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RESUMO

Planejamento estatistico de misturas de cinco componentes e métodos quimiométricos de
analise multivariada foram usados para avaliar o efeito dos solventes na extracdo dos metabdlitos
secundarios das folhas da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill, popularmente conhecida como pinha ou
fruta do conde. O poder de extracdo de cada solvente ou misturas de solventes foi avaliado pela
diversidade de compostos extraidos, representado pelo nimero de picos cromatograficos. Os
rendimentos dos extratos brutos e fracionados também foram avaliados. Trés fases méveis com
diferentes forcas cromatograficas foram avaliadas. Os maiores rendimentos em massa para o
extrato bruto foi obtido com a mistura terndria etanol-diclorometano-cloroférmio (1/3;1/3;1/3)
(v/v/v). O maior rendimento para a fracdo neutra também foi obtido com uma mistura terndria de
etanol-diclorometano-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v). Para a fase organica o maior rendimento
foi obtido com a mistura quaterndria etanol-acetato de etila-acetona-cloroférmio
(1/4;1/4;1/4;1/4;1/4) (v/v/v/v). A fracdo bdsica apresentou maior rendimento com a mistura
quindria  etanol-acetato de etila-diclorometano-acetona-cloroférmio  (1/5;1/5;1/5;1/5;1/5)
(v/vIvivlv), enquanto que para a fibras o melhor extrator foi o diclorometano puro. Para a analise
cromatografica a fase mével que apresentou maior nimero de picos com drea superior a 0,5% ¢é
composta de acetonitrila-metanol-agua (17,5;17,5;65) (v/v/v). A fase orginica que apresentou
maior nimero de picos foi a mistura terndria de diclorometano-acetona-cloroférmio (1/3;1/3;1/3)
(v/vlv) com 39 picos cromatograficos. A fracdo bésica que apresentou maior niimero de picos (45
picos) foi a mistura etanol-acetona (1/2;1/2) (v/v). A anélise de componentes principais (ACP) e
andlise hierdrquica (AH) aplicadas aos dados de absorcdo no infravermelho (FTIR) e dados
cromatograficos, discriminaram os grupos dos solventes puros e misturas de acordo com os

parametros de seletividade e a composi¢ao extratora.



ABSTRACT

Effect of different solvents on the extraction and yield of secondary metabolites of
the crude and fractionated extracts of the Rollinia mucosa (Jacq.) Baill was investigated by
simplex centroid design mixtures of ethanol, ethyl acetate, dichloromethane, acetone and
chloroform. The effect of the composition of mobile phase on the chromatographic separation of
the extracts of the organic and basic fractions also was investigated. The number of peaks was
used to evaluate the extraction efficiency. A mixture of acetonitrile:methanol:water
(17,5:17,5:65% v/v/v) was chosen as the mobile phase. The largest crude extract yield was
obtained using a ternary mixture of ethanol:dichloromethane:chloroform (1/3:1/3:1/3 v/v/v). The
largest  neutral  fraction yield was  obtained using a  ternary  mixture
ethanol:dichloromethane:chloroform (1/3:1/3:1/3 v/v/v). The largest yield of the organic fraction
was obtained for the quaternary mixture of ethanol:ethyl acetate: acetone:chloroform
(1/4:1/4:1/4:1/4 v/v/v/v), and the five component mixture was more efficient at extracting the
basic fractions. The larges yield of the fiber fraction occurs for the pure dichloromethane solvent.
Principal component analysis and hierarquical cluster analysis models were applied to
chromatograms and middle infrared (FTIR) spectral data of different extracts to discriminate the

chemical compositions as mixture composition change.






1. Introducao

Os metabdlitos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em dois grupos: os
metabdlitos primdrios ou macromoléculas, e os metabdlitos secundarios ou micromoléculas,
Figura 1. Nos metabdlitos primdrio estdo incluidos os lipideos, protideos e glicideos, produtos
que se originam a custa de energia. Os metabdlitos secunddrios por sua vez, podem ter suas
origens resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois intermedidrios principais, o dcido
chiquimico e o acetato. O 4cido chiquimico origina os aminoédcidos aromdticos, precursores da
maioria dos metabdlitos secunddrios aromaticos. Os metabdlitos secunddrios também podem ser
encontrados na forma livre, como agliconas ou quando ligados a unidades de agucares

. , 1
denominados de heterosideos .

I Metabolismo primario I I Metabolismo secundario I
Macromoléculas Micromoléculas
I | | |
lipideos glicideos protideos Estruturas complexas

Funcées essenciais I Funcées variadas I
|
| | |
primarias Ecologia bioquimica zoofarmacognosia
I Distribuicéo universal I Atividades bioldgicas diversas

Figura 1: Esquema geral das funcdes dos metabélitos primérios e secunddrios.



Os metabdlitos secunddrios sdo estruturas complexas, com atividades biologicas
marcantes, concentracdes relativamente baixas e sdo encontrados em algumas espécies de
plantas. Durante muitos anos foram considerados produtos de excre¢do vegetal, no entanto
atualmente sabe-se que sdo compostos importantes para a defesa das plantas', além de
produzirem compostos com acdo bioativa de grande importéncia na farmacologia®, também sdo
marcadores moleculares importantes para diferenciar e monitorar a diversidade genética, e
também para identificar espécies e associa-las com os produtos farmacoldgicos. Eles agem na
defesa dos vegetais contra herbivoros e microorganismos, protecdo contra os raios ultravioleta,
como dissuasérios alimentares e como toxinas'.

Os produtos que sdo originados a partir do ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios
podem ser representados pelos: alcaldides, compostos fendlicos (4cidos fendlicos, flavondides,
taninos, quinonas, cumarinas) saponinasl, entre outros.

Os alcaldides fazem parte de um grupo de metabdlitos secunddrios que representa um
nimero elevado de substancias com estruturas muito diversas e complicadas de serem definidas
quimicamente. Sao compostos capazes de produzir poderosos efeitos fisiolégicos. Alguns atuam
no sistema nervoso central, com efeito, de calmante, estimulante, e anestésico, enquanto que
outros podem ser cancerigenos ou antitumorais’. Na maioria das vezes esses compostos
apresentam uma importante acdo fisioldgica, por exemplo, eles ja foram usados como venenos
(conina, batracotoxina), estimulantes (morfina e cocaina), ou remédios (efedrina)4.

O interesse pelos alcaldides sdo muitos, podemos destacar o uso no tratamento da
leishimaniose, doenca endémica que causa problema em torno de 88 paises em 4 continentes.
Brasil, Bangladesh, India, Peru, Iran, Ardbia Saudita, e alguns paises da Africa s3o os mais
atingidos’. Devido 2 alta atividade farmacoldgica dos alcaléides, atualmente eles tem despertado

~ . . . 6 . . L. ~
a atencdo nas pesquisas de medicamentos naturais’. As fontes mais conhecidas de alcaldides sdao



0s vegetais superiores, microorganismos € animais marinhos e em algumas espécies da
Solanaceae como a, Atropa, Datura, Duboisia, Mandrdgora e Scoporo. Os compostos do grupo
dos alcaldides podem ser representados pelas fenilalaninas, os alcaldéides inddlicos,
isoquinoleicos, quinoleicos, esterdides, entre outros.

Os polifendis s@o os metabdlitos secundédrios mais comuns produzidos por praticamente
todas as células vegetais’. Tendo como classes principais os fendis simples, as benzoquinonas, 0s
acidos fendlicos, as cumarinas, os fenilpropenos, os flavondides, as xantonas, as antraquinonas,
as antocianinas, entre outros’.

Os 4cidos fendlicos, por exemplo, podem ser encontrados nas folhas da Cynara scolymus
L. Eles estdo presentes em vegetais e também em vinhos, chds, cervejas, sidra e no cacau, entre
outros. Além de vitaminas e minerais, as frutas e os vegetais contém uma grande quantidade de
compostos antioxidantes, compostos fendlicos e carotendides®. Os compostos fendlicos,
carotendides e/ou outros metabdlitos secunddrios apresentam importantes atividades
antioxidantes™'°. Os dcidos fendlicos fazem parte de uma classe de compostos responsaveis pelos
pigmentos vegetais e sdao de ampla distribuicdo na natureza sendo um importante grupo dos
polifendis'', e um dos maiores grupos dos metabélitos secunddrios.

Os flavonéides sdo encontrados em altas concentracdes nas frutas, vegetais e chds'>. Eles
possuem diversas fun¢des como, protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e
visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias, atracdo de animais com finalidade de
polinizacdo, além de apresentar grande importancia farmacoldgica com atividade antitumoral,

13,14 D) ~ A .
7, antiviral, entre outras. Sdo também utilizados como

antiinflamatdéria e antioxidante
A . 15 . A . . .
marcadores taxonOmicos “devido a sua abundancia relativa em quase todo o reino vegetal. A

atividade antioxidante dos flavondides € determinada predominantemente pela sua estrutura, em

particular pela deslocalizacdo de elétrons ao longo do nicleo aromético. Ao reagir com um



radical livre ocorre a estabiliza¢do do nuicleo aromético pelo efeito de ressonincia que impede a
continuacdo do radical livre na reagio em cadeia'®. Para determinar a mecanismo antioxidante de
um composto ou um grupo de componentes de um determinado extrato vegetal é um trabalho
dificil, pois a atividade depende de multiplos fatores, como o tipo de matriz, concentragao,
formas isoméricas ou a interacdo sinérgica com outros componentes' .

J& os taninos fazem parte de um grupo de compostos fendlicos encontrados
principalmente em frutos verdes e em plantas da familia Leguminosae'®. A importancia milenar
dos taninos estd intimamente ligada as suas propriedades de transformar a pele animal em couro.
Eles sdo substancias fendlicas hidrossoliveis, e por isso formam complexos insoliveis em dgua
com alcal6ides, gelatina e outras proteinas. Eles sdo responsdveis pela adstringéncia de muitos
frutos e produtos. Por causa da sua estrutura quimica sdo classificados em taninos hidrolisaveis e
taninos condensados. Os taninos hidrolisdveis sdo constituidos por diversas moléculas de acidos
fendlicos, como o gdlico e o eldgico, que estdo unidos a um residuo de glucose central. Eles
possuem este nome porque suas ligacdes ésteres sdo passiveis de sofrerem hidrélise por dcidos ou
enzimas. Em solu¢do desenvolvem coloragdao azul com cloreto férrico, assim como o &cido
gdlico. Os taninos condensados incluem todos os outros taninos. Sob tratamento com &acidos ou
enzimas esses compostos tendem a se polimerizar em substincias vermelhas insoluveis,
chamadas de flobafenos. Essas substancias sdo responsaveis pela coloracdo vermelha de diversas
cascas de plantas (quina vermelha). Em solu¢do, desenvolvem coloragdo verde com cloreto
férrico, assim como o catecol’.

As plantas que contem os taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento
de doencas como, diarréia, hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras,
problemas estomacais e renais, no sistema urindrio e em processos inflamatérios de modo geral,

< . . . ~ - . 4 .
além de, atuarem como antidoto em caso de intoxicacdo por alcaldides vegetais'. Acredita-se que



provavelmente a acdo dos taninos esteja relacionada a pelo menos trés caracteristicas gerais em
maior ou menor grau, complexagdo com ions metdlicos, atividade antioxidante e seqiiestradora de
radicais livres, habilidade em complexar macromoléculas como proteinas e polissacarideos.
Podem ser encontrados nas folhas, raizes e flores, como exemplosl, cascas e folhas da Hamamelis
virginiana L, rizomas e tubérculos da Potentilla erecta (L.) Raeusch, nas cascas e raizes da
Krameria triandra, folhas e flores da Crataegus monogyna Jaquin emend. Lindman e Crataegus
laevigata (Poiret) DC, nas cascas da Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, e em folhas
da Eugenia uniflora L., entre outras.

As quinonas sdo substincias organicas que podem ser resultantes dos produtos da
oxidacdo de fendis. E da redugcdo de quinonas para originar os correspondentes fendis. O
interesse por plantas que contém quinonas é milenar. No Egito antigo, Pérsia e India ja era
utilizada a raiz da Rubia tinctorum L. (Rubiaceae), para obter a antraquinona, e a lizarina, como
fonte de corantes ou devido as atividades biologicas que elas apresentam. As quinonas
apresentam normalmente substancias cristalinas de cores amarela a vermelha, algumas com
coloragdes azul, verde ou até preta. J4 as antraquinonas sdo geralmente de cor laranja ou
vermelha. As antraquinonas' podem ser encontradas em foliolos e frutos da Cdssia angusstifolia
Vahl, Cdssia senna L. e Cdssia acutifolia Delile, em rizomas do Rheum palmatum L. e Rheum
officinale Baill. e hibridos destas espécies, no litex dessecado das folhas da Aloe ferox Mill. e
seus hibridos com Aloe africana Mill e Aloe spicata L. f. e Aloe vera (L.) Burm f. As
antraquinonas também sdo usadas como laxante.

As cumarinas sdo derivadas do metabolismo da fenilalanina, e as estruturas mais simples
sdo encontradas com freqii€ncia nas angiospermas. O cultivo de plantas com alta producdo de
cumarinas possui um valor comercial significativo, devido as propriedades terapéuticas como
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anti-edema e tonificante da circulagio venosa'’. As cumarinas podem ser encontradas em



praticamente todos os membros de uma planta e em vérias espécies, como nos frutos da Ammi
visnaga (L.) Lam. Nas raizes e rizomas secos da Angélica archangelica L, sao encontrados além
de cumarinas, lactonas macrociclicas, acidos fendlicos, flavondides e esterdides, em folhas da
Melilotus officinalis Lam Pallaslg, frutos imaturos do Citrus aurantium L. e Citrus medica L. .
As saponinas sdo substincias que se encontram em misturas complexas devido ao nimero
variado de acucares. Por isso s6 foram descobertas a quimica e as propriedades bioldgicas nos
ultimos anos com a evolucdo das técnicas cromatogréficas. Esse grupo € de grande interesse
farmaceéutico, seja como adjuvantes em formulacdes, componentes ativos em material vegetal,
além de serem substancias com destaque para o uso tradicional como expectorantes e diuréticas
ou como matéria prima para a sintese de esteréides'. As saponinas sdo terpenéides da classe dos
triterpendides™ e podem ser classificadas de acordo com o niicleo fundamental da aglicona, ou
pelo seu cardter 4cido, bdsico ou neutro. Por fazer parte da familia dos terpendides, estdo
presentes em sementes, folhas, flores, raizes e troncos de plantas superiores, em bolores, fungos,
e liquens'. Possuem elevada solubilidade em 4gua, acdo sobre membranas, com capacidade de
causar desorganizacdo em membranas das células sanguineas ou das células das branquias em
peixes, uma vez que reduzem intensamente a tensdo superficial da dgua’. Algumas saponinas
fazem complexacdo com esterides, e podem apresentar acdo antifingica, antiinflamatéria® e
hipocolesterolemiante. Apresentam intensa acdo espumante € também sdo bons compostos de
emulsificacdo. Elas causam desequilibrio no intestino, aumentam as secrecdes dos bronquios,
além de irritacdo as mucosas. Em algumas espécies podem ser encontradas saponinas com a¢ao
diurética e desinfetante das vias urindrias, como exemplo aquelas encontradas no caule da
hernidria, em folhas da bétula, e em raizes de resta-boi. As saponinas sdo encontradas nas raizes

da Panax ginseng’, nas raizes e rizomas do Glycyrrhiza glabra L., nas flores da Calendula



officinalis L., nas raizes da Centella asidtica (L.) Urb e nas cascas da Quillaja saponaria
Molina'.

As plantas e os extratos vegetais sdo usados hd muitos séculos por todo o mundo®', mas
nos ultimos anos tem aumentado consideravelmente o uso de extratos de plantas medicinais em
produtos cosméticos* e na cura de enfermidades, com isso muitos estudos tem sido feitos com
objetivo de encontrar substincias com caracteristicas eficazes e confidveis.

Atualmente tem surgido um grande interesse pelos metabdlitos secundarios por causa do
elevado potencial preventivo em doencas cronicas, como doengas cardiovasculares e
cancerigenas. A identificacdo e a quantificacdo de compostos fitoquimicos em alimentos e a
avaliag@o dos seus potenciais benéficos a saude tem estado em foco. Entretanto estudos in vitro e
em animais mostraram que a a¢do de muitas substancias quimicas é alcancada em quantidades
muito além daquelas obtidas a partir da ingestdo da planta®. No entanto, cada metabélito possui
uma propriedade tinica em termos da extracdo, por isto tem-se que levar em consideracao alguns
fatores no processo de extracdo como o solvente, pH do meio, temperatura, nimero do grau de
extracdo, entre outros’".

Os compostos antioxidantes, por exemplo, os dcidos fendlicos e os glicosideos de muitos
flavondides sdo geralmente extraidos com dgua, dlcool ou misturas. Por exemplo, os flavondides
das folhas de alecrim silvestre (Rosmarinus officinalis), das raizes secas da mashua (7.
tuberosum), do prépolis e das folhas do gingko foram extraidos em metanol'” ***° No farelo de
trigo foram extraidos em metanol, etanol e acetona 70%27, enquanto que, em brotos e folhas da
groselha preta foram extraidos em metanol 80%, acetona 50% e 70% e 4gua’. A extragdo de
flavonéides das folhas do Inga edulis foram extraidas em etanol e dgua (50:50, v:v)*®. Em outro
trabalho mostrou que grdos e farelos de trigo foram extraidos em etanol, metanol e acetona’'. Do

bagaco da péra foram extraidos compostos fendlicos com acetona 70% (v:v)', da espécie



.. . 2 ~ .
Artemisia (Asteraceae- Anthemideae) com acetona 9, do suco da maca e das sementes da uva Vitis

10,30

vinifera sp foram extraidos em acetato de etila "~ .Em outras aplica¢des foram usados, etanol

34,35 z - 36
7 e cloroféormio™".

96%° 1, etanol 80%"> 2, n-hexano e etanol-dgua (70:30)3 3 , diclorometano

Os alcaléides dos ramos da Tabernaemontana catharinensis, foram extraidos utilizando
etanol 5% (v/v) como solvente extrator’. Da casca da Cinchona determinou alcaldides, utilizando
como solvente extrator metanol’>. Da Camptotheca acuminata foram extraidos os alcaléides
extratos das sementes e folhas com metanol, diclorometano e acetona’’.

Para determinar a quantidade de saponinas nas folhas da Maesa lanceolata e para extrair
saponinas triterpendides em Bacopa monnieri foi utilizado metanol 50% (v:v) como solvente
extrator’”’. Para preparar os extratos das raizes da Panax notoginseng (Burk.) usou-se como
solvente o metanol™. Para os diferentes tipos de extracdo das flores da Melilotus officinalis (L.).
utilizou-se o etanol ' como solvente extrator.

A cumarina, a 5,6-metilenodioxi-7,8-dimetoxicumarina, além de outras cumarinas e
alcaldides foram isoladas do caule da Metrodorea flavida, utilizando como solvente extrator
hexano e diclorometano™'.

Os taninos podem ser extraidos dos vegetais por diferentes solventes tais como agua,
acetona, etanol ou por solugdes aquosas com alguns sais como sulfito de sédio, carbonato de
s6dio*.

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos relacionados a familia Annonaceae. Elas
possuem as acetogenina, Figura 2%, que sdo substincias com propriedades bioativas, que
apresentam excelente potencial para o tratamento de alguns tipos de cancer. Porém sdo poucos
estudos direcionado a espécie Rollinia mucosa (Jacq.) Baill. Em alguns estudos foram
encontradas as acetogeninas em extratos etandlicos das folhas Rollinia mucosa (Jacq.) Baill com

propriedades de inibi¢do para alguns tipos de céncer”’. Também em extratos preparados em



acetato de etila®, metanol*® de frutos imaturos da desta espécie foram isolados metabélitos com

propriedades bioativas.

Figura 2: Férmula estrutural basica das acetogeninas da Annonaceae.

Desta forma considerando o exposto acima, o trabalho tem como objetivos:

v Utilizar métodos quimiométricos de andlise multivariada associados a dados
espectroscopicos, para avaliar o efeito dos solventes na extracdo de metabdlitos
secunddrios das folhas da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill por planejamento
estatistico;

V" Aplicar métodos quimiométricos de andlise multivariada para extrair informagdes
quimicas relevantes dos dados obtidos pela CLAE, FTIR.

v" Investigar o efeito da for¢a cromatogrifica em relacdo ao nimero de picos nos

cromatogramas.






2. METODOS QUIMIOMETRICOS

2.1 Modelagem de Misturas

Mistura se caracteriza por associar varios ingredientes e formar um produto. O produto
resultante de uma mistura tem caracteristicas que dependem da natureza de seus reagentes e das
propor¢oes relativas dos mesmos, e ndo da quantidade total da mistura. A soma das proporcoes

dos diversos componentes de uma mistura é sempre 100%. Para uma mistura qualquer de g

componente, pode-se escrever:

q

> x,=100%=1, )
i=1

no qual x; representa a propor¢do do i-€simo componente. Esta equagdo retira um grau de
liberdade das propor¢oes. Para especificar a composicao da mistura, € preciso fixar as proporcoes
de g—1 componentes. A propor¢do do dltimo componente é o que falta para completar 100%*.
Com a restri¢cdo da Equacdo 1 os valores de x; (propor¢do do i-ésimo ingrediente), no
espaco torna-se uma regido simplex. Em que um simplex é uma configuracdo espacial
determinada por um nimero de pontos um a mais do que o nimero de dimensdes do espaco.

Cada um dos g pontos que determinam o simplex representam uma mistura no qual um dos ¢

componentes assume a proporgao 1.

Para sistemas com trés fatores independentes, podem-se realizar experimentos

correspondentes a qualquer ponto dentro do cubo da Figura 3. Caso o sistema seja uma mistura



de trés componentes, porém, terd de obedecer a restricdo X;+Xx, +Xx3 =1, que define um

triangulo eqiiilatero inscrito no cubo, também mostrado na Figura 3.

Todas as composicdes possiveis da mistura terndria sdo representadas pelos pontos
pertencentes ao tridngulo. Os vértices correspondem aos componentes puros € as arestas as
misturas bindrias, enquanto os pontos situados no interior do tridngulo representam as misturas de

trés componentes.

1,0

0,5

0,0
0,0

0,5 x,

1,0 1,0
X2

Figura 3-Espaco experimental para processos com trés fatores independentes incluindo todos os
pontos dentro do cubo. O espago experimental para misturas de trés componentes limita-se aos
pontos pertencentes ao tridngulo.

Além da restricao natural mostrada na Equacdo 1, também pode ter restricdes dos limites
superiores e inferiores dos teores dos componentes na mistura, por motivos tecnolégicos ou
econdmicos, entre outros. Obviamente a soma de todos esses limites tem de ser menor que um,

sendo serd impossivel de preparar a mistura. Tais restrigdes para um caso geral de g componentes
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sdo escritas conforme a Equacao 2. Estes pontos sdo chamados os vértices do simplex .

\ 0
0<as<c, e o<l i=12..q

i=l1



no qual o, sdo os limites inferiores ndo nulos.

O modelo mais simples para uma mistura € o modelo linear ou aditivo, que tenta explicar
o comportamento de uma propriedade apenas com os resultados obtidos com a utilizacdo de cada
componente individualmente, isto €, prever o comportamento de qualquer mistura sem realizar

nenhuma mistura. Para uma mistura de quatro componentes o modelo é:

3)
Yi =Bo +Bx, + By, +Bix; +Pux, +E,
no qual y, é um valor experimental da resposta de interesse, B,, B,, B,. B; € B, s@o os

parametros do modelo e €, representa o erro aleatorio associado a determinagdo do valor de vy, .

Ajustando o modelo as observagdes feitas com essa finalidade, obtém-se a expressao:

N 4
y=b,+bx, +b,x, +b,x, +b,X,, @
que permite estimar a resposta média num ponto qualquer de composi¢ao (x1 +X,+X;+X 4). O

simbolo (") € para diferenciar um valor populacional de uma estimativa.

Substituindo o termo b, por b,(x, +x,+X,+x,) e agrupando os termos emx,, obtém-

Se:

§=b'x,+b3x, +b,x, +b;x,, ®)

sendo b’ =b,+b,, parai=1,2 3e4.



Caso o modelo linear ndo se mostre satisfatorio, deve-se tentar ajustar um modelo
quadratico. Para misturas de quatro componentes, a expressao geral do modelo quadratico

contém 15 termos:

§=b,+bx, +b,x, +b,x, +b,x, +b,,X] +b,, x> +b,,x] +b, X} + (6)

b, X X, +b5X X5+ b, X X, + by XX, + by, X, X, + by, X5X,

Substituindo as relagdes 1xb, = (x, +x,+x;+x,)xb, e b,x’ =b,x,(1-x, —x;—x,),

além de expressdes andlogas para b, x5, b,,x3 e b,,x; tem-se:

§l:bo(xl+xz+x3+x4)+b1x1 +b2x2+b3x3+b4x4+b11x1(l—x2—x3—x4)+
by X, (1= %, =% =%, )+ bayx (1= %, =%, =%, )+ byx, (1=x, —x, —x, )+ Q)

b,X X, +bX X5+ b, X X, + by X X, + by X, X, Dy, X0,

Agrupando os termos, obtém-se finalmente:

A * * * * * * *
y=b,x,+b,x, +b;x;+b,x, +b,x,X, +b;X,x; +b X X, ®

* * *
+b,,X,X; +by, X, X, +by,X5X,

* * . .
no qual b; =b,+b; +b; e by =b; —b; —=b;;, com i# j.
Quando o modelo quadratico se mostrar insuficiente, € necessario acrescentar-lhe termos

cubicos. O modelo ciibico completo para uma mistura de quatro componentes ¢ dado pela Equagao

9:



q 9 g 9 49 9
T=DbIx,+ ) D BIX X+ DD D DL XX Xy Ao Dy X Xgensg - )
i=l

i<j ] i<j j<k k

Usando a identidade 1=x, +x, +x,+Xx, e fazendo as substitui¢des apropriadas, pode-se

chegar a expressao:

N * * * * * * * *
y =b, X, +b,x, +b;X; +b, X, +b,X,X, +b;;X,X; +b,, X, X, +b,;X,X; +

* *
b, X, X, +b3, X X, +d,X X, (Xl - Xz) +d;X X, (Xl — X3 ) +d,xx, (Xl —Xy ) + (10)

dy3X, X, (Xz — X3 ) +d,,X,X, (Xz —Xy ) +dy, XX, (X3 —Xy ) +b:k23X1X2X3 +

b, b br b
124X XX g D3 X XXy + D3y X, XXy, + D)5 X XXX,

Como esta equagdo tem 21 termos, ter-se-ia de fazer no minimo 21 ensaios diferentes para
determinar os valores de todos os seus coeficientes. Muitas vezes, basta introduzir um wnico
termo cubico para que o modelo passe a descrever satisfatoriamente toda a regido experimental.

Eliminando os termos em d; na Equagdo 10, chega-se a expressdo do modelo cubico especial,
Equacao 11:

A ¥ s s s s s ¢ ¢ ¢
y =b, x,+b,x,+b,x,+b,x, +b,, XX, +b;X,X; + b, XX, +b;X,X; +b,,X, X, + (1

b, b: b: b: b, by:
34 X3 Xy T 013X X, X3 015X X, Xy 013, X XXy 03, X X3 X, 40153, X X, XX
O planejamento experimental normalmente empregado para determinar os valores dos

coeficientes do modelo cubico especial € o chamado centréide simplex, que se obtém

acrescentando ao simplex em rede um ponto central correspondendo a mistura quaterndria em

artes iguais, (X,,X,,X,,X,)= l+l+l-|-l
p g > 194229 42392y 4 4 4 4 .



2.2 Analise Exploratoéria de Dados

A seqiiencia bdasica da andlise multivariados aos dados experimentais por métodos
quimiométricos estd ilustrada na Figura 4. Para iniciar a andlise dos dados € feita uma inspecao
visual para verificar problemas de variacdo da linha de base, sobreposicao de picos e ruidos. Os
dados s@o convertidos na forma de uma matriz (tabela de dados), no qual serd representada por X.
As n linhas da matriz representam as amostras (ou objetos), no qual cada valor corresponde a
uma propriedade medida para uma amostra especifica, enquanto que as p colunas sdo varidveis
que correspondem a uma propriedade medida para cada amostra. Em seguida é realizada uma
pré-selecdo das varidveis, caso seja necessario para definir a regido do espectro ou cromatograma
que contém a informacdo para fazer o célculo.

O pré-processamento € uma etapa importante da andlise, pois os dados de uma forma
geral contém fontes de variagdo, como erros aleatorios ou sistemdticos ou unidades diferentes.
Ele é definido como qualquer manipulagdo matemdtica nos dados com o objetivo de remover ou
reduzir estas fontes irrelevantes de variacdo. Pode ser dividido em dois tipos basicos, dependendo
se sdo operados nos valores relacionados as amostras ou as varidveis, € a sua escolha vai
depender do conjunto de dados e do objetivo™.

Neste trabalho optou-se por usar a normalizacdo por comprimento do vetor, que € um pré-

processamento no espacgo das amostras.



X1 X X
X. X. X.
21 X 2p
X =
_xnl xn2 xnp i

PRE-PROCESSAMENTO

ACP AH

Figura 4: Esquema da seqiiéncia usada na andlise multivariada dos dados experimentais, ACP
(Anélise de Componentes Principais) e AH (Andlise Hierarquica).

Esta normalizacdo € feita dividindo cada valor original pela soma dos quadrados de todos
os valores das varidveis da mesma linha, Equacdo 12. A finalidade é remover a variacio

. L. . . 4
sistemdtica, normalmente associada com a quantidade total da amostra™.

' L)
X'=x;/ glxij : (12)



2.3 Analise de Componentes Principais (ACP)

A ACP é um método que tem por finalidade bésica, a reducdo de dados a partir de
combinagdes lineares das varidveis originais*®. Na ACP, a decomposicdo é calculada através da
diagonalizacdo da matriz X'X e XX'. A matriz X (n x p), formada por n objetos e p varidveis é

decomposta no produto de duas matrizes menores:
X=TxP +¢, (13)

no qual T € a matriz dos escores das componentes principais, P é a matriz “loadings” (pesos) das
componentes principais, € é a matriz dos residuos. O sobrescrito t indica a transposta da matriz e
g € um escalar que indica o nimero de componentes principais que descreve a maior parte da

variancia dos dados. Este procedimento esté representado esquematicamente na Figura 5.

p ! p p
_
- q -
X = T n T €
n n

Figura 5: Esquema da decomposi¢c@o da matriz X no produto de duas matrizes.

Ap6s os cdlculos, os resultados sdo utilizados para interpretar a distribuicdo das amostras
num grifico bidimensional das componentes principais e posteriormente identificar e julgar a

importancia das varidveis originais escolhidas, pois as varidveis originais com maiores valores de



loadings na combinac¢do linear das componentes principais sao as mais importantes no ponto de
vista estatistico.
A matriz T ou P (dependendo se o espaco é das varidveis ou das amostras) pode sofrer
~ L. . - . 49 . A .
uma rotacdo rigida chamada varimax. A rotacdo varimax maximiza a variancia dos pesos das
componentes principais (agora nominadas de fatores), sujeitos a restricdo que eles retenham a

ortogonalidade.
2.4 Analise Hierarquica (AH)

A anélise de agrupamentos é um nome dado a uma grande variedade de técnicas que
permitem a separacdo dos objetos ou varidveis em grupos diferentes. O método mais utilizado € a
andlise hierdrquica de agrupamentos (AH).

A AH descreve a estrutura dos dados interligando as amostras por suas associagoes,
revelando os agrupamentos naturais existentes no conjunto de dados, com base na informacao das
varidveis medidas. Graficamente, a hierarquia pode ser representada na forma de um grafico
bidimensional chamado de dendrograma, no qual as amostras semelhantes, segundo as varidveis
escolhidas, sdo agrupadas entre si.

Existem muitas maneiras de procurar agrupamentos no espaco p-dimensional. A maneira
matematicamente mais simples consiste em agrupar os pares de pontos (amostras) que estao mais
proximos, usando a distancia Euclidiana definida na Equacdo 14, e substitui-los por um novo

ponto, localizado na metade da distancia entre eles.

d, = [Z'j’_l (xij — X, )2% . (14)



Nesta equagdo, dix € a distancia Euclidiana entre os pontos 1 e k. O procedimento descrito
€ repetido até que todos os pontos sejam agrupados em um sé ponto, levando a constru¢do do
dendrograma, no qual no eixo horizontal sdo colocadas as amostras e no eixo vertical a distancia.
Considera-se que quanto menor a distancia entre os pontos, maior a similaridade entre as

amostras representadas por eles. A similaridade é convenientemente definida pela Equacgdo 15,

dik (15)

b

S: -
. (A mse

no qual sy é a similaridade entre as amostras i € k e (dix)max € a distdncia mixima entre dois
pontos de um conjunto de dados no espagco p-dimensional. Para amostras idénticas, si = 1,
enquanto que sik = 0, corresponde a dois pontos separados pela maior distancia constatada no
conjunto estudado.

Os valores de similaridade sdo colocados na forma de uma matriz. Os pontos mais
similares sdo agrupados e o resultado € representado na forma de um dendrograma. Os valores
correspondentes a estes pontos sdo substituidos na matriz na forma de grupos, os quais
correspondem aos pares de pontos mais similares. Calcula-se uma nova matriz de similaridade,
cuja dimensdo é menor que a original. Este processo continua até que todos os pontos estejam
contidos em um agrupamento, no qual se podem visualizar as similaridades entre as amostras ou
varidveis. A andlise de agrupamentos complementa a andlise de componentes principais, sendo

uma outra forma de visualizar as semelhancgas e diferencas na composi¢do das amostras.






3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental para obter os extratos brutos, as fragdes deste extrato, e a
obtencdo dos dados espectroscopicos e cromatogréficos das folhas da Rollinia mucosa (Jacq.)

Baill, encontram-se resumidos na Figura 6.
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Figura 6: Procedimento experimental para a obtencdo dos extratos brutos, do fracionamento dos
extratos, dos dados espectroscopicos e cromatograficos das folhas da Rollinia mucosa (Jacq.)
Baill.



3.1 Planta

A planta utilizada para realizar o experimento pertence a familia das Annonaceae, com
nome cientifico de Rollinia mucosa (Jacq.) Baill e vulgarmente conhecida como pinha ou fruta

do conde, Figura 7.

3.2 Caracteristicas da planta

Determinada por A. O. S. Vieira & L. R. Bargoena em 28/04/08

Data da coleta: 26/03/08

Nome cientifico: Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.

Familia: Annonaceae

Nome vulgar: pinha, fruta do conde

Local: Departamento de Quimica, CCE, Campus Universitario da UEL
Cidade: Londrina UF: Parana

Observagdes: Arvore com flores e frutos

Numero da exsicata depositada no herbério da UEL: 42.919

Figura 7: Foto da exsicata da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill. depositada no herbdrio da
Universidade Estadual de Londrina.



3.3 Coleta

As coletas das folhas foram realizadas no jardim experimental do Departamento de
Quimica do centro de ciéncias exatas da Universidade Estadual de Londrina, entre os meses de
agosto de 2007 a janeiro de 2008, sempre no periodo da manhd (07h30min 4s 08h30min). As
folhas foram picotadas com tesoura e secadas por onze dias em lugar arejado, a temperatura
ambiente e protegida da luz, umidade, ataque de fungos, insetos e roedores. Para a moagem foi

utilizado um liquidificador. Posteriormente o material foi armazenado em embalagem de papelao.

3.4 Procedimento para escolha dos solventes extratores

A escolha dos solventes foi baseada no triangulo de seletividade primeiramente proposto
por Snyder para cromatografia. A  Tabela 1, apresenta os valores de
o (acidicidade), B (basicidade) e w (dipolaridade) normalizados bem como o valor da polaridade
dos solventes puros e das misturas do planejamento experimental. A Figura 8 representa o
triangulo de seletividade dos solventes para os componentes puros e misturas da Tabela 1. Os
pardmetros o (acidicidade), 3 (basicidade) e w (dipolaridade) sio medidas relativas da for¢a de
interacdo molecular do soluto com o solvente. Os valores destes parametros para diferentes
solventes foram derivados da espectroscopia, por isso o nome de solvatocrémico’’. A vantagem
do tridngulo de Snyder € o agrupamento de solventes de acordo com o tipo de interagdo com os
compostos de interesse. Solventes quimicamente semelhantes possuem pardmetros de
seletividade similares e fazem parte do mesmo grupo, no entanto podem apresentar diferentes

valores de polaridades.



Acetato de etila, acetona e a mistura bindria destes solventes apresentam um cardter
basico e dipolar, sendo fortes receptores de prétons, portanto, estes solventes interagem
preferencialmente com compostos que possuem cardter acido, ou seja, fortes doadores de prétons,
como acidos carboxilicos, dlcoois, fendis, entre outros.

O cloroférmio apresenta um alto valor de acidicidade e dipoloridade e assim interage
melhor com substancias de carater bésico.

O etanol apresenta altos valores de acidicidade (o) e basicidade (), ¢ um valor
dipolaridade (1) um pouco menor (o = B > ), por este motivo ele se encontra préximo ao centro
do tridngulo. A maior parte das misturas estd localizada préxima do eixo de dipolaridade (7) e
basicidade (), isso ocorre porque o acetato de etila e a acetona apresentam valores de = 0 e o
diclorometano 3 = 0. Em compensagdo estes trés solventes apresentam altos valores de T,
fazendo com que as misturas que contém estes solventes apresentem principalmente interacao
dipolar e no processo de extracdo estas misturas extraem preferencialmente compostos com
interagdo dipolo. Os valores dos pardmetros o, T e 3, bem como a polaridade (P), Tabela 2 para

as misturas foram calculados pelas equagdes:

n

a= ¥ o (16)
i=1
n
=Y mo; an
i=1
n
p=1 fo, s
1=

n 1
P= % Roj, 4
i=1

1=



onde n é o nimero de solventes, i, T; € Bi, € P; sdo os valores de acidicidade, dipolaridade,

basicidade e polaridade dos solventes puros e @; sdo as propor¢oes das misturas.

Tabela 1: Classificacao dos solventes de acordo com a seletividade

normalizada
Extratos o T B P

Etanol (e) 0,39 0,25 0,36 4,30
Acetato de etila (ae) 0,00 0,55 0,45 4,40
Diclorometano (d) 0,27 0,73 0,00 3,10
Acetona (ac) 0,06 0,56 0,38 5,10
Cloroférmio (cl) 0,43 0,57 0,00 4,10
elae 0,19 0,4 0,41 4,35
e/d 0,33 0,49 0,18 3,70
e/ac 0,23 0,40 0,37 4,70
e/cl 0,41 0,41 0,18 4,20
ae/d 0,14 0,64 0,22 3,75
ae/ac 0,03 0,56 0,41 4,75
ae/cl 0,21 0,56 0,23 4,25
d/ac 0,16 0,65 0,19 4,10
ac/cl 0,24 0,57 0,19 4,60
d/cl 0,35 0,65 0,00 3,60
e/ae/d 0,22 0,51 0,27 3,90
e/ac/cl 0,29 0,46 0,25 4,50
e/ae/cl 0,27 0,46 0,27 4,30
e/d/cl 0,36 0,52 0,12 3,80
elae/ac 0,15 0,45 0,40 4,60
d/ac/cl 0,25 0,62 0,13 4,10
ae/ac/cl 0,16 0,56 0,28 4,50
ae/d/cl 0,23 0,62 0,15 3,87
ae/d/ac 0,11 0,62 0,27 4,20
e/d/ac 0,24 0,51 0,25 4,17
e/ae/d/ac 0,18 0,52 0,30 4,22
ae/d/ac/cl 0,19 0,60 0,21 4,17
e/d/ac/cl 0,29 0,53 0,18 4,15
e/ae/ac/cl 0,22 0,48 0,30 4,48
e/ae/d/cl 0,27 0,53 0,20 3,98

e/ae/d/ac/cl 0,23 0,53 0,24 4,20




0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Figura 8: Tridngulo de seletividade baseado nos dados solvatocromicos da Tabela 1.

O etanol tem valores de o ¢ B muito préximos, e o valor de T mais baixo entre os cincos
solventes puros. O acetato de etila apresenta valores préximos para T e 3, com o igual a 0. A
acetona pertence ao mesmo grupo do acetato de etila. O diclorometano possui o maior valor de
.

Este posicionamento dos diferentes tipos de solventes ou misturas de solventes na Figura
8 ja era esperado. Por exemplo, o diclorometano é um forte doador de prétons e um fraco
receptor, além de ter um cardter altamente dipolar e por isso estd localizado sobre o eixo
acidicidade-dipolaridade. Devido ao alto valor de dipolaridade, o diclorometano extrai
preferencialmente composto que contém moléculas com grupo funcional polar, tais como éteres,
ésteres, sulfetos, sulféxidos, tidis, hidroxilas, halogénios, aldeidos, cetonas, compostos com

ligacdo nitro (-NOy) e nitrila (-CN), entre outros.



3.5 Preparo dos extratos brutos para o fracionamento

A Figura 9 mostra o procedimento experimental para o preparo dos extratos brutos. Os
extratos brutos foram preparados pesando-se 20,00g de folhas secas de uma mistura de seis meses
de coleta e colocadas em contato com 70 mL de solventes puros, ou misturas, de acordo com o
planejamento experimental com cinco componentes, Tabela 2. Em seguida solubilizados no ultra-
som por 30 min, e filtrados em algodao. Este processo foi repetido por trés vezes, obtendo-se um
volume final de 210 mL de solucdo, que foi levado a evaporacdo no evaporador rotatério a
temperatura de 70 °C. Depois da evaporagdo do solvente puro, ou da mistura, os extratos foram
colocados em frascos ambar e armazenados a temperatura ambiente até obterem massas
constantes. As amostras totalizaram 31 combina¢des entre misturas e solventes puros. O ponto

central foi feito em triplicata.

I 20,00 g de folhas secas

|
70 mL de solvente extrator
do planejamento experimental

agitacao no ultra-som

filtracao

remaceracao
evaporacao

extratos

Figura 9: Procedimento geral para o preparo dos extratos brutos.



Tabela 2. Planejamento experimental com cinco componentes para obter os
extratos brutos da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.

Solventes extratores

Acetato de  Dicloro- Cloro-
Extratos etanol . acetona .
etila metano féormio
1 1 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0
3 0 0 1 0 0
4 0 0 0 1 0
5 0 0 0 0 1
6 172 172 0 0 0
7 172 0 172 0 0
8 172 0 0 172 0
9 172 0 0 0 172
10 0 172 172 0 0
11 0 172 0 172 0
12 0 172 0 0 172
13 0 0 172 172 0
14 0 0 0 172 172
15 0 0 172 0 172
16 1/3 1/3 1/3 0 0
17 1/3 0 0 1/3 1/3
18 1/3 1/3 0 0 1/3
19 1/3 0 1/3 0 1/3
20 1/3 1/3 0 1/3 0
21 0 0 1/3 1/3 1/3
22 0 1/3 0 1/3 1/3
23 0 1/3 1/3 0 1/3
24 0 1/3 1/3 1/3 0
25 1/3 0 1/3 1/3 0
26 1/4 1/4 1/4 1/4 0
27 0 1/4 1/4 1/4 1/4
28 1/4 0 1/4 1/4 1/4
29 1/4 1/4 0 1/4 1/4
30 1/4 1/4 1/4 0 1/4
3la 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
31b 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5

31c 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5




Os extratos brutos foram fracionados de acordo com a Figura 10°2. Ao extrato bruto seco
foi adicionado 20 mL do solvente extrator, ou da mistura e solubilizado no ultra-som por 20 min.
Em seguida foram adicionados 20 mL de metanol e dgua (4:1) (v:v) e a solu¢do foi novamente
homogeneizada no ultra-som por 10 min. Est4 solucao foi deixada em repouso por 30 min, para
entdo ser filtrada em papel de filtro comum e funil de biichner, obtendo duas fracdes.

O residuo retido no papel de filtro comum constituido por fibras, gorduras e graxas foi
lavado com acetato de etila. A fracdo recolhida com acetato de etila foi evaporada o solvente no
evaporador rotatorio. As fibras retidas no papel de filtro foram secadas a temperatura ambiente.

O filtrado foi concentrado a um décimo do volume em evaporador rotatério a
temperatura de 70°C. Em seguida a solucdo foi acidificada com &cido sulftirico concentrado, e
colocada em funil de separacdo e adicionados 10 mL de cloroférmio e agitada. O processo foi
repetido por trés vezes, separando a fase organica da fragdo bdsica e polar.

A fracdo basica e polar foram separadas adicionando hidréxido de am6nio concentrado a
solu¢do até obter pH 10, em seguida adicionado 20 mL de cloroférmio e metanol (3:1) (v:v)
agitado e acrescentado um excesso de cloroformio 20 mL. Primeiro foi recolhida a fase bdsica
(alcaldides), em seguida a fracdo polar (alcal6ides quaternérios, N-6xidos).

A fracdo neutra, organica, bdsica e aquosa foram evaporadas e concentradas em
evaporador rotatorio a temperatura de 70°C e armazenadas em frascos ambar, mantidas a
temperatura ambiente até atingirem massas constantes.

A fase organica (terpendides e compostos fendlicos) e a fragdo basica (alcaldides) foram

analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).



EXTRATO BRUTO

omogeneizar com solvente extrator,
MeOH-H,O (4:1), filtrar

%U(I)Excesso de MR& Concentrar, H,SO,
ir CHCI1
To etila I extrair CHCl; (3x)
RESIDUO FILTRADO FASE ORGANICA
Basificar, NH,OH
S ’ 4
_I_ - ecar) (Secar) extrair com CHCl;-
FIBRA FRACAO NEUTRA MeOH (3:1),
(Polissacarideos) (Gorduras e graxas)
P
FRACAO DE POLARIDADE
... INTERMEDIARIA
(Terpnenoides e Compostos fenélicos)

T
FASE CHClL:-MEOH FRACAO POLAR

(Secar) I (Secar)
FRACAO BASICA FASE AOUOSA
(Alcaldides) (Alcaléides quaternarios,
N-oxidos)

Figura 10:Procedimento geral para o fracionamento liquido-liquido dos extratos brutos.

3.6 Preparo das amostras para analise em Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia

As amostras obtidas na fase organica e fracdo bésica foram adicionados 3 mL de metanol
e dissolvidas em ultra-som por 10 min, em seguida deixadas em repouso por 1h. Apds esse tempo
cada solucdo foi filtrada em filtro de papel comum e em funil de biichner, colocadas em frascos
ambar e armazenadas em freezer. Para a andlise cromatografica, as amostras foram retiradas do
freezer e estabilizadas a temperatura ambiente. Em seguida foram tomadas aliquotas de 200uL e

diluidas em 200uL (1:1) da fase mével. As amostras diluidas foram filtradas em filtro milipore



milex com 0,22um, e injetado 20puL na al¢a de amostragem. A Figura 11 mostra o procedimento
experimental do preparo das amostras para a CLAE.

A andlise cromatogréfica foi realizada nas seguintes condi¢cdes: coluna C18 ODS
Metasil da Phenomenex com dimensdes de 250mm x 4,6mm, com tamanho de particula de 5 pm,
temperatura do forno 50°C, volume de inje¢do de 20pL, vazdo da fase mével a 1mL.min”,
elui¢do monitorada nos comprimentos de onda de 210, 220, 254 e 260 nm.

Foram testadas trés fases modveis: a fase moével Q preparada com misturas de
acetonitrila-metanol-agua, (17,5: 17,5: 65) (v/v/v), fase mével E (26:27:47) (v/v/v) e fase movel

R (35:35:30) (v/v/v), com forg¢as dos solventes 1,0, 1,5 e 2,0, respectivamente.

ase organica e fracao
basica

3 mL de metanol |

— |
Agitacao no ultra-som

Filtrado em papel
comum

Armazenada em freezer

Filtrado milipore
0,22pm

200uL do filtrado + 200uL fase movel I

| HPLC

Figura 11: Procedimento para o preparo das amostras para andlise em HPLC.




3.7 Preparo das amostras para analise por espectroscopia de infravermelho

com transformada de Fourier (FTIR)

Para andlise das amostras da fase organica foram adicionados 5 mL de cloroférmio e
levadas ao ultra-som por 1 minuto, em seguida transferiu 0,2 mL dessa solu¢do em um frasco e
adicionou 5 mL de cloroférmio. Desta solu¢do fez-se uma tomada de 0,2 mL e adicionou-se
150mg de KBr.
A fracdo basica foi adicionado 4 mL de cloroférmio na amostra e levadas ao ultra-som por
I min, em seguida adicionou 0,2 mL desta solucio em 2 mL de cloroférmio. Pegou-se uma
aliquota de 0,2 mL da solu¢do e misturou-se em 150mg de KBr.
Os espectros foram registrados na regido de 4000-400 cm™, com resolugdo de 1,93 cm™

e 80 leituras.

3.8 Reagentes

Os reagentes utilizados foram dlcool etilico hidratado P.A. MONTENEGRO, acetona
P.A. VETEC, 99,5 %, acetato de etila P.A. VETEC, 99,5%, cloroférmio P.A. VETEC, 99,5%,
diclorometano P.A. VETEC, 99,5 %, metanol VETEC, GRAU HPLC, acetonitrila VETEC,
GRAU HPLC, hidréxido de amdnio MERCK, 97%, acido sulfirico P.A. VETEC, 99%, brometo
de potédssio P.A. ACS (P.M. 119,00 g/mol) 99%, papel de tornassol azul J. PROLAB, papel

indicador universal J. PROLAB, e 4dgua ultrapura utilizada em todas as preparacdes.



3.9 Equipamentos

Os aparelhos utilizados foram balangca analitica Scientech AS 120, liquidificador
SKYMSEN TA-02, pHmetro HANNA HI9321, evaporador rotativo FISATOM 802, ultrasom
ULTRACLEANER 1400 UNIQUE, cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC-10AT
com detector espectroscopico Diodo Array SPD-M10A e espectrometro de infravermelho

Shimadzu FTIR-8300.

3.10 Programa computacional

A Anilise Hierdrquica e os graficos foram feitos com o software Statistica 6.0*". Os
demais programas utilizados foram desenvolvidos pela Profa. Dra. Ieda S. Scarminio do

Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Londrina.






4. Resultados e Discussao

Todos os extratos brutos e as fragdes foram evaporados e secados até obter massas

constantes. Os frascos foram pesados vazios e com os extratos a diferenca € o rendimento obtido

para cada amostra. A Tabela 3 apresenta o planejamento experimental com cinco componentes €

os valores das massas para o rendimento do extrato bruto da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill e das

fracdes obtidas no fracionamento liquido-liquido.

O mesmo procedimento foi utilizado para obter a massa das fragcdes liquidas neutra,

organica e basica. A massa da fibra foi obtida pesando o papel de filtro limpo, sem fibra e depois

com a fibra seca.

Pode-se observar nos resultados apresentados na Figura 12 que os maiores rendimentos

em massa obtidos pelo planejamento estatistico para o extrato bruto foi nas misturas terndrias e

quaterndrias. Para obter o maior rendimento em massa para o extrato bruto deve-se utilizar a

mistura etanol-diclorometano-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v). Outras op¢des seriam as misturas

etanol-acetato de etila-diclorometano-cloroférmio (1/4;1/4;1/4;1/4) (v/v/v/v), etanol-acetato de

etila-acetona-cloroférmio (1/4;1/4;1/4;1/4) (v/v/v/v), etanol-diclorometano-acetona (1/3;1/3;1/3)

(v/vlv), etanol-acetona-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v), e etanol-acetato de etila-diclorometano

(1/3;1/3;1/3) (v/vIv).



Tabela 3. Tabela de rendimentos dos extratos brutos da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill, da fracdo

neutra, organica, bésica e das fibras.

Solventes extratores Extrato Fracoes (g)

amostras e ae d ac cl  Bruto(g) Neutra Orginica  Basica Fibras
1 1 0 0 0 0 0,4830  0,0172 0,0638 0,0063  0,0377
2 0 1 0 0 0 0,3607  0,1246 0,0691 0,01068 0,1161
3 0 0 1 0 0 0,7925  0,2458 0,0086 0,0092  0,2772
4 0 0 0 1 0 0,2530  0,0361 0,1217 0,0099  0,0610
5 0 0 0 0 1 0,7535  0,4106 0,0066 0,0006  0,2304
6 12 12 0 0 0 0,4901  0,2750 0,1618 0,0101  0,0369
7 12 0 12 0 0 0,8371  0,1980 0,2148 0,0068  0,1444
8 12 0 0 12 0 0,6105  0,4590 0,0215 0,0070  0,0345
9 12 0 0 0 172 09220 0,3148 0,1067 0,0014  0,1820
10 0 12 12 0 0 0,5035  0,2823 0,0041 0,0109 0,1313
11 0 12 0 12 0 0,9129  0,0646 0,0222 0,0095  0,0341
12 0 12 0 0 172 0,6641 0,3134 0,0550 0,0026  0,1973
13 0 0 12 12 0 0,6801  0,2766 0,1130 0,0078  0,2092
14 0 0 0 172 12 05334 0,3275 0,0250 0,0103  0,1656
15 0 0 12 0 172 0,8028  0,2981 0,0407 0,0092  0,1457
16 173 13 13 0 0 0,9814  0,2614 0,0517 0,0073  0,1377
17 173 0 0 173 13 09925 0,2106 0,0415 0,0070  0,1009
18 173 13 0 0 173 0,8919  0,3224 0,0482 0,0097 0,1614
19 173 0 173 0 1/3 1,5380  0,5765 0,0069 0,0051  0,1742
20 173 13 0 173 0 0,4913  0,0719 0,1402 0,0091  0,0712
21 0 0 173 13 1/3  0,7065  0,4200 0,0268 0,0098  0,2015
22 0 173 0 173 13  0,6382 00,3118 0,0443 0,0012  0,2182
23 0 173 13 0 173 0,6892  0,1276 0,0592 0,0097  0,2208
24 0 173 13 13 0 0,6552  0,1477 0,1323 0,0018  0,1246
25 173 0 173 13 0 1,0900  0,1772 0,1286 0,0080  0,1041
26 /4 1/4 1/4 1/4 O 0,9350 0,1976 0,1517 0,0085  0,0899
27 0 /4 1/4 1/4 1/4 05214 02422 0,0073 0,0006  0,1401
28 174 0 174 1/4 1/4 0,7551  0,3633 0,0760 0,0057  0,1483
29 174 14 O 1/4  1/4 1,1090  0,4650 0,2373 0,0012  0,1049
30 174 1/4 1/4 0 1/4 1,2540  0,3467 0,0809 0,0067  0,1736
3la /5 1/5 1/5 1/5 1/5 0,7491  0,3446 0,1060 0,0080  0,1458
31b /5 1/5 1/5 1/5 1/5 0,7836  0,3374 0,0323 0,0040  0,1491
3lc /5 1/5 1/5 1/5 1/5 0,8010 0,2859 0,0875 0,0111  0,1693

e=etanol, ae=acetato de etila, d=diclorometano, ac=acetona e cl=cloroférmio.

Para analisar o rendimento dos extratos obtidos pelo planejamento de misturas, foram

utilizados modelos estatisticos multivariados que permitem explorar os efeitos de intimeras

varidveis simultaneamente na resposta e extrair o maximo de informacdes do experimento em

estudo. Entdo, para avaliar o efeito dos solventes no rendimento dos extratos brutos foram



testados os modelos linear, quadrético e o cubico especial. Porém todos os modelos apresentaram

falta de ajuste.
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Figura 12. Gréfico dos rendimentos dos extratos brutos da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill (e =
etanol, ae = acetato de etila, d = diclorometano, ac = acetona e cl = cloroférmio).

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores dos coeficientes de regressdo e seus erros
padrdo, valores de t (student) para o modelo cubico especial. Os efeitos significativos estdo em
negrito. Analisando os coeficientes de regressdo dos solventes puros podemos concluir que o
diclorometano e o cloroférmio produzem maiores rendimentos dos extratos comparados ao
etanol, acetato de etila e acetona e entre as misturas, a bindria composta por acetato de etila-
acetona (1/2;1/2) (v/v). Incluindo somente os termos significativos na equacdo de previsdo o
modelo apresenta falta de ajuste. Isto pode ser explicado pelas interacdes terndrias que nao siao
significativas no nivel de 95% de confianca. Entretanto nota-se um alto efeito sinérgico pelos
valores dos coeficientes para a mistura etanol-diclorometano-cloroférmio, o que significa que a

presenca dos trés solventes extratores € importante para aumentar o rendimento do extrato bruto.



Estes resultados podem ser confirmados pela Tabela 3, em que os maiores rendimentos foram
encontrados no extrato obtido pela mistura terndria etanol-diclorometano-cloroférmio

(1/3;1/3;1/3) (v/v/v). Por outro lado, o modelo de misturas ndo inclui efeitos quaternarios.

Tabela 4: Coeficientes da regressdo para o modelo cubico especial
no estudo dos extratos brutos da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.

Fatores Coeficientes  Erro padrio t(8)
Etanol (e) 0,47728 0,211 2,263
Acetato de etila (ae) 0,35916 0,211 1,703
Diclorometano (d) 0,78224 0,211 3,708
Acetona (ac) 0,24581 0,211 1,165
Cloroférmio (cl) 0,74594 0,211 3,536
elae 0,23714 1,020 0,232
e/d 1,05824 1,020 1,037
e/ac 1,12634 1,020 1,037
e/cl 1,38410 1,020 1,356
ae/d -0,17371 1,020 -0,170
ae/ac 2,43838 1,020 2,389
ae/cl 0,45495 1,020 0,446
d/ac 0,94028 1,020 0,921
d/cl 0,44285 1,020 0,434
ac/cl 0,33974 1,020 0,3331
e/ae/d 8,66496 6,312 1,372
e/aelac -5,53980 6,312 -0,877
e/ae/cl 5,67858 6,312 0,899
e/d/ac 2,48695 6,312 0,394
e/d/cl 10,52712 6,312 1,667
e/ac/cl 2,97216 6,312 0,470
ae/d/ac -5,38193 6,312 -0,852
ae/d/cl -1,79616 6,312 -0,284
ae/ac/cl -3,63161 6,312 -0,575

d/ac/cl -7,42607 6,312 -1,175




Pela Tabela 3, o segundo maior rendimento foi obtido com uma mistura quaterndria de
etanol-acetato de etila-diclorometano-cloroférmio (1/4;1/4;1/4;1/4) (v/v/vlv), 1,254 g, e ndo foi
significativa de acordo com o modelo. A nao inclusdo destes termos no modelo e a complexidade
das amostras justificam a falta de ajuste dos modelos.

Os resultados apresentados na Figura 13 foram obtidos através do planejamento estatistico
para a fracdo neutra. Para encontrar os maiores rendimentos em massa da fracdo neutra €
preferivel utilizar a mistura terndria de etanol-diclorometano-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v).
Seguida pelas misturas quaterndria etanol-acetato de etila-acetona-cloroférmio (1/4;1/4;1/4;1/4)
(v/v/vlv), e a mistura bindria etanol-acetona (1/2;1/2) (v/v). Nota-se que a maior parte dos
rendimentos em massa possui valores entre 0,2 e 0,4 g, e dentro desta faixa a maior parte das
misturas encontra-se presente o cloroférmio como um dos solventes extratores. Por outro lado o
solvente extrator etanol puro foi o que extraiu a menor quantidade de gorduras e graxas ou
metabélitos de polaridade neutra, por exemplo, os alcaléides de caréter neutro™. Se o objetivo for
maximizar o rendimento desta fracdo o etanol seria o pior solvente extrator.

Para avaliar os efeitos obtidos nos valores de rendimentos da fracdo neutra foram testados
os modelos linear, quadrético e cubico especial. No entanto, todos eles apresentaram falta de
ajuste. Os valores dos coeficientes de regressao e seus erros padrdo, valores de t (student) para o
modelo cubico especial sdo mostrados na Tabela 5.

De acordo com os coeficientes obtidos para os solventes puros pode-se concluir que o
diclorometano e cloroférmio rendem maiores quantidades da fracdo quando comparados ao
acetato de etila, acetona e etanol. No nivel de 95% de confianga apenas os solventes puros
diclorometano e cloroférmio, juntamente com as misturas bindria etanol-acetona (1/2;1/2) (v/v) e

terndria etanol-diclorometano-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v) foram significativas.
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Figura 13. Gréfico dos rendimentos da fracdo neutra da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill (e = etanol,
ae = acetato de etila, d = diclorometano, ac = acetona e cl = cloroférmio).

A falta de ajuste dos modelos pode ser explicada pelas outras interacdes que nao foram
incluidas no modelo, mas que apresentam um consideravel efeito sinérgico, notado pelos valores
dos coeficientes para as misturas acetato de etila-acetona-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v) e
diclorometano-acetona-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v). Quando analisados os resultados na
Tabela 1 notamos um alto rendimento para a mistura quaterndria etanol-acetato de etila-acetona-
cloroférmio, 0,465 g (1/4;1/4;1/4;1/4;) (v/v/v/v). Isso mostra que a mistura dos quatro solventes

extratores € importante para aumentar o rendimento da fracdo neutra. A ndo inclusdo destes

termos no modelo aliado a complexidade das amostras justificam a falta de ajuste dos modelos.



A Figura 14 mostra o resultado das misturas para a fase organica. Os rendimentos mais
expressivos em massa sao encontrados na mistura quaterndria de etanol-acetato de etila-acetona-
cloroférmio (1/4;1/4;1/4;1/4) (v/v/v/v), em torno de 0,237 g e na mistura bindria etanol-

diclorometano (1/2;1/2) (v/v) em torno de 0,215 g.

Tabela 5. Coeficientes da regressdao para o modelo cubico especial no
estudo da fracdo neutra da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.
Erro

Fatores Coeficiente padrio t(8)
Etanol (e) 0,02045 0,083 0,247
Acetato de etila (ae) 0,12733 0,083 1,545
Diclorometano (d) 0,24620 0,083 2,975
Acetona (ac) 0,03934 0,083 0,475
Cloroférmio (cl) 0,41279 0,083 4,988
elae 0,69748 0,400 1,742
e/d 0,24315 0,400 0,607
e/ac 1,61003 0,400 4,021
e/cl 0,32006 0,400 0,799
ae/d 0,36642 0,400 0,915
ae/ac -0,18151 0,400 -0,453
ae/cl 0,10053 0,400 0,251
d/ac 0,52016 0,400 1,299
d/cl -0,10701 0,400 -0,267
ac/cl 0,33347 0,400 0,833
e/ae/d -0,01856 2,478 -0,008
e/ae/ac -3,66059 2,478 -1,477
e/ae/cl 1,99739 2,478 0,806
e/d/ac -4,68460 2,478 -1,890
e/d/cl 7,71858 2,478 3,114
e/ac/cl -3,65145 2,478 -1,473
ae/d/ac -1,46130 2,478 -0,590
ae/d/cl -5,09792 2,478 -2,057
aelac/cl 4,12915 2,478 1,666

d/ac/cl 2,44303 2,478 0,986




Considerando o custo dos reagentes, a mistura bindria ¢ uma excelente alternativa se os
metabdlitos de interesse sdo extraidos usando estes dois solventes. Observa-se também que a
maior parte dos rendimentos obtidos pelo planejamento encontra-se abaixo de 0,12 g. Os extratos
preparados em diclorometano, cloroférmio, acetato de etila-diclorometano (1/2;1/2) (v/v), etanol-
diclorometano-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v), acetato de etila-diclorometano-acetona-
cloroférmio (1/4;1/4;1/4;1/4) (v/v/v/v), foram os que apresentaram os rendimentos mais baixos
na fase organica. Isso mostra que para aumentar o rendimento da fase organica deve-se evitar

estes solventes puros ou estas misturas.
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Figura 14. Gréfico dos rendimentos obtidos experimentalmente para a fase organica da Rollinia
mucosa (Jacq.) Baill (e = etanol, ae = acetato de etila, d = diclorometano, ac = acetona e cl =
cloroférmio).



Para ajustar os resultados da fase organica também foram testados os modelos estatisticos,
mas todos eles apresentaram falta de ajuste.

A Tabela 6 mostra os valores dos coeficientes de regressao, seus erros padrao, valores de
t, para o modelo cubico especial. Neste caso a Unica interacdo que apresentou efeito significativo
foi & mistura bindria de etanol-diclorometano (1/2;1/2) (v/v). Podemos verificar na Figura 14, que
os maiores valores de rendimento sdo fornecidas pela mistura quaterndria etanol-acetato de etila-
acetona-cloroférmio (1/4;1/4;1/4;1/4) (v/v/v/v) e pela mistura bindria etanol-diclorometano
(1/2;1/2) (v/v). A falta de ajuste pode ser justificada pelo fato de serem misturas complexas e o
modelo restringir as interagdes em até trés componentes.

Os resultados encontrados pelo planejamento de misturas para a fragdo bésica estdo
apresentados na Figura 15. Os maiores rendimentos em massa para a fragdo bésica foram obtidos
na mistura  quindria  etanol-acetato de etila-diclorometano-acetona-cloroférmio
(1/5;1/5;1/5;1/5;1/5) (v/v/v/v/v), mistura bindria acetato de etila-diclorometano (1/2;1/2) (v/v), e
o puro acetato de etila. Aproximadamente 48% dos valores em massa estdo acima de 0,008 g, e a
maior parte desses rendimentos contém na composi¢do o acetato de etila puro ou em misturas,
e/ou cloroférmio em misturas como solventes extratores. Estes resultados mostram que o acetato
de etila se destaca entre os demais solventes por apresentar um maior rendimento na fracao
basica. E os menores rendimentos foram obtidos na presenca do cloroférmio puro e em misturas.

Na Tabela 7 encontram-se os coeficientes e seus erros padrdo, valores de t e p, para o
modelo cubico especial. Estes valores mostram que os solventes puros acetato de etila,
diclorometano e acetona garantem maiores rendimentos se comparados a etanol e cloroférmio
puros. De acordo com o modelo ctibico especial os efeitos significativos sdo dados apenas aos
solventes puros acetato de etila, diclorometano e acetona, juntamente com a mistura terndria

acetato de etila-acetona-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v). Vale ressaltar que esta mistura terndria



tem efeito antagOnico na extracdo, ou seja, a presenca destes trés solventes juntos diminui os

rendimentos.

Tabela 6. Coeficientes de regressdo para o modelo cubico especial
para os rendimentos da fase organica da Rollinia mucosa (Jacq.)

Baill.
Fatores Coeficiente  Erro padrao t(8)

Etanol (e) 0,06565 0,058988 1,11293
Acetato de etila (ae) 0,06970 0,058988 1,18162
Diclorometano (d) 0,00807 0,058988 0,13681
Acetona (ac) 0,12201 0,058988 2,06841
Cloroférmio (cl) 0,00748 0,058988 0,12684
e/ae 0,32044 0,285402 1,12276
e/d 0,69190 0,285402 2,42430
e/ac -0,33610 0,285402 -1,17764
elcl 0,21551 0,285402 0,75511
ae/d -0,11906 0,285402 -0,41717
ae/ac -0,30146 0,285402 -1,05627
ae/cl 0,04055 0,285402 0,14207
d/ac 0,22120 0,285402 0,77504
d/cl 0,14281 0,285402 0,50038
ac/cl -0,17479 0,285402 -0,61244
e/ae/d -2,19369 1,766528 -1,24181
e/ae/ac 3,41482 1,766528 1,93307
e/ae/cl -0,30355 1,766528 -0,17183
e/d/ac 0,14925 1,766528 0,08449
e/d/cl -3,10981 1,766528 -1,76041
e/ac/cl 1,44900 1,766528 0,82025
ae/d/ac 1,63172 1,766528 0,92369
ae/d/cl 0,31366 1,766528 0,17755
ae/ac/cl 0,99917 1,766528 0,56561

d/ac/cl -1,61810 1,766528 -0,91598
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Figura 15. Grafico dos rendimentos obtidos experimentalmente para a fracdo basica da Rollinia
mucosa (Jacq.) Baill (e = etanol, ae = acetato de etila, d = diclorometano, ac = acetona e cl =
cloroférmio).

Ao analisar os rendimentos apresentados na Tabela 3 e Figura 15, nota-se que o
rendimento encontrado na mistura quindria etanol-acetato de etila-diclorometano-acetona-
cloroférmio (1/5;1/5;1/5;1/5;1/5) (v/v/vIviv) € elevado, mostrando que os cinco solventes juntos
sdo importantes para obter um rendimento expressivo na fracdo basica. Considerando que os
solventes puros acetato de etila, diclorometano e acetona apresentam-se como bons extratores

qualquer um deles poderia ser usado para extrair metabdlitos da fracdo bésica.



Tabela 7. Coeficientes previstos pelo modelo cubico especial para o
rendimento de fracao basica da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.

Fatores Coeficiente  Erro padrio t(8)
Etanol (e) 0,006345 0,003094 2,05064
Acetato de etila (ae) 0,010714 0,003094 3,46280
Diclorometano (d) 0,009269 0,003094 2,99565
Acetona (ac) 0,009934 0,003094 3,21072
Cloroférmio (cl) 0,000581 0,003094 0,18776
e/ae 0,005413 0,014970 0,36160
e/d -0,006003 0,014970 -0,40097
e/ac -0,005427 0,014970 -0,36253
e/cl -0,007411 0,014970 -0,49505
ae/d 0,001997 0,014970 0,13342
ae/ac -0,003827 0,014970 -0,25565
ae/cl -0,011011 0,014970 -0,73553
d/ac -0,008843 0,014970 -0,59070
d/cl 0,017173 0,014970 1,14713
ac/cl 0,021348 0,014970 1,42605
e/ae/d -0,012067 0,092661 -0,13023
e/ae/ac 0,021087 0,092661 0,22757
e/aelcl 0,110034 0,092661 1,18749
e/d/ac 0,078904 0,092661 0,85154
e/d/cl -0,026249 0,092661 -0,28328
e/ac/cl -0,020395 0,092661 -0,22010
ae/d/ac -0,164341 0,092661 -1,77358
ae/d/cl 0,037706 0,092661 0,40693
ae/ac/cl -0,218040 0,092661 -2,35310
d/ac/cl -0,017122 0,092661 -0,18479

Na Figura 16 estdo apresentados os rendimentos obtidos pelo planejamento de misturas
para as fibras. Os maiores rendimentos em massa foram encontrados para os solventes puros
diclorometano, cloroférmio, e para as misturas terndrias acetato de etila-diclorometano-

cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v), acetato de etila-acetona-cloroférmio (1/3;1/3;1/3) (v/v/v).



Assim para obter o maior rendimento em fibras o mais indicado € utilizar o solvente puro

diclorometano.
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Figura 16: Grafico dos rendimentos obtidos experimentalmente para as fibras da Rollinia
mucosa (Jacq.) Baill (e = etanol, ae = acetato de etila, d = diclorometano, ac = acetona e cl =
cloroférmio).

Para avaliar o efeito dos solventes no rendimento das fibras, foram testados diferentes
modelos estatisticos. Os valores dos coeficientes de regressdo do modelo cubico especial, o erro
padrdo dos coeficientes e os valores de t, estdo apresentados na Tabela 8. De acordo com estes
valores o solvente puro acetato de etila, diclorometano e cloroférmio rendem as maiores
quantidades de fibra quando comparados a acetona e etanol. E a mistura bindria diclorometano-
cloroférmio (1/2;1/2) (v/v) possui efeito significativo antagbnico, de modo a diminuir o

rendimento das fibras.



No nivel de 95% de confiancga apenas os solventes puros acetato de etila, diclorometano e
cloroférmio, juntamente com a mistura bindria diclorometano-cloroférmio (1/2;1/2) (v/v) foram
significativas. Com apenas estes termos na equacdo de previsdo o modelo ndo se ajusta aos
dados.

Tabela 8. Coeficientes de regressdo para o modelo cubico especial
para o rendimento das fibras da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.

Fatores Coeficiente  Erro padrao t(8)
Etanol (e) 0,03743 0,026561 1,40931
Acetato de etila (ae) 0,11497 0,026561  4,32864
Diclorometano (d) 0,27664 0,026561  10,41534
Acetona (ac) 0,06016 0,026561 2,26491
Cloroférmio (cl) 0,22960 0,026561  8,64409
e/ae -0,14072 0,128510  -1,09501
e/d -0,05225 0,128510  -0,40657
e/ac -0,04982 0,128510  -0,38769
e/cl 0,20012 0,128510 1,55723
ae/d -0,23222 0,128510  -1,80700
ae/ac -0,17899 0,128510  -1,39282
ae/cl 0,13375 0,128510 1,04078
d/ac 0,17988 0,128510 1,39973
d/cl -0,41418 0,128510  -3,22292
ac/cl 0,10745 0,128510  0,83610
e/aeld 0,99010 0,795427 1,24474
e/ae/ac 0,76961 0,795427  0,96754
e/ae/cl 0,01898 0,795427  0,02386
e/d/ac -0,72471 0,795427  -0,91110
e/d/cl 0,70236 0,795427  0,88300
e/ac/cl -1,10693 0,795427 -1,39162
ae/d/ac -0,56840 0,795427  -0,71459
ae/d/cl 1,37497 0,795427 1,72859
ae/ac/cl 1,32218 0,795427 1,66223

d/ac/cl 0,39786 0,795427 0,50018




O melhor extrator nem sempre € aquele que fornece o maior rendimento, mas sim o que
extrai maior diversidade de metabdlitos. Uma forma de avaliar a eficiéncia do sistema extrator é
por meio do numero de picos cromatograficos. Neste trabalho foi utilizada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia para avaliar melhor o sistema extrator. Foram utilizadas trés fases
moéveis compostas por acetonitrila-metanol-dgua nas proporgdes de 35:35:30 (v/v/v), 26:27:47
(v/viv) e 17,5:17,5:65 (v/v/v). Os solventes utilizados na fase mével foram escolhidos de acordo
com o diagrama de Snyder, foi selecionado um solvente de cada grupo. Sendo a forca do solvente
de uma mistura eluente que determina a variacao nos quais todos os solutos de uma amostra sao
eluidos e dependem principalmente da fracdo de 4gua na mistura. As propor¢des da fase movel
foram escolhidas as quais deram a melhor resposta no trabalho sobre a impressdao digital da
Bauhinia variegata®. Destas fases méveis a que apresentou o maior nimero de picos para todos
os cromatogramas foi a fase moével acetonitrila-metanol-dgua na propor¢do de 17,5:17,5:65
(v/v/v). O aumento da for¢a cromatogrifica diminuiu o nimero de picos. Considerando que a
impressao cromatografica deve conter o maior nimero de picos no cromatograma, neste trabalho
serd enfatizado os resultados com a fase cromatografica acetonitrila-metanol-dgua na propor¢ao
de 17,5:17,5:65 (v/v/v).

Na Tabela 9 encontram-se os valores dos rendimentos da fase organica e o niimero de
picos cromatogréficos obtidos para os extratos analisados na fase mdvel acetonitrila-metanol-
agua 17,5:17,5:65 (v/v/v). Por estes resultados pode-se observar que a mistura quaterndria
composta por etanol-acetato de etila-acetona-cloroférmio (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/v/v/v) foi a que
apresentou o maior rendimento (0,2373 g) na fase orgénica e 31 picos cromatograficos com 4rea
superior a 0,5%, de acordo com a integracdo dos picos dada pelo programa computacional,
Figura 17. J4 a mistura bindria composta por acetato de etila-diclorometano (1/2:1/2) (v/v) com o

menor rendimento (0,0041 g) apresentou 33 picos cromatogréficos, Figura 18. Mesmo com o



rendimento muito distinto para os dois extratos, eles apresentam o nimero de picos bem
proximos. Ja a mistura terndria composta por diclorometano-acetona-cloroférmio (1/3:1/3:1/3)
(v/v/v) com o0 nono maior rendimento (0,0268 g) na fracdo apresentou o maior nimero de picos
nos cromatogramas para a fase mével acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65 (v/v/v) 39 picos.
Observa-se na Tabela 9 e Figura 19, que os extratos que apresentaram maior nimero de picos
foram preparados em misturas contendo acetato de etila e/ ou acetona. Diante destes resultados

pode-se concluir que o maior rendimento ndo implica em maior diversidade de metabdlitos.
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Figura 17: Cromatograma obtido na fase organica pela mistura quaterndria composta por etanol-
acetato de etila-acetona-cloroférmio (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/v/v/v); Coluna cromatografica C18, com
dimensodes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um; Fase mdvel acetonitrila-metanol-dgua
17,5:17,5:65 (v/v/v); Vazdo: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.



Tabela 9: Rendimento da fase orginica e o nimero de picos cromatogrificos para os extratos
obtidos pelo planejamento de cinco componentes utilizando a fase mdvel acetonitrila-metanol-
agua 17,5:17,5:65 (v/v/v).

Extrato Solvente extrator Rendimento/g N° de picos
1 Etanol (e) 0,0638 31
2 Acetato de etila (ae) 0,0691 30
3 Diclorometano (d) 0,0086 32
4 Acetona (ac) 0,1217 23
5 Cloroférmio (cl) 0,0066 32
6 e/ae 0,1618 26
7 e/d 0,2148 32
8 e/ac 0,0215 23
9 e/cl 0,1067 30
10 ae/d 0,0041 33
11 ae/ac 0,0222 31
12 ae/cl 0,0550 27
13 d/ac 0,1130 23
14 ac/cl 0,0250 33
15 d/cl 0,0407 31
16 e/ae/d 0,0517 31
17 e/ac/cl 0,0415 32
18 elae/cl 0,0482 36
19 e/d/cl 0,0069 29
20 e/ae/ac 0,1402 29
21 d/ac/cl 0,0268 39
22 ae/ac/cl 0,0443 32
23 ae/d/cl 0,0592 29
24 ae/d/ac 0,1323 34
25 e/d/ac 0,1286 28
26 e/ae/d/ac 0,1517 30
27 ae/d/ac/cl 0,0073 19
28 e/d/ac/cl 0,0760 31
29 e/ae/ac/cl 0,2373 31
30 e/ae/d/cl 0,0809 32

31a e/ae/d/ac/cl 0,1060 36
31b e/ae/d/ac/cl 0,0323 29

31c e/ae/d/ac/cl 0,0875 27
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Figura 18: Cromatograma obtido na fase orgéinica pela mistura bindria composta por acetato de
etila-diclorometano (1/2:1/2) (v/v); Coluna cromatografica C18, com dimensdes de 250 x 4,6 mm
e tamanho de particula 5 pum; Fase mével acetonitrila-metanol-agua 17,5:17,5:65 (v/v/v); Vazao:
1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.

Se o objetivo for obter um perfil cromatogrifico bem informativo, impressao digital da
espécie € preferivel utilizar a fase moével que apresentar a maior diversidade de picos
cromatograficos. No caso da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill a fase mdével composta por
acetonitrila-metanol-agua 17,5:17,5:65 (v/v/v) foi a que apresentou o maior nimero de picos
cromatograficos na fase organica, Figura 19, juntamente com a mistura terndria composta por

diclorometano-acetona-cloroférmio (1/3:1/3:1/3) (v/v/v).
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Figura 19: Gréfico do nimero de picos cromatograficos para a fase organica obtidos pela fase
moével acetonitrila-metanol-agua 17,5:17,5:65 (v/v/v) (e = etanol, ae = acetato de etila, d =
diclorometano, ac = acetona e cl = cloroférmio)

Para os cromatogramas obtidos com os solventes puros, Figura 20 pode-se destacar o
tempo de retencdo de 14,6 min, onde hd um pico cromatografico comum para todos os extratos
analisados na fase mével acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65 (v/v/v) para a fase organica. Na
busca por um biomarcador poderia utilizar qualquer um dos solventes puros. Além disso, os
extratos preparados com os solventes puros diclorometano e acetona foram os unicos que
apresentaram um pico cromatografico no tempo de eluicdo de 37,3 min para a fase moével

acetonitrila-metanol-agua 17,5:17,5:65 (v/v/v). Sendo que a maior intensidade do pico



cromatografico foi obtido em acetona pura. Este poderia ser um diferencial na espécie Rollinia

mucosa (Jacq.) Baill.
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Figura 20: Cromatogramas obtidos na fase organica para os solventes puros etanol, acetato de
etila, diclorometano, acetona e cloroférmio; Coluna cromatografica C18, com dimensdes de 250
x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um; Fase mdvel acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65
(v/vlv); Vazao: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.

O extrato preparado na mistura quaterndria etanol-acetato de etila-diclorometano-acetona
(1/4:1/4:1/4:1/4) (v/vlv:v), fol o que apresentou picos cromatograficos em tempos de elui¢do
diferentes (35,8 min (1) e 44,8 min (2)) das demais amostras na fase mével acetonitrila-metanol-
agua 17,5:17,5:65 (v/v/v), Figura 21. No caso, se o interesse do estudo fosse a busca de um novo

composto poderia optar por esta composi¢ao de extrato.
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Figura 21: Cromatograma obtido na fase organica para a mistura quaterndria etanol-acetato de
etila-diclorometano-acetona (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/v/v/v); Coluna cromatografica C18, com
dimensodes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 wm; Fase mdvel acetonitrila-metanol-dgua

17,5:17,5:65 (v/v/v); Vazdo: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.

Para a fragdo basica também foram analisados os 31 extratos, com triplicata para o ponto
central, obtidos pelo planejamento com cinco componentes para a espécie Rollinia mucosa
(Jacq.) Baill com as fases moveis compostas por acetonitrila-metanol-dgua nas proporc¢des de
35:35:30 (v/vIv), 26:27:47 (vIviv) e 17,5:17,5:65 (v/v/v).

Na Figura 22 encontram-se os resultados do nimero de picos cromatograficos para a fase
moével nas proporcoes de acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65 (v/v/v), a qual apresentou o
maior nimero de picos cromatogréficos em relacdo as outras propor¢oes da fase mével. O extrato
preparado em etanol-acetona (1/2;1/2) (v/v) apresentou 0 maior nimero de picos cromatograficos

(45) com area maior que 0,5%, e a segunda mistura foi acetato de etila-diclorometano-acetona-



cloroférmio com 32 picos cromatograficos, os demais extratos ficaram abaixo de 30 picos

cromatograficos.
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Figura 22: Grifico do nimero de picos cromatograficos para a fracdo basica obtidos pela fase
moével acetonitrila-metanol-agua 17,5:17,5:65 (v/v/v) (e = etanol, ae = acetato de etila, d =
diclorometano, ac = acetona ¢ cl = cloroférmio).

Na Tabela 10 estdo os valores de rendimentos dos extratos em massa € 0 nimero de picos

cromatograficos, com drea superior a 0,5%, obtidos na fase mdvel acetonitrila-metanol-dgua na

composi¢do 17,5:17,5:65 (v/v/v).



Tabela 10: Rendimento da fracdo basica e o nimero de picos cromatogrificos para os extratos
obtidos pelo planejamento de cinco componentes através da fase movel acetonitrila-metanol-dgua
17,5:17,5:65 (v/v/v).

Extrato Solvente extrator Rendimento/g N° de picos
1 Etanol (e) 0,0063 29
2 Acetato de etila (ae) 0,01068 22
3 Diclorometano (d) 0,0092 26
4 Acetona (ac) 0,0099 28
5 Cloroférmio (cl) 0,0006 25
6 e/ae 0,0101 19
7 e/d 0,0068 23
8 e/ac 0,0070 45
9 e/cl 0,0014 23
10 ae/d 0,0109 24
11 ae/ac 0,0095 20
12 ae/cl 0,0026 26
13 d/ac 0,0078 28
14 ac/cl 0,0103 19
15 d/cl 0,0092 26
16 e/ae/d 0,0073 20
17 e/ac/cl 0,0070 21
18 e/ae/cl 0,0097 26
19 e/d/cl 0,0051 26

20 e/ae/ac 0,0091 22
21 d/ac/cl 0,0098 26
22 ae/ac/cl 0,0012 24
23 ae/d/cl 0,0097 22
24 ae/d/ac 0,0018 25
25 e/d/ac 0,0080 21
26 e/ae/d/ac 0,0085 24
27 ae/d/ac/cl 0,0006 32
28 e/d/ac/cl 0,0057 28
29 e/ae/ac/cl 0,0012 28
30 e/ae/d/cl 0,0067 28
31a e/ae/d/ac/cl 0,0080 24
31b e/ae/d/ac/cl 0,0040 23

31c e/ae/d/ac/cl 0,0111 22




Ao analisar estes resultados pode-se notar que a mistura quindria etanol-acetato de etila-
diclorometano-acetona-cloroférmio (1/5:1/5:1/5:1/5:1/5) (v/v/v/v/v) foi o extrato obtido na fracao

basica que apresentou o maior rendimento (0,0111 g) e 22 picos cromatogréficos, Figura 23.
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Figura 23: Cromatograma obtido na fragdo basica para a mistura quindria etanol-acetato de etila-
diclorometano-acetona-cloroférmio (1/5:1/5:1/5:1/5:1/5) (v/v/v/v/v); Coluna cromatogréfica C18,
com dimensdes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 wm; Fase médvel acetonitrila-metanol-
agua 17,5:17,5:65 (v/v/v); Vazdo: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.

O extrato preparado em cloroférmio puro com o menor rendimento entre da fracdo bésica
apresentou 25 picos cromatograficos. A mistura quaterndria acetato de etila-diclorometano-
acetona-cloroféormio (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/v/v/v) com o mesmo rendimento do cloroférmio

apresentou 32 picos cromatogréficos, Figuras 24 e 25, respectivamente.
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Figura 24: Cromatograma obtido na fracdo bdsica para o solvente puro cloroférmio; Coluna

cromatografica C18, com dimensdes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 wm; Fase mével
acetonitrila-metanol-agua 17,5:17,5:65 (v/v/v); Vazao: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.
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Figura 25: Cromatograma obtido na fracdo bdsica na mistura quaterndria acetato de etila-
diclorometano-acetona-cloroférmio (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/v/v/v); Coluna cromatogrifica C18, com
dimensdes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um; Fase mdvel acetonitrila-metanol-dgua
17,5:17,5:65 (v/v/v); Vazdo: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.



Assim podemos observar que o menor rendimento apresentou a maior variedade de picos

cromatograficos quando

comparado ao extrato de maior rendimento na fase movel acetonitrila-

metanol-dgua na composi¢ao 17,5:17,5:65 (v/v/v), principalmente para a mistura quaternaria

acetato de etila-diclorometano-acetona-cloroférmio (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/vIvlv).

Na Figura 26 estdo os cromatogramas dos extratos obtidos com os solventes puros para a

fracdo basica. O extrato 1 (etanol) foi o que apresentou o maior nimero de picos cromatograficos

(29) e mais intensos também.
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Figura 26: Cromatogramas obtidos na fracdo bdsica para os solventes puros etanol, acetato de
etila, diclorometano, acetona e cloroférmio; Coluna cromatografica C18, com dimensdes de 250
x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um; Fase mdvel acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65
(v/vlv); Vazao: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.



O extrato preparado na mistura bindria etanol-acetona (1/2:1/2) (v/v) foi o que apresentou
0o maior numero de picos cromatograficos (45) na fase moével acetonitrila-metanol-dgua
17,5:17,5:65 (v/v/v), Figura 27. Assim, para a fracao bésica esta seria a mistura de solventes mais
indicada para obter a impressao digital da espécie Rollinia mucosa (Jacq.) Baill pela quantidade

de picos cromatogréficos apresentados nesta fase movel.

8000

6000 -

4000

2000

intensidade relativa/mV

T T T T T T 1

0 10 20 30 40
tempo/min

Figura 27: Cromatograma obtido na fracdo bdsica na mistura bindria etanol-acetona (1/2:1/2)
(v/v); Coluna cromatografica C18, com dimensdes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5

pm; Fase mével acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65 (v/v/v); Vazao: 1 mL/min; comprimento
de onda: 254 nm.

A andlise de componentes principais (ACP) e andlise hierdrquica (HCA) foram usadas
para avaliar possiveis discriminagdes na composicdo quimica das amostras da fase organica.

Nesta etapa do trabalho serdo apresentados os resultados cromatograficos para a fase mével que



apresentou o maior nimero de picos, acetonitrila-metanol-d4gua nas propor¢des 17,5:17,5:65
(v/vlv) e andlise exploratdria dos espectros na regido do infravermelho.

Os cromatogramas obtidos para os 31 pontos do planejamento com triplicata no ponto
central, foram colocados na forma de uma matriz de 33x2907, 33 cromatogramas e 2907
varidveis, com valores de altura do pico (mV) nos diferentes tempos de retencao.

Cinco componentes principais explicam 74,46% da variancia total contida nos dados. A
Figura 28 mostra o grifico dos escores das componentes principais CP1 e CP3 que juntas

explicam 51,5% da variancia total.
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Figura 28: Gréfico dos escores para as componentes CP1 e CP3 dos dados cromatograficos para
os 33 extratos da fase organica.



A CP1 separa o grupo III dos grupos I e II, enquanto que a CP3 separa o grupo II dos

demais. As amostras presentes no grupo I sofrem influéncia dos solventes extratores etanol puro

ou em misturas principalmente com acetato de etila e/ou acetona. O grupo II contém as duplicatas

do ponto central e misturas de etanol-acetato de etila, diclorometano-cloroférmio e a mistura

ternaria de acetato de etila, diclorometano e acetona. O grupo III é separado dos demais por

conter extratos preparados em diclorometano e cloroférmio puros ou em misturas.

Com auxilio do gréfico dos loadings das componentes principais 1 e 3, Figura 29,

observa-se que todos os valores para a CP1 sdo positivos. Esta componente apresenta forte

influéncia na concentracdo dos diferentes metabdlitos. A Figura 30 mostra um cromatograma das

amostras discriminadas pela CP1. Observa-se que o extrato 11 de grupo III apresenta maior

intensidade dos picos, nos tempos de eluicdo de 7,5, 9,4, 14,4 e 19,9 min por estar na regido mais

positiva da CP1, que o extrato 10 na regido menos positiva. Os loadings da CP3 mostram uma

forte influéncia nos tempos de retencao de 14,9 e 15,7 min na discriminagdo dos grupos I e IL.

Comparando um espectro destes dois grupos, Figura 31, verifica que o cromatograma do grupo I

apresenta um pico intenso 15,7 min, enquanto que o grupo II apresenta um pico mais intenso em

14,9 min.
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Figura 29: Grafico dos loadings das componentes principais 1 e 3 para as 33 amostras da fase
organica.
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Figura 30: Cromatogramas das amostras do grupo I e III discriminados na CP1.
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Figura 31: Cromatogramas das amostras dos grupos I e II separados pela CP3.

Para confirmar os resultados obtidos nas componentes principais foi utilizada a andlise

hierdrquica, Figura 32. Na distancia de ligacdo de 2,25, pode-se observar os mesmos grupos

formados, Figura 28.
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Figura 32: Dendrograma obtido com os dados dos cromatogramas para as amostras da fase
organica.

Os espectros obtidos na regido do infravermelho para a fase organica foram colocados na
forma de uma matriz com 31 amostras e 1866 varidveis. A Figura 33 mostra o grafico dos escores
dos fatores varimax 1x3x4. Quatro componentes principais juntas explicam 96,4% da variancia

contida nos dados. Nesta Figura podemos observar a formagao de oito grupos distintos.
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Figura 33: Grafico dos escores para as componentes principais 1x3x4, que juntas explicam 84,11
% da variancia total dos dados.

Uma maneira de explicar a separacao dos grupos € utilizando os dados de seletividade da
Tabela 1. Nesta abordagem, os solventes sdo agrupados de acordo com o tipo de interagdo que
sdo capazes de realizar com os compostos de interesse. Os parametros de seletividade utilizados
sdo a acidicidade (), basicidade (B) e dipolaridade (). Os solventes ou misturas que apresentam
parametros de seletividade similares sdo quimicamente semelhantes, embora possam apresentar
diferentes valores de polaridade.

No grupo I predomina o diclorometano como solvente extrator, em mistura bindria

(diclorometano-acetona) e terndria (etanol-diclorometano-cloroférmio) que apresenta uma alta



dipolaridade (m) e baixa basicidade (B), sendo assim, este grupo deve extrair preferencialmente
substancias com capacidade de interacdo dipolar, como ésteres, éteres, sulfoxidos, hidroxilas,
cetonas, aldeidos, e compostos nitrogenados, entre outros.

O grupo II € composto pelos solventes extratores nas misturas bindrias etanol-acetona e
terndria etanol-acetona-cloroférmio, o grupo IV predominam misturas com trés ou mais solventes
extratores € na maior parte composto por misturas com acetato de etila e cloroférmio. Desse
modo o grupo IV apresenta valores de m© maiores que o grupo I, e valores de a e f semelhantes,

com isso o grupo IV deve extrair mais compostos com interagdo dipolar que o grupo II.

O grupo III formado pelo cloroférmio apresenta um alto valor de acidicidade e zero
basicidade f=0. Com estas caracteristicas ele ¢ um forte doador de prétons e um fraco receptor,
assim ird interagir com compostos que apresentam cardter basico e de polaridade intermedidria.

O grupo V com predominincia de misturas bindrias e dos solventes extratores etanol e
diclorometano, apresenta um alto valor de m e valores de a e P oscilante, logo este grupo ird
extrair mais compostos com interacao dipolo que compostos com carater acido e bésico.

O grupo VI e VII composto pelos solventes extratores etanol-acetato de etila-acetona e
etanol-acetato de etila, acetato de etila-acetona e acetato, apresentam baixos valores a, altos

valores de m e f3, logo estes grupos vao preferir extrair compostos de cardter mais dcido.

Ja o grupo VIII com predomindncia de misturas ternarias formadas principalmente por
diclorometano em misturas puro. Este grupo apresenta os maiores valores de m, assim ird extrair
compostos que contenham interagdo dipolar, halogénios, aldeidos, sulfetos, compostos com

ligacdo nitro (-NOy) e nitrila (-CN), entre outros.

Na Figura 34 encontra-se o grifico dos loadings dos fatores varimax 1x3x4 versus

nimero de onda (cm'l).
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Figura 34: Grafico dos loadings das componentes 1x3x4 para os extratos da fase orgénica.

Na CP1 a regido que discrimina é em torno de 3450 cm™ caracteristica de vibracdes de
deformacido axial de O-H (v O-H) de alcoois e fendis (3650-3100 cm'l), com contribui¢des de
absor¢Oes provenientes de deformacdo axial de N-H de amina secunddria, amidas primadrias,
Figura 35. A CP3 separa as amostras na regido em torno de 2925 e¢ 2850 cm "' que sdo picos
caracteristicos de deformacdes axiais simétricas e assimétricas de v C-H de hidrocarbonetos
alifdticos e de aldeidos.

A CP4 apresenta um pico intenso em 770 cm’' maior que na CPl, que pode ser
caracteristicas de compostos com vibracdes de deformacao angular fora do plano de ligacao C-H

de hidrocarbonetos aromdticos ou de alquenos (1000-650 cm™). Podem ser ainda vibraces de



deformacio angular simétrica fora do plano das ligacdes N-H de aminas (909-667 cm™') e amidas
(800-667 cm™).

Na Figura 35 encontram-se os espectros das amostras 04 e 11 discriminadas pelas
componentes 1x3x4, que confirmam os resultados da Figura 34. O extrato 04 que se encontra na
regido mais negativa da CP3 apresenta intensas bandas de absor¢cdo em 2850 e 2925 nm e em
3450 nm, porque esta na regido mais positiva da CP1. Na amostra 04 e amostra 11 observa-se um

pico intenso em 770nm, porque ambos se encontram na regido positiva da CP4.
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Figura 35: Espectros de absor¢@o no infravermelho para as amostras 04 e 11obtidas na fase
organica discriminadas pelas componentes 1x3x4.

A Figura 36 mostra o dendrograma obtido pela anélise hierdrquica, em que confirma os

resultados obtidos pelo gréfico dos escores mostrado na Figura 34. Na distancia de ligacdo de



0,75 € possivel observar a separacdo dos oito grupos formados na projecdo dos fatores varimax

1x3x4.
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Figura 36: Dendrograma obtido baseado nos dados dos espectros FTIR para as amostras da fase
organica.

A fracdo béasica também foi analisada por componentes principais (PCA) e andlise
hierdrquica (HCA) para avaliar possiveis discriminagdes na composicao quimica dos diversos
extratos.

Os cromatogramas obtidos para os 31 pontos do planejamento com triplicata no ponto
central, foram colocados na forma de uma matriz de 33x2814, que totalizou em 33
cromatogramas e 2814 varidveis, com valores de altura do pico (mV) nos diferentes tempos de

retencao.



Cinco fatores varimax juntos explicam 87% da variancia total contida nos dados. No
grafico dos escores estdo as componentes principais 1x2x3 em trés dimensdes com rotacdo

varimax que juntas explicam 81,4% da variancia total, Figura 37.

Figura 37: Grafico dos escores para as componentes 1x2x3 dos dados cromatogréficos para os
31 extratos da fracdo basica.

Na Figura 37 € possivel observar a separagdao das amostras em nove grupos distintos. Em

que o grupo III encontra-se em todas as misturas o etanol como um dos solventes extratores,

diferentemente do grupo VII que se encontra do lado oposto que apresenta na composicao

extratora os solventes diclorometano e cloroférmio em misturas ou puros. O grupo VI se difere



por apresentar a maior parte misturas terndrias e quaterndrias compostos pelos solventes

extratores etanol-acetato de etila-acetona. O grupo VIII possui todas as misturas bindrias com

acetato de etila, e o grupo IV encontra-se em todas as amostras acetona pura ou em misturas

como um dos solventes extratores. O grupo I e V encontram-se proximos por apresentar em suas

misturas etanol e acetona. J4 o grupo IX se difere dos demais por apresentar em sua composicao

extratora maior parte dos solventes acetato de etila, acetona e cloroférmio.

Com estes resultados podemos inferir que as amostras se distanciaram com relagdo a

composi¢cdo dos extratores. Isso fica evidente quando comparamos o grupo III com o VII que

estdo em lados opostos na Figura 37.

Na Figura 38 encontra-se o grafico dos loadings varimax dos fatores 1x2x3 versus tempo

(min). Observa-se que o F2 discrimina as amostras que apresentam altas concentracdes de

compostos ou grupos de compostos que apresentam com tempos de eluicdo de 3,5 e 7,7 min. O

F3 apresenta sinal mais intenso em 2,55 min. No fator 1, o maior valor de loading corresponde ao

tempo de 2,74 min que desloca as amostras para a regido mais positiva em F1 enquanto que, nos

tempos de 2,55 e 7,7, min, deslocam para a regido negativa em F1.

Comparando os cromatogramas das amostras separadas pelos fatores 1x2x3, Figura 39,

observa-se as regides discriminadas para as amostras 13 que apresenta um pico intenso em 2,74

min por se encontrar na regiao mais positiva do fator 1, enquanto que a amostra 24 apresenta um

pico intenso em 2,55min discriminado pelo fator 3.
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Figura 38: Grafico dos loadings das componentes 1x2x3 para os dados cromatograficos obtidos
na fracdo bésica.
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Figura 39: Cromatogramas das amostras 13 e 24 discriminados pelos fatores 1x2x3.



Para confirmar os resultados obtidos nas componentes principais foi utilizada a andlise
hierdrquica. E na distancia Euclidiana de 0,6, do dendrograma pode-se observar os mesmos

grupos formados, Figura 40.
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Figura 40: Diagrama com base nos dados cromatograficos para a fracao bdsica na fase movel
acetonitrila-metanol-agua (17,5:17,5:65).

Os dados obtidos por FTIR para a fracdo bdsica para as 31 amostras do planejamento,
Tabela 1, foram colocados em uma matriz 31x1866 (31 amostras e 1866 varidveis). A Figura 41
mostra o grafico dos escores das componentes principais 1x2x3 em trés dimensdes com rotagcdo
varimax. As trés componentes juntas explicam 89,9% da variancia total contida nos dados. De

acordo com a Figura 40 podemos observar a formacao de seis grupos distintos.



Figura 41: Gréfico dos escores para as componentes principais 1x2x3, que juntas explicam 89,9
% da variancia total dos dados.

O gréfico dos loadings dos fatores 1x2x3 versus nimero de onda (cm'l) encontra-se na
Figura 42.

A CP2 possui maior absor¢io na regido em torno de 3440 cm™ que é caracteristica de
vibragdes de deformacdo axial de O-H (v O-H) de alcoois e fendis (3650-3100 cm'l), pode ter
contribui¢des de absor¢des provenientes de deformagio axial de N-H de amina (3500-3310 cm™)
e amidas (3500-3060 cm™). Portanto estas vibracdes de deformagdo podem caracterizar a

presenca de alcaldides que sdo compostos separados nesta fase do fracionamento.
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Figura 42: Grafico dos loadings das componentes 1x2x3 para os extratos da fracdo bdsica.

A CP1 é discriminada com intensas bandas de absor¢do na regido entre 3000 e 2800 cm’
caracteristica de deformagOes axiais simétricas e assimétricas de v C-H de hidrocarbonetos

alifaticos (3000-2840 cm'l) e de aldeidos (2830-2695 cm'l).

J4 a regido com bandas de 1300-1000 cm” pode ser proveniente de vibracdes de
deformacio axial de C-O de ésteres a,p-insaturados (1300-1160 cm™), ou de lactonas (1250-1111
cm™). Esta regido pode indicar também vibragdes de deformacio axial de C-N de aminas
arométicas (1342-1260 cm™), pode ser também a vibracdes de deformacdo axial de C-O de
ésteres de dlcoois primarios (1164-1031 cm’) e secunddrios (1100 cm™). Ainda pode ser
vibragdes provenientes de deformacao axial da ligagdo C-N de aminas alifaticas (1250-1020 cm’
", pode ser também vibracdes de deformagdo angular da ligacio C-H de hidrocarbonetos

aromdticos (1300-1000 cm™), com absor¢io tanto para a CP1 quanto para a CP2.



A banda de absorcdo na regido entre 1000-500 cm™' pode ser contribuicdo de vibragdes
provenientes de deformacao angular fora do plano de ligacdo C-H de hidrocarbonetos arométicos
ou de alquenos (1000-650 cm™). Podem ser ainda vibracdes de deformacdo angular simétrica fora
do plano das ligacoes N-H de aminas (909-667 cm'l), amidas (800-667 cm'l), ou vibracdes de
deformacdo axial de N-O de nitritos (850-750 cm™), regiio que discrimina a CP1 e a CP3.

Na Figura 43 encontra-se as bandas de infravermelho para as amostras 02 e 09
discriminadas pelas componentes 1x2x3, que comprova as regides mostradas no grafico dos
Loadings. A amostra 09 apresenta picos de absorcao intensos na regido de absorcao de 3440 nm,
logo que se encontra na regido mais positiva da CP2 que discrimina estd regido. E picos intensos
em 2857 e 2931 nm, discriminados pela CP1. A amostra 02 apresenta picos intensos na regido de

758 nm, pois se encontra na regiao mais negativa da CP1.
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Figura 43: Espectros de absor¢do no infravermelho da fracdo bdsica para as amostras 02 e 09
obtidas das folhas da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.



A Figura 44 mostra o dendrograma obtido pela andlise hierdrquica, em que confirma os
resultados obtidos pelo grafico dos escores mostrado na Figura 41. Na distancia de ligacdo 1 €
possivel observar a separacao dos seis grupos formados na projecdo das componentes 1x2x3.

No grupo I predomina os solventes extratores acetato de etila e acetona, que resulta em
misturas com uma baixa acidicidade a, preferencialmente para a amostra 24 composta por acetato
de etila-diclorometano-acetona. E o grupo III predomina em todos os extratos a acetona como
solvente extrator puro ou em misturas. Estes grupos vao apresentar valores relativamente altos de

n e B e baixos valores de a. Logo ird interagir melhor com substancias de cardter mais dcido.
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Figura 44: Dendrograma obtido baseado nos dados dos espectros FTIR para as amostras da
fracdo basica.



O grupo II possui a maior parte das amostras com misturas terndrias, € em torno de 80%

destas misturas ha como um dos solventes extratores o cloroférmio. Este grupo encontra-se com

valores altos e baixos para a, B e m, sendo os maiores valores para .

O grupo IV predomina em misturas ou puro o diclorometano como um dos solventes

extratores, ele estd presente em mais de 77% das composicdes. Estas amostras apresentam os

maiores valores de m, e baixos valores de (. Portanto, este grupo ird extrair compostos

quimicamente semelhantes, como éteres, ésteres, sulfetos, sulféxidos, tidis, hidroxilas,

halogénios, aldeidos, cetonas, compostos com liga¢cdo nitro (-NO,) e nitrila (-CN), entre outros.

O grupo V composto pelas misturas acetato de etila-diclorometano-cloroférmio, aceteto

de etila-cloroférmio e etanol-diclorometano apresenta altos valores de 7 e a e baixos valores de f3,

isso faz com que estes solventes extraiam preferencialmente compostos de cardter mais bdsico.

J4 o grupo VI possui como solvente extrator o acetato de etila em torno de 60% nas

misturas ou puro. Este grupo possui valores altos de B e m e baixos valores de a. Sendo fortes

receptores de protons, e ird interagir melhor com compostos que sao fortes doadores de prétons,

tais como acidos carboxilicos, dlcoois, fendis, entre outros.

Para encontrar a relacdo entre os parametros de seletividade, polaridade (P) e constante

dielétrica (E) e os rendimentos das fracdes, foi utilizada a projecdo das varidveis no plano dos

fatores 1x2 da andlise de componentes principais. O grafico desta projecdo estd ilustrado na

Figura 45.



1.0} P —
4"""‘— ‘.\-;.“
7 .
/-"' \\
7 IO,
o //(D \
0.5} 7/ 7 \
£ ;s = =
¢ Basica yd kY

/ N -~ ¢

\ fibr
X i P \\ /// ! _b a ?
3 "E O~——— N o7 —== T }
i G N PP i
§ o0.0¢ ; > N !
e L - AN /
N Orga -7 N\ i
x P | NN i
Y e \ \ \\ utra _,‘

\ s LA /

_r ‘I A\
’\\~ . | \\ \ /
-0.5¢ o \ NN 7
"\_ 1, \ \(X. P
., Re% duo \ % s
Bruto g
\ﬁ_ N
- e
\\..__ '/"" -
-1 -0 I i = S DT Lo
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
F1 :38.13%

Figura 45: Projecdo das varidveis no plano dos fatores 1x2.

Nesta figura, observa-se que os rendimentos das fracdes residuos (fracdo nao soldvel no
fracionamento) e a fragdo organica e o rendimento bruto, encontra-se entre os valores de o ¢ 3,
enquanto que as fragdes neutras, fibras estdo localizados entre os valores de o e 7. O rendimento

da fragao bésica estd localizado entre os pardmetros 3 e 7. Este resultado evidéncia de modo geral

a relacdo da composi¢do dos extratos com os parametros de seletividade.






5. Conclusao

Neste trabalho com o auxilio do planejamento estatistico centrdide simplex de cinco

solventes para obtencdo dos extratos a partir das folhas secas da Rollinia mucosa (Jacq.) Baill foi

possivel encontrar a melhor composicdo da mistura de solventes extratores para obter 0 maior

rendimento do extrato bruto e quatro fracoes.

v

Para o extrato bruto o rendimento foi 1,5380 g de extrato para 20 g de amostra
obtido com uma mistura ternaria etanol-diclorometano-cloroférmio (1/3:1/3:1/3)
vIviv);

Para a fracdo neutra o rendimento foi 0,5765 g obtido em uma mistura terndria
etanol-diclorometano-cloroférmio (1/3:1/3:1/3) (v/v/v);

Para a fase organica o rendimento foi 0,2373 g obtido em uma mistura quaterndria
etanol-acetato de etila-acetona-cloroférmio (1/4:1/4:1/4:1/4) (vIvIvIv);

Para a fracdo bésica o rendimento foi 0,0111 g para uma mistura quindria etanol-
acetato de  etila-diclorometano-acetona-cloroférmio (1/5:1/5:1/5:1/5:1/5)
(v/vIvIvlv), com destaque para o acetato de etila que apresentou o maior
rendimento na fracdo em misturas e puro em relacdo aos demais solventes
extratores;

E para as fibras o mais indicado € o solvente puro diclorometano que obteve um

rendimento de 0,2772 g.

Com o auxilio da cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel distinguir qual

composi¢do do solvente extrator que removeu maior diversidade de metabdlitos (maior nimero



de picos cromatograficos) analisados na fase moével acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65

vIvlv):

Entre os solventes puros para a fase organica o extrato obtido com acetona foi o
que apresentou menor nimero de picos cromatograficos (23 picos);

O maior rendimento na fase orgénica foi obtido na mistura quaterndria etanol-
acetato de etila -acetona-cloroférmio, (1/4:1/4:1/4:1/4)(v/v/v/v) que apresentou 31
picos cromatograficos;

A mistura terndria composta por diclorometano-acetona-cloroférmio (1/3:1/3:1/3)
(v/v/lv) com o nono maior rendimento obteve o maior nimero de picos
cromatograficos na fase organica de 39 picos;

Os extratos preparados com os solventes puros diclorometano e acetona foram os
Unicos que apresentaram um pico cromatografico no tempo de retencdo de 37,3
min para a fase moével acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65 (v/v/v) na fase
organica. Sendo que a maior intensidade do pico cromatogréifico foi obtido em
acetona pura. Este poderia ser um diferencial na espécie Rollinia mucosa (Jacq.)
Baill;

O extrato preparado na mistura quaterndria etanol-acetato de etila-diclorometano-
acetona (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/v/v:v), foi o que apresentou picos cromatograficos em
tempos de retencdo diferente (35,8 min (1) e 44,8 min (2)) das demais amostras na
fase mével acetonitrila-metanol-dgua 17,5:17,5:65 (v/v/v).

Na fracdo bdsica o extrato obtido com cloroférmio foi o que apresentou menor

rendimento comparado aos demais solventes puros e 25 picos cromatograficos;



v" Na fragéo bésica a mistura quindria etanol-acetato de etila-diclorometano-acetona-
cloroférmio (1/5:1/5:1/5:1/5/1/5)(v/v/v/viv) foi a que obteve o maior rendimento
apresentando 22 de picos cromatograficos;

v' A mistura etanol-acetona (1/2:1/2) (v/v) apresentou o maior nimero de picos

cromatograficos na fracdo basica, 45 picos;

De acordo com estes resultados podemos inferir que o maior rendimento niao implica em
maior diversidade de metabdlitos tanto para a fase organica quanto para a fracao bdsica.

v Para obter um perfil cromatogrifico bem informativo para a espécie Rollinia
mucosa (Jacq.) Baill € melhor utilizar a fase mdvel composta por acetonitrila-
metanol-dgua na proporcao 17,5: 17,5:65 (v/v/v) junto com a mistura. terndria
composta por diclorometano-acetona-cloroférmio (1/3:1/3:1/3) (v/v/v) para a fase
organica que apresentou 39 picos, e para a fracdo basica a mistura bindria etanol-

acetona (1/2:1/2) (v/v) com 45 picos cromatograficos;

A aplicacdo dos métodos quimiométricos associados a andlise pela CLAE foi possivel:
v’ Separar os extratos em trés grupos na fase orginica conforme a composi¢cdo
extratora de cada grupo;
v’ Separar os extratos em nove grupos na fra¢do basica conforme a composi¢do
extratora de cada grupo;
Este resultado mostra que a composi¢do quimica da fase basica sofre mais influéncia do
sistema extrator que a fase orgénica, ou seja, a fracdo basica tem nove conjuntos de composi¢oes

quimicas diferentes.



A aplicacdo dos métodos quimiométricos associados a andlise por infravermelho foi
possivel:
v" Tracar o perfil dos diferentes extratos identificando qualitativamente oito grupos
na frac@o organica e seis grupos na fracao bdsica;
v" Identificar qualitativamente os grupos de composi¢do quimica diferente presentes
nos extratos da fracdo organica e da fracdo basica;
v Determinar as regides discriminatérias de grupos funcionais para discriminar a

composi¢ao quimica dos diferentes extratos;

Na escolha dos solventes extratores de acordo com os parametros de seletividade de
Snyder, pode-se observar que:

v Os solventes ou misturas que apresentaram os parametros de seletividade similares

sdo quimicamente semelhantes, embora possam apresentar diferentes valores de

polaridade.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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