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SOARES, Daniely Xavier. Analise exploratéoria da separacao de metabdlicos
secundarios do extrato das folhas de erythrina especiosa andrews por
cromatografia liquida: estudo comparativo. 2010. Dissertagdo (Mestrado em
Quimica dos Recursos Naturasi) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina.
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RESUMO

Planejamento estatistico de mistura de quatro componentes foi usado para investigar
a influéncia dos solventes no fracionamento cromatografico em coluna aberta no
extrato das folhas da Erythrina speciosa A. Os grupos de fragbes obtidos foram
investigados e comparados com os grupos obtidos pelo fracionamento
cromatografico envolvendo apenas solventes puros e misturas binarias (classico). As
fragdes foram analisadas quanto aos parametros solvatocrémicos a, B € © para o
aumento da seletividade de compostos quimicos. Os grupos de fragbes também
foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Duas fases
moveis com diferentes forgas cromatograficas foram investigadas. Analise de
componentes principais (ACP) e analise hierarquica foram aplicadas aos dados
cromatograficos e espectroscopicos. As caracteristicas da impressédo digital
cromatografica foram compassivas a mistura de solventes e a forga cromatografica.
A melhor fase moével para produzir impressao digital informativa foi 17,5%
acetonitrila, 65% de agua e 17,5% de metanol (v/v/v). O grupo de fragdes do
fracionamento cromatografico com planejamento de misturas de maior diversidade
de compostos (36 picos) foi obtido em misturas de hexano/diclorometano/acetato de
etila ((60; 20; 20%) (v)). No fracionamento cromatografico classico o maior numero
de picos (34 picos) foi obtido com a mistura diclorometano/acetato de etila ((50; 50)
(v)). As fragbes obtidas no fracionamento cromatografico com planejamento de
misturas apresentaram maior diversidade de espectros dos picos cromatograficos
quando comparado com o fracionamento classico.

Palavras chaves: Quimica analitica. Analise cromatografica. Extragao por solventes.
Erythrina speciosa.



SOARES, Daniely Xavier. Exploratory analysis of the separation of secondary
metabolites of the extract of erythrina specious andrews liquid
chromatography: a comparative study. 2010. Dissertation (Masters in Chemistry of
the Natural Resources) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2010.

ABSTRACT

Statistical mixture design of four components was used to investigate the influence of
solvent in the chromatographic fractionation in open column of the extract from
Erythrina speciosa Andrews leaves. The results were compared with a
chromatographic fractionation involving only pure solvent and binary mixtures
(classic). Solvatochromic parameters a, B € © were used to increase the chemical
compounds selectivity. Mobile phases with different chromatographic strengths were
investigated for reversed-phase liquid chromatographic (RP-HPLC). Principal
component analysis (PCA) and hierarchical analysis were performed to interpret
differences in the chromatographic and spectra data. Substantial differences were
found between the two fractionations. The characteristic of chromatographic
fingerprint was influenced by the solvent mixture and the chromatographic strength.
The best mobile phase to produce fingerprint informative was
acetonitrile:water:methanol, 17.5/65/17.5, % vl/v/v. Fractions chromatographed in
hexane:dichloromethane:ethyl acetate 60:20:20, % v/v/v resulted in 36 peaks
whereas in the classic model it resulted in 34 peaks in dichloromethane:ethyl acetate,
50/50 % v/v mixture. Alkaloids, flavones, o>P unsaturated lactone and pterocarpans
were tentatively identified with reference to literature data based on their UV-VIS
data.

Key words: Analytical chemistry. Analysis - chromatographic. Solvent extraction.
Erythrina speciosa.
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1 INTRODUCAO

O controle de qualidade de plantas medicinais ainda possui muitos
desafios. No processo de padronizagdo, a quantificagdo direta dos constituintes
ativos € um dos critérios mais desejados, mas em uma sé planta podem existir
varios componentes ativos complexos, os quais ainda tém um conhecimento muito
limitado, tornando-se praticamente impossivel identifica-los e posteriormente
proceder a uma analise quantitativa !

Atualmente, a construgdo de impressdes digitais cromatograficas
tornou-se uma das ferramentas mais poderosas para controle de qualidade de
fototerapicos e outros. O bom desempenho de uma impresséao digital cromatografica
€ dependente do grau de separagdo cromatografica e da distribuicdo da
concentragdo de todos os componentes quimicos nos fototerapicos investigados 2
Este método é usado para assegurar a qualidade de materiais a base de plantas,
especialmente quando existe falta de padrdes auténticos para identificacdo dos
componentes ativos 3,

A impressao digital quimica tradicional determina a relagédo de teores
de compostos quimicos com as razdes das areas dos picos ou alturas de pico com
métodos estatisticos. Pode, assim, avaliar a qualidade da planta e seus extratos
através da comparagao da similaridade 4

A obtengdo de uma boa impressdo digital cromatografica de uma
planta medicinal depende de varios fatores, como o método de extragao,
instrumentos de medicao e condicdes de medicdo. Para obter a extracdo completa,
o solvente ideal é obviamente, o que apresenta uma seletividade maxima >,

Os extratos de plantas sao geralmente misturas muito complexas
que contém centenas ou milhares de diferentes constituintes ° A separagao destes
constituintes esta fortemente ligada a cromatografia liquida no nivel analitico e
preparativo. A separagao de todos os constituintes é dificil ser obtida com uma unica
técnica cromatografica. Neste caso, a cromatografia de camada delgada e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo as mais comumente usadas. Por outro
lado, se for necessario isolar um determinado constituinte da amostra a
cromatografia de coluna aberta é geralmente usada. Esta técnica pode ser usada em

diferentes passos no processo de isolamento em produtos naturais 67
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Na cromatografia liquida de alta eficiéncia a escolha dos solventes é

baseada no sistema de classificacdo de solvente introduzida por Snyder (usando
modelo de mistura), que classificou mais de oitenta solventes em oito grupos para a
cromatografia em fase normal de acordo as suas propriedades °.
Na cromatografia liquida em coluna aberta, os efeitos do solvente na separagao sao
comumente creditados a mudanca de polaridade do meio. No entanto, constantes
fisicas do solvente tais como a constante dielétrica (€), momento de dipolo (u)e o
indice de refracao sao inadequados como uma medida quantitativa da polaridade do
solvente. Isso decorre do fato que, embora descrevam o solvente como um todo,
estas constantes nado consideram interagcdes especificas soluto solvente como
ligacbes de hidrogénio e interagbes eletrbnicas do tipo doador-receptor de Lewis,
que, freqlientemente, representam um papel dominante em interagdes soluto
solvente ™°.

Um conjunto de trés parametros chamados de solvatocrémicos foi
concebido para descrever a acidicidade (a), basicidade (B) e dipolaridade (7*). Os
valores destes parametros para diferentes solventes foram derivados da
espectroscopia (dai o nome solvatocromico) e de outras medidas, que foram
especificamente designadas para a medida de uma unica interagéo”. Os valores
dos parametros solvatocrdmicos sdo as médias de resultados obtidos com varios
solutos investigados para cada parametro, em contraste com os parametros do
triangulo de seletividade de solvente no qual se baseou na propriedade

termodinamica de um unico soluto '2.

° n* é um termo que mede a dipolaridade/polarizabilidade do

solvente, ou seja, sua capacidade para estabilizar uma carga ou
um dipolo em virtude de seu efeito dielétrico; 13
a descreve a habilidade do solvente para formar ligagdes de
hidrogénio com o soluto; ™
B mede a tendéncia do solvente em doar um par de elétrons (ou
aceitar um préton) em ligagdes de hidrogénio com o soluto; 13

Ha centenas de anos que as plantas e os extratos vegetais tém sido
usados na producdo de compostos fotoquimicos, que sdo muito utilizados na
preparacdo de suplementos dietéticos, alimentos funcionais, aditivos alimentares,

produtos farmacéuticos, agricolas e cosméticos 14,15
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As principais classes dos destes compostos sdo os alcaldides,
terpendides e compostos fendlicos 15

Os compostos fendlicos presentes nas plantas compreendem uma
grande diversidade de compostos como os flavondides (antocianinas, flavonas,
flavononas) e varias classes de nao-flavonodides (acidos fendlicos) 1,
Classicamente, a extracdo desses compostos é realizada utilizando solventes com
polaridade crescente. Assim, inicia-se 0 processo de extragdo com um solvente
apolar para retirar os oOleos, gorduras, esterdis e pigmentos e finaliza com agua
quente para extrair os heterosideos mais polares 7,

Os alcaldides também sao encontrados nas plantas constituidos por
uma enorme quantidade de substancias estruturalmente diferentes, e por isso a
definicdo quimica para essa classe de compostos € muito dificil 18,

Os extratos de folhas, cascas e de raizes de varias espécies do
género Erythrina sao usados na medicina popular no tratamento de diversas
doencas, tais como disenteria, asma, dor estomacal, infertilidade feminina e,
principalmente, infecgdes microbianas.” O estudo de espécies de Erythrina foi
estimulado apos a verificagado, entre os anos de 1930 e 1940, que extratos de
sementes de varias espécies continham alcaldides com atividade fisioldgica
semelhante a acdo do curare. Desde entédo, sdo varios os exemplos de alcaldides
isolados de diferentes espécies do género 20 Os alcaloides podem ser definidos
como sendo bases nitrogenadas organicas encontradas principalmente em plantas,
porém em menor extensao em animais e microorganismo.21 Um ou mais atomos de
nitrogénio estdo presentes, sendo tipicamente classificado como aminas primarias,
secundarias ou terciarias, o que confere o carater basico dos alcaldides 22

Embora a producdo da maioria dos fototerapicos inclua
procedimentos de extragcdo, pouca atencdo tem sido dada a selecdo de solventes
adequados ou sistemas de solventes para a extragcdo solido-liquido para o
isolamento ou para fins de producio. Este pode ser o motivo do porque as extragdes
sélido-liquido sao geralmente baseadas em tentativa e erro 2

Considerando a importancia da interagcao soluto-solvente na busca
da impressdo digital e que nao foi encontrado nenhum trabalho na literatura

explorando este efeito na separagao dos constituintes quimicos de extratos de
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material vegetal em cromatografia em coluna aberta, este trabalho teve como

objetivos:

Investigar o efeito de quatro solventes usando planejamento de
misturas no fracionamento cromatografico.

Comparar dois tipos de fracionamento, o classico e usando o
planejamento de misturas na separagdo dos constituintes do
extrato das folhas de Erythrina speciosa.

Utilizar métodos quimiométricos de analise multivariada
associados a dados cromatograficos para analisar o efeito do
solvente na separacédo dos constituintes quimicos de extratos das

folhas de Erythrina speciosa.

Num estudo prévio 2 um planejamento centrdide - simplex para os

solventes: etanol, diclorometano, hexano e acetona foi usado na extracdo da massa

bruta, fibra, fracbes organicas, neutra e basica, bem como os residuos do

fracionamento das folhas de Erythrina speciosa. O extrator mais eficiente para fragao

rica em alcalbides foi a mistura ternaria etanol/diclorometano/hexano (1: 1: 1), sendo

assim esta composicao de extrato foi utilizada neste trabalho.
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2 QUIMIOMETRIA

No campo da quimica analitica, quimiometria € a disciplina que usa
métodos matematicos e estatisticos para a obtencédo de informagdes relevantes da
maneira mais favoravel sobre sistemas materiais 2°.

O desenvolvimento de instrumentos e processos quimicos
avangados conduziu a uma necessidade de métodos avancados para realizar
experimentos, instrumentos de calibrar e analisar dados resultantes. Agora é
reconhecido que a maioria dos sistemas & de natureza multivariada e abordagens
univariadas ndo sdo susceptiveis de resultar em melhores solugbes. Ao mesmo
tempo, os instrumentos tém evoluido em termos de complexidade, capacidade
computacional avangadas, de modo que foi possivel desenvolver e empregar cada
vez mais, complexos métodos de computagao intensiva %

Hoje podemos encontrar grupos de pesquisa e desenvolvimento em
quimiometria atuando em diversos estados da federacéo, ndo s6 nas universidades
como em algumas industrias de grande porte. Além disso, diversos cursos de pos-
graduagdo - e mesmo de graduagdo - ja incluem a quimiometria em seus

curriculos?’.
2.1 ANALISE EXPLORATORIA DE DADOS

O objetivo da anadlise exploratoria € extrair informacdes dos dados,
estabelecendo relagbes entre objetos e variaveis. A analise exploratoria n&o
estabelece modelos a priori, mas permite que, a partir das relacdes observadas nos
dados, sejam levantadas hipéteses e propostos modelos. 28

A sequéncia basica da analise de dados multivariados de dados
experimentais por métodos quimiométricos esta ilustrada na Figura 1. Antes de
proceder a analise dos dados é feita uma inspecao visual para verificar problemas
de variagdo da linha de base, sobreposicdo de picos e ruidos. Os dados séao
convertidos na forma de uma matriz (tabela de dados), a qual sera representada por
X. As n linhas da matriz representam as amostras (ou objetos), onde cada valor
corresponde a uma propriedade medida para uma amostra especifica, enquanto que

as p colunas sao variaveis que correspondem a uma propriedade medida para cada
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amostra. Em seguida é realizada uma pré-selegao das variaveis quando necessario

para definir a regido do espectro ou cromatograma que contém a informagao que
sera utilizada no calculo.

Figura 1 - Esquema da sequéncia usada na analise multivariada dos dados

experimentais, ACP (Analise de Componentes Principais) e AH (Analise
Hierarquica).

_1’11 Xz - xip-
‘o 1 ¥ . M,
Y X2 X |
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2.2 PRE-PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O pré-processamento € uma etapa importante da analise, pois os
dados de uma forma geral contém fontes de variagdo, como erros aleatérios ou
sistematicos ou unidades diferentes. Ele €& definido como qualquer manipulagao
matematica nos dados com o objetivo de remover ou reduzir estas fontes
irrelevantes de variacdo. Pode ser dividido em dois tipos basicos, dependendo se
sao operados nos valores relacionados as amostras ou as variaveis, e a sua escolha
vai depender do conjunto de dados e do objetivo 29

A normalizagao nas amostras é feita dividindo cada variavel por uma
constante. Os dois tipos mais comuns sao a normalizacdo por area unitaria ou por
comprimento do vetor unitario. A normalizagdo por area unitaria € feita dividindo
cada valor original pela soma de todos os valores absolutos das medidas, Equacéo
1. Este procedimento para os dados cromatograficos tem a finalidade de corrigir a
variagdo do volume da amostra injetado no cromatografico, sem destruir a

proporcionalidade das substancias organicas,

b .
X'y = X35/ _21X]| .
g (1

no qual X'j; refere-se aos dados normalizados, da amostra i e variaveis j.

A normalizagao por comprimento de vetor é feita dividindo cada valor
original pela soma dos quadrados de todos os valores das variaveis da mesma linha,
Equacgéo 2. A finalidade é remover a variagao sistematica, normalmente associada

com a quantidade total da amostra *.
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O pré-processamento mais comum para as variaveis na analise
exploratoria € o autoescalonamento. Neste caso os valores originais em cada coluna
da matriz sdo subtraidos das respectivas médias e divididos pelo desvio padrao,
Equacao 3. Este procedimento transforma as variaveis originais em novas variaveis

com meédia zero e variancia igual a um,

no qual S; € o desvio padrdo para a variavel j.
2.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP) (ou ANALISE DE FATORES, AF)

Essencialmente, ACP (ou AF) maximiza a correlagédo entre as
variaveis originais para formar novas variaveis que sao ortogonais entre si, ou néo
correlacionadas. A ACP transforma o conjunto original de varidveis relacionadas
entre si, em um novo conjunto de um numero igual de variaveis independentes ou
componentes principais (CPs), que sdo combinagdes lineares das variaveis originais.
As componentes principais sao ordenadas de tal forma que a primeira CP explica a
maior parte da variacdo nos dados, e cada uma subsequente representa a maior
proporcao de variabilidade que nao tenha sido representada por seus antecessores.
Embora o numero de CPs seja igual ao numero de variaveis independentes do
original, em geral, maior parte da variagédo no conjunto de dados pode ser explicada
pelas primeiras componentes principais, que podem ser usados para representarem
as observagdes originais *'.

A primeira componente principal, CP1, & definida na direcdo da
maxima variancia dos dados de todo o conjunto. A CP2 é a diregdo que descreve a
variagdo maxima no subespaco ortogonal a CP1. As componentes seguintes séo
ortogonais as anteriores, descrevendo o maximo das variancias restante 32

A ACP do Tipo Q define a similaridade entre objetos considerando

as proporgdes entre eles. Na ACP do Tipo Q, a decomposigao € calculada através

da diagonalizagédo da matriz de associagao (XXt), enquanto que no tipo R, a

. . ~ , . . ~ ia . . t
diagonalizagdo é feita na matriz de correlagdo ou covariancia da matriz (X'X). A
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matriz X (n x p), formada por p objetos e p variaveis € decomposta no produto de

duas matrizes menores:

X (n x p) = T(pxq) P' (axn) x) + E(nxp), (6)

onde P é a matriz dos loadings das componentes principais, T € a matriz dos
escores e E é a matriz dos residuos. O sobrescrito t indica a transposta da matriz e q
€ um escalar que indica 0 numero de componentes principais que descreve a maior
parte da varidncia dos dados. Este procedimento esta representado

esquematicamente na Figura 2.

Figura 2 - Esquema da decomposi¢cdo da matriz X no produto de duas matrizes

P q P P
q -
H H H

Do ponto de vista estatistico, as variaveis originais com maiores
valores de loadings na combinagdo linear das componentes principais sao as mais
importantes. Primeiramente sao feitos os calculos, em seguida, os resultados sao
utilizados para interpretar a distribuicdo das amostras em graficos bidimensional das
componentes principais e posteriormente identificar e julgar a importancia das

variaveis originais escolhidas.
2.4 ANALISE HIERARQUICA (AH)

Tal como o nome indica, a analise de agrupamento tem como
objetivo agrupar os dados de forma a permitir identificar semelhangas entre os
objetos. Existem diversas abordagens, no entanto, o método mais comum é a
classificagao hierarquica, em que os objetos sdo agrupados a semelhanga de uma

classificagdo taxonémica, e representados num grafico com uma estrutura em
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7

arvore, o dendrograma. A suposi¢cdo basica de sua interpretagcdo é esta: quanto
menor a distancia entre os pontos, maior a semelhanga entre as amostras. Os
dendrogramas sao especialmente uteis na visualizacdo de semelhangas entre
amostras ou objetos representados por pontos em espago com dimensdao maior do
que trés, onde a representagdo de graficos convencionais ndo € possivel. Existem
muitas maneiras de procurar agrupamentos no espago n-dimensional. A maneira
matematicamente mais simples consiste em agrupar os pares de pontos que estao
mais proximos, usando a distancia Euclidiana, e substitui-los por um novo ponto
localizado na metade da distancia entre eles. Distancia Euclidiana é medida mais
comumente usada da similaridade entre dois objetos. Essencialmente, € uma
medida do comprimento de um seguimento de uma reta desenhada entre dois
objetos, quando representados graficamente. A distancia Euclidiana entre dois

pontos n e m é definida, como

3
Dpm=,] T |:_I;".'j — Xy |

=
W

(7)

onde j é a variavel .

Este procedimento, quando repetido até que todos os pontos sejam
agrupados em um soO ponto, leva a construgdo do dendrograma, onde, no eixo
horizontal sdo colocadas as amostras e, no eixo vertical, o indice de similaridade,

snm, entre os pontos n e m, calculado segundo a seguinte expressao:

A dm
i | (Ao gy

(8)

onde d,m € a distancia entre os pontos n e m e dnsx € a distancia maxima entre

qualquer par de pontos. Os dendrogramas, portanto, consistem em diagramas que

representam a similaridade entre pares de amostras (ou grupos de amostras) numa

escala que vai de um (identidade) a zero (nenhuma similaridade) 3334,
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De modo geral, como passo inicial deve ser desenvolvido uma
escala quantitativa para medir a associagéo (similaridade) entre os objetos % Deve-
se definir como vai ser caracterizada a similaridade ou dissimilaridade entre dados
ou grupos de dados, para em seguida agrupa-los de acordo com varios critérios, que
sdo apresentados a seguir.

a) Ligacdo Simples (vizinho mais proximo): Define a semelhanca

entre agrupamentos como a menor distancia de qualquer objeto
de um agrupamento a qualquer objeto no outro. Tal abordagem é
provavelmente o algoritmo aglomerativo mais versatil, pois ele
pode definir uma vasta gama de padrbes de aglomeracgao.
Portanto, o agrupamento é fungédo de objetos Unicos que estavam
proximos.

b) Ligagdo Completa (vizinho mais distante): E comparavel ao da
ligacdo simples, exceto que a similaridade de agrupamento se
baseia em distdncia maxima entre observacées em cada
agrupamento. Similaridade entre agrupamentos € a menor esfera
(diametro minimo) que pode incluir todas as observacdes em
ambos os agrupamentos. Esse método € chamado de ligacdo
completa porque todos os objetos em um agrupamento sao
conectados uns com os outros a alguma distancia maxima.

c) Ligacdo média: O método de ligagdo media difere dos
procedimentos de ligagdo simples e completa no sentido de que a
similaridade de quaisquer dois agrupamentos e a similaridade
meédia de todos os individuos em um agrupamento com todos os
individuos em outro. a similaridade é baseada em todos os
elementos dos agregados, e ndo em um unico par de membros
extremos. Os dois agrupamentos com a distdncia média mais
baixa sdo unidos para formar o novo agrupamento.

d) Método centroide: A similaridade entre dois agrupamentos e a
distancia entre seus centroides. Centrdides sdo os valores médios
das observacbdes sobre as variaveis na variavel estatistica de
agrupamento. Neste método, toda vez que individuos séao

reunidos um novo centroide € computado. Existe uma mudanga
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no centroide do agrupamento toda vez que um novo individuo ou
grupo de individuos € acrescentados a um agregado ja existente.
e) Método Ward: Difere das técnicas anteriores no sentido de que a
similaridade entre dois agrupamentos ndao € uma unica medida de
similaridade, mas a soma dos quadrados dentro dos
agrupamentos feito sobre todas as variaveis. A sele¢cdo de qual
par de agrupamentos a combinar é baseada em qual combinagao
de agregados minimiza a soma interna de quadrados no conjunto

completo de agrupamentos separados ou disjuntos.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os aspectos relacionados ao procedimento experimental empregado
na analise do fracionamento cromatografico do extrato das folhas da Erythrina
speciosa em coluna aberta serdo abordados neste capitulo. Um resumo do

procedimento experimental esta representado na Figura 3.

Figura 3 - Procedimento experimental empregado no estudo do fracionamento
cromatografico do extrato (hexano, diclorometano e etanol (60/60/60 %

(v)) das folhas da Erythrina speciosa.
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3.1 INFORMAGCOES SOBRE A PLANTA

Nome Cientifico: Erythrina speciosa
Nome Popular: Mulungu-do-litoral, Mulungu, Eritrina-candelabro, Corticeira
Familia: Fabaceae

Divisdo: Angiospermae Origem: Brasil Ciclo de Vida: Perene

Figura 4 - Foto da Erythina speciosa coletada na Universidade Estadual de Londrina

A exsicata da planta esta depositada no Herbario da Universidade Estadual
de Londrina e autenticada por M.R.C. Paiva e registrada sob o numero 35133.
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3.2 COLETA DA PLANTA

As folhas da Erythrina speciosa foram coletadas na Universidade
Estadual de Londrina (UEL), seguindo os mesmos padrdes: folhas novas e bem
verdes, livres de qualquer perfuragcdo provocados por insetos ou queimaduras do sol.
As coletas ocorreram no periodo de abril até outubro de 2008, sempre na parte da
manha para evitar qualquer oscilacdo de componentes quimicos que podem ocorrer
nas plantas ao longo do dia.

As folhas foram cortadas em pedagos bem pequenos para facilitar a
secagem da mesma, que ocorreu em aproximadamente onze dias. Durante esse
periodo as folhas ficaram ao ar livre, longe do calor e da umidade. Depois de secas
as folhas foram trituradas em liquidificador, posteriormente armazenadas em béquer

de vidro tampado com papel aluminio.

3.3 PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO

Para o preparo do extrato bruto foram pesados 20 g das folhas de
Erythrina speciosa e em seguida foi adicionado a essa massa 40 mL de etanol, 40
mL de diclorometano, 40 mL de hexano. Esta mistura ficou no banho ultrassom por
30 minutos e foram filtradas em algodao. Este processo foi repetido por trés vezes e
a mistura foi levada a evaporagido no evaporador rotatorio a temperatura de 60 °C.
Depois da evaporagdo da mistura de solventes, os extratos foram colocados em

frascos ambar e armazenados a temperatura ambiente.

3.4 PREPARACAO DA COLUNA CROMATOGRAFICA

Foram pesadas 2 g do extrato bruto seco. Em uma céapsula de
porcelana a amostra foi macerada juntamente com um pouco de silica até ficar um
p6 bem fino. Em seguida a amostra foi colocada no topo da coluna preenchida com
silica gel 60 (0,2-0,5 mm) lentamente e foi adicionada quantidade de algodéo
suficiente para cobrir toda a amostra para manter a superficie uniforme.

A coluna cromatografica 1 (CC1) foi fixada em suporte para buretas.
O planejamento estatistico de misturas de quatro componentes usado na escolha

das propor¢des dos eluentes da coluna esta apresentado na Figura 5. Esse
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planejamento € representado por um tetraedro no qual os vértices correspondem
aos solventes puros, 1 hexano, 2 diclorometano, 3 acetato de etila e 4 metanol. Os
demais pontos correspondem a misturas binarias na mesma proporcdo, misturas
binarias em proporgdes diferentes, misturas ternarias na mesma proporgao, misturas
ternarias em proporgdes diferentes e mistura quaternaria. A composicdo destas
misturas esta apresentada na Tabela 1, em ordem crescente de polaridade.

As vinte e nove fases moéveis (FM) resultantes do planejamento
estatistico foram eluidas em etapas, com modificacdo gradual da polaridade. Para
cada fase movel, Tabela 1, 250 mL foi usada na eluigdo. As fracdes foram coletadas
em frascos transparentes de aproximadamente 20mL e enumeradas em sequéncia

para posterior agrupamento das fragées semelhantes.

Figura 5 - Planejamento de misturas com quatro componentes usados para escolha

das proporg¢des dos eluentes na CC1.

A coluna cromatografica 2 (CC2) foi preparada em condi¢des
idénticas a primeira. Para as fases méveis (FM) foram usados os mesmos solventes
(hexano/diclorometano/acetato de etila/metanol), porém, a eluicédo foi de acordo com
o procedimento classico, onde somente solventes puros e misturas binarias de

solventes sdo utilizadas na fase movel, Figura 6.
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A composigao das dez fases moveis para CC2 foram colocadas em
gradiente crescente de polaridade, Tabela 2.

Foram eluidos 250 mL de cada fase movel na coluna CC2 e as
fracdes foram coletadas em frascos transparentes de aproximadamente 20 mL.

As fragdes foram reunidas em grupos com base em seu perfil por

cromatografia em camada delgada e analise espectrofotométrica UV-VIS.

Tabela 1 -Composicao da fase moével para a coluna CC1 em gradiente crescente de

polaridade.
FM Hexano(H) Diclorometano( Acetato de etila Metanol(M)
D) (Ac)

1 1,00 0 0 0
2 0,75 0,25 0 0
3 0,75 0 0,25 0
4 0,60 0,20 0,20 0
5 0,50 0,50 0 0
6 0,60 0,20 0 0,20
7 0,60 0 0,20 0,20
8 0,50 0 0,50 0
9 0,33 0,33 0,33 0
10 0,50 0 0 0,50
11 0,33 0,33 0 0,33
12 0,20 0,60 0,20 0
13 0,20 0,60 0 0,20
14 0 1,00 0 0
15 0,33 0 0,33 0,33
16 0,25 0,25 0,25 0,25
17 0,20 0,20 0,60 0
18 0,20 0 0,60 0,20
19 0,20 0,20 0 0,60
20 0 0,50 0,50 0
21 0 0,60 0,20 0,20
22 0,20 0 0,20 0,60
23 0 0,50 0 0,50
24 0 0,33 0,33 0,33
25 0 0,20 0,60 0,20
26 0 0 1,00 0
27 0 0,20 0,20 0,60
28 0 0 0,50 0,50
29 0 0 0 1,00
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Figura 6 - Fases moveis distribuidas em um tetraedro para CC2.

Tabela 2 - Composicao da fase movel para a coluna CC2 com gradiente crescente

de polaridade.

FM Hexano (H) Diclorometano Acetato de etila Metanol (M)
(D) (Ac)

1 1,00 0 0 0
2 0,75 0,25 0 0
3 0,50 0,50 0 0
4 0,25 0,75 0 0
5 0 1,00 0 0
6 0 0,75 0,25 0
7 0 0,50 0,50 0
8 0 0,25 0,75 0
9 0 0 1,00 0
10 0 0 0 1,00

3.5 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A preparagdo das placas de vidro foi feita utilizando-se
espalhadores, que mantiveram as placas fixas em um suporte e sobre elas

deslizaram um recipiente contendo a suspensio do adsorvente, nesse caso a silica.
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Enquanto o recipiente deslizava, deixava ecoar a suspensao, através de uma fenda
regulavel existente ao longo de sua base.

As amostras foram aplicadas nas cromatoplacas na forma de
solucgdo, pois os solventes sao bem volateis e foram eliminados apds aplicagao. Para
as aplicacdes foram utilizadas tubos capilares. As amostras foram aplicadas como
uma faixa horizontal uniforme nas cromatoplacas que tinham medida de 10 cm de
comprimento.

Em uma cuba, as placas foram colocadas em contato com a fase

movel metanol. A detecgao das placas foi feita por borrifamento de vanilina sulfurica.

3.6 ANALISE POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO MOLECULAR NO ULTRAVIOLETA -
VISIVEL

Apos a cromatografia em camada delgada as fragbes foram
submetidas a leituras no espectrofotdmetro UV-VIS para visualizagdo do perfil de
cada espectro, Os espectros foram registrados na regiao de 190-800 nm em cubetas

de quartzo com comprimento de caminho éptico de 10 mm.

3.7.CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As amostras ja agrupadas foram diluidas em 4 mL do solvente,
sendo 1mL de cada solvente, hexano diclorometano e metanol. As amostras ficaram
no banho ultrasom por 30 minutos e deixadas em repouso por 1 hora. Foram
filtradas em filtro Millipore milex com 0,22um e colocadas no congelador.

Duas fases moveis foram usadas na CLAE, acetonitrila, agua e
metanol (35/30/35%(v)) e acetonitrila, agua e metanol (17,5/65/17, 5%(v),
respectivamente.

As amostras foram retiradas do congelador e estabilizadas a
temperatura ambiente. 50 UL da mistura amostra: fase movel (1:1 v/v) foi injetada na
alca de amostragem. A vazdo da fase moével foi 1mL. min™ e cada cromatograma foi

monitorado nos comprimentos de onda de 210, 240 e 254 nm.
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3.8.REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da VETEC Quimica
fina Ltda, alcool etilico, diclorometano P.A (99%), hexano P.A (99%), acetato de etila
P.A metanol P.A (99%), metanol UV/HPLC grau espectroscopico (99,8%),
acetonitrila grau espectroscopico (99,8%), agua Milli-Q, silica gel para cromatografia
em coluna 60 (0,2 -0,5mm), silica gel para cromatografia em camada delgada 60 (O,
060 - 0, 200 mm) - Vetec

3.9 EQUIPAMENTOS

o0 Espectrofotometro OCEAN OPTICS modelo CHEM 2000 UV-VIS
na regiao de 200 a 900 nm

o Evaporador rotativo FISATOM 801

o Ultrassom ULTRACLEANER 1400 UNIQUE, liquidificador
SKYMSEN TA-02

o Cromatografo liquido de alta eficiéncia THERMO ELECTRON
CORPORATION FINNIGAN SURVEIJOR PLUS com detector
PDA plus

0 Coluna PHNOMENEX 4.60x250 nm Gemini C18 - 5 micrémetros

0 Coluna de vidro de 30x2. 5 cm

o Placas de vidro 12x10 cm

3.10 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS

0 Analise hierarquica e os graficos foram feitos usando o software
Statistica 6.0.

0 Os demais calculos foram executados com programas em
FORTRAN, desenvolvidos pela professora Doutora leda Spacino

Scarminio -Departamento de Quimica - UEL.



37




38

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha do solvente foi baseada no tridngulo de seletividade
primeiramente proposto por Snyder-Rohrschneider para cromatografia ¥ A
vantagem do triangulo de Snyder-Rohrschneider € o agrupamento de solventes de
acordo com o tipo de interacido soluto-solvente. Solventes quimicamente
semelhantes possuem parametros de seletividade similares e fazem parte do

mesmo grupo, no entanto podem apresentar diferentes valores de polaridades A
Tabela 3 apresenta os valores de a (acidicidade), B (basicidade), Jr (dipolaridade) e

ordem crescente de P(polaridade) para as fases méveis da CC1 e da CC2.

Os valores dos parametros a, or e 3, da Tabela 3 para as misturas

foram calculados pelas equacoes:

1
o= _El 04 9j -
l:
(9)

n
B= ;1 Bie; .
~ , (10)
n
L= E Tv[iq)i

=1
(11)

onde n é o numero de solventes, a4, 1 € B1 sao os valores dos solventes puros e
(1 séo as proporgdes das misturas.

A polaridade (P) das fases foram calculadas pela Equagao 12. Para
uma mistura de solventes, hexano/ diclorometano, por exemplo, a polaridade é dada

por

P'=(aPa+(bPb (12)
onde ¢pa e o¢b representam a fragbes dos volume dos solventes hexano e

diclorometano na mistura e Pa e Pb referem-se aos valores de P' dos solventes
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puros. A "polaridade do solvente" pode ser definida como a capacidade total de

solvatacao, a qual depende de todas as interacbes soluto-solvente, especificas e

nao especificas 38

Tabela 3 - Valores de q, B, ot e ordem crescente de polaridade para CC1 e CC2
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A Figura 7 representa o triangulo de seletividade dos solventes para os
eluentes com planejamento de mistura, enquanto que a Figura 8 representa o

tridngulo de seletividade para os eluentes da Tabela 2.

Figura 7 - Tridngulo de seletividade de acordo com os valores da Tabela 3 para
CC1

1.00 . x 0.0
0.0 025 :J.EIZI 0.75 1.00

Figura 8 - Tridngulo de seletividade de acordo com os valores da Tabela 3 para
CcCz.

1.00 = ¥
0.00 025 0.50 0.75 1.00
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Para criar uma maior mudancga na seletividade, os solventes devem
estar em diferentes partes do triangulo de seletividade. Comparando as Figuras 7 e
8 observamos um maior preenchimento no tridngulo usando o fracionamento
cromatografico CC1 apresentado na Figura 7. Mesmo que o fracionamento
cromatografico CC2 fosse realizado utilizando-se o0 mesmo numero de fases que o
fracionamento CC1, os parametros solvatocrdmicos continuariam apresentando o

mesmo preenchimento no tridngulo seletividade, Figura 8.

4.1 INFLUENCIA DA FASE MOVEL DO FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA COLUNA
CC1

0] fracionamento cromatografico CcC1 do extrato
etanol/diclorometano/hexano (60/60/60 %(v)) das folhas da Erythrina speciosa
utilizando-se os eluentes do planejamento experimental apresentado na Tabela 1
resultou 580 fracdes. As fragdes foram reunidas com base em seu perfil
cromatografico, por meio da cromatografia em camada delgada de silica e com
auxilio da espectrofotometria de absorgédo resultando em 38 grupos de fragdes,
Tabela 4. Estes grupos foram submetidos a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em duas fases moveis, de forma isocratica, com forgas distintas, ACN:
agua: MeOH (17,5/65/17,5 % (v)) (forca 1) e ACN:agua:MeOH (35/30/:35 % (v))
(forca 2).

Para auxiliar na interpretagcdo dos resultados os cromatogramas,
foram primeiramente analisados quanto ao numero de picos.

Observou-se que o aumento da forca da fase modvel diminuiu o
numero de picos cromatograficos. Sendo assim, vamos discutir somente os
resultados na fase mdvel que forneceu o maior numero de picos, ou seja, ACN:
agua: MeOH (17,5/65/17,5 % (v)).
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Tabela 4 — Grupos de fragdes (GF) obtidas em CC1 e suas respectivas fases moéveis

GF H (%) D (%) Ac(%) M(%)

_____
_____
2 075 0 0.25 0
_____
_———_
_—_——
_____
_____
_____
_____
_____
0.3 0.3
_____
17 02 0 06 0.2
. 181® 01 03 023 03
20 0 0.6 02 0.2
02 0 02 06
2a 0 0.5 0 0.5
_———_

0.33
_____
_____

SREEE
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A Figura 9 mostra o grafico do numero de picos para cada grupo de
fragbes obtidas no fracionamento cromatografico CC1 analisadas na CLAE. Os
resultados mostram que os grupos de fragbes eluidas em misturas binarias e
ternarias apresentaram maior numero de picos, em relagao aos solventes puros. Por
outro lado, nao foi verificada nenhuma correlacdo entre 0 numero de picos com 0s

parametros solvatocrémicos ou polaridade.

Figura 9 - Numero de picos para cada grupo de fragbes obtidas no fracionamento

cromatografico CC1. O asterisco significa maior porcentagem do solvente.
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Na CC1, o maior numero de picos foi do grupo de fragdes 3a reunidas da
mistura ternaria (hexano, diclorometano, acetato de etila (60, 20, 20 % v)). A Figura
10 mostra os espectros dos 31 picos no comprimento de onda de 190 a 800 nm e

tempo de analise de 40 minutos.
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Figura 10 - Espectros do cromatograma do grupo de fragbes 3a (hexano,
diclorometano, acetato de etila (60/20/20 % (v)), analisados na CLAE,
fase mével ACN:agua:MeOH (17,5/65/17,5 % (v)
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O conjunto de espectros foi colocado numa matriz 31x611 (31
espectros/amostras por 611 variaveis/ absorvancias nos diferentes comprimentos de
onda), correspondentes ao tempo de retencdo de 40 minutos. Essa matriz foi
submetida a analise de fatores (ou componentes principais) tipo Q, com
normalizagédo pelo comprimento do vetor. A melhor discriminagéo pode ser vista na
projecdo do fator 1x2, que juntos explicam 97% da variancia total, Figura 11. Os
grupos IX, X e Xl estdo na regiao mais positiva do Fator 1, enquanto os grupos | e Il
estdo na regido mais positiva do Fator 2. Os demais grupos tém a distribuicdo na
diagonal, significando que tanto o fator 1 quanto o fator 2 exercem influéncia sobre
os grupos I, IV, V, VI VIl e VIII.
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Figura 11 - Grafico dos escores do F2 x F3 para escectros do GF 3a(hexano,
diclorometano, acetato de etitla (60/20/20 % (v)) da CC1, analisados na

CLAE na fase movel ACN: agua: MeOH (17,5/65/17,5 % (v)).
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Fator 1

O grafico dos escores do F2 x F3, Figura 12, mostra a formagao de
um grande grupo, enquanto os demais ficaram distribuidos aleatoriamente pelo
grafico. O grande grupo formado é constituido pelos grupos Ill, IV, V, VI, VIl e VIl da
Figura 11, indicando que esses grupos tém valores de absorgao proximos uns dos

outros, mas ndo na mesma regiao.
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Figura 12 - Grafico dos escores F2xF3 para os espectros do GF 3a(hexano,
diclorometano, acetato de etila (60/20/20 % (v)) da CC1, analisados
na CLAE na fase mével ACN: agua: MeOH (17,5/ 65/17, 5 % (v)).
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Os onze grupos discriminados na analise de fatores, Figura 11,

estdo apresentados na Figura 13. De acordo com os graficos dos escores, 0s grupos

I, 1v, Vv, VI, VIl e VIIl tem os perfis mais proximos. Os grupos X e XI| parecem
similares, mas tem regides de absorgao diferentes.



Figura 13 - Espectros do cromatograma do grupo de fragbes 3a (hexano,

diclorometano, acetato de etila (60/20/20 % (v)), agrupados de

acordo com a analise de fatores.
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Os loadings dos Fatores 1, 2 e 3, estdo apresentados na Figura 14.

Nesta é possivel ter uma idéia das regides espectrais que permitem a distingdo dos

onze grupos formados na Figura 11.

Observa-se na Figura 14 que as amostras mais a direita do fator 1

sao influenciados pela absorgcdo em 205 nm, enquanto que no fator 2 a absorgao
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mais importante é do pico em 257 nm. No fator 3 mais positivo, as amostras

apresentam baixas absorvancias em 257nm e maiores em 292 nm.

Figura 14 - Grafico dos loadings dos F1, F2 e F3 para os espectros dos picos
referentes ao cromatograma do grupo de fragbes 3a(hexano,
diclorometano, acetato de etila (60/20/20 % (v)).
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257 nm

257 nm
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Os métodos quimiométricos de andlise de fatores (ou componentes
principais) e analise hierarquica (ligagdo completa) também foram usados para
avaliar possiveis discriminagdes na composicdo quimica dos trinta e oito
cromatogramas obtidos no fracionamento cromatografico CC1 na fase movel ACN:
agua: MeOH 17,5/ 65:/7, 5 % (v)).

Os cromatogramas foram colocados numa matriz 38x2400 (38
cromatogramas/amostras por 2400 variaveis/ altura dos picos), correspondentes ao
tempo de retencédo de 40 minutos. Essa matriz foi submetida ao pré - processamento
por comprimento de vetor para diminuir as variagdes causadas pela quantidade de
amostras injetadas e em seguida submetidas a analise de fatores.

Para explicar o conjunto de dados cinco fatores foram retidos para

esse conjunto, que juntas explicam 85,5 % da variancia total.
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A melhor discriminagédo dos grupos pode ser vista na projecéo da F2

e F3, Figura15, que juntas explicam 29% da variancia total, mostra a formacao de 18

grupos distintos.

Figura 15 - Grafico dos escores do F2 e F3 dos 38 cromatogramas da CC1.
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Pelo grafico dos escores percebemos que a polaridade n&o é um

fator relevante na discriminagdo dos grupos, pois cromatogramas referentes a FMs

com alta polaridade foi agrupado junto com cromatogramas referentes a FMs de

menor valor de polaridade de acordo com os valores da Tabela 3.

O resultado da analise de fatores foi confirmado pela AH, Figura 16.

Na distancia Euclidiana de 32, foram discriminados os onze grupos da Figura 11.
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Figura 16 - Dendrograma referente aos cromatogramas do fracionamento CC1.
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A matriz de correlagao, no nivel de 95% de confianga, correlaciona «t
com a (0,50); com P(0,70); B com P(0,70); a com P (0,69) e .t com F1(0,38). Os
fatores 2 e 5 sdo anticorrelacionados com .t (-0,36/-0,35).

A Figura 17 apresenta as correlagdes existentes entre os fatores e

0os parametros solvatocromicos. Observa-se na Figura, F1 e o estdo no mesmo

quadrante, enquanto que F2 esta localizado no quadrante do lado oposto, indicando

que F1 e F2 ndo sao correlacionados.
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Figura 17 - Grafico de correlagdo entre os fatores e os parametros solvatocrémicos
para os 38 cromatogramas na FM (ACN: Agua: MeOH,
17,5/65/17,5%(v)).
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A projecao do fator 1 e fator 2 referentes a matriz de correlagéo,
Figura 18, discrimina um grupo na parte mais positiva do F1, que € o mesmo grupo
discriminado na regido positiva de F2, Figura 15. Esse grupo é formado pelos
cromatogramas obtidos nas FMs 2b, 4, 5b, 13b, 15, 16a, 20,22a, 23b, 24, 26 e 27
com os maiores valores de %, de acordo com a Tabela 3, confirmando a correlagéo

entreoF1e .
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Figura 18 - Grafico do F1x F2 da matriz de correlagdo referentes ao fracionamento
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O grupo discriminado na regiao mais positiva do F2 sdo valores menores de

Jr, de acordo com a Tabela 3.

4.2 INFLUENCIA DA FASE MOVEL NO FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO CC2

O fracionamento cromatografico CC2, utilizando-se como eluentes
hexano, misturas de hexano/diclorometano, diclorometano, mistura
diclorometano/acetato de etila, acetato de etila e metanol com gradiente crescente
de polaridade (Tabela 2), gerou 195 fragdes. As fragbes foram reunidas com base
em seu perfil cromatografico, por meio da cromatografia em camada delgada de
silica e com auxilio da espectrofotometria de absorgéo resultando em 12 grupos de
fracbes, Tabela 5. Estes grupos de fragcbes foram submetidos a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em duas fases moveis, de forma isocratica,
com forcas distintas, ACN: agua: MeOH 17,5:65:17,5 % v/viv (forca 1) e
ACN:agua:MeOH 35:30:35 % v/v/v (forga 2).
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Tabela 5 -Grupo de fragdes (GF) obtidos no fracionamento CC2 e suas respectivas

fases moveis.

Observou-se que o aumento da forga da fase mével diminuiu o
numero de picos cromatograficos, assim como em CC1. Portanto, vamos discutir
somente os resultados na fase movel que forneceu o maior niumero de picos, ou
seja, ACN: agua: MeOH 17,5:65:17,5 % v/viv.

A Figura 19 mostra o grafico do numero de picos para cada grupo de
fragcOes obtidas no fracionamento cromatografico CC2 analisadas na CLAE. Nao foi
verificada nenhuma correlacdo entre o numero de picos com o0s parametros

solvatocrémicos ou polaridade.
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Figura 19 - Numero de picos para cada grupo de fragdes obtidas no fracionamento
cromatografico CC2. O asterisco significa maior porcentagem do

solvente.

40

35

30

25

20

Numero de picos

15

10

h hd hd hd d d da da da da* a m
Grupo de fragées

Na CC2, o maior numero de picos foi do grupo de fragdes 7 reunidas
da fase movel diclorometano e acetato de etila (50,50 % v). A Figura 20 mostra os
espectros dos 29 picos no comprimento de onda de 190 a 800 nm e tempo de
analise de 40 minutos. Os primeiros picos sao ruidos e, portanto foram retirados das

analises seguintes.
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Figura 20 - Espectros do cromatograma do grupo de fragbes 7 (diclorometano e
acetato de etila (50,50% v)), analisados na CLAE, fase movel
ACN:agua:MeOH 17,5/65/17,5 % (v).
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O conjunto de espectros dos picos foi submetido a analise de
fatores. A melhor discriminagdo dos grupos foi na projecdo do fator 1 e fator 2,
Figura 21, que juntos explicam em torno de 93% da variéancia total, ha formagao de
sete grupos.

O fator 2 discrimina o grupo | na regiao mais positiva dos demais
grupos, que também foi discriminado pelo fator 1, ficando na regiao menos positiva
deste fator. Fazendo uma analise da Figura 22, as amostras na regido positiva do
fator 2, tem mais baixa absor¢do em 261 nm, comparada com as amostras na regido

mais positiva do fator 1.



56

Figura 21 - Grafico dos escores F1 e F2 referentes ao grupo de fragdes 7

(diclorometano e acetato de etila 50/50 % (v)).
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Figura 22 - Grafico dos loadings dos F1, F2 para os espectros dos picos referentes
ao cromatograma do grupo de fragbes 7 (diclorometano, acetato de
etila (50/50 % (v)).
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Os resultados da analise de fatores foram confirmados pela AH,
Figura 23. Na distancia euclidiana de 25 estao discriminados os mesmos sete

grupos.

Figura 23 - Dendrograma referente aos espectros dos picos cromatograficos do

grupo de fragdes 7 (diclorometano e acetato de etila (50/50 % (v)).
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Os sete diferentes perfis de picos cromatograficos estao

apresentados na Figura
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Figura 24 - Perfis de espectros diferentes no grupo de fragbes 7 diclorometano e
acetato de etila (50/50 % (v)).
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Os métodos quimiométricos de analise de fatores (ou componentes
principais) e analise hierarquica (HCA) também foram usados para avaliar possiveis
discriminagbes na composicdo quimica dos doze cromatogramas obtidos no
fracionamento cromatografico CC2 na fase mével ACN: agua: MeOH 17,5:65:17,5 %
(V).

Os cromatogramas foram colocados numa matriz 12x2400 (12
cromatogramas/amostras por 2400 variaveis/ altura dos picos), correspondentes ao
tempo de retencédo de 40 minutos. Essa matriz foi submetida ao pré - processamento
por comprimento de vetor para diminuir as variagdes causadas pela quantidade de
amostras injetadas e em seguida submetidas a analise de componentes principais.

A melhor discriminagdo dos grupos pode ser visualizada na projecéo
da CP2 e CP3, Figura 25. A CP2 consegue discriminar com 20,15% de variancia os
seis grupos, onde os grupos Il e Il estdo localizados na regiao negativa da CP2 e os
demais na regido positiva. A CP3 com 15,70% separa o grupo | dos demais grupos
com 12,21% de variancia. Analisando os grupos, evidenciou-se que o grupo | difere-
se dos outros devido a composigao do solvente, sendo que nesse grupo encontra-se
0 hexano puro e uma mistura com 75% de hexano. Ja o grupo VI contém o grupo de
fracdes extraidas em solventes puros, diclorometano, acetato de etila e metanol. Os
grupos IV e V contém as fragcbes em 75% de diclorometano. O grupo Ill € uma

mistura de 50% de diclorometano e acetato de etila. O grupo Il contém as fragbes
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extraidas em 75%, 100% em diclorometano, mistura de hexano, diclorometano, 50%
e acetato de etila 75%. Mais uma vez, este resultado mostra a influéncia do solvente
na separagao dos componentes quimicos. Para confirmar os resultados da analise
de fatores, a analise hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dados. O
dendrograma obtido pelo conjunto de 12 amostras e 2400 valores de alturas de
picos cromatograficos esta representado na Figura 26. Podem ser observados no
valor de distancia Euclidiana de 0,7 os mesmos grupos formados na analise de

fatores, Figura 25.

Figura 25 - Gréfico dos escores CP2 e CP3 dos dados cromatograficos na FM
(ACN: Agua: MeOH,17,5/65/17,5 % (v)).
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Figura 26 - Dendrograma referente aos dados cromatograficos na FM (ACN: Agua:
MeOH, 17,5/65/17,5 % (v)).
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4.3 COMPARACAO ENTRE CC1 ECC2

Na fase movel diclorometano e acetato de etila 50,50 % (v), do
fracionamento cromatografico classico CC2, obteve-se maior numero de picos,
portanto maior niumero de espectros que foram agrupados pela analise de fatores e
analise hierarquica em 7 diferentes grupos de espectros. A mesma composi¢cao de
fase na CC1 (grupo de fragdes 1819) apresentou 24 picos cromatograficos, Figura
27.
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Figura 27 - Grafico dos espectros da mistura diclorometano e acetato de etila (50/50
% (v)) na CC1.
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A FM diclorometano e acetato de etila 50,50 % (v), no fracionamento
classico (CC2) foi a sétima fase a passar pela coluna em ordem crescente de
polaridade, Tabela2. Essa mesma FM foi a décima oitava fase a ser passada na
coluna (CC1) em ordem crescente de polaridade, Tabelai. O aparecimento de cinco
perfis diferentes no fracionamento CC1 em relagdo a CC2 evidencia que as
dezessete fases, incluindo misturas binarias, misturas ternarias e mistura
quaternaria, influenciaram positivamente na separacdao dos compostos quimicos do
extrato bruto fracionado.

Estes espectros foram sujeitas a AH. Na distancia Euclidiana 4

separa 16 grupos de espectros com perfis diferentes, Figura 28.
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Figura 28 - Dendrograma referente aos espectros dos picos cromatograficos do
grupo de fracbées 1819 (diclorometano e acetato de etila (50/50 %(v)) na
CC1.
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Os dezesseis perfis de espectros estao apresentados na Figura 29.
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Figura 29 - Grupos de espectros dos picos cromatograficos do grupo de fragbes
1819 (diclorometano e acetato de etila 50,50 % (v)) na CCA1.
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Em ambos os fracionamentos cromatograficos - o classico e com
planejamento de misturas - as duas primeiras fases moveis sdo as mesmas: hexano
puro e mistura de 75% hexano e 25% diclorometano. Essa diminuigdo da proporg¢ao

de hexano e a adicdo do diclorometano causam notavel variagcdo no cromatograma,
Figura 30.
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Figura 30 - Cromatogramas referentes ao grupo de fracbes obtido nos
fraccionamentos cromatograficos (classico e com planejamento de
misturas) para a fase mével hexano puro e mistura de hexano e
diclorometano (75/25 % (v)).
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O conjunto de espectros dos picos dos cromatograma referente ao
grupo de fragdes obtido com a fase mével hexano puro e mistura de hexano (75%) /
diclorometano (25%) foram reunidos em uma unica matriz, totalizando 41 valores de
espectros de picos cromatograficos, sendo 22 espectros de picos para a FM hexano
puro e 20 para a FM da mistura de hexano (75%) /diclorometano (25%). O conjunto

de espectros de picos apresentou dezesseis grupos com perfis distintos, Figura 31.
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Figura 31 - Grupos de espectos da FM1 e FM2 do fracionamento cromatografico
CC1e CC2.
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Analisadas as duas primeiras FM, que sdo as mesmas em ambos os
fracionamento, foi possivel analisar a influéncia da terceira fase moével do
fracionamento CC1 e CC2 quanto ao numero de espectros diferentes que foram
acrescentados. A terceira FM no fracionamento CC1 é uma mistura binaria de
hexano e acetato de etila (75, 25 % (v)) e no fracionamento CC2 & uma mistura
binaria de hexano e diclorometano (50,50 %(v)).

No fracionamento CC1, a FM1, FM2 e FM 3 apresentou 23 grupos
de diferentes perfis de espectros, Figura 32.



Figura 32 - Grupo de espectros formados na FM1, FM2 e FM3 do fracionamento

cromatografico CCA1.
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No fracionamento CC2 a FM1, FM2 e FM 3 apresentou 18 grupos de

perfis de espectros diferentes, Figura 33.

Figura 33 - Grupo de espectros formados na FM1, FM2 e FM3 do fracionamento

cromatografico CC2.
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O aumento do numero de diferentes perfis de espectros foi obtido no
fracionamento CC1, sendo provavelmente um maior efeito sinérgico entre o hexano
e 0 acetato de etila o responsavel pelo aumento na seletividade dos espectros. A
mudanga na propor¢ao do diclorometano da FM3 (50 %(v)) em relagédo a FM2 (25 %
(v)) no fracionamento CC2 pouco influenciou na separagdo dos componentes

quimicos neste grupo de fragcbes. Alguns espectros tém perfis parecidos, porém
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absorvem em regides diferentes. A AH e analise fatores ndo discriminaram esses
grupos com perfis parecidos, mas com bandas de absor¢gado em regides diferentes.
Na 12° fase mdvel da CC1, (grupo de fragbes 5c¢) composta da
mistura hexano, diclorometano e etanol (60/20/20 %(v)), separou 27 compostos
quimicos que apresentaram 27 diferentes espectros. Os fatores 2 e 3 explicam 10%
da variancia total dos dados. A Figura 34 mostra o grafico dos escores fator 2 com
fator 3. Observa-se a formagao de 11 grupos de espectros. No fator 2 os dois picos
mais importantes correspondem as absorgdes nos comprimentos de onda 251 e 320

nm e no fator 3 231 e 339 nm, Figura 35.

Figura 34 - Grafico dos escores F2 e F3 do grupo de fragdes obtidos da FM hexano,
diclorometano e etanol (60/20/20 %(v)).
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Figura 35 - Grafico dos loadings dos F2, F3 para os espectros dos picos referentes

ao cromatograma do grupo de fragdes 5c (hexano, diclorometano e

etanol (60/20/20 %(v)).
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As Figuras 36 e 37 mostram os espectros correspondentes ao 7° e

25° picos eluidos na 122 fase mével da CC1. Gonzalez-lavaut e colaboradores *

9

isolaram um composto do extrato de Erythrina fusca Lour com absorvancias em 249

e 320 nm, atribuidas a lactona a - B insaturada. Tanaka H. e colaboradores

40

isolaram trés pterocarpanos (isoflavondides) de extratos de Erythrina crista-galli,

onde uma das moléculas isoladas apresentou bandas de absorcdo em 209 e 285

nm. Este resultado sugere que o extrato das folhas da Erythryna speciosa contém

lactona a - B insaturada e pterocarpanos.
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Figura 36 - Espectro do 7° pico do grupo de fragées 5c(hexano, diclorometano e
etanol (60/20/20 %(v)).
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Figura 37 - Espectro do 25° pico do grupo de fragées Sc(hexano, diclorometano e
etanol (60/20/20 %(v)).
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As Figuras 38 e 39 mostram os espectros dos constituintes
quimicos separados na CC1, na fase mével composta por hexano, acetato
de etila e metanol (60/20/20 % (v)); hexano e diclorometano (50/50 %(v),

respectivamente.

Figura 38 - Espectro do 22° pico do GF da fase médvel composta de hexano e
diclorometano (50/50 %(Vv)).
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Figura 39 - Espectro do 14° pico do GF da fase mével hexano, acetato de etila e
metanol (60/20/20 % (v)).
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Cui e colaboradores isolaram dois compostos no extrato da Erythrina
absyssinica com absorvancias em 216, 237, 279 e 314 nm e 229, 288 e 330 nm,
confirmados posteriormente como flavonas. As Figuras 38 e 39 apresentam bandas
de absorcao em 217, 231, 277 e 312 nm e 227, 296 e 330 nm, respectivamente.

Sendo assim, este resultado sugere a presenca de flavonas no
extrato estudado.

De acordo com a literatura *?, as bandas de absorcédo dos 19° pico
do grupo de fragdes obtidos da mistura hexano e acetato de etila (75/25 % (v))

sugere a presenca de flavondides nesse grupo.

Figura 40 - Espectro do 19° pico do GF da fase movel hexano e acetato de etila
(75/25%(v)).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi feito um estudo da influéncia de quatro solventes
no fracionamento com planejamento de misturas e envolvendo apenas solventes
puros e misturas binarias do extrato das folhas de Erythrina speciosa A. Nossos
resultados mostraram que:

o0 Dos parametros solvatocrdmicos a, P e n para os solventes e
misturas de solventes usados como fase movel, somente o parametro n mostrou
correlagdo na separagao dos grupos na analise de fatores. A polaridade nao foi
correlacionada com separagcédo, mas mostrou-se correlacionadas com os parametros
solvatocrémicos a, P e n.

o O planejamento de misturas para fase moével apresentou maior
interacdo soluto-solvente, portanto maior seletividade na extragdo em relagdo as
fases moveis usadas no fracionamento classico. As misturas ternarias influenciaram
positivamente no aumento da seletividade no fracionamento cromatografico.

o0 O aumento da forga da fase mével diminuiu o niumero de picos,
portanto quanto maior a forga da fase movel para cromatografia liquida em fase
reversa menor sera a quantidade de constituintes quimicos detectados.

o0 A aplicacdo dos métodos quimiometricos aos dados
cromatograficos obtidos por CLAE para o fracionamento cromatografico classico, o
solvente influenciou na separagdo dos grupos independente da polaridade. Na
analise de fatores o grupo | (GF 1, 2) foi discriminado na F2 e F3 em relagdo aos
outros grupos por conter as amostras de hexano puro e a mistura com maior
proporcao de hexano. Os resultados foram confirmados pela analise hierarquica. O
maior numero de picos cromatograficos foi encontrado no grupo de fragbes obtidos
pela fase movel diclorometano e acetato de etila (50/50%(V)).

0 A aplicacdo dos métodos quimiométricos aos dados
cromatograficos obtidos por CLAE para as amostras do fracionamento
cromatografico com planejamento de misturas mostrou que o solvente e o parametro
solvatocrédmico n influenciaram na separagéo dos grupos. Os resultados obtidos pela
analise de fatores também foram confirmados pela analise hierarquica. O maior
numero de picos cromatograficos foi encontrado no grupo das fragbes obtidas na

fase mével hexano, diclorometano e acetato de etila (60/20/20 % (v)).
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Comparando o fracionamento CC1 e CC2 foi possivel concluir que:

o No fracionamento CC1, os conjuntos de perfis de espectros
formados foram maiores em relagdo a CC2, indicando maior separagdo dos
constituintes quimicos. Nas fases comparadas na cromatografia de coluna aberta o
diclorometano e acetato de etila 50,50 % (v) presentes em ambos, hexano e acetato
de etila (75/25%(v) da coluna CC1 e hexano e diclorometano, 50/50%v CC2,
mostrou que a variagdo na proporcao dos mesmos solventes provocou pouco
aumento na seletividade em CC2.

o Com o uso de técnica hifenada, (CLAE e UV-Vis) e dados da
literatura referentes as absorvancias de espectros UV-Vis é possivel inferir a
existéncia de alguns compostos existentes no extrato das folhas da de Erythrina

speciosa A., entre eles, sendo maior quantidade de alcaldides.
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