA-MSPD, que se caracteriza por ser uma metodologia
miniaturizada, econémica e que busca reduzir o consumo de reagentes e geragao de
residuos, optou-se pelo menor volume de solvente testado.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

A otimizagao da técnica VA-MSPD para a extracido de piceatannol e resveratrol em
amostras de uva demonstrou resultados satisfatérios em termos de recuperagao (70 a 120
%), efeito matriz (EM < + 20%) e RSD (< 20%). A escolha do sorvente C18 e da mistura de
solventes metanol:acetato de etila (50:50 v/v), aliada ao menor volume de solvente testado
(0,30 mL), resultou em um método eficiente, rapido e com baixo consumo de reagentes.
Portanto, o emprego da VA-MSPD ¢é uma alternativa promissora para a determinacao de
piceatannol e resveratrol em uva, que € uma das principais fontes naturais destes
compostos, com potencial para ser aplicada em analises de compostos bioativos em
matrizes vegetais diversas.
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