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PAULI, Elis Daiane. Analise exploratoria de metabolitos extraidos das folhas da
Camellia sinensis L. utilizando métodos quimiométricos. 2015. 137 f. Tese (Doutorado em
Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2015.

RESUMO

A Camellia sinensis ¢ uma fonte rica de compostos fendlicos, juntamente com a cafeina. O
efeito do solvente na extracdo dos metabdlitos foi investigado por meio de um planejamento
do tipo centroide simplex envolvendo quatro solventes: etanol, acetato de etila, diclorometano
e cloroféormio. Os resultados mostraram que as abundancias relativas mais elevadas foram
obtidas com etanol e suas misturas. As impressdes digitais foram obtidas por técnicas
espectrofotométricas(UV-Visivel) e cromatograficas (CLAE-DAD e CLAE-DAD-IES/EM).
Os métodos quimiométricos ACP, OSC-PLS-DA e MCR-ALS foram usados para andlise
exploratdria dos extratos. Com a aplicacdo desses métodos nos dados obtidos foi possivel
diferenciar extratos de primeira e segunda colheita das folhas da C. sinensis. As bandas de
absorcdo em 272; 410 e 663 nm, ou seja, cafeina e pigmentos foram responsaveis por essa
discriminacdo. Maiores concentracOes relativas foram obtidas nas amostras de segunda
colheita. Por meio da CLAE-DAD confirmou-se a presenca da cafeina e a identificacdo da
feofitina a. As atividades antioxidantes das trés principais catequinas encontradas nas folhas
da C. sinensis, epicatequina (EC), epigalocatequina galato (EGCG) e epigalocatequina (EGC)
também foram investigadas. Os resultados mostraram que as abundéncias relativas das
catequinas também foram ligeiramente maiores no segundo corte, sendo EGCG >EGC, > EC
para todas as misturas de solventes. Valores maximos de abundancia relativa de EGCG, EGC
e EC podem ser obtidos pela mistura binaria etanol:acetato de etila 70:30 (v/v) e para as
atividades antioxidantes pela mistura ternaria entre etanol: acetato de etila:diclorometano na
proporcao 55:25:20 (v/viv). Os extratos brutos de dois anos2011 e 2012 também foram
analisados por CLAE-DAD-IES/EM. Os dados de UV-Visivel e EM foram interpolados e
analisados simultaneamente por MCR-ALS numa matriz de dados aumentada por linha e/ou
coluna para a resolugdo de picos coeluidos, identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos.As
areas dos picos cromatograficos foram entdo analisadas por OSC-PLS-DA, que permitiu a
discriminacdo entre amostras de diferentes colheitas. A epigalocatequina e cafeina foram
responsaveis por essa discriminacao.

Palavras chaves: Camellia sinensis. ACP. OSC-PLS-DA. MCR-ALS. Planejamento
experimental centroide simplex. Solventes extratores.
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Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2015.

ABSTRACT

Camellia sinensis is a rich source of phenolic compounds and caffeine. The effect of solvent
extraction of metabolites was investigated using a simplex centroid design for the ethanol,
ethyl acetate, dichloromethane and chloroform.The results showed that the highest relative
abundances were obtained with ethanol and mixtures thereof. Fingerprints were obtained by
spectrophotometric techniques (UV-Visible) and chromatographic (HPLC-DAD and HPLC-
DAD-ESI/MS).ACP, OSC-PLS-DA and MCR-ALS chemometric methods were used for
exploratory analysis of the extracts.For the application these methods on the data obtained it
was possible to differentiate first and second harvest extracts from the leaves of C.
sinensis.The absorption bands at 272; 410 and 663 nm, ie, caffeine and pigments were
responsible for such discrimination. Higher relative concentrations were obtained in the
second harvest samples. Through HPLC-DAD confirmed the presence of caffeine and
identification of pheophytin a. The antioxidant activities of the three major catechin found in
the leaves of C. sinensis, epicatechin (EC), epigallocatechin gallate (EGCG) and
epigallocatechin (EGC) were also investigated. The results showed that the relative
abundance of catechins were slightly higher in the second harvest, EGCG> EGC>EC for all
solvent mixtures.The maximum values for relative abundance of EGCG, EGC and EC can be
obtained by the binary mixture ethanol: ethyl acetate 70:30 (v/v) and the antioxidant activity
by the ternary mixture of ethanol: ethyl acetate: dichloromethane in the ratio 55:25:20
(v/viv).Extracts of two years 2011 and 2012 were also analyzed by HPLC-DAD-ESI/MS.The
UV-Visible and MS data were interpolated and simultaneously analyzed by MCR-ALS in
row- and/or column-wise augmented data matrix, for the resolving coeluidos peaks,
identification and quantification of metabolites. The areas of the chromatographic peaks were
then analyzed by OSC-PLS-DA, which allowed the discrimination between samples of
different harvest. The epigallocatechin and caffeine were responsible for such discrimination.

Keywords: Camellia sinensis. PCA. OSC-PLS-DA. MCR-ALS. Simplex-centroid design.
Extracting solvents.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas sdo fontes de substancias biologicamente ativas, sendo assim tém
sido utilizados para fins medicinais desde os tempos antigos como remédios caseiros,
suplementos alimentares, matéria-prima de fitoterapicos, entre outras maneiras'.
Podemos notar um grande avanco cientifico envolvendo pesquisas em plantas que
visam analisar, isolar e aplicar seus constituintes quimicos na fabricagdo de novos
farmacos ou fins terapéuticos. Isso pode ser comprovado pela ampla gama de revistas e
jornais cientificos especializadas neste tema, como Plant Physiology; Phytochemical
Analysis; Phytochemistry Letters; Phytochemistry; Plant Science; Planta Medica;
Phytomedicine; Natural Product Letter, etc.

Diversos tipos de plantas sao consumidos na forma de chés. Esse tipo de bebida
¢ muito popular e considerada fonte significativa de compostos fendlicos”. A Resolugio
RDC n° 277/05 define cha como —produto constituido de uma ou mais partes de
espécie(s) vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s) ou moida(s), com ou sem fermentagao,
tostada(s) ou ndo™. Para o preparo do cha verde ou preto especificamente, as partes do
material vegetal utilizadas sio as folhas e talos*. Segundo o Informe Técnico n°45 de 28
de dezembro de 2010 os chas sdo considerados alimentos, com isso nao sdo permitidas
alegacdes terap€uticas ou medicamentosas no rotulo do produto como consta na RDC
277/05°.

O cha modificou o modo de vida de orientais e ocidentais, redesenhou mapas
territoriais e atualmente ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo ®. De acordo
com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) a produgao e
consumo de chd vém aumentando. A producdo mundial de 2012 representou 4,81
milhdes de toneladas contra aproximadamente 4,57 milhdes em 2010. A taxa de

crescimento da produgdo de cha preto de 2002 a 2011 foi de 1,98% e de cha verde de
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6,9% ®. Segundo o Grupo Intergovernamental da FAO, estima-se que a produgdo
mundial de cha preto crescerd 1,9 % anualmente até atingir 3,28 milhdes de toneladas
em 2021 e de cha verde 7,2 % chegando a 2,3 milhdes de toneladas’®,

A espécie Camellia sinensis, pertencente a familia Theaceae, ¢ um arbusto que
cresce de 10 a 15 m na natureza e de 0,6 a 1,5 m quando cultivado. Possui flores
brancas axilares, solitarias ou até trés por cacho, com didmetros de 2,5 cm e de seis a
oito pétalas. Suas sementes sdo marrom, subglobosa de 1 a 1,4 cm de didmetro’, suas
folhas simples, alternadas, inteiras, com margem serrada e textura coriacea com largura
aproximada de 4 cm e comprimento que pode variar de 5 a 30 cm'®. Comercialmente
existem trés tipos principais de cha, onde seus diferenciais sdo atribuidos ao
processamento das folhas da C. sinensis: preto (fermentado), oolong (parcialmente
fermentado) e verde (ndo fermentado)''™*. O tipo de cha mais consumido no mundo é o
preto que corresponde a 78%, ja o cha verde 20% .

Na producao do cha preto, as folhas sdo expostas para a reducdo de umidade e
entdo se tornam macias para serem enroladas, esmagadas ou quebradas. Isso ocasiona a
perturbacdo da compartimentagdo ou rompimento do vacuolo da célula, permitindo a
liberacdo da enzima polifenoloxidase, que causa a fermentacdo por meio da
polimerizacdo e condensagdo oxidativa das catequinas catalisadas. Na sequéncia, as
folhas sdao colocadas em camaras de ar quente para secar e bloquear a sua fermentagao
pela desnaturagdo das enzimas. No chd oolong o processamento ocorre da mesma
maneira do cha preto, porém o tempo de fermentagdo ¢ menor. Para o chd verde as
folhas sao picadas e submetidas a um cozimento a vapor. Nesse procedimento as folhas
tornam-se mais flexiveis e maleaveis e entdo sdo colocadas em bandejas aquecidas, com
o intuito de romper a estrutura celular, inativando a enzima e consequentemente

inibindo a fermentacéo '**°.
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Nos ultimos anos, o interesse no cha verde tem aumentado devido aos seus
efeitos medicinais e farmacologicos atribuidos aos compostos polifendlicos. Esses
possuem efeitos biologicos, incluindo a atividade antioxidante na captura de radicais
livres especialmente os flavondides presentes na forma de catequinas, que representam
de 25 a 35% do peso seco das folhas®'?. Nas folhas do cha verde encontramos as
seguintes catequinas: (+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC), (-)-galocatequina (GC),
(-)-epigalocatequina (EGC), (-)-catequina galato (CG), (-)-galocatequina galato (GCQG),
(-)-epicatequina galato (ECG) e (-)-epigalocatequina galato (EGCG)**. No entanto, as
principais sdo: EC, ECG, EGC, e EGCG, sendo que esta ultima correspondente de 50 a
80% das catequinas presentes no cha®>*. Essas catequinas sdo responsaveis pelo sabor
adstringente e amargo do cha verde e tem recebido atencao consideravel devido as suas
propriedades benéficas para a saude como a prevengio de doencas cardiovasculares™ e
cancer’ 0'32, bem como efeitos anti-hipertensivo3 3 '34, antiinflamatorio> , antiobesidade® e
antienvelhecimento®’. Porém, vale ressaltar que o chd verde possui muitos outros
metabolitos, como a cafeina, clorofila, compostos volateis, aminoacidos, carboidratos,
proteinas, mineiras, oligoelementos, etc>® 40,
Uma vez que o consumo de cha verde ¢ atribuido aos beneficios a satde, tem
aumentado os estudos sobre seus constituintes assim como o efeito dos metabolitos,
quanto a incidéncia de luz, sazonalidade, idade das folhas, diferentes tipos e cultivares,

12,28,41-45

entre outros parametros . As variagdes nas quantidades dos metabolitos em

diferentes colheitas das folhas de cha verde também vém sendo estudadas*®™’

, porém
carecem ainda de estudos. As folhas da C. sinensis cont¢ém um grande numero de

metabolitos, onde a utilizacao de ferramentas analiticas e quimiométricas adequadas que

permitam a identifica¢do e indiquem fontes de variacdo sdao de primordial importancia.
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A extracdo de compostos em diferentes sistemas de solventes tem sido proposta®®, no
entanto, ha uma falta de estudos na literatura comparando diferentes solventes.

Atualmente muitas técnicas analiticas tém sido usadas para identificar e
quantificar os constituintes quimicos de amostras complexas, incluindo cromatografia
de camada delgada (CCD)", cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD)®, espectroscopia de infravermelho, espectrofotometria
ultravioleta-visivel, técnicas hifenadas como cromatografia liquida com espectrometria
de massas (CLAE-EM), entre outras. Devido a quantidade e a complexidade dos
dados obtidos bem como a dificuldade na interpretagdo durante a analise, métodos
quimiométricos sao usados como ferramenta para analisar e interpretar estes dados.

Nesta tese amostras de C. sinensis, de duas colheitas do mesmo ano, bem como
de dois anos diferentes foram comparadas. Os objetivos desta tese e as conclusoes
essenciais estdo discutidos em trés capitulos (3, 4 e 5), sendo uma publicaciao, um artigo
submetido e outro em elaboragdo em relacdo a pesquisa estabelecida.

No Capitulo 2, estam apresentados os conceitos dos métodos quimiométricos
utilizados nesta pesquisa.

No Capitulo 3, o objetivo geral foi avaliar o potencial da impressao digital
espectrofotométrica  UV-Visivel, associada a analise discriminante por minimos
quadrados parciais na tentativa de discriminar as folhas de C. sinensis de primeira e
segunda colheita e indicar o(s) metabolito(s) responsavel(is). Além disso, uma andlise
exploratoria foi realizada para investigar os efeitos dos solventes extratores sobre os
metabolitos discriminados na analise quimiométrica, utilizando um planejamento de
mistura do tipo centroide simplex de quatro componentes.

No Capitulo 4, o objetivo foi investigar os efeitos dos diferentes solventes na

extracdo de epicatequina, epigalocatequina galato e epigalocatequina, bem como sobre
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as suas atividades antioxidantes das folhas da C. sinensis. Além disso, um planejamento
experimental envolvendo mistura de 4gua com diferentes modificadores organicos
também foi utilizado para investigar diferentes fases moveis na separagdo de picos
obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR). A
analise de componente principal (ACP) foi entdo utilizada para comparar as impressoes
digitais cromatograficas para os diferentes extratos. Artigo desse capitulo intitulado
como -Mixture design analysis of solvent extractor effects on epicatechin,
epigallocatechin gallate, epigallocatechin and antioxidant activities of the Camellia

sinensis L. leaves” foi publicado na Analytical Chemistry Research em 2014.

doi:10.1016/j.ancr.2014.08.001

No Capitulo 5, o objetivo geral foi analisar os metabdlitos extraidos de acordo
com o planejamento do tipo centroide simplex, por CLAE-DAD-IES/EM. Os dados
obtidos por DAD e EM, das diversas corridas cromatograficas, apresentam resultados
com resolugdes muito distintas por serem técnicas diferentes. Assim uma estratégia
adequada foi proposta para resolver as sobreposi¢des de metabolitos a partir da andlise
simultanea de dados de DAD e EM por MCR-ALS. Essa estratégia permite uma melhor
identificacdo e quantificagdo dos componentes resolvidos. A OSC-PLS-DA foi aplicada
as areas dos picos na tentativa de discriminar as amostras de C. sinensis de primeira e
segunda colheita a partir dos metabdlitos identificados por MCR-ALS e investigar qual

o constituinte responsavel por tal discriminagao.


http://dx.doi.org/10.1016/j.ancr.2014.08.001
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METODOS QUIMIOMETRICOS

O experimento metabolomico (amostragem, preparacdo da amostra,
instrumentagdo analitica e preparagdo e interpretagdo dos dados), tem como objetivo
obter informagio biologica relacionada ao metaboloma'. O metaboloma representa uma
série dos metabolitos que existem em uma espécie bioldgica'. Na andlise metabolomica
0 objetivo ¢ analisar tantos metabolitos quanto possivel em uma unica andlise. Portanto,
o extrato ndo ¢ usualmente purificado, em contraste com os procedimentos de rotina
usados para analise de metabdlitos especificos. Sendo assim, uma abordagem mais
adequada ¢ analisa-los por meio da —#mpressao digital dos metabdlitos”. A analise da
impressdo digital ¢ aceita pela World Health Organization (WHO)”. Entre uma
variedade de métodos, a impressao digital cromatografica tem sido aceita como método
de controle de qualidade por 6rgios oficiais como Food and Drug Administration® ¢ a
European Agency for the Evaluation of Medicinal®.

A analise multivariada de dados compreende métodos estatisticos que analisam
simultaneamente multiplas medidas ou variaveis, permitindo a extragdo de uma
quantidade muito maior de informagdes™’. A década de 70 marca o inicio da atividade
de pesquisa concentrada na quimiometria®. Esse campo ¢ a parte da quimica que utiliza
métodos matematicos e estatisticos para definir ou selecionar as condigdes Otimas de
medidas e experiéncias. Ela também visa permitir a obtencdo do maximo de
informacdes com um numero reduzido de experimentos a partir da analise de dados
quimicos’.

Neste trabalho utilizou-se o planejamento de misturas do tipo centroide simplex
para analisar o efeito do solvente extrator sobre os extratos brutos obtidos e ferramentas
quimiométricas como Andlise de Componentes Principais (ACP), Analise

Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (do inglés, Partial Least Squares



31
Discriminant Analysis - PLS-DA) e Resolugdo Multivariada de Curvas com Minimos
Quadrados Alternantes (do inglés, Multivariate Curve Resolution Alternating Least
Squares — MCR-ALS) de acordo com os respectivos objetivos de andalise onde sdo

discutidos com detalhes abaixo.

Planejamento do Tipo Centroide Simplex

O planejamento experimental utilizando misturas ¢ aplicado com dois ou mais
componentes misturados, em quaisquer propor¢des, sendo que uma resposta ¢ obtida
para cada conjunto de componentes. A soma das propor¢des numa mistura deve ser
sempre 100%. Uma mistura de q componentes pode ser descrita pela Equagdo 1'0'.
Neste tipo de planejamento pode-se identificar uma melhor combinagdo para a resposta

que se quer ou simplesmente a obten¢do de uma melhor compreensdo de todo o sistema

r r1: . 12
através da analise do comportamento de mistura de cada componente presente .

q
D x,=100%=1
i=1

onde, x; representa a proporcao do i-ésimo componente.

Para especificar a composi¢cdo da mistura, devem-se fixar as proporcdes de (¢ —
1) componentes, onde a propor¢ao do ultimo componente serd sempre o que faltar para
completar 100%'"'. No sistema estudado, o planejamento experimental de misturas do
tipo centroide simplex foi composto por quatro diferentes solventes, onde a
representacao basica ¢ um tetraedro. Os pontos puros do planejamento correspondem a
g permutagdes, ou seja, 1,0,0,0. Ja as misturas binarias contém permutacdes do tipo 94 23

misturas ternarias /3 e misturas quaternarias /4. Portanto, nesse tipo de planejamento
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temos um total de 15 misturas diferentes, ou seja, quatro componentes puros, seis nas

misturas bindrias, quatro nas ternarias e uma mistura quaternaria, conforme Figura 1.

.\'|: X2:X

-y =l
=x,=,

3

Figura 1 — Planejamento experimental do tipo centroide simplex para o estudo de
misturas de quatro componentes. Xj, Xz, X3 € X4 representam as proporc¢des dos
diferentes solvente utilizados.

Apo6s a realizagdo dos experimentos, os dados obtidos sdo ajustados e um
polindmio com o nimero de termos a estimar ou parametros a estimar, podendo ser no
maximo igual ao nimero de pontos do planejamento, ¢ ajustado. Em geral, o polindmio

para quatro componentes ¢ definido pela Eq. 2'":

4 4 4
S’:Zbi X; + Zzbijxixj +Zzzbijkxixjxk Tt X X, X5X, Eq. 2
i <

i <j <k

em que, b; € o coeficiente linear do componente e representa a resposta esperada para o
componente puro 1, b;; € o coeficiente da intera¢do entre os componentes i € j; bk € 0
coeficiente da interagdo entre os componentes 1, j € k € biz34 € 0 coeficiente da interagao

entre os componentes 1, 2, 3 e 4.
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Os parametros de b e seus respectivos erros padrdo (V(b)) sdo calculados pelas

Eqgs. 3 e 4, respectivamente:
b=(X"X)" X"Y Eq.3

1

V(b)=(X"X) s Eq. 4

em que, X ¢ a matriz contendo os pontos do planejamento, o sobrescrito T indica a
transposta da matriz ¢ "' a inversdo da matriz; Y ¢ o vetor das respostas ¢ s> é a variancia
emY.

A analise de variancia (do inglés, Analysis of Variance - ANOVA) ¢ usada para
testar a adequacao dos modelos matematicos aos resultados experimentais individuais
obtidos por meio do planejamento de misturas. A falta de ajuste da regressao ¢ testada
comparando Fcaculado, que € a razdo entre as médias quadraticas da falta de ajuste e do
erro puro (MQi/MQcp), com Fipelado (m-p),(n-m) Onde M significa o nimero de niveis
distintos da variavel independente; p o nimero de parametros do modelo € n o nimero
total de observacdes. Portanto, se Fiapelado for maior que Feareuado, N30 ha indicacdo de
falta de ajuste para o modelo. Podemos testar se a regressdo € estatisticamente
significativa e util para fazer previsoes, pela da razdo entre as médias quadraticas da
regressdo e do residuo (MQr/MQ;), seguindo uma distribui¢do Fiapelado (p-1),(n-p)- S€
Fiabelado for menor que Feaeuado @ €quagdo € significativa e 1til para fazer previsdes. O
coeficiente de determinacio (R?) para esse ajuste ¢ calculado pela razdo da soma dos
quadrados da regressio e total (SQr/SQr). O valor méaximo que R? poderia explicar é

dado pela subtracdo da soma quadratica total e do erro puro e esse valor divido pela

soma quadratica total [(SQT-Ser)/SQT]“.
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Anélise de Componentes Principais (ACP)

A andlise de componentes principais calcula novas varidveis ortogonais
chamadas componentes principais que sdo combinagdes lineares das varidveis originais
e explica a maior parte da varidncia dos dados'’. A ACP ¢ um dos métodos
multivariados mais utilizados para a analise exploratoria de dados, detecgdo de outlier,
grafico de agrupamentos, classificagdo e redugdo da dimensionalidade (rank). A
reducdo da dimensionalidade do conjunto de varidveis originais fornece um numero
reduzido de novas varidveis, que mesmo assim representa a variabilidade contida nos
dados originais. Sendo que, a interpretagdo dos dados esta baseada na analise simultinea
das variaveis™' .

Esse método ¢ comumente empregado na andlise de informagdes devido a sua
capacidade de compressdo de dados em fungdo da correlagcdo entre diversas varidveis
medidas'®. Os dados experimentais sdo organizados em uma matriz X formada por n
linhas que representam as amostras ¢ p colunas que representam as variaveis (nxp)' .
Para a andlise de componentes principais o primeiro passo ¢ a formacdo da matriz de

variancia/covariancia dos dados Z para isolar a fonte de variagdo dos dados, conforme

Eq. 5:

7= XTX Eq.5
Na sequéncia a matriz Z ¢ diagonalizada por uma transformacgao unitaria:

A=P'ZP Fq.6

em que, A ¢ uma matriz diagonal onde os elementos sdo autovalores de Z e P ¢ a
matriz de autovetores, denominadas loadings. Como consequéncia a nova base explica a

variancia dos dados em X e a projecdo dos dados nessa base ¢ denominada escores T'®.
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Matematicamente, cada componente principal pode ser descrita como uma
combinagdo linear das varidveis originais onde a importancia de cada uma dessas
variaveis ¢ dada pelos loadings. Essa combinagdo linear fornece ainda para cada
amostra, valores chamados escores. Portanto, a ACP pode ser definida tanto no espago
das amostras como das varidveis, sendo que sua decomposi¢ao ¢ calculada através da
diagonalizagdo da matriz de associagdo (XX") ou da matriz de covariancia (XTX),
respectivamente'’. Entdo, a ACP decompde a matriz X em uma matriz de escores (Tpyxa)
e uma matriz de pesos ou loadings (P.y,), onde —&” ¢ o niimero de componentes

principais, conforme Figura 2 ¢ Eq. 7'+,

X=tp, +t,p, +..+tp, +E ou X=TP'+E Eq.7

em que, X ¢ a matriz dos dados originais, T sdo os valores dos escores que representam
as coordenadas das amostras, P sdo os loadings que contém a informagao de pesos de

cada varidveis original na formacao dos novos eixos € E a matriz dos residuos.

1 m | m 1 m
[ ]
1 | |
= |t R +..t |t +
n n n

n

Figura 2 — Decomposi¢do em componentes principais por ACP (figura adaptada de
ESBENSEN & GELADI (2009)'%).

A primeira componente principal, CP;, ¢ a combina¢do linear de maxima
varidncia. A segunda componente, CP,, também de méxima variancia, ¢ ortogonal a
CP;. Ja a terceira ¢ ortogonal as duas primeiras CPs, e assim por diante. Como esses

eixos sdo calculados em ordem decrescente de importancia, muitas vezes a informagao
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relevante fica concentrada nas duas ou trés primeiras CPs. A ACP ¢ um método ndo
supervisionado onde n3o se dispde de informacdo prévia sobre a classificacdo das

amostras, ou seja, essa informag¢ao nao ¢ utilizada na construgao do modelo®.

Anélise Discriminante com Método de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)

O PLS-DA?' (do inglés, Partial Least Squares-Discriminant Analysis) ¢ um
método multivariado utilizado para classificar amostras onde é necessaria a redugdo de
variaveis e a variabilidade dentro do grupo ¢ maior que a variabilidade entre grupos.
Esse modelo ¢ desenvolvido a partir dos algarismos da regressdao por PLS. A principal

finalidade da regressdo ¢ construir um modelo linear:

Y=XB+E Eq. 8

em que, a matriz Y de dimensdes (nxm) que corresponde a propriedade de interesse n ¢
o numero de amostras € m o nimero de propriedades; a matrix X com dimensdes (nxj)
representa a resposta instrumental, onde j ¢ o nimero varidvel; B ¢ uma matriz de
dimensdes (kxm) dos coeficientes da regressdo, em que k é o nimero de variaveis
latentes e E a matriz dos residuos para o modelo que tem a mesma dimensao de Y. As
matrizes X e Y sdo decompostas em variaveis latentes, a fim de reduzir o tamanho dos

dados:

X=TP"+E Eq. 9

Y=UQ"+E Eq. 10
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em que, T e U sdo as matrizes de escores contendo linhas ortogonais; P corresponde aos
loadings da matriz X; E ¢ a matriz residual da matriz X; Q loadings da matriz Y ¢ E a
matriz residual da matriz Y.

No método PLS a ideia é extrair componentes que consigam capturar as
variaveis das covaridveis e também obter as correlacdes com as variaveis dependentes.
Isso ¢ alcancado maximizando a covaridncia entre os fatores X, Y e as novas
componentes. Em PLS existe um compromisso entre a variancia explicada em X ¢ a
correlacdo com Y. Geralmente os nimeros de variaveis latentes (VL) sdo pequenos. Os
escores t, sdo ortogonais e estimados como combinagdes lineares das variaveis originais

22-23

com os coeficientes pesos -weight” (w)~, onde maiores detalhes podem ser

encontrados em Wold et al. (2001)**.

*®

t=Xw Eq. 11

A diferenga entre os modelos PLS e PLS-DA ¢ que neste ultimo o bloco Y
indica a classe a qual a amostra pertence. Portanto, quando se tem duas classes a serem
discriminadas, utiliza-se o método PLS1, onde existe uma variavel independente Y que
pode assumir os valores 0 ou 1, caracterizando as classes.

Para interpretar os resultados mais significativos € importante verificar qual(is)
das varidveis medidas mais contribuem para a definicdo do modelo. Neste caso, essa
informacao pode ser adquirida pelo indice chamado Importincia da Varidvel na
Projecdo (do inglés, Variable Importance in Projection - VIP)*. O VIP é um indice que
expressa se um predito € significativo na defini¢do do modelo de vetores latentes H de
uma resposta particular. Neste caso a intengdo ¢ acumular a importanica de cada
variavel h, sendo refletida pelo peso (wh) de cada variavel latente. O VIP ¢ definido

pela Eq. 12%¢:
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P73, (wy /1w, 1)’

VIPJ — h=1 Eq 12

H

2 (SS,)

h=1

em que, SS; ¢ a soma dos quadrados descritos pelas h varidveis latentes, onde p ¢
numero de varidveis experimentais. Assim o VIP ¢ uma medida da contribui¢do de cada
variavel de acordo com a varianica descrita por cada componente do PLS, onde
(whj/llwhll)2 representa a importancia da variavel j. A estimativa da contribuicdo das
variaveis originais do modelo PLS podem ser demostrada pela média quadratica dos
VIP maiores que 1. Esse critério ¢ geralmente utilizado para a selecdo de varidveis mais

significativas.

Pré-Processamentos Utilizados na PLS-DA

Os dados analisados neste trabalho utilizando o método por PLS-DA foram pré-
processados e essa manipulagdo foi avaliada caso a caso. Por fim os melhores e mais
coerentes pré-processamentos foram: autoescalonamento, centralizacdo dos dados na
média e corregao do sinal ortogonal (do inglés, Orthogonal Signal Corretion - OSC).

O autoescalonamento ¢ aplicado quando se quer dar a mesma importancia a

todas as varidveis. Neste caso, calcula-se a variadncia dos dados, sf, utilizando a Eq.

13%7:

1 & -
S?:Eizj(xij_xj)z Eq. 13

Onde a média X ; foi obtida pela Eq. 14:
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_ ol Eq. 14
Xj:_inj
n i=j

Na sequéncia os dados originais de cada elemento (Xj) sdo subtraidos pela

média dos valores desta mesma coluna )_(J. e divididos pelo desvio padrio.

Eq. 15

O desvio padrio s; foi obtido pela raiz quadrada da variancia:

/ 2
SJ SJ

No pré-processamento dos dados centrados na média (Eq. 17), basicamente os

dados originais de cada elemento da coluna (Xjj) sdo subtraidos pela média dos valores

desta mesma coluna X ;- O resultado obtido ¢ uma matriz com todas as colunas com

média zero”’.

Xiom =X; - X, Eq. 17

iiCM

A correcdo do sinal ortogonal (0SC)*® ¢ um método desenvolvido para remover
a variacdo sistematica na matriz de dados X que ndo estd correlacionada (isto é&,
ortogonal) & matriz de resposta Y. Consequentemente, esse pré-processamento melhora
e torna mais simples modelos PLS. A principal vantagem de usar o OSC no PLS-DA,
ou seja, OSC-PLS-DA em comparagdo com apenas PLS-DA ¢ a capacidade de OSC-
PLS-DA em separar a variagio preditiva da ndo-preditiva (ortogonal)*’. Portanto, o
OSC corrige a matriz de dados X, removendo as informagdes que ndo estejam

relacionadas com a matriz Y. O primeiro passo do algoritmo utilizado para calculo das
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componentes OSC ¢ ortogonalizar a primeira componente principal (CP;) da matriz X

emrelagdoa Y:

toee =t-Y(YTY)'Y't Eq. 18

em que, tos € ortogonal a Y, t representa o vetor dos escores das amostras em CP;.

Os vetores pesos (Weight) wes. s@o calculados com uma regressdao PLS de to,
contra X que minimiza a covariancia entre X ¢ Y. Os pesos entdo sdo utilizados para
atualizar o vetor ortogonal dos escores, que ¢ novamente ortogonalizado em relagdo a
Y, ¢ assim por diante até a convergéncia. O vetor atualizado serd aproveitado para

28,30

calcular o vetor correspondente aos loadings (Posc)”"~, conforme Eq. 20.

t — XW Eq. 19

0SsC 0OSC

— X;rtOSC

Pose = m Eq. 20

OSC 0SC

A matriz X ¢ corrigida entdo através da subtracdo da variacao que ¢ ortogonal a matriz

Y:

— T
xosc =X- toscposc Eq. 21

em que, X corresponde a matriz dos dados corrigidos, X ¢ a matriz dos dados

. . . - 1
originais, t,s 0 vetor dos escores € Posc 0 vetor dos Ioadlngs3 )
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Resolucéo de Curvas Multivariadas (MCR)

A primeira descrigdo sobre resolucdo de curvas multivariadas (do inglés,
Multivariate Curve Resolution - MCR) foi em 1971 por Lawton e Sylvester’%. O método
foi testado para resolver os espectros de dois componentes em misturas de corantes
fotograficos, na auséncia de informacdes prévias. O método denominado de Resolugdo
de Curva de Auto-Modelagem (do inglés, Self-Modeling Curve Resolution - SMCR)
utilizou os autovetores da matriz de correlagdo de X e uma restricao de nao negatividade
para se obter as estimativas das contribui¢des individuais dos corantes utilizando uma
matriz de rotagio®> . Mais tarde o teste foi realizado e aprovado com a mistura de trés
componentes™*.

Grande parte das amostras analisadas apresenta-se na forma de misturas
implicando em respostas instrumentais complexas, devido as diferentes substancias que
as compoem. Nesses casos, extrair dados de componentes puros torna-se uma tarefa
dificil. Uma alternativa para resolver esse tipo de problema ¢ a aplicacdo do método por
MCR. Esse método descreve um conjunto de técnicas que se propdem a recuperacao
dos perfis (espectrais, de pH, temporais, de eluicdo, etc.) dos constituintes de uma
mistura. Isso € realizado pela determinagdo de contribui¢des individuais das espécies
quimicas, mesmo sem nenhuma informagdo prévia disponivel sobre a natureza e a
composicdo dessas misturas®. A principal premissa dessa familia de técnicas é que os
dados podem ser descritos por um método linear, como a Lei de Beer-Lambert para

) . . < 1 ~ 33
misturas, ou seja, quando os dados t€ém uma relagao linear com a concentragao™:

A=A +A,+..+A = gbc +g,bc,+..+g bc, Eq. 22
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em que, A sdo as absorbancias das diferentes espécies, €, a absortividade molar da n-

ésima espécie no comprimento de onda considerado; b o caminho optico e c, a
concentragdo da n-ésima espécie. A unido das absorbancias forma uma nova matriz D.

O método MCR busca decompor uma matriz de dados D (rxc), em que as linhas

r sdo os numeros de espectros armazenados através do processo e as colunas ¢ sdo as

variaveis instrumentais, como por exemplo, absorbancia nos diferentes comprimentos

de ondas. A decomposi¢io MCR da matriz D ¢é executada de acordo com a Eq. 23*°°:

D=CS"+E

Eq. 23
em que, em que C (rxn), ¢ a matriz descrita como a contribuicdo de n espécies
envolvidas no processo, que sdo espectroscopicamente ativas, variam nas diferentes r
linhas da matriz de dados (perfis de concentragdo). S’ (nxc) ¢ a matriz descrita como
resposta instrumental das n espécies envolvidas que variam nas diferentes colunas ¢ da
matriz de dados (perfis de espectros puros). E (rxc) ¢ a matriz residual com a variancia
ndo explicada pelo produto CS' .
Isso pode ser realizado com n amostras analisadas simultaneamente a partir de

uma matriz de dados como representado na Eq. 24°7%;

Dl C:1 El
D= .Dz = .C2 ST+ ,E2 =CS"+E Eq. 24
D C E

n n n
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Além de o sinal analitico obedecer a uma relagdo semelhante a lei de Beer-
Lambert, outra condig@o ¢ a analise do posto da matriz de dados dos analitos puros e das
misturas.

A analise do posto (do inglés, rank) da matriz, que indica o numero de espécies
presentes na mistura, pode ser estimada pela porcentagem de variadncia explicada por
Decomposicdo em Valores Singulares (do inglés, Singular Value Decomposition -
SVD)*’, dando origem aos valores singulares, superiores aos relacionados com o
ruido®®. As estimativas iniciais dos constituintes da matriz, S', sdo obtidas a partir de
métodos baseados na detecgio de variaveis "puras"*. O célculo por minimos quadrados
alternantes (do inglés, Alternating Least Squares - ALS), proposto pelo grupo do
professor Dr. Roma Tauler’®, busca o resultado que apresenta o melhor ajuste. Esse
processo de otimizacdo permite recuperar de perfis de concentragdes individuais e sinais
de espécies que melhor explicam a variancia dos dados observados®”.

Uma vez que a estimativa inicial ¢ gerada, a etapa de otimizagdo iterativa ¢
iniciada. Em cada ciclo iterativo as matrizes C e S' sdo calculadas, sob restri¢des, em

ros -42
duas etapas, por minimos quadrados®”**:

c=Ds(s's)’ Eq. 25
ST = (c:Tc;)'1 C'D Eq. 26

Uma matriz D* reconstruida a partir do produto das matrizes CS" é calculada e
comparada com a matriz D original, onde a otimizagdo iterativa continua até que o
critério de convergéncia seja cumprido. Esse critério € alcancado quando a variagao dos
resultados entre iteragdes consecutivas apresentar valor abaixo do valor limite

predefinido ou quando certo numero de iteragdes for excedido™.
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Certas restricdes devem ser aplicadas durante os passos de otimizacdo para
fornecer formas significativas para os perfis C e S e para minimizar os fendmenos de
ambiguidade de rotagdo ou intensidade, tanto quanto possivel. As restrigdes sao
propriedades quimicas ou matematicas que os perfis em C e/ou S' devem cumprir. Os
perfis calculados sdo modificados de modo a obedecer & condigdo de restricio*. Em
MCR-ALS qualquer tipo de restricdo como a ndo-negatividade, unimodalidade,
fechamento (closure), posto local e trilinearity, pode ser facilmente aplicada as solugdes
apontadas®’. Neste estudo foram utilizadas apenas as restricdes de ndo-negatividade e
unimodalidade (quando necessario). A ndo-negatividade ¢ aplicavel em dados de
concentragdes ¢ instrumental que naturalmente devem ser positivos para terem
significado fisico. Portanto se um dado perfil deve ser ndo-negativo, os elementos
negativos sdo forcados a serem iguais a zero. Ja a unimodalidade permite que os perfis
tenham um Gnico méaximo**.
Neste trabalho as ferramentas quimiométrica descritas foram aplicadas de acordo

com o objetivo de cada capitulo.
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DISCRIMINACAO ENTRE EXTRATOS DAS FOLHAS DE Camellia sinensis DE
PRIMEIRA E SEGUNDA COLHEITA POR ESPECTROMETRIA UV-VISIVEL

E OSC-PLS-DA

INTRODUCAO

No processo de fabricagdo do cha verde as folhas frescas picadas, manual ou
mecanicamente, sdo submetidas ao cozimento a vapor (processo usado no Japao) ou
torradas em forno (processo mais usado na China) para que a oxidacdo, comumente
conhecido por fermentagdo, seja interrompida, preservando os componentes ativos das
folhas. Nesse procedimento as folhas tornam-se mais flexiveis e maledveis e entdo sdo
colocadas em bandejas aquecidas, com o intuito de romper a estrutura celular,
inativando a enzima e consequentemente inibindo a fermentacdo'”. Esse termo nio se
refere a um processo microbiano, mas sim a reagdo de acastanhamento natural
catalisada por enzimas enddgenas para a planta®. Em seguida, as folhas sio submetidas
a prensagem € aquecimento com uma s€rie de tratamentos chamada de rolamento
primario, secundario e rolamento final’. Isso da as folhas a sua forma e estilo, tais como
torcido, encaracolado ou enrolado, assim como uma maior durabilidade. O rolamento
das folhas também ajuda a regular a liberacdo de substancias naturais e sabores durante
a maceracdo. Existem dois tipos principais de cha verde o Sencha e o Bancha®. Sencha é
produzido com folhas da primeira colheita, chamado de ichibancha, sendo de qualidade
superior € o Bancha ¢ feito a partir das folhas de colheita tardia ou com as folhas mais
duras e talos que ndo sdo aproveitadas para a produgdo de Sencha.

No Brasil, a colheita das folhas da C. sinensis comegca em setembro.
Primeiramente, os arbustos sdo totalmente podados e apds duas semanas, com o

desenvolvimento dos brotos, as primeiras folhas sdo colhidas ¢ ¢ o que chamamos
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—folhas de primeira colheita”. Num espagamento de aproximadamente duas semanas, as
—folhas de segunda colheita” sdo coletadas e assim sucessivamente até meados do més
de abril, o que permite cerca de doze colheitas durante esse periodo.

Os metabdlitos exercem uma grande variedade de fungdes fisiologicas e
ecoldgicas nas plantas. No caso do cha verde, além disso, fornece efeitos benéficos a
saude humana. Esses efeitos t€ém sido atribuidos a complexa composi¢do quimica do
chd verde que ¢ constituido por compostos fenolicos (catequinas entre outros),
compostos volateis, aminoacidos, carboidratos, proteinas, mineiras, oligoelementos, etc
9-11.

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), conforme Figura 1, é o principal alcaloide
purina encontrado no cha verde, representando cerca de 3 a 6% do peso seco das
folhas'*"®. Existem duas hipéteses sobre a importancia da cafeina nas plantas: defesa
quimica e fun¢do alelopatica. A primeira hipdtese confere as folhas jovens um maior
teor de cafeina para proteger os tecidos moldes de patogenos e herbivoros. Ja a segunda
hipotese atribui a ela o efeito autotdxico, ou seja, quando as folhas caem no chao, a
libera inibindo a germinagio de outras plantas ''*. O consumo desse alcaloide aumenta
o estado de alerta e reduz a fadiga'’. Ademais, possui efeitos diuréticos'® e &
considerado um fraco broncodilatador'’. No entanto, segundo Lovatto et al. (2004)'® o
consumo didrio de cafeina pode aumentar a pressdo arterial para consumidores
regulares'® e mulheres gravidas devem limitar seu consumo em 300 mg dia”', evitando

. A . A . 19
assim aborto espontaneo ou ainda que o bebé nas¢a com baixo peso .

O CH3
H3C\N N/
J D
07 >N~ N
éHa

Figura 1 — Formula estrutural da cafeina.
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Além dos compostos ja citados, as folhas de cha também contém pigmentos que

sio lipofilicos como, por exemplo, as clorofilas a ¢ b*°. Estudo realizado por Lee et al.
(2015)*' sugere que o calor aplicado na manufatura do cha verde pode ativar a enzima
clorofilase e assim aumentar a concentragdo da feofitina. Segundo Harpaz-Saad et al.
(2007)%, essa enzima ¢ responsavel pela degradacdo da clorofila. Além do mais, a
conversao de clorofila em feofitina pode ocorrer no processamento e armazenamento de
vegetais verdes™. A analise da decomposigdo da clorofila e seus derivados tém sido
investigados por estar relacionada a qualidade dos produtos como frutas e vegetais™®.
Apesar da feofitina conferir uma coloragdo mais escura no processo de obtencao do cha
verde, estudos revelam que esse derivado possui atividades antioxidantes, assim como
antigenotoxica™ . As Figuras 2a e 2b, apresentam as formulas estruturais das clorofilas

a e b, assim como das feofitinas a e b.

b
) R
R = -CH; Clorofila a R = -CH; Feofitina a
R = -CHO Clorofila b R = -CHO Feofitina b
TS0
¢ COOCH3
CH3 CH3 07 g CHs CH3 CHs3 CHs

‘\/\/\/\/\/\/\)\CHs WWCM

Figura 2 — Formula estrutural (a) clorofila a e b. (b) feofitina a e b.

A composi¢do das folhas de cha verde ¢ muito semelhante a das folhas antes de
serem colhidas. No entanto, isso depende de uma variedade de fatores como clima,
estacdo, técnicas de cultura, tipo, idade da planta e também o processamento das
folhas®” . A variagdo da quantidade dos metabolitos referente as colheitas das folhas

29-30

do cha verde também vem sendo estudada™ ", porém necessita ser mais investigada.
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Estudos utilizando técnicas instrumentais mais rdpidas e simples como
espectrometria ultravioleta-visivel, infravermelho e infravermelho préximo, associada
as técnicas quimiométrica, tém sido realizados como alternativas para a andlise
discriminante e/ou classificatoria entre café cafeinado e descafeinado’’; classificacdo de

2. .
3233 agsim

azeites de oliva virgens de diferentes regides geograficas e autenticidade
. 4 . . . ,

como vinhos® , variedades de Vlnagres35, variedades de cha 36, entre outros. Portanto, o

objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial da impressdo digital por

espectrometria na regido do UV-Visivel associado a analise multivariada dos dados na

discriminagdo das folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita.

METODOLOGIA

Amostragem

As amostras da C. sinensis de primeira e segunda colheita, ja processadas, foram
fornecidas pela Fazenda Agrocha Boa Vista, localizada na cidade de Araucaria (PR).
Neste mesmo local foi coletado, em triplicata, o material para o processo de conferéncia
de exsicata. A exsicata da Camellia sinensis (L.) Kuntze foi depositada no herbario da
Universidade Estadual de Londrina e classificada pela Dra. Ana Odete Vieira sob o
numero FUEL 49288, conforme Figura 3.

Dois conjuntos de amostras de folhas de C. sinensis foram estudados nesta etapa.
O primeiro foi coletado em setembro de 2011 e corresponde as folhas de primeira
colheita apds a poda. Dezoito dias depois, o segundo conjunto de folhas foi coletado,
quando os novos brotos estavam prontos para serem colhidos e correspondem a segunda

colheita. No laboratorio essas amostras secadas foram trituradas em um liquidificador
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(modelo TA-02 da marca Skymsen) para obter homogeneidade e armazenadas em sala

climatizada a 20° C.

Figura 3 - Foto da exsicata da planta Camellia sinensis (L.) Kuntze depositada no
herbario da Universidade Estadual de Londrina sob o nimero FUEL 49288.

Determinacdo da Umidade

Essa analise refere-se a seguranca do produto, pois ambientes imidos favorecem
a contaminacdo e consequentemente a degradagdo do material por micro-organismos.
Para essa analise’’, primeiramente os pesa-filtros permaneceram por 40 minutos em
estufa (modelo S150S-D da marca Biopar) a 105° C. A massa do material vegetal
utilizada foi de 3,000 g, em triplicata, utilizando a balanca analitica modelo AY220 da
Shimadzu. O material vegetal foi mantido na estufa durante 3 horas a 105°C. Apds esse

periodo, as amostras foram resfriadas em dessecador. Na sequéncia suas massas foram
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verificadas e entdo as amostras retornaram para a estufa por mais 30 minutos. Esse
procedimento foi repetido até massa constante. Os calculos da porcentagem de umidade

foram obtidos por meio da Eq. 1.

U(%)Z%XIOO Eq. 1

sendo que, N corresponde ao valor, em grama, de umidade (perda da massa) ¢ P o valor,

em grama, da amostra.

Determinagéo das Cinzas Totais

A determinacdo do teor de cinzas avalia a presenca de residuos inorganicos nao
volateis como areia, pedra e terra. Para essa determinagio’’ foram analisados 2,000 g do
material vegetal, nos pesa-filtros previamente preparados e em triplicata. Com auxilio
do bico de Bunsen as amostras foram pré-incineradas e na sequéncia mantidas durante
12 horas no forno mufla (modelo MA385 da marca Marconi) a temperatura de 550° C.
Apos esse intervalo, foram resfriadas em dessecador e suas massas verificadas. Em
seguida, as amostras retornaram para a mufla por 1 hora e as massas foram novamente
verificadas. O procedimento foi repetido até massa constante® . Os calculos obtidos da

porcentagem de cinzas totais foram realizados por meio da Eq. 2.

C, (%)Z%XIOO Eq.2

em que, N corresponde ao valor, em grama, de cinzas ¢ P o valor, em grama, da

amostra.
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Preparo dos Extratos Brutos

Para a extracdo dos metabolitos, todos os solventes organicos utilizados foram
de grau analitico e obtidos a partir de F. Maia (Sdo Paulo, Brasil). Os solventes
extratores dos metabolitos foram escolhidos de acordo com um planejamento de
misturas do tipo centroide simplex™® para quatro componentes, Figura 4. Os quatro
solventes foram etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e cloroférmio (c),
totalizando quinze diferentes misturas, com trés replicatas no ponto central para o
calculo de erro experimental, confirme Tabela 1. A selecdo de cada solvente foi feita

considerando triangulo seletividade de solventes de Snyder™ .

Etanol
@ Solventes puros
@ Misturas bindrias
@ Misturas ternarias
@ Misturas quaternarias
Acetato de etila Cloroférmio
Diclorometano

Figura 4 - Planejamento de misturas do tipo centroide simplex para a escolha do
solvente extrator envolvendo (e) etanol, (a) acetato de etila, (d) diclorometano e (c)
cloroformio.

Neste trabalho, optou-se pelo método de remaceragdo, ou seja, repetindo a
operacdo algumas vezes utilizando o mesmo material, renovando o liquido extrator.
Esse procedimento foi realizado no banho ultrassom, que facilita a dilatagdo e
hidrata¢do do material vegetal. Consequentemente, isso causa o alargamento dos poros
da parede celular, facilitando a transferéncia de massa e permitindo que uma maior

quantidade de compostos seja extraida®. Portanto, cada extrato bruto foi obtido a partir
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de 2,00 g de material vegetal, anteriormente moido e peneirado, com adi¢do de 6 mL de
uma das misturas de solventes listadas na Tabela 1. Na sequéncia, cada mistura
permaneceu no banho ultrassom (modelo Ultracleaner 800 da marca Unique) durante 30
minutos e posteriormente filtrada para separar a solugdo a partir das folhas. Esse
procedimento foi repetido mais catorze vezes, de modo que o volume total de solvente
puro ou mistura adicionada as folhas foi de 90 mL. Os extratos foram deixados em

repouso, sob ventilagdo for¢ada, até atingirem massa constante.

Tabela 1 — Planejamento de misturas do tipo centroide simplex para a escolha do
solvente extrator envolvendo etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e
cloroformio (¢).

Solventes
Notacéo
extdrzlto Ftanol Acetato de etila (a) Diclorometano Cloroformio

() () (©)

e 1 0 0 0

0 1 0 0

d 0 0 1 0

C 0 0 0 1

ea % % 0 0
ed % 0 Vs 0
ec ) 0 0 )
ad 0 e ! 0
ac 0 Ya 0 Ve
de 0 0 e %
ead s V5 75 0
edc s V5 0 75
eac & 0 v v
adc 0 V5 V& V&
eadc(1) Ya Va a Va
eadc (2) Va Va Va Va

eadc (3) Va Va Va Va
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Andlise por Espectrometria na regido do UV-Visivel

Para a analise por espectrometria UV-Visivel, 20 mg de cada extrato bruto foram
dissolvidos em 10,00 mL da respectiva mistura extratora, Tabela 1. As medidas de
absor¢do foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 1 cm, por meio de um
espectrofotometro UV-Visivel e monitorados na faixa de 200 a 800 nm com resolu¢do

de 1 nm.

Anélise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os extratos brutos das amostras da C. sinensis de primeira ¢ segunda colheita
foram submetidos a andalise por cromatografia liquida de alta eficiéncia SPD-M10AV
Finnigan Surveyor com detector de arranjo de fotodiodo (DAD) e bomba quaternaria
Termo-Electron Corporation.

Para as analises cromatograficas, 2 mg de cada extrato bruto foram redissolvidos
em 2,00 mL de metanol grau HPLC adquirido da JT Baker (Phillipsburg, EUA) e
filtrados em membrana de polifluoretano (PTFE) com 25 mm de didmetro e porosidade
de 0,2 um da Chromafil (Diiren, Alemanha). Sendo que 100 puL da solugdo foram
diluidos em 400 pL da fase movel inicial, ou seja, 95% de acetonitrila (ACN) e 5% de
agua (H,O) (v/v), onde a acetonitrila foi adquirida pela JT Baker (Phillipsburg, EUA).
As condigdes cromatograficas foram: coluna cromatografica Hilic Phenomenex modelo
Kinetex com dimensdes de 150 x 4,60 mm e porosidade de 2,6 um acoplada ao filtro de
linha. Volume de injecdo de 20 UL e a vazdo de 0,7 mL min™. A fase movel do sistema
cromatografico se deu pela combinacdo da seguinte programacgdo: 95,00:5,00 de
ACN:H,O (v/v) durante 1 min; 80,65:19,35 ACN:H,O (v/v) até¢ 4 min; 64,50:35:50

ACN:H,O (v/v) at¢ 7 min; 50,00:50,00 ACN:H,O (v/v) até 10 min e retornando a
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95,00:5,00 ACN:H,O (v/v) até 15 minutos. O arranjo de fotodiodo foi monitorado na

faixa de absorbancia de 190 a 800 nm.

Programas Computacionais

Os dados obtidos nas analises por espectrometria UV-Visivel foram monitorados
e registrados pelo software Vision Lite e as analises cromatograficas pelo ChromQuest
4.2.

Para o tratamento dos dados foram utilizados os programas computacionais

STATISTICA®™! ¢ Matlab®™*.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros basicos do controle de qualidade das folhas da C. sinensis foram
averiguados pela porcentagem de umidade e o teor de cinzas totais. Segundo a Portaria
519, de 26 de junho de 1998 da ANVISA®, o limite da porcentagem de umidade para as
folhas do cha verde ¢ de 12%. Assim, os resultados obtidos permaneceram abaixo da
legislagdo vigente, ou seja, 6,73 % (£0,04) e 7,05 % (£0,03), para as folhas de primeira
e segunda colheita, respectivamente. Quanto ao teor de cinzas totais, os valores
resultantes foram de 4,28% (£0,09) para a primeira colheia e 4,24% (£0,09) para a
segunda colheita, abaixo do limite estabelecido de 8% *°.

Os rendimentos dos extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira e
segunda colheita obtidos de acordo com o planejamento experimental do tipo centroide

simplex (Tabela 1) foram avaliados e estdo expostos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Rendimentos dos extratos brutos, das folhas da C. sinensis de primeira e
segunda colheita, provenientes da mistura de solventes seguindo o planejamento do tipo
centroide simplex entre etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e cloroféormio

(©).

Notacéo Rendimentos (% (m/m))
ex?roato 12 colheita 22 colheita

e 4,6836 4,7026

a 1,9291 1,8577

d 3,2569 2,7896

c 2,0597 1,2637

ea 4,3546 7,2531

ed 6,1169 5,6358

ec 5,5389 5,4138

ad 2,3243 1,9180

ac 2,5650 2,2766

dc 1,6581 1,7993

ead 3,4534 4,3341

eac 3,6671 4,6245

edc 4,6792 4,6199

adc 0,9844 0,9641

eadc (1) 3,5980 3,7376

eadc (2) 3,6898 3,6214

eadc (3) 3,5479 3,7472

O teste t-emparelhado foi aplicado aos valores dos rendimentos a fim de
verificar se haveria diferenga entre as porcentagens dos rendimentos dos extratos brutos
das duas colheitas. Para isso utilizou-se a equagdo 3°°:

. |d-4
t=——L Eq.3

s,/\N
em que, trepresenta o valor de teaiculado para ser comparado ao tipelado, d é o valor médio
das diferencas d (diferenca individual entre dois valores em um Unico par combinado,
ou seja, a diferenga entre as porcentagens de rendimentos de dois extratos brutos, de

primeira e segunda colheita, extraidos com o mesmo solvente extrator), A assumindo a
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hipdotese de que valor médio das diferengcas d para a populacdo ¢ igual a zero, sq
representa o desvio padrao e N o numero de pares de dados.

O resultado do teste t-emparelhado mostrou que nao ha diferenca significativa ao
nivel de 95% nas porcentagens dos rendimentos entre as colheitas, onde o valor de
tealeulado d€ 0,71 foi menor que tubelado de 2,12. Portanto, ndo rejeitamos a hipdtese nula,
ou seja, ndo ha evidéncias estatisticas de que os resultados de primeira e segunda
colheita s3o significativamente diferentes. Dessa maneira, todos os valores das
porcentagens dos rendimentos foram analisados em conjunto.

A fim de avaliar o efeito dos solventes puros e suas misturas com relacdo aos
rendimentos dos extratos brutos, Tabelas 2, foram testados diferentes modelos
matematicos. A analise da varidncia (ANOVA) foi utilizada para verificar a adequagao
desses modelos. Para os resultados dos rendimentos dos extratos o melhor modelo que
se ajustou aos dados foi o quadratico, demonstrando ser significativo e nao
apresentando falta de ajuste num nivel de 95% de confianga. Como o valor da razio
Mqi/MQep, que corresponde ao valor de Fcaculado (2,47), € menor do que o valor
tabelado Fs 19,005 de 2,74; ndo houve falta de ajuste para o modelo. Além disso, o valor
da razdo MQgr/MQ; (19,68) foi maior que o valor da distribuigdo tabelada F(924.0,05) de
2,30, no nivel de 95% de confianga, indicando que o modelo ajustado ¢ significativo,
conforme Tabela 3. O coeficiente de determinagdo (R?) para esse ajuste foi calculado
pela razdo da soma dos quadrados da regressao e total (SQr/SQr) sendo igual a 0,8359.
J4 o valor méximo que R? poderia explicar é dado pela subtracio da soma quadratica
total e do erro puro e este valor dividido pela soma quadratica total (SQt-SQep)/SQr,

nesse caso 0,8807.



62

Tabela 3 - Andlise de varidancia (ANOVA) para o ajuste do modelo quadratico das
porcentagens dos rendimentos dos extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira
e segunda colheita, preparados de acordo com o planejamento experimental do tipo
centroide simplex.

Fonte de Soma Graus de Média
o~ rg e . re Fcalculado
Variacio Quadratica (SQ)  Liberdade  Quadratica (MQ)
Regressao (R) 70,2867 9 7,8096 19,6837
Residuos () 9,5222 24 0,3968
F. Ajuste (faj) 3,7547 5 0,7509 2,4738
E. puro (ep) 5,7675 19 0,3036
Total (T) 79,8088 33 2,4184

A Eq. 4 mostra o modelo de predicdo das porcentagens dos rendimentos dos
extratos brutos das folhas da C. sinensis, onde os termos que ndo apresentaram

significancia foram omitidos.

Rend(Wm) =4,83e+2,11a+3,16d+1,79¢c

(£0,44) (£0,44) (£0,44) (£0,44)

+7,21ea+6,53ed+7,85ec —4,26ad —3,87dc

(£1,87) (£1,87) (£1,87) (£1,87) (£1,87)

Eq. 4

em que, (e) etanol, (a) acetato de etila, (d) diclorometano, (c) cloroférmio e os valores
entre parénteses os erros padrdo dos pardmetros. No restante desse trabalho todas as
demais equagdes apresentadas seguem essa mesma nota¢do para os coeficientes. Os
termos que ndo apresentaram significancia no nivel de 95% de confianca foram
omitidos.

Por meio dos coeficientes da Eq. 4, podemos observar o efeito sinérgico entre as
misturas  bindrias envolvendo etanol, ou seja, etanol:acetato de etila;
etanol:diclorometano e etanol:cloroformio. Ja as interacdes entre acetato de
etila:diclorometano e diclorometano:cloroféormio apresentaram um efeito antagonio. O
componente acetato de etila foi igualado a zero para representar a superficie de resposta

em duas dimensdes, conforme Figura 5. A superfice indica que a maior porcentagem
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dos rendimentos pode ser obtida pela mistura envolvendo etanol:diclorometano e a
menor porcentagem por meio da mistura diclorometano:cloroféormio, onde utilizando a

regressao obtemos 5,63 e 1,51 % (m/m), respectivamente.

Cloroformio
0,004 1,00

M-
M <5
<4

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 <3
B <2

Etanol Diclorometano

Figura 5 - Superficies de resposta dos rendimentos dos extratos brutos das folhas da C.
sinensis de primera e segunda colheita, mostrando o efeito dos solventes extratores do
planejamento experimental do tipo centroide simplex.

Os espectros de absor¢do dos extratos das folhas da C. sinensis de primeira e
segunda colheita foram registrados na faixa de 200 a 800 nm em seus respectivos
solventes de extragdo. Porém, devido a interferéncia dos solventes utilizados, os
espectros foram analisados a partir de 250 nm a 720 nm, onde apds este Ultimo
comprimento de onda ndo houve informagdes espectrais adicionais.

Para a andlise por PLS-DA os dados foram organizados numa matriz com 34
linhas e 471 colunas. Cada linha refere-se ao espectro do extrato bruto correspondente
(Tabela 1), de ambas as colheitas e as colunas as absorbancias nos diferentes

comprimentos de onda, envolvendo a regido de 250 a 720 nm. A Figura 6 ilustra a
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sobreposi¢do dos espectros de absor¢cdo dos 34 extratos brutos, sendo 17 para cada

colheita.

Absorbéncia (u.a.)

T T T T T ——— -
300 400 500 600 700

Comprimentos de onda (nm)
Figura 6 — Sobreposi¢do das impressdes digitais espectrais na regiao do UV-Visivel

dos extratos brutos, obtidos pelo planejamento experimental do tipo centroide simplex,
das folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita.

PLS-DA foi utilizado para tentar encontrar a melhor correlagdo entre as matrizes
X e Y. Nesse conjunto de dados, a matriz X corresponde aos espectros de absor¢ao dos
extratos brutos da C. sinensis e Y as classes de cada espectro, ou seja, primeira ou
segunda colheita. Para obter uma melhor andlise discriminante alguns pré-
processamentos foram testados. Por fim a matriz X foi centrada na média e a redugdo da
variacdo da matriz X, que ndo estava relacionada a Y (autoescalonado), foi realizada
aplicando a correcao do sinal ortogonal (OSC). O método de validagdo cruzada
venezianas (do inglés, venetian blinds) foi utilizado para a determinagdo do niimero de
variaveis latentes (VL) com o menor valor da Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico
de Validagdo Cruzada (do inglés, Root Mean Square Error of Cross-Validation -
RMSECV). Nesse caso, sao necessarias duas variaveis latentes (VL) para explicar o

método de classificacdo, o que representa 96,33% da variancia explicada em X e 66,38
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% da variancia explicada em Y, com RMSECYV igual a 0,41. Por m eio da Figura 7, que
apresenta o grafico dos escores das VL; x VL,, podemos observar dois grandes grupos,

ou seja, primeira e segunda colheita.
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Figura 7 — Grafico dos escores da OSC-PLS-DA (VL vs. VL,) das impressoes digitais
espectrais na regido de UV-Visivel (250 a 720 nm) dos extratos brutos das folhas da C.
sinensis de primeira e segunda colheita, obtidos pelo planejamento experimental do tipo
centroide simplex.

O grafico dos pesos (weight), Figura 8a, mostra as bandas que contribuem para a
discriminacdo entre as d uas colheitas. No entanto, as regides espectrais que podem ser
consideradas com o i mportantes para o desempenho do modelo de OSC-PLS-DA e
consequentemente na discrim inagdo entre as co lheitas, sdo observadas no grafico que
ilustra a I mportancia da Vari avel na Projecdo (do inglés,  Variable Importance of
Projection - VIP)**, com valores maiores que 1, Figura 8b. Esse wltimo grafico indica
trés bandas: 272; 410 e 663 nm . A m aior part e dos extratos de segunda colheita
estalocalizada no quadrante positivo da VL ;. Com o os pesos dessas trés absor¢des
foram positivos na VL ;, entdo quanto m ais para a dire ita do grafico dos escores (m ais
positivo), maior sera a concentragdo dos metabdlitos que correspondem a essas band as.

Os valores dos pesos negativos da VL ,, que corresponde a 48,56 % da variacao
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explicada em Y, indicam que os extratos de primeira colheita contém menores
concentragdes do metabolito referente & banda em 272 nm e com isso alocados na
regido negativa da VL,. J4 os valores positivos dessa mesma variavel demonstram a

influéncia das bandas em 410 e 663 nm nas amostras de segunda colheita.

0.3

El) ——Pesos VL |
025 —Pesos VL 2
0.2
_|
3 015
w
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0.05
0
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%50 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimentos de onda (nm)

VIP escores
(=29

850 300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Figura 8 — (a) Graficos dos escores dos pesos (weight) das variaveis latentes (VL) 1
(azul) e 2 (vermelho). (b) Importancia da Variavel na Proje¢do (VIP) para a
investigacdo da impressdo digital espectral na regido UV-Visivel (250 a 720 nm) dos
extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira ¢ segunda colheita modelados por
OSC-PLS-DA.

No caso do cha verde a regido de 272 nm pode estar associada a cafeina ou ao
. r 1 o~
grupo das catequinas. Porém, segundo Souto e colaboradores (2010)°" esta regido pode
. N o~ A e I3 * . J4
ser devida a transi¢do eletronica da cafeina n — 7, em particular ao cromoforo C=0.

As outras duas bandas indicadas podem ser correspondentes a pigmentos presentes nas
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folhas da C. sinensis. A feofitina ¢ um produto de degradacdo da clorofila a, que é
encontrada no chd e possui a banda de Soret em 410 nm (regido azul), seguida por
outras bandas mais fracas e de comprimentos de onda maiores, chamadas bandas Q em
665 nm, onde entre as bandas Soret ¢ Q, hd pequenas bandas em 505, 535 e 606 nm?*,
Essas bandas sdo caracteristicas do anel porfirico e ocorre pela promogao de elétrons do
n ligante para 7* antiligante’®. Portanto, pela avaliagdo aplicando OSC-PLS-DA,
possivelmente a discriminagdo entre os dois grupos se deve as maiores concentragdes da
cafeina e o maior produto de degradagdo da clorofila a, feofitina a, nos extratos brutos
de segunda colheita quando comparadas com os de primeira colheita.

Para obter mais informagdes sobre os metabolitos sugeridos na discriminagao
por OSC-PLS-DA, os extratos brutos foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplada a detec¢do por arranjo de diodo (DAD). Em cada extrato
bruto obteve-se nos apices dos picos da cafeina e da feofitina a, os perfis espectrais,
conforme as Figuras 9a e 9b, com absorbancias méaximas em 272 e 410 nm,
respectivamente.
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Figura 9 — Espectros UV-Visivel obtidos a partir da cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD): (a) cafeina com pico
maximo no tempo de elui¢do de 2,54 min. (b) feofitina a com pico maximo no tempo de
eluigdo de 1,52 min.
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Na Tabela 4 constam os valores das intensidades das bandas das absorbancias
méximas da cafeina e feofitina a. Segundo Milenkovic et al. (2012)** a razdo entre as
intensidades das absorbancias envolvendo as bandas Soret e Q (Asoet/Ag) para a
feofitina a e b sdo de aproximadamente 2,33 e 5,30, respectivamente. As razdes médias
das intensidades dessas bandas, obtidas em nossos experimentos, foram de 2,49 + 0,09
para os extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira colheita e 2,45 = 0,18 (u.a.)

para os de segunda, sugerindo mais uma vez a presenga da feofitina a.

Tabela 4 — Valores das intensidades das absorbancias maximas dos perfis espectrais da
cafeina e feofitina a dos extratos brutos das folhas da C. sinensis de primeira e segunda
colheita, obtidos pelo planejamento experimental do tipo centroide simplex.

Notagéio Intensidade da Cafeina Intensidade da Feofitina a
do Amax 272 nm Amax 410 nm
solvente 12 colheita 22 colheita 12 colheita 22 colheita
e 323,8 576,1 411,7 672,7
251,2 257,8 1495,6 1709,3
d 600,7 1100,4 1549,4 2505,7
c 267.4 294,6 1396,6 2056,1
ea 328,0 671,4 944.5 925.4
ed 355,2 804,1 805,2 17959
ec 395,5 449,2 1233,7 879.,4
ad 228.5 433,8 1564,7 1077,8
ac 176,5 219,7 11234 1578.,4
dc 247,8 334,8 1083,4 1218,0
ead 330,7 459,4 311,8 1264,8
eac 3472 289,6 1402,3 965,6
edc 527,1 466,3 1161,4 924,8
adc 192,1 214,9 1348,7 1981,1
eadc (1) 317,8 445,1 1177,1 1556,6
eadc (2) 241,2 3833 1005,1 1338,8
eadc (3) 2823 379,0 1070,6 1402,7
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O teste t-emparelhado foi aplicado aos valores das intensidades da absorbancia
da cafeina e feofitina a, conforme Tabela 4. Os resultados do teste t mostraram diferenca
significativa, ao nivel de 95%, entre as abundancias relativas de dados das intensidades
dos espectros, tanto para a cafeina quanto para a feofitina a nas duas colheitas. Essa
afirmacdo esta baseada nos respectivos valores de teacuado de 3,51 e 2,43 maiores que
tbelado d€ 2,12. Portanto, hd evidéncias estatisticas de que os resultados de primeira e
segunda colheita s3o significativamente diferentes, sendo maiores para os extratos de
segunda colheita. Segundo Mohanpuria et al. (2009)" a cafeina se encontra presente nas
folhas mais jovens. Assim como a cafeina, a feofitina a apresentou resultados maiores
para os extratos de segunda colheita. O fato de haver ocorrido um segundo estresse na
planta relacionado ao corte das folhas, pode nos levar a crer que possa haver
desencadeado maior producdo de cafeina e clorofila e seus derivados. Esses resultados
confirmam os obtidos por espectrometria na regido UV-Visivel descrito anteriormente.
Para analisar o comportamento dos solventes quanto a extragdo da cafeina e da
feofitina a, a metodologia de superficie de resposta foi aplicada sobre as intensidades
das absorbancias em 272 e 410 nm, conforme Tabela 4. Para isso, foram testados os
modelos linear, quadratico e cubico especial e a falta de ajuste das superficies foram
avaliadas pela ANOVA, no nivel de 95% de confianca. Para os resultados das
absorbancias maximas da cafeina obtidos a partir dos extratos brutos das amostras de C.
sinensis de primeira e segunda colheita 0 modelo quadratico foi significativo e ndo
apresentou falta de ajuste. Os modelos matematicos estdo representados pelas equacdes

5¢e6.

Cafeina, . =310,57¢+252,92a+588,60d+256,51c
(+68,15) (£68,15) (£68,15) (+68,15)
Eq.5
—769,61ad

(+£290,18)
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Cafeina, = 3593,41e+276,71a+1106,66d+301,37c
coterta (£72,56) (£72,56) (£72,56) (£72,56) Eq 6
~1184,70ad~1435,85dc
(+£308,92) (£308,92)

A Tabela 5 mostra a ANOVA para os modelos quadriticos ajustados as
respostas experimentais das intensidades das absorbancias maximas do perfil espectral

da cafeina nos extratos brutos de ambas as colheitas da C. sinensis.

Tabela 5 — Resultados da analise de variancia (ANOVA) para o ajuste dos modelos
quadraticos das intensidades espectrais de cafeina das folhas da C. sinensis de primeira
e segunda colheita, preparados de acordo com o planejamento experimental.

Fonte de Soma Graus de Média

.. L . e Featculado
Variacio Quadratica (SQ) Liberdade Quadratica (MQ)
Cafeina 1? colheita
Regressao (R) 161732,07 9 17970,23 3,76
Residuos (1) 33451,53 7 4778,79
F. Ajuste (faj) 30512,52 5 6102,50 4,15
E. puro (ep) 2939,01 2 1469,50
Total (T) 195183,60 16 12198,97
Cafeina 2* colheita
Regressao (R) 792958,02 9 88106,45 16,27
Residuos (1) 37911,97 7 5416,00
F. Ajuste (faj) 35176,32 5 7035,26 5,14
E. puro (ep) 2735,65 2 1367,82
Total (T) 830869,98 16 51929,37

Para os modelos quadraticos ajustados aos valores das intensidades de
absorbancia maxima de cafeina dos extratos brutos de primeira e segunda colheita, as
razdes MQgi/MQ.,, foram respectivamente 4,15 e 5,14. Esses valores sdo menores do
que o valor da distribui¢do F(s52.005) tabelado de 19,30; indicando ndo haver falta de

ajuste para os modelos selecionados. Além disso, os valores da razao MQr/MQ); foram
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de 3,76 e 16,27, respectivamente, sendo maiores quando comparados ao valor da
distribui¢do F(9.7.0,05) tabelado de 3,68; indicando que a regressao foi significativa.

Analisando os coeficientes do modelo obtido para os extratos de primeira
colheita da C. sinensis, verifica-se que houve um efeito antagdnico entre a interagdo do
solvente envolvendo acetato de etila:diclorometano quanto a extra¢do da cafeina, Eq. 5.
O mesmo ocorreu para a extragdo desse composto nos extratos de segunda colheita.
Porém, para essa amostra também houve um efeito antagdnico entre
diclorometano:cloroférmio, Eq. 6. De acordo com os coeficientes dos extratos de
primeira e segunda colheita, o diclorometano apresentou os maiores valores prevendo
uma absorbancia maxima no perfil espectral da cafeina de 588,6 e 1106,7,
respectivamente. Esses valores possuem boa concordancia com os valores
experimentais de 600,7 e 1100,4.

As Figuras 10a e 10b mostram as superficies de resposta para os modelos
ajustados das absorbancias maximas para a cafeina dos extratos brutos de primeira e
segunda colheita, respectivamente. O componente cloroférmio foi igualado a zero para
representar a superficie de resposta em duas dimensdes. Podemos observar, que em
ambas as colheitas, as maiores intensidades das absorbancias sdo obtidas pelo
diclorometano puro e as menores nas interacdes entre acetato de etila:diclorometano. Os
resultados para diclorometano sdo confirmados pela literatura, onde estudos testando
diversos solventes mostram que este solvente ¢ mais eficiente na extra¢io da cafeina®’

. , , I . ~ 4
¥ Ademais, ¢ também utilizado como solvente na descafeinacdo de cha®®.
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a) Diclorometano
0,004 1,00

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

Etanol Acetato de etila
b Diclorometano
) 0,004 1,00

Bl - 1100
Bl <1100
B <900
1 <700
1 <500
B <300

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

Etanol Acetato de etila

Figura 10 - Superficies de resposta para os componentes: etanol, acetato de etila e
diclorometano aplicadas as aborbancias maximas da cafeina dos extratos brutos das
folhas da C. sinensis de primera (a) e segunda (b) colheita, mostrando o efeito dos
solventes extratores do planejamento experimental do tipo centroide simplex.

Para os resultados das intensidades da absorbancia maxima da feofitina a (410
nm), obtidas a partir dos extratos brutos das amostras da C. sinensis de primeira e
segunda, o modelo cubico especial foi o que melhor se ajustou aos dados. Considerando
que os valores de F reportados na Tabela 6 de 0,58 e 0,59, respectivamente, foram

menores que o valor da distribuicdo Fi, 2. 90s5) tabelado de 18,51, ndo houve falta de
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ajuste para o modelo selecionado, num nivel de 95% de confianca. Além disso, os
valores da razdo entre as médias quadraticas da regressdo e do residuo (MQr/MQ;),
foram de 24,10 e 27,50, respectivamente, sendo maiores quando comparados ao valor

da distribuigdo F13, 3. 0,05) tabelado de 8,73, indicando que a regressdo foi significativa.

Tabela 6 — Resultados da analise de variancia (ANOVA) para o ajuste dos modelos
quadraticos das intensidades espectrais de feofitina a das folhas da C. sinensis de
primeira e segunda colheita, preparados de acordo com o planejamento experimental.

Fonte de Soma Graus de Média

Variacio Quadriatica (SQ) Liberdade Quadratica (MQ) caleulado
Feofitina a 1? colheita

Regressao (R) 2031793,41 13 156291,80 24,10
Residuos (1) 19452,34 3 6484,11

F. Ajuste (faj) 4380,17 1 4380,17 0,58
E. puro (ep) 15072,17 2 7536,08

Total (T) 2051245,75 16 128202,86

Feofitina a 2% colheita

Regressao (R) 3865591,50 13 297353,19 27,50
Residuos (1) 32434,79 3 10811,60

F. Ajuste (faj) 7366,37 1 7366,37 0,59
E. puro (ep) 25068,42 2 12534,21

Total (T) 3898026,29 16 243626,64

Os modelos matematicos de previsdo para a determinac¢do da intensidade das
absorbancias maximas da feofitina a para os extratos brutos de primeira e segunda

colheita estdo representados pelas equacdes 7 e 8, respectivamente.

Feofitinaa =412,67e+1496,57a+1550,37d+1397,52¢

a .
1° colheita (+80,51) (£80,51) (£80,51) (£80,51)

+1283,42ec—1325,56ac—-1593,15dc Eq.7

(£392,20) (£392,20) (£392,20)

—19988,02ead +9148,92eac

(£2498,24) (£2498,24)
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Feofitina & iheita, = 673,95e+1710,56a+2506,96d+ 2057,36¢
colheita (£103,97) (+103,97) (£103,97) (£103,97) Eq. 8
—1985,23ec—4164,01ad —4296,80dc+27101,26adc
(+£506,43) (£506,43) (£506,43) (£3226,01)

Analisando os coeficientes do modelo obtido para os extratos de primeira
colheita podemos notar a existéncia de um efeito sinérgico entre a mistura bindria
envolvendo etanol:cloroférmio e ternaria de etanol:acetato de etila:cloroférmio, ou seja,
fornecem resultados maiores de intensidade do que se esperaria. Os resultados previstos
para essas duas interagdes foram 1225,7 e 1434,1 e os resultados experimentais foram
1225,7 e 1403,3, respectivamente. Ja a interacdo entre as misturas de solventes
extratores de acetato de etila:cloroféormio; diclorometano:cloroformio e etanol:acetato
de etila:diclorometano tiveram um efeito antagonico nas intensidades de absorbancia
maxima de feofitina a. A maior intensidade de absorbancia maxima em 410 nm obtida
foi por meio do diclorometano, onde utilizando a regressao o valor previsto foi de
1550,4; concordando com o valor experimental de 1549,4. O mesmo ocorreu para a
amostra de segunda colheita, onde a intensidade prevista da absorbancia da feofitina a
extraida por diclorometano seria de 2557,4 e o valor obtido experimentalmente foi de
2505,7. Quanto as interagdes dos solventes dos extratos brutos de segunda colheita
acetato de etila:diclorometano:cloroféormio extrairam uma maior quantidade da feofitina
a do que poderia se esperar, assim tendo um efeito sinérgico. Ja as misturas binarias
envolvendo etanol:cloroformio; acetato de etila:diclorometano e
diclorometano:cloroférmio tiveram um efeito antagdnico na extracdo do composto

discutido.

As superficies de resposta para os modelos ajustados das absorbancias méximas

do perfil espectral da feofitina a dos extratos brutos de primeira e segunda colheita estao
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demonstradas nas Figuras 11a e 11b, respectivamente. O componente acetato de etila foi
igualado a zero para representar a superficie de resposta em duas dimensdes. Podemos
observar nas superficies que a parte vermelha mais escura, indo em dire¢do ao
diclorometano e cloroféormio, fornecem elevadas intensidades das absorbancias
maximas da feofitina a e no vértice do etanol, em verde escuro, indicam baixas

intensidades, em ambas as colheitas.

Cloroférmio
a) 0,004 1,00

Bl > 1400
Il < 1400
B < 1200
[ < 1000
™ < oo
B < 600

! \ 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Etanol Diclorometano

Cloroférmio
b) 0,004 1,00

B > 2400
< 2400
B < 2000
1 <1600
= < 1200
B < 500

Etanol Diclorometano

Figura 11 - Superficies de resposta para os componentes: etanol, acetato de etila e
diclorometano aplicadas as aborbancias méaximas da feofitina a dos extratos brutos das
folhas da C. sinensis de primera colheita (a) e segunda (b) colheita, mostrando o efeito
dos solventes extratores do planejamento experimental do tipo centroide simplex.
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CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou o potencial da impressdo digital obtidas por
espectrometria na regido UV-Visivel em discriminar as folhas de C. sinensis de primeira
e segunda colheita com o auxilio da ferramenta quimiométrica adequada. A vantagem
de se utilizar a espectrometria ¢ atribuida a facilidade de manuseio e obtencdo dos
dados, além de ser de baixo custo e simples. Além disso, a impressdo digital dos
extratos brutos foi ttil para fazer uma analise exploratdria dos dados espectrais dos
extratos brutos em conjunto com o método quimiométrico OSC-PLS-DA. Assim, foi
possivel distinguir as amostras de primeira e segunda colheita, mesmo havendo grande
variagdo dos dados devido aos diferentes solventes utilizados na preparagdo dos extratos
brutos utilizando o planejamento do tipo centroide simplex explorando quatro solventes
diferentes. Os valores dos VIPs indicaram que as absorbancias correspondentes a
cafeina e feofitina a foram as responsaveis pela distincdo entre as colheitas. O
diclorometano puro foi o melhor extrator para esses metabolitos.

Esses resultados sugerem que a metodologia proposta € uma alternativa para a
avaliagdo das amostras de primeira e segunda colheita, uma vez que as folhas da C
sinensis de primeira colheita possui um valor de mercado maior. Trabalhos futuros
poderiam investigar a impressao digital espectral aliada ao método de PLS-DA de

outras plantas, assim como outras variaveis, além do corte.
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EFEITO DO SOLVENTE EXTRATOR NA OBTENCAO DA EPICATEQUINA,
EPIGALOCATEQUINA GALATO, EPIGALOCATEQUINA E
ANTIOXIDANTES NAS FOLHAS DE Camellia sinensis L. POR

PLANEJAMENTO DE MISTURAS

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o interesse no cha verde tem aumentado devido aos seus
efeitos medicinais e farmacologicos atribuidos aos polifendis especialmente catequinas
e 4acidos fenolicos. Os principais compostos das folhas da C. sinensis sao a
epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato (ECG), epicatequina (EC) e
epigalocatequina (EGC)'. Essas catequinas sdo responsaveis pelo sabor amargo e
adstringente do cha verde e tém recebido considerdvel atengdo por suas propriedades
benéficas para a saude tais como a prevencio de doencas cardiovasculares® e do cancer’
>, bem como suas propriedades anti-hipertensiva®”’, anti-inflamatorio®, anti-obesidade’ e
anti-envelhecimentolo, entre outros.

Viérios estudos sobre as catequinas no cha verde t€ém sido relatados, incluindo
suas atividades antioxidantes'''?. Os antioxidantes sdo substincias que atrasam ou
inibem significativamente a oxidagio de substincias facilmente oxidaveis'’. O
metabolismo de gorduras, proteinas e carboidratos para a producdo de energia no
organismo humano utiliza o oxigénio e como consequencia este se torna um radical
livre altamente reativo. Radicais livres sdo capazes de atacar as células saudaveis do
corpo, fazendo com que perca sua estrutura e fungdo e assim contibuindo para o
envelhecimento e doencas degenerativas como o cancer, cardiovascular, cataratas,
diclinio no sistema imonoldgico e disfungdo cerebral. Esses radicais livres podem ser

entdo neutralizados pelos antioxidantes'*. No cha verde a EGCG possui capacidade de
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reagir com a maioria das espécies reativas de oxigé€nio. A estrutura tri-hidroxi das
catequinas contribuem para sua atividade antioxidante porque podem quelar ions
metalicos e prevenir a geragdo de radicais livres. Além disso, essa estrutura permite a
deslocalizagdo de elétrons, o que confere alta reatividade para eliminar os radicais
livres'.

O método mais utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de compostos ¢
extratos especificos ¢ realizado pela atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazina (DPPH"). Este método foi descrito por Brand-Williams et al. (1995)'® ao
qual baseia-se na redugdo do DPPH’ por uma substincia antioxidante'’, conforme
Figura 1. O monitoramento ¢ feito pela reducdo da banda de absorbancia no

comprimento de onda especifico, conforme a reagdo ocorre.

O2N O2N
I}
N—N NO2 + R N N—N NO2
O2N O2N

Figura 1 — Estabiliza¢do do radical livre DPPH'.

O método de DPPH entdo foi modificado por Sanchez-Moreno et al. (1998)'®
que mediu parametros cinéticos, sendo dois deles a quantidade de antioxidante
necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial de DPPH (ICsy) e o tempo que
esta concentragdo necessita para reduzir em 50% a quantidade inicial do radical.

Muitos métodos, tais como a cromatografia liquida de wultra eficiéncia

(UHPLC)", espectrometria de reflectancia de infravermelho préximo com transformada
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de Fourier (FT-NIR)™, cromatografia liquida capilar com detec¢io electroquimica''™',
cromatografia em camada delgada®, cromatografia de precipitagio centrifuga®,

- 2425
cromatografia contracorrente de alta velocidade

, entre outros, foram relatados para a
analise de contetido catequina no cha verde.

A andlise por comatografia liquida de alta eficiéncia envolve a interacdo dos
componentes da amostra com a fase estaciondria e a fase movel®®. A escolha da fase
movel ¢ fundamental, pois além de arrastar os componentes da amostra através do
sistema cromatografico ela participa do processo de separagdo. Portanto trés critérios
devem ser considerados na selecdo da fase movel, ou seja, caracteristicas fisico-
quimicas, forca cromatografica e seletividade®’.

Existe uma infinidade de solventes disponiveis para a selecdo da composicao da
fase movel. A selecdo ¢ geralmente afetada pelas caracteristicas fisico-quimicas do
solvente como a alta pureza, baixa viscosidade e ponto de ebulicdo, decomposi¢do da
fase movel, compatibilidade com o detector, dissolu¢do da amostra sem decompor os
componentes e miscibilidade completa em misturas. Outros dois parametros devem ser
levados em consideragdo, a forca cromatografica (polaridade) relacionada a retengao
dos compostos ¢ a seletividade relacionada a separagéo entre eles®’.

A fase moével na cromatografia em fase reversa geralmente ¢ composta de um ou
mais modificadores organicos (solvente organico) e agua. Assim o indice de polaridade
¢ uma medida numérica da polaridade relativa dos solventes envolvidos, conforme Eq.
1?®. Os valores de polaridades individuais para os quatro solventes mais utilizados na

cromatografia liquida em fase reversa, ou seja, agua, metanol, acetonitrila e tetra-

hidrofurano, sdo: 10,2; 5,1 e 5,8 ¢ 4,029; respectivamente.
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P '=0P +0.P, Eq. 1

onde, P,” ¢ Py’ s@o os indices de polaridade dos solventes puros A e B e ¢, ¢ ¢y as
fragdes dos volumes dos solventes A ¢ B.

Além da polaridade Snyder’’, determinou experimentalmente trés pardmetros:
basicidade (xe), acidicidade (xd) e momento de dipolo (xn). Os solventes entdo foram
agrupados, Tabela 1, de acordo com a o tipo de interacdo que eles possuem, este
agrupamento ¢ disposto em um tridngulo, Figura 2. Portanto, solventes quimicamente
semelhantes, possuem parametros de seletividade similares, onde fazem parte do mesmo

grupo, mesmo podendo apresentar valores diferentes de polaridade.

Tabela 1 — Classificacdo dos solventes determinados por Snyder.

Grupos Solventes
I Eteres alifaticos (éter dietilico)
II Alcoois alifaticos (metanol, etanol, octanol, 1-propanol)
11 Derivados de piridina, (tetra-hidrofurano), sulfoxidos
v Glicois, acido acético
A% Diclorometano
VI Esteres alifaticos, cetonas, nitrilas, dioxano (acetonitrila)

Hidrocarbonetos aromaticos, compostos aromaticos
VII halogenados,

éteres aromaticos, compostos nitro (tolueno)

VIII Agua
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Figura 2 - Triangulo de seletividade de Snyder para solventes usados em cromatografia.

A forga peso do solvente de uma fase mével composta por dgua e modificadores

organicos pode ser calculada pela Eq. 2:

S,,=D,S, +@,.S, Eq.2

onde, S, e Sy, sdo os valores for¢a-peso dos solventes puros —a” € b € ¢, € ¢y, as fragdes
dos volumes dos solventes “a” e "%,

Os parametros de forca para os quatro solventes mais utilizados na
cromatografia liquida em fase reversa, ou seja, agua, metanol, acetonitrila e tetra-
hidrofurano, sdo: 0,0; 2,6; 3,1 ¢ 4,43 ]; respectivamente.

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos de diferentes solventes na

extracdo de epicatequina (EC), epigalocatequina galato (EGCG) e epigalocatequina
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(EGC), bem como sobre as suas atividades antioxidantes em dois conjuntos de folhas da
C. sinensis usando o planejamento de misturas do tipo centroide simplex para os
solventes de etanol, diclorometano, acetato de etila e cloroformio. Um planejamento
experimental envolvendo mistura de 4dgua com diferentes modificadores organicos
também foi utilizado para investigar diferentes fases moveis na separagdo de picos
obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR). A
analise de componente principal (ACP) foi entdo utilizada para comparar as impressoes

digitais cromatograficas para os diferentes extratos.

METODOLOGIA

Preparo das Amostras

Os extratos brutos foram preparados seguindo o planejamento de misturas do
tipo centroide simplex envolvendo quatro solventes extratores: etanol (e), acetato de
etila (a), diclorometano (d) e cloroférmio (c), conforme Tabela 2. Cada extrato foi
obtido a partir de 2,00 g de material vegetal, com adi¢do de 6 mL de uma das misturas
de solventes listadas na Tabela 2. Cada mistura permaneceu no banho ultrassom durante
30 minutos, onde na sequéncia foram filtradas. Esse procedimento foi repetido mais
catorze vezes, de modo que o volume total de solvente puro ou mistura adicionada as
folhas foi de 90 mL. Os extratos foram deixados em repouso, sob ventilacao for¢ada, até
atingirem massa constante.

Para a analise cromatografica, foram diluidos 2 mg de cada extrato em 2 mL de
metanol (grau HPLC, marca J.T. Baker, Phillipsburg, USA). Em seguida, as amostras
foram levadas ao banho ultrassonico por 10 minutos, permanecendo em repouso por

pelo menos 1 hora. Apds este periodo as amostras foram filtradas em membrana de
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polifluoretano com porosidade 0,2 pm (PTFE, Chromafil). Os filtrados foram
armazenados em eppendorfs de 2 mL a -4° C. Para as injegdes cromatograficas foram
pipetados 100 pL do filtrado (20° C) contendo extrato bruto e metanol, e diluidas em

400 pL na fase movel utilizada.

Tabela 2 — Planejamento de misturas do tipo centroide simplex para a escolha do
solvente extrator envolvendo etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e
cloroformio (c).

Solventes
Notagéo
extdr?ato Ftand Acetato de etila (a) Diclorometano Cloroformio
(e) (d) ©
e 1 0 0 0
0 1 0 0
d 0 0 1 0
c 0 0 0 .
ea A 1, 0 0
ed v 0 v, 0
ec A 0 0 y
ad 0 1, v, 0
ac 0 1, 0 y
dc 0 0 v, y
ead A v, v, 0
edc A v, 0 "
eac A 0 v, y
adc 0 v, " "
eadc(1) v, v, v, y
eadc (2) A v, v, y

eadc (3) Va Va Va Vi
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Anélise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para as analises cromatograficas foi empregado um sistema Finnigan Surveyor
61607 juntamente com detector de arranjo de diodo Finnigan Surveyor PDA, injetor
manual Rheodine e al¢a de injecdo de 20 pL. Os analitos foram separados por uma
coluna C;g Phenomenex® (250 x 4,6 mm d.i.) modelo Gemini com porosidade Spum e
pré-coluna (4 x 3 mm d.i.). Os cromatogramas foram monitorados em 210; 254 e 280
nm numa vazio de 1,0 mL min"'. Os dados foram processados usando software
ChromQuest 4.2. Cada extrato preparado foi analisado em cada um das fases moveis,

como descrito na sequéncia.

Escolha das Fases Moveis

Para a selecdo da fase movel o parametro de solventes de Snyder em fase reversa
(FR) chamado de forga-peso foi utilizado. Os efeitos da for¢a de separacdo e polaridade
da fase movel foram investigados por um planejamento experimental de mistura
consistindo de 4gua, acetonitrila e metanol, tal como ilustrado na Fig. 3. As proporcdes
de solventes foram calculadas considerando a forca total de solvente (St), e os valores

da polaridade (P’).
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1 - 83,9 H,0:16,1 ACN (v/v)

(S;=0,50 P°=948)

2 75,4 H,0:12,3 ACN:12,3 MeOH (v/v/v)

(S;=0,75 P =9,03)

3 - 75,0 H,0:25,0 MeOH (v/v)

(S;=0,75 P'=893)

4-75.8 H,0:24,2 ACN (v/v)

(S;=075 P'=9,14)

5-67,0 H,0:16,0 ACN:17,0 MeOH (v/v/v)

(S;=1,00 P =863)

6 — 66,5 H,0:33,5 MeOH (v/v)

(Sy=1,00 P’ =28,49)

7 - 68,0 H,0:32,0 ACN (v/v)

(S;=1,00 P'=8,79)

8 — 59,0 H,0:20,0 ACN:21,0 MeOH (v/v/v)

(S,=1,25 P'=825)

/ . 9-583 H,0:41.7 MeOH (v/v)
/! N (8p=1,25 PP =807)
S %
Acetonitrila (ACN) Metanol (MeOH)

Figura 3 — Planejamento experimental para as fases mdveis baseado nos paramentro de
seletividde de Snyder usado para a cromatografia de fase reversa, em que St e P’

representam a forca e polaridade do solvente, respectivamente.

Ensaio da Atividade Antioxidante

Para a andlise dos extratos brutos pelo método da atividade captadora do radical

DPPH’, as solugdes de cada extrato foram preparadas por dissolu¢do de 7,5 mg de

extrato em 25 ml de etanol. A partir dessa solugdao estoque, as solucdes de trabalho

foram preparadas com massas diferentes (1-40 png mL™). A cada 3,0 mL da solucio de

trabalho de cada extrato bruto foram adicionados 0,1 mL de uma solugao etanolica do

radical livre de DPPH (1 mM). Apo6s 30 min de incubagdo e protegidos da luz, os

espectros das solucdes resultantes foram registados num espectrofotometro Evolugao

60S (Thermo Scientific) com a leitura da absorvancia de 517 nm’>. Os testes foram

realizados em triplicadas. Como controle foi utilizado 0,1 mL de solucao etanolica de

DPPH 1mM e 3,0 mL de etanol.
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Para avaliacdo da capacidade antioxidade dos extratos brutos, calculou-se a
porcentagem de inibi¢do, conforme Eq. 3. A determinag¢do da concentracdo necessaria
para causar 50% de inibigdo da concentracdo de DPPH (ICsy) foi realizada pela

regressao linear das médias das triplicatas das concentra¢des em cada ponto.

C. = Absorbancia controle - Absorbancia amostra
50

Absorbancia controle

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foi avaliada a capacidade dos constituintes de cada extrato bruto,
preparado por meio do planejamento de mistura do tipo centroide simplex, Tabela 2, das
folhas da C. sinensis em capturar os radicais livres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH"). Este tipo de anélise foi importante para avaliar o efeito dos solventes quanto a
extracao dos compostos fendlicos.

Numa andlise preliminar os extratos brutos apresentaram grandes variagdes da
massa necessaria para sequestrar 50% do radical livre de DPPH (ICsp). Portanto,

tivemos que trabalhar com diferentes faixas de concentragdes, conforme Tabela 3.
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Tabela 3 - Equagdes das retas e seus respectivos valores de ICsy dos extratos brutos das
folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita, extraidas de acordo com o
planejamento experimental do tipo centroide simplex.

Notagéo Faixa dinamica . ICso
do Equacéo da reta

-1 -1
extrato (ug mL™) (Mg mL™)
. a7 % Inibicdo; = 4,1123 + 9,8009x 46820
% Tnibicio, = 1,9192 + 11,2719x 4.2655
. Lals % Inibicdo; = -0,3578 + 5,0445x 9,9827
% Inibicio, = 2,8107 + 4,9828x 9,4705
. a7 % Tnibiciio, = 3,7565 + 8,1176x 5.6967
% Inibi¢ao, =-2,5545 + 6,9589x 7,5521
. 10440 % Inibicdo; = 1,9624 + 1,2236x 39,2589
% Tnibiciio, = -0,8913 + 1,0397x 48,9466
. a7 % Tnibiciio, = 4,4862 + 9,7807x 4.6534
% Inibicio, = -2,7006 + 11,9570x 4.4075
ed a7 % Inibicdo; = -0,8658 + 7,6908x 6,6139
% Inibicio, = -4,2258 + 8,5386x 6,3507
. ar % Inibicdo; = 6,8830 + 6,8592x 6,2860
% Tnibiciio, = -5,4457 + 8,2929x 6,6859
d 10440 % Tnibiciio, = 12,9996 + 1,5723x 23,5328
% Inibicio, = 11,8530 + 1,5120x 25,2295
N 5 420 % Tnibiciio, = 5,1512 + 2,7426x 16,3527
% Inibicio, = 2,8618 + 2,8240x 16,6921
% Inibicdo; = 7,9985 + 0,8309x 50,5524
de 102 40 % Tnibicio, = 2,0841 + 0.9561x 50.1165
cad a7 % Tnibiciio, = 9,2963 + 9,9125x 41063
% Inibicio, = 2,5528 + 10,6938x 4.4369
o a7 % Inibicdo; = -3,9273 + 8,9388x 6,0330
% Inibicio, = -1,3359 + 9,2016x 5.5790
e a7 % Inibicdo; = -7,9522 + 9,6181x 6,0253
% Tnibiciio, = -4,6048 + 8,6634x 63029
e 5 120 % Tnibiciio, = -2,1645 + 1,8156x 28,7319
% Inibicio, = -4,0109 + 1,9401x 27,8392
% Tnibiciio, = 0,9241 + 7,0370x 6,9740
eade (1) a7 % Tnibicdo, = 2,7153 + 7.8238x 6.0437
% Inibicdo; = 5,2981 + 6,9546x 6,4277
eadc (2) La7 % Inibicio, = 9,2430 + 7,6503x 53275
o
eade (3) a7 % Tnibico; = 0,0885 + 7,4193x 67273

% Inibi¢ao, = -1,6340 + 8,6290x 5,9838
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A Figura 4 mostra o efeito da composicdo do solvente sobre o ICsy dos extratos

brutos da C. sinensis para as duas colheitas. Ao comparar os resultados, pode-se notar
que o cloroférmio puro e a mistura bindria de diclorometano:cloroférmio (50:50 v/v)
apresentaram valores mais elevados de ICsy, seguido pela mistura ternaria entre acetato
de etila:diclorometano:cloroformio e as misturas bindrias de acetato de
etila:diclorometano e acetato de etila:cloroféormio. Uma vez que um valor de ICsy mais
baixo indica uma atividade antioxidante mais elevada, estes resultados indicam que os
extratos preparados em cloroférmio e diclorometano:cloroféormio apresentaram as piores
atividades antioxidantes. Misturas que ndo continham etanol também apresentaram
maiores valores de ICsg, ou seja, capacidades antioxidantes inferiores. E interessante
notar que as altas atividades antioxidantes também foram obtidas pelas misturas
contendo etanol sendo etanol:acetato de etila e etanol:acetato de etila:diclorometano, as

de maiores atividades.

50 Bl Cy |
B iC5 i
40
5
E 30
o
=
3
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adc
eadc
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Figura 4 — Concentragdes (ug mL™) dos extratos brutos das folhas da C. sinensis de
primeira (I) e segunda (II) colheita extraidos de acordo com o planejamento
experimental do tipo centroide simplex necessarias para sequestrar 50% do radical livre
de DPPH’ (ICsp). Valor mais baixo indica maior atividade antioxidante.

Os resultados de um teste t-pareado ndo mostrou diferenca significativa no nivel
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de confianca de 95% entre os valores de ICs para as duas colheitas, ou seja, teiculado d€
0,83 foi menor que tupbelado de 2,12. Portanto, os valores de ICsy foram analisados em
conjunto para determinar a melhor composi¢ao do solvente extrator para aprimorar a
atividade antioxidante. O modelo ctbico especial ndo mostrou falta significativa de
ajuste no nivel de confianca de 95%, como pode ser visto nos resultados da ANOVA na
Tabela 4, e ¢ dado pela Eq. 4, em que apenas os coeficientes significativos foram

mostrados.

IC,,=4,48¢+9,73a+6,62d +44,10c-71,36ec +64,67ad
EL13) @@L @L13) (+1,13) (#5.,51) (#5.,51) Eq. 4

-41,72ac+99,73dc-242,52ead -423,13edc-133,30adc

(£5,51) (&5,51) (+35,12) (+35,12) (+35,12)

Tabela 4 - Andlise de varidncia (ANOVA) para ajuste do modelo dos resultados das
concentragdes (g mL™) dos extratos brutos das folhas da C. sinensis extraidos de
acordo com o planejamento experimental do tipo centroide simplex necessarias para
sequestrar 50% do radical livre de DPPH" (ICsy).

Fonte de Soma Graus de Média

Variagio Quadritica (SQ) Liberdade Quadratica (MQ) Featcutado
Regressao (R) 6612,210 13 508,631 198,430
Residuos (1) 51,266 20 2,563
Falta de ajuste (faj) 0,168 | 0,168 0,062
Erro puro (ep) 51,097 19 2,689
Total (T) 6663,472 33 201,923

O coeficiente linear de cloroférmio, conforme Eq. 4, apresentou um valor muito
maior do que os demais solventes puros caracterizando uma menor capacidade
antioxidante. Por outro lado, o coeficiente de etanol ¢ menor, mas significativo no nivel
de confianca de 95%, o que indica a maior capacidade antioxidante. Efeitos sinérgicos e
antaglnicos significativos entre misturas bindrias e ternarias podem ser observados a
partir dos valores do coeficiente da equacdo do modelo 4. A interacdo
etanol:dicloromentano:cloroférmio (1:1:1 v/v/v) possui o efeito mais antagonico, devido

ao alto coeficiente, seguido da mistura etanol:acetato de etila:diclorometano (1:1:1
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v/v/v) e acetato de etila:diclorometano:cloroférmio (1:1:1 v/v/v).
A superficie de resposta para ICsy ¢ mostrados na Figura 5 em funcdo da
proporgao de solventes. O valor de ICsy mais baixo do grafico de superficie de resposta
¢ observada com uma mistura etanol:acetato de etila:dicloromentano na proporgao

55:25:20 (v/v/v).

Diclorometano
0,00, 1,00

0,00 EE<2
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 =Pt

Etanol Acetato de etila B <*

Figura 5 — Superficie de resposta para as concentragdes (g mL™) necessarias para
sequestrar 50% do radical livre de DPPH (ICsy) para ambas as colheitas de folhas de C.
sinensis em funcdo da composicdo dos solventes de etanol, acetato de etila e
diclorometano.

Uma vez que as caracteristicas estruturais dos compostos fenolicos sdo também
responsaveis pela atividade antioxidante da extracdo, a separacdo e identificacdo das
catequinas contidas nas folhas da C. sinensis foram avaliadas. A separacdo e
identificagdo das catequinas foram realizadas por HPLC-DAD em fase reversa. O efeito
do solvente de extragdo, bem como as fases moveis nas analises das catequinas foram
investigados utilizando o planejamento de mistura da Tabela 2 em conjunto com o
planejamento de mistura das fases da Figura 3, que representa ndo apenas as propor¢des
relativas dos solventes modificados nas fases moveis, mas também a forga total de

solvente (St) e a polaridade (P’). A eficiéncia de extragdo de cada solvente foi
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comparada através da abundancia relativa de determinadas &reas dos picos
cromatograficos.

Os resultados da Figura 6 mostram que a utilizacdo do mesmo extrato bruto,
porém modificando a composicao da fase movel provoca picos sobrepostos. Em outras
palavras, a variacao na forga da fase movel pode causar sobreposi¢do de picos limitando
a separagdo desejada dos metabdlitos. A melhor resolucdo foi obtida usando a fase
moével preparada com 67:16:17 (v/v/v) de dgua:acetonitrila:metanol, pois s6 esta fase
moével separou os picos dos espectros da epicatequina (EC), epigalocatequina galato
(EGCQ) e epigalocatequina (EGC). Portanto, esta fase movel foi utilizada para todas as

analises subsequentes.

Agua (H,0)

Acetonitrila (ACN) - ‘Ml\glcvtlariol (MeOH)

Figura 6 - Planejamento experimental para as fases moveis com seus respectivos
cromatogramas e espectros das catequinas do extrato etanolico. Fase moével: (1)
83,9:16,1 (v/v) de H;O:ACN (St = 0,50 e P’ = 9,48); (2) 75,4:12,3:12,3 (v/v/v) de
H,0:ACN:MeOH (St = 0,75 ¢ P> =9,03); (3) 75,0:25,0 (v/v) de H,O:MeOH (St = 0,75
e P’=28,93); (4) 75,8:24,2 (v/v) de H,O:ACN (St = 0,75 e P’ =9,14); (5) 67,0:16,0:17,0
(v/v/v) de H;O:ACN:MeOH (St = 1,00 ¢ P’ = 8,63); (6) 66,5:33,5 (v/v) de H,O:MeOH
(St =1,00 e P’ = 8,49); (7) 68,0:32,0 (v/v) de H;O:ACN (St = 1,00 e P’ = 8,79); (8)
59,0:20,0:21,0 (v/v/v) de H;O:ACN:MeOH (St = 1,25 e P’ = §,25); (9) 58,3:41,7 (v/v)
de H,O:MeOH (St= 1,25 ¢ P’ =8,07.



98

Para explorar o efeito do solvente de extragdo sobre a impressdo digital das

folhas da C. sinensis os dados cromatograficos foram submetidos a uma analise de
componentes principais, organizados em uma matriz de 34 (amostras) x 616 (tempos de
retengdo) que corresponde a 15 diferentes propor¢des de solventes com uma triplicata
no ponto central para cada colheita. As trés primeiras componentes principais (CP)
explicam 99,0% da variancia total contida nos dados. A melhor discrimina¢do dos
grupos pode ser verificada na projecdo da CP, e CP3;, que explicam 9,7 e 1,3% da
variancia total, respectivamente, Figura 7. Pode-se notar que os extratos sem etanol no
solvente extrator possuem valores positivos na PC, enquanto os extratos etanolicos ou
que continham etanol no solvente extrator t€ém valores negativos nesta componente.
Além disso, os extratos brutos preparados em etanol, diclorometano ¢ com a mistura

bindria etanol:acetato de etila também apresentam valor de escores mais positivos na
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Figura 7 — Grafico dos escores da CP, vs. CP; dos cromatogramas dos extratos obtidos
a partir das misturas planejamento centroide simplex e analisados utilizando a fase
movel na propor¢ao 67:16:17 (v/v/v) dgua:acetonitrila:metanol. e, a, d e ¢ representam
os solventes de etanol, acetato de etila, diclorometano e cloroférmio, respectivamente.
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Para ajudar a interpretar os diferentes grupos, foi utilizado o grafico dos loadings

da ACP apresentados na Figura 8. Podemos observar que as amostras na regido mais
positiva da CP; contém abundancias relativas mais elevadas de cafeina (tr = 4,53 min),
enquanto que os da parte negativa tém maiores abundancias relativas de EGC (tr = 3,66
min). Os extratos que se encontram com valores mais negativos na CP,, mas mais
positivos na CP; tém maiores abundancias relativas de EGCG (tr = 5,28 min). No
entanto, os extratos com valores de escores negativos nas PC, e PC; contém maiores
abundancias relativas de EC (tr = 5,02 min). A partir desta figura, podemos verificar que
a mistura bindria entre etanol:acetato de etila extrai maiores quantidades de EGCG,
seguido por diclorometano e etanol puro, enquanto EC e EGC podem ser extraidos com

as outras misturas de solventes contendo etanol.
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Figura 8 — Graficos dos /oadings das CP, e CP; dos cromatogramas dos extratos brutos
preparados de acordo com o planejamento experimental do tipo centroide simplex e
analisados  utilizando a fase modvel na propor¢do 67:16:17  (V/V/V)
agua:acetonitrila:metanol.
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As abundancias relativas das trés catequinas de interesse (EC, EGCG e ECG)
foram adquiridas por meio das areas dos picos cromatograficos de cada extrato bruto de
ambas as colheitas. Conforme a Figura 9, os resultados mostraram que as abundancias
relativas das catequinas nos extratos de segunda colheita sdo um pouco maior do que no
de primeira e também existem diferengcas nas abundancias relativas das catequinas
extraidas por etanol, diclorometano e misturas contendo etanol em relagdo aos outros
solventes extratores. De um modo geral, a abundancia relativa de EGCG ¢ maior do que
EGC que ¢ maior do que EC. Os valores individuais da segunda colheita foram maiores
do que os da primeira colheita e um teste-t utilizado para verificar se as diferengas entre
as abundancias relativas das duas colheitas sdo realmente significativa. Os resultados do
teste t ndo mostraram diferenca significativa ao nivel de 95% das abundancias relativas
de dados da area do pico cromatograficos para os trés catequinas destas duas safras.
Portanto, todos os valores foram analisados em conjunto, como fun¢do da composi¢ao
do solvente de extracdo para otimizar a extracao das catequinas.

Com o intuito de aperfeigoar a extracdo das catequinas, os modelos linear,
quadratico e cubico especial foram testados aos dados das areas cromatograficas das trés
catequinas estudadas. A qualidade dos modelos foi determinada por meio da analise de
variancia dos resultados de regressao (ANOVA), num nivel de confiancga de 95%. Para a
EC e EGC o modelo que melhor de ajustou aos dados foi o cubico especial, onde as
equagoes 5 e 6 correspondem, respectivamente, a estas catequinas. Ja para a EGCG o
modelo que melhor se ajustou aos dados das areas cromatograficas foi o quadratico,
conforme Eq. 7, onde e; a; d e ¢ representam respectivamente etanol, acetato de etila,
diclorometano e cloroféormio. A estimativa do erro padrdo esta representada entre

parénteses abaixo do correspondente coeficiente do modelo.
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Figura 9 - Variagdo da 4area do pico cromatografico de epicatequina (EC),
epigalocatequina (EGC) e epigalocatequina galato (EGCG) para a primeira (a) e
segunda (b) colheita extraidas de acordo com o planejamento experimental do tipo
centroide simplex e analisados utilizando a fase mével na propor¢do 67:16:17 (v/v/v)
agua:acetonitrila:metanol. e, a, d e ¢ representam os solventes de etanol, acetato de etila,
diclorometano e cloroférmio, respectivamente.
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EC=49,16e+25,78a+47,38d+9,89¢

(+6,23) (+6,69) (£6,69) (+6,69)

+98,40ea -68,56ad-107,63dc +668,59edc

(+£31,08) (+£31,08) (+32,91) (£195,25)

Eq.5

EGC=109,34e+41,17a+108,23d+15,34c

(+10,23) (+10,98) (+10,98) (+9,97)

+240,21ea-210,66ad -223,59dc +876,39edc

(£51,03) (£51,04) (+£54,05) (+£320,66)

Eq. 6

EGCG=152,61e+37,61a+167,76d+12,94c

(+16,29) (+16,29) (*17,76) (+14,78)

+447,19¢ea-320,17ad-291,08dc

(£75,74) (£75,70) (£75,74)

Eq.7

Como pode ser visto na Tabela 5, os valores de Fcajculado dos modelos acima nao
sofrem de falta de ajuste e sdo altamente significativos. Nas trés equacdes supracitadas,
os coeficientes lineares referentes ao etanol e diclorometano s3o aproximados ou
maiores que as de acetato de etila, o qual é maior que o cloroférmio, no caso das trés
catequinas. Também nas trés equacdes os coeficientes binarios entre etanol:acetato de
etila demonstram haver interacdo sinérgica entre estes solventes quanto a extracao das
catequinas de interesse e antagOnica entre acetato de etila:diclorometano e
diclorometano:cloroférmio. Nos modelos de EC e EGC héa também um efeito sinérgico
ternario entre etanol, diclorometano e cloroférmio, enquanto que para a EGCG existe
um efeito antagénico bindrio entre etanol e diclorometano. Os coeficientes do modelo
da EGCG também sdao maiores quando comparados com as outras duas catequinas,
enquanto que para a EC sdo menores. Este tipo de comportamento ja era esperado, pois
na Figura 9, observamos que na maior parte das misturas de solventes para a extragdo da
EGCQG, as areas dos picos cromatograficos sao maiores que das de EGC e no caso da

EC sao os menores.
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Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA) para ajuste dos modelos de misturas obtidas
a partir das areas dos picos cromatograficos de EC, EGC e EGCG das folhas da C.
sinensis de primeira e segunda colheita extraidas de acordo com o planejamento
experimental do tipo centroide simplex e analisadas utilizando a fase movel na
propor¢do 67:16:17 (v/v/v) dgua:acetonitrila:metanol.

Fonte de Soma Graus de Média F
varacao Quadrética (SQ)  liberdade  Quadratica (MQ) calculado

EC

Regressao (R) 9274,7 7 1325,0 12,064
Residuos (1) 2855,4 26 109,8

F. Ajuste (faj) 849,9 7 121,4 1,150
E. puro (ep) 2005,4 19 105,6

Total (T) 12130,1 33 367,6

EGC

Regressao (R) 50414,3 7 7202,05 24,320
Residuos (1) 7699,5 26 296,1

F. Ajuste (faj) 2374,6 7 339,2 1,2104
E. puro (ep) 5325,0 19 280,3

Total (T) 581139 33 1761,0

EGCG

Regressao (R) 1115787 7 15939,8 24,448
Residuos (1) 16951,8 26 652,0

F. Ajuste (faj) 3905,2 7 557,9 0,812
E. puro (ep) 13046,6 19 686,7

Total (T) 128530,5 33 3894,9

Com base nessas observagdes, onde os modelos possuem tendéncias muito
similares, podemos esperar que as respectivas superficies de resposta para as areas dos
picos cromatograficos também sejam similares. Isso pode ser visualizado na Figura 10,
onde as superficies de EC, EGC e EGCG em fungdes de etanol, acetato de etila e
diclorometano. Concordando com as equacdes 5 a 7, as maiores abundancias relativas
no caso das trés catequinas ¢ observada na parte de coloracdo verde mais intensa, ou

seja, na proporcao etanol:acetato de etila 70:30 (v/v)
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Figura 10 — Superficies de resposta para as areas dos picos cromatograficos da
epicatequina (a), epigalocatequina (b) e epigalocatequina galato (¢) para ambas as
colheitas das folhas da C. sinensis em funcdo da composi¢cdo dos solventes de etanol,
acetato de etila e diclorometano.
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CONCLUSOES

Estes resultados mostraram que a composi¢dao do solvente de extracdo afeta a
eficiéncia da extracdo de catequinas. As abundancias relativas na segunda colheita
foram um pouco maior do que na primeira, mas as diferengaa nao foram significativas
no nivel de confianga de 95%. Abundincia EGCG foi maior do que o EGC, que foi
maior do que para a EC para todas as misturas de solventes de extragdo. Abundancias
relativas mais elevadas de EC, EGCG e EGC seriam obtidas pela mistura binaria de
etanol: acetato de etila na propor¢do 70:30 (v/v). J& para os valores de ICsy mais baixos
ocorreriam com uma propor¢ao de 55:25:20 (v/v/v) de etanol:acetato de etila:

diclorometano.



106
REFERENCIAS

'SONG, R.; KELMAN, D.: JOHNS, K.L.; WHIGHT, A.D. Correlation between leaf
age, shade levels, and characteristic beneficial natural constituents of tea (Camellia
sinensis) grown in Hawaii. Food Chemistry, v. 133 p. 707-714, 2012.

’CHEN, T.O. All teas are not created equal: The chinese green tea and cardiovascular
health. International Journal of Cardiology, v. 108, p. 301-308, 2006.

3CHUNG, F.L.;, SCHWARTZ, J.; HERZOG, C.R.; YANG, Y.M. Tea and cancer
prevention: Studies in animals and humans. Journal of Nutrition, v. 133, p. 3268-3274,
2003.

‘FUJIKI, H.; SUGANUMA, M. IMAL K., NAKACHI, K. Green tea: Cancer
preventive beverage and/or drug. Cancer Letter, v. 188, p. 9-13, 2002.

’JIAN, L.; XIE, L.P.; LEE, A.H.; BINNS, C.W. Protective effect of green tea against
prostate cancer: A case-control study in south east China. International Journal of
Cancer, v. 108, p. 130-135, 2004.

SLEUNG, LK.; SU, Y.; CHEN, R.; ZHANG, Z., HUANG, Y.; CHUNG, Z.Y.
Theaflavins in black tea and catechins in green tea are equally effective antioxidants.
Journal of Nutrition, v. 131, p. 2248-2251, 2001.

7YANG, Y.C.; LU. F.H.; WU, J.S.; WU, C.H.; CHANG, C. J. The protective effect of habitual
tea consumption on hypertension. Archives of Internal Medicine, v. 164, p. 1534-1540,
2004.

SK ANDA, H.; LI, P.; MAKINO, H. Production of decaffeinated green tea leaves using
liquefied dimethyl ether. Food and Bioproducts Processing, v. 91, p. 376-380, 2013.

9SUZUKI, Y.; MIYOSHI, N.; ISEMURA, M. Health-promoting effects of green tea.
Proceedings of the Japan Academy. Series B, Physical and Biological Sciences, v. 88,
p. 88-101, 2012.

""WAYALIL, P.K.; ELMETS, C.A.; KATIYAR, S.K. Treatment of green tea
polyphenols in hydrophilic cream prevents UVB-induced oxidation of lipids and
proteins, depletion of antioxidant enzymes and phosphorylation of MAPK proteins in
SKH-1 hairless mouse skin. Carcinogenesis. v. 24, p. 927-936, 2003.

"LEE, B.L.; ONG, C.N. Comparative analysis of tea catechins and theaflavins by high-
performance liquid chromatography and capillary electrophoresis. Journal of
Chromatography A, v. 881, p. 439447, 2000.



107

12TERAO, J.; PISKULA, M.; YAO, Q. Protective effect of epicatechin, epicatechin
gallate, and quercetin on lipid-peroxidation in phospholipid-bilayers. Archives of
Biochemistry and Biophysics, v. 308, p. 278-284, 1994.

BPERCIVAL, M. Antioxidants. Clinical Nutrition Insights, v. 31, p. 1-4, 1998.

POOLE, C. F. & DIAS, N. C. Practilioner’s guide to method development in thin-layer
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 892, p. 123-142, 2000.

14BECKER, E.M.; NISSEN, L.R.; SKIBSTED, L.H. Antioxidant evaluation protocols:
Food quality or health effects. European Food Research and Technology, v. 219, p.
561-571, 2004.

SKHAN, N.; MUKHTAR, H. Tea polyphenols for health promotion. Life Science, v.
81, p. 519-533, 2007.

16BRAND—WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a free radical
method to evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science and Technology, v. 28, p.
25-30, 1995.

"RUFINO, M.S.M.; ALVES, R.E.; BRITO, E.S.; MORAIS, S.M.; SAMPAIO, C.G.;
PEREZ-JIMENEZ, J.. SAURA-CALIXTO, F.D. Determinacio da atividade
antioxidante total em frutas pela captura do radical livre DPPH. Comunicado Tecnico
127 online. Fortaleza: EMBRAPA Agroindustria Tropical, p.1-4, 2007. Disponivel em:
http://www.cnpat.embrapa.br/cnpat/down/index.php?pub/Cot_127.pdf. Acesso: 02 de

janeiro de 2015.

"SANCHEZ-MORENO, C.; LARRAURI, J.A.; SAURA-CALIXTO, F. A procedure to
measure the antiradical efficiency of plyphenols. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 76, p. 270-276, 1998.

YNALDI, M.; FIORI, I.; GOTTL R.; PERIAT, A.; VEUTHEY, J.L.; GUILLARME,
D.; ANDRISANO, V. UHPLC determination of catechins for the quality control of
green tea. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 88, p. 307-314, 2014;

2OCHEN, Q.; ZHAO, J.; CHAITEP, S.; GUO, Z. Simultaneous analysis of main
catechins contents in green tea (Camellia sinensis (L.)) by Fourier transform near
infrared reflectance (FT-NIR) spectroscopy, Food Chemistry, v. 113, p. 1272-1277,
2009.

*'KOTANI, A.; TAKAHASHI, K.; HAKAMATA, H.; KAJIMA, S.; KUSU, F.
Attomole catechins determination by capillary liquid chromatography with
electrochemical detection. Analytical sciences, v. 23, p. 157163, 2007.


http://www.cnpat.embrapa.br/cnpat/down/index.php?pub/Cot_127.pdf

108

22V OVK, L; SIMONOVSKA, B.; VUORELA, H. Separation of eight selected flavan-3-
ols on cellulose thin-layer chromatographic plates. Journal of Chromatography A, v.
1077, p. 188—194, 2005.

“BALDERMANN, S.; FLEISCHMANN, P; WATANABE, M.BN;
WINTERHALTER, P.; ITO, Y. Centrifugal precipitation chromatography, a powerful
technique for the isolation of active enzymes from tea leaves (Camellia sinensis).
Journal of Chromatography A, v. 1216, p. 4263—4267, 2009.

2KUMAR, N.S.; RAJAPAKSHA, M. Separation of catechin constituents from five tea
cultivars  using  high-speed counter-current  chromatography. Journal  of
Chromatography A, v. 1083, p. 223-228, 2005.

ZSYANAGIDA, A.; SHOIJI, A.; SHIBUSAWA, Y.; SHINDO, H.; TAGASHIRA, M.;
IKEDA, M.; ITO, Y. Analytical separation of tea catechins and food-related

polyphenols by high-speed counter-current chromatography. Journal of
Chromatography A, v. 1112, p 195-201, 2006.

SNYDER, L.R.; KIRKLAND, JJ.. GLAJCH, J.L. Practical HPLC method
development, 2nd ed., New York:Wiley, 1997.

27COLLINS, C.H.; BRAGA, C.G.; BONATO, P.S. Fundamentos de cromatografia.
Campinas:Editora da Unicamp, 2006. 456 p.

*SNYDER, L.R.; KIRKLAND, J.J. Introduction to modern liquid chromatography, 2nd
ed., New York:Wiley, 1979.

*POOLE, C.F.; DIAS, V.C. Practitioner’s guide to method development in thin-layer
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 892, p. 123-142, 2000.

3OSNYDER, L.R.; CARR, P.W.; RUTAN, S.C. Solvatochromically based solvent-
selectivity triangle. Journal of Chromatography A, v. 656, p. 537-547, 1993.

ICOENEGRACHT, P.M. J.; METTING, H.J.; SMILDE, A.K.; COENEGRACHT-
LAMERS. A chemometric investigation of the selectivity of multisolvent mobile phase
systems in RP-HPLC. Chromatographia, v. 27, n. 2-3, feb., 1989.

ANDRADE, C.A.; COSTA, CK.; BORA, K.; MIGUEL, M.D.; MIGUEL, 0.G.;
KERBER, V.A. Determinagdo do conteudo fendlico e avaliagdo da atividade
antioxidante de Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don, Leguminosae-mimosoideae.
Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 17, p. 231-235, 2007.



CAPITULO Y

i


http://www.google.com/imgres?imgurl=http://1.bp.blogspot.com/-6s7JfNznDm8/Tv87lEpPTjI/AAAAAAAAFz0/qfRsgASZzKw/s1600/Camellia+sinensis+tea+plant+flower-6.JPG&imgrefurl=http://pixgood.com/camellia-sinensis-flower.html&h=600&w=800&tbnid=7pz_At26L4nirM:&zoom=1&docid=uuT_NDA4DZR5fM&itg=1&ei=7RirVPTwNMmjNvDhgMAK&tbm=isch&ved=0CFoQMygvMC8&iact=rc&uact=3&dur=795&page=3&start=36&ndsp=16
http://www.google.com/imgres?imgurl=http://1.bp.blogspot.com/-6s7JfNznDm8/Tv87lEpPTjI/AAAAAAAAFz0/qfRsgASZzKw/s1600/Camellia+sinensis+tea+plant+flower-6.JPG&imgrefurl=http://pixgood.com/camellia-sinensis-flower.html&h=600&w=800&tbnid=7pz_At26L4nirM:&zoom=1&docid=uuT_NDA4DZR5fM&itg=1&ei=7RirVPTwNMmjNvDhgMAK&tbm=isch&ved=0CFoQMygvMC8&iact=rc&uact=3&dur=795&page=3&start=36&ndsp=16
http://www.google.com/imgres?imgurl=http://1.bp.blogspot.com/-6s7JfNznDm8/Tv87lEpPTjI/AAAAAAAAFz0/qfRsgASZzKw/s1600/Camellia+sinensis+tea+plant+flower-6.JPG&imgrefurl=http://pixgood.com/camellia-sinensis-flower.html&h=600&w=800&tbnid=7pz_At26L4nirM:&zoom=1&docid=uuT_NDA4DZR5fM&itg=1&ei=7RirVPTwNMmjNvDhgMAK&tbm=isch&ved=0CFoQMygvMC8&iact=rc&uact=3&dur=795&page=3&start=36&ndsp=16

110
ANALISE EXPLORATORIA DE METABOLITOS SECUNDARIOS
EXTRAIDOS DAS FOLHAS DA Camellia sinensis L. USANDO CLAE-DAD-

IES/EM E METODOS QUIMIOMETRICOS

INTRODUCAO

As folhas de cha verde sdo constituidas por trés grupos de componentes que tém
efeitos sobre a satide humana: bases xantinas, dleos essenciais e compostos fendlicos'.
As folhas da C. sinensis possuem antioxidantes polifendlicos que sdo representados,
principalmente, pelas catequinas: (-)-galocatequina (GC), (-)-epigalocatequina (EGC),
(+)-catequina (C), (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), (-)-epicatequina (EC), (-)-
galocatequina galato (GCG) e (-)-epicatequinagalato (ECG). Elas sdo conhecidas por
terem efeitos antibacterianos e antivirais, prevenir doencas cardiovasculares, reduzir o
risco de céncer, propriedades antialérgicas, entre outros '>. Além das catequinas,
existem muitos outros componentes quimicos do ché verde com efeitos benéficos, como
a cafeina, acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, quercetina e miricetina, entre
outros' .

Os extratos das folhas da C. sinensis contém uma mistura constituida de um
grande numero de compostos quimicos, assim a utilizagdo de ferramentas analiticas
adequadas que permitam identifica-los ¢ de primordial importancia. A extracdo de
compostos em diferentes sistemas de solventes tem sido proposta, no entanto, ha uma
falta de estudos na literatura comparando diferentes solventes para extragdo. Embora os
métodos cromatograficos permitam uma boa resolucdo dos picos, em geral, o grande
numero compostos coeluidos dificulta a recuperagao de informagdes confidveis desse

tipo de amostra.
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A fim de resolver os problemas de coelui¢do, ferramentas quimiometria podem
complementar a analise cromatografica. A aplicagdo do modelo-flexivel de Resolugdo
Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados Alternantes (MCR-ALS) tem
demonstrado ser um excelente método para a resolug¢do e quantificagdo de amostras de
misturas complexas analisadas por métodos cromatograficos™®. O MCR-ALS’ tem sido
usado para a resolugdo de respostas com multiplos componentes em misturas nao
resolvidas, onde os perfis dos espectros puros e de eluicdo dos diferentes componentes
(analitos de interesse € os compostos que interferem na coelui¢do) sdo obtidos e a sua
quantificagdo relativa pode ser determinada.

Nesta etapa do trabalho, os efeitos de diferentes solventes foram investigados
sobre a extracdo de metabdlitos da C. sinensis, utilizando um planejamento do tipo
centroide simplex. Além disso, os metabolitos extraidos foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos detectores de arranjo de diodo e
espectrometro de massas com ionizagdo por electrospray (CLAE-DAD-IES/EM) e
ferramentas quimiométricas, tais como MCR-ALS e OSC-PLS-DA. Os dados obtidos
por deteccdo DAD e EM, a partir das diferentes corridas cromatograficas dao
informagdes complementares sobre a resolucdo dos constituintes da amostra. Assim,
uma estratégia adequada foi proposta para resolver as sobreposi¢des dos picos dos
diferentes metabolitos a partir da andlise simultanea dos dados de DAD e EM por
MCR-ALS. Essa estratégia permite uma melhor identificagdo e quantificagdo dos
componentes resolvidos. A andlise por PLS-DA foi aplicada as areas dos picos
permitindo a investigagdo das possiveis diferencas entre as amostras da C. sinensis
investigadas, em especial entre as diferentes colheitas, e os metabdlitos responsaveis por

tal discriminagao.
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METODOLOGIA

Material Vegetal

Quatro conjuntos de amostras de folhas da C. sinensis foram gentilmente
cedidos pela fazenda Agrocha Boa Vista (Araucéria, PR, Brasil). O primeiro conjunto
de amostras foi coletado em setembro de 2011 e correspondente a primeira colheita
apos a poda dos arbustos. Dezoito dias depois, o segundo conjunto de amostras foi
coletado, quando novas folhas estavam prontas para serem colhidas. Nesses mesmos

periodos, as amostras das folhas de C. sinensis foram colhidas em 2012.

Preparo dos Extratos e Padrdes de Referéncia

Cada extrato foi preparado com 1,0 g da amostra da C. sinensis, previamente
triturado e peneirado, com adi¢do de 6,0 mL das misturas de solventes listados na
Tabela 1. Em seguida, cada mistura foi colocada no banho de ultrassom durante 30
minutos e filtrada para separar a solugdo a partir das folhas. Esse procedimento foi
repetido mais catorze vezes, até¢ que o volume total de solvente adicionado, puro ou na
forma de mistura, alcangou 90 mL. Os extratos brutos foram entdo concentrados ao ar e
em seguida a liofilizagdo foi realizada em liofilizador Virtis SP Scientific, a — 81,5 = 0,1
°C € 20 =2 mTorr, até obten¢do de massa constante.

Para a analise por CLAE 2,0 mg de extrato foram solubilizados em 2,0 mL de
uma solucdo constituida por MeOH/H,O (30:70 v/v) adquiridos da LiChrosolv grau
HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha). A filtracao foi efetuada por meio de membrana
de polipropileno hidrofilica (GHP) com 13 mm de didmetro e porosidade de 0,2 um da
Chromafil (PALL, Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha). Os padroes de referéncia

utilizados foram: (-) - epigalocatequina galato (=80% HPLC), a partir de ché verde, (-)-
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epicatequina (>90% HPLC) da Sigma Chemical e cafeina da Fluka.

Tabela 1 — Planejamento de misturas do tipo centroide simplex para a escolha do
solvente extrator envolvendo etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d) e
cloroféormio (c).

Solventes
Notacéo
ex?rito Ftanol Acetato de etila (a) Diclorometano Cloroformio

(e) () (©)

e 1 0 0 0

0 1 0 0

d 0 0 1 0

C 0 0 0 1

ea e % 0 0
ed s 0 s 0

ec ) 0 0 )
ad 0 ! V2 0

ac 0 Vs 0 )
dc 0 0 Ya Y
ead Vs ! 7 0
edc Vs ! 0 &
eac & 0 75 75
adc 0 Vs s s
eadc(1) Ya Ya Ya Vi
eadc (2) A Va Va Va
eadc (3) Va Va Va Va

Condicbes Cromatograficas (CLAE-DAD-IES/EM)

Para anélise por CLAE-DAD-IES/EM, um sistema Waters 2690 LC foi acoplado
em série a um detector de arranjo de diodo Waters 996 (DAD) e um espectrometro de
massas (EM) Quattro Micro (Waters, Milford, MA, USA). O volume de injegao foi de 5

uL para cada extrato bruto. Os analitos foram separados por uma coluna de fase reversa
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Zorbax Eclipse XDB-Cs da Agilent (150 mm x 2,1 mm) com particulas de 5 pum e
vazdo de 0,2 mL min™". A fase mével foi constituida pela combinagio de A (0,1% acido
formico em agua) e B (acetonitrila). O gradiente de eluicdo foi o seguinte: t = 0 min,
10% de B; t = 7 min, 15% de B; t = 26 min, 20% de B; t = 29 min, 25% de B; t = 30
min, 25% de B; t = 31 min, 10% de B; t = 35 min, 10% de B. O monitoramento no
detector DAD foi na faixa de absorbancia de 190 a 800 nm. Os espectros de massas
foram adquiridos simultanecamente em razao massa/carga (m/z) 50-1000. Para a
ionizacdo por electrospray (IES) em modo negativo, a voltagem do capilar utilizada foi
de -2.8 kV e do cone de -38 V e em modo positivo a voltagem do capilar foi de 3.0 kV e
do cone de 32 V. As temperaturas da fonte e dessolvatagdo foram de 120 e 350°C,

respectivamente e o fluxo de gas do cone e de dessolvatagio de 43 ¢ 644 L h™".

Conversao dos Dados

O software Masslynx versdo 3.5 (Waters, Mass., EUA) foi utilizado para o controle e
aquisi¢cdo de dados no sistema de CLAE-DAD-IES/EM. Esses dados gerados foram
convertidos a partir dos arquivos .raw para .ascii (.txt) usando DataBridge (Waters,
Mass., EUA). Em seguida, foram importados para o software Matlab™ para pré-

tratamentos, analise ¢ visualizacao dos resultados.

ANALISE DOS DADOS

Preparacao dos Dados

Cada corrida cromatografica de cada extrato bruto, Tabela 1, forneceu trés
matrizes de dados, uma da detec¢do DAD, e outras duas da deteccdo por EM, uma no

modo negativo de ionizacdo e outra no modo positivo. Esses detectores fornecem
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frequéncias de aquisi¢do espectrais diferentes num mesmo intervalo de tempo. Assim, a
matriz DAD obtida nos forneceu dimensdes de 1793 (tempos de retengdo) x 611
(comprimentos de onda) e as matrizes EMp e EMn matrizes de dimensdes contendo 488
(tempos de retengdo) x 951 (m/z) e 487 (tempos de retengdo) x 951 (m/z),
respectivamente. Para analisar simultaneamente essas matrizes de DAD e EM, elas
devem ser sincronizadas com o mesmo vetor tempo antes da fusdo em uma tnica matriz
aumentada. Portanto, o deslocamento adequado e interpolagdo de dados de DAD para os
de EM com o mesmo eixo de tempo é necessario’. A sincronizagdo foi realizada
utilizando interpolacdo linear de acordo com o vetor de tempo de retencdo variando
entre 2,60 a 27,96 min com intervalo de 0,062 minutos. Assim, novas matrizes
espectrais com os mesmos tempos de retencdo foram finalmente obtidas, ou seja, a
matriz DAD com dimensdes de 410 x 611; e EMn e EMp com dimensdes de 410 x 951,
sem perda de qualquer informacao relevante por esta operagdo. O restante dos tempos

de reten¢do foi eliminado por ndo conter qualquer informacdo adicional.

Anélise de Componentes Principais (ACP)

A ACP ¢ um método estatistico multivariado ao qual calcula novos eixos
ortogonais, chamados componentes principais a partir das combinagdes lineares das
variaveis originais dos dados, no sentido de explicar variagio maxima de dados'’.
Portanto, em primeiro lugar a ACP foi usada na exploragdo inicial do efeito dos
solventes sobre a folha de C. sinensis no procedimento de extragdo a partir dos dados
obtidos por CLAE-DAD. As dimensdes da matriz de dados obtida para cada corrida
cromatografica de cada extrato bruto continha 1793 linhas (tempos de retencao,

variando de 0 a 35 min) e 611colunas (comprimentos de onda de 190 a 800 nm). Essa
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matriz teve seus tamanhos reduzidos, dando um subconjunto de 410 tempos de retengdo
(2,60-27,96 minutos) e 201 comprimentos de onda (200 a 400 nm).

A partir dessas novas matrizes, os Cromatogramas de Absorbancias Totais (do
inglés, Total Absorbance Chromatogram — TAC) foram calculados pela soma de todos
os valores de absor¢do em cada tempo de retengdo ¢ a linha de base e o background
foram corrigidos pelo algoritmo dos minimos quadrados assimétrico proposto
originalmente por Eilers (2004)'". O método utilizando o algoritmo de COW (do inglés,
Correlation Optimized Warping)'*"* foi utilizado para alinhar os picos cromatograficos
deslocados. Esse algoritmo exige dois pardmetros de entrada do usuario: o comprimento
do segmento e a flexibilidade também chamada de tamanho de folga, aos quais foram
selecionados de acordo com o método proposto por Skov et al. (2006)'*. Apés esse
tratamento os TACs dos 68 extratos foram dispostos em uma unica matriz de dados
TACs (68 linhas e 410 colunas), onde foram centradas na média antes da aplicacao da

ACP.

Resolucdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados Alternantes (MCR-

ALS)

O modelo bilinear assumido pela MCR, Eq. 1, para a andlise do conjunto de
dados obtidos em uma corrida cromatografica, corresponde a um unico extrato da C.

sinensis:

D=CS"+E Eq.

onde, as linhas da matriz D sdo os espectros DAD e/ou EM registados em diferentes
tempos de elui¢dao e as colunas da matriz D sdo os perfis de elui¢ao de cromatografia

registados em diferentes comprimentos de onda e/ou valores de m/z. C ¢ a matriz dos
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perfis de elui¢do dos compostos resolvidos na andlise da corrida cromatografica no teste
dos extratos brutos. ST é a matriz dos espectros puros resolvidos. E é a matriz residual
com valores de elemento ndo explicados pelas espécies quimicas nas matrizes C e S’
6,15

Ao juntar todos os cromatogramas dos extratos obtém-se uma matriz muito
grande e complexa. Para facilitar a andlise desses cromatogramas simultaneamente,
cada cromatograma (DAD e/ou EM) foi dividido em seis janelas de eluicdo. Isso foi
realizado de modo a garantir que todas as janelas possuissem o mesmo tamanho (para
Dk@AD ou EMn ou EMp)). A Figura la mostra um exemplo dos limites dos tempos
selecionados para cada janela cromatografica na analise do extrato bruto extraido com
etanol puro, fornecendo as matrizes Dgpap, k=ab,c,d,e,f. Esses limites foram
estipulados para os demais extratos brutos do planejamento experimental (Tabela 1). As
janelas, com os mesmos tempos, dos diferentes extratos brutos foram entdao dispostas de
acordo com a Figura 1b, onde Dyaumpapyn refere-se a matriz de dados na forma de
colunas aumentadas na andlise simultdnea da janela cromatografica k de N diferentes
extratos brutos.

Os mesmos limites da janela de tempos foram aplicados ao conjunto de dados
obtidos por CLAE-IES/EM em modo positivo € negativo. As janelas com 0s mesmos
tempos de retencdo foram organizadas por colunas aumentadas, fornecendo as matrizes
DraumEMp)N € DikaumEmnn. O modelo bilinear usado para analisar a matriz DAD,

Diaumpab)n, € dada na Eq. 2. Esse mesmo modelo foi também utilizado nas matrizes

Dkaum(EMp)N, 5 Dkaum(EMn)N-
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Figura 1 - (a) Esquema da separacdo das seis janelas de elui¢do dos cromatograma
obtidos por CLAE-DAD, utilizando como exemplo o extrato bruto das folhas da C.
sinensis extraido com etanol puro para analise por MCR-ALS. As linhas tracejadas
delimitam os limites dos intervalos dos tempos de elui¢do. (b) MCR modelo bilinear
com colunas aumentas referentes aos dados cromatograficos e espectrais dos extratos
brutos obtidos por CLAE-DAD, DyaumpAD)N.

Dkaum(DAD)N = [Dk(DAD)l; Dk(DAD)2 e Dk(DAD)N ]

_ . .. T
- [Ck(DAD)l > Ck(DAD)Z 5oy Ck(DAD)N ]S

+ [Ek(DAD)l 5 Ek(DAD)Z seees Ek(DAD)N ]

_ T
- [Ckaum(DAD)N S+ Ekaum(DAD)N ]

As trés possiveis matrizes de dados aumentadas (CLAE-DAD, CLAE-IES/EMp

and CLAE-IES/EMn) de cada janela de tempo foram novamente fundidas em uma nova

matriz superaumentada por linhas e colunas Dypap-EmpN ou DAD-EMnN), que de acordo

com modelos bilineares MCR podem ser modeladas como:
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— T

Dkaum(DAD—EMp)N - Ckaum(DAD—EMP)N Skaum(DAD—EMF,) + Ekaum(DAD—EM,,)N Eq 3
— T

Dkaum(DAD—EMn IN Ckaum(DAD—EMn N Skaum(DAD—EMn) + Ekaum(DAD—EMn N Eq 4

Como mostrado na Eq. 3, a decomposi¢ao da matriz aumentada por linhas e
colunas Daumpap-emp) fornece a matriz Cyaumpap-empy contendo os perfis de eluigdo
puros, ou seja, as concentragdes dos metabolitos em cada corrida cromatografica de
acordo com a janela dos tempos especificos analisada. Ja4 a matriz ST(DAD-EMp) fornece
os correspondentes espectros puros DAD e EMp (ionizagdo positiva), que sdo comuns
para todas as corridas cromatograficas analisadas simultaneamente. Eaum@pap-Emp)N
contém o erro experimental ndo explicado pelo modelo bilinear*®. O mesmo ocorre com
a Eq. 4 com a matriz fundida DaumpAD-EMn)N-

O numero de componentes presentes numa dada janela cromatografica,
analisada por MCR-ALS, foi inicialmente estimado pela analise da decomposi¢do de
valores singulares (SVD, do inglés Singular Value Decomposition), onde os
componentes significativos (a partir dos constituintes quimicos dos extratos brutos
analisados) devem dar origem a valores singulares maiores do que aqueles relacionados
ao ruido'®. As estimativas iniciais dos espectros puros desses constituintes, matriz S
foram obtidas por técnicas baseadas na deteccio de variaveis "purest"'’ a partir dos
dados cromatograficos para a janela de tempo considerada. Durante a otimizagdo ALS"’
as restrigdes aplicadas foram de nao-negatividade, unimodalidade (somente se
necessario) e normalizacdo dos espectros (mesma area Euclidiana). Para avaliar a
qualidade do ajuste dos dados, apos aplicagdo do método de MCR-ALS, a porcentagem
de falta de ajuste (LOF, do inglés Lock Of Fit) e a porcentagem de variancia explicada

(R?) foram calculadas de acordo com as Eq. 5 e 6, respectivamente.
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lack of fit (%)=

em que, dij sao elementos dos dados brutos conjunto D e dij* sdo os mesmos elementos

obtidos com o modelo de MCR-ALS.

Além disso,

> e
R*=100x| I-=—% Eq. 6
Zij dij

em que, eij sdo os elementos da matriz E e dij sdo elementos dos dados brutos conjunto

D.
Todos os programas de MCR-ALS estdo em MATLAB® e estio disponiveis

gratuitamente a partir da pagina inicial do MCR no http://www.mcrals.info/.

Correcdo do Sinal Ortogonal na Andlise Discriminante com Métodos de Minimos

Quadrados Parciais (OSC-PLS-DA)

O método por PLS-DA'® consiste de uma regressio PLS empregando um
conjunto de variaveis de previsdo X e uma resposta categérica Y de variaveis binarias
que expressam membros da classe'”. Esse método procura um melhor conjunto de
variaveis latentes capazes de discriminar entre as categorias definidas com as melhores
combinagdes lineares dos valores originais independentes de X, que se correlacionam
otimamente com os membros da classe proposta na variavel dependente, Y***'. A
corre¢io do sinal ortogonal (OSC)* é um método de pré-processamento desenvolvido

para remover variacdo sistematica na matriz de dados X, que ndo estd correlacionado a


http://www.mcrals.info/

121
matriz de resposta Y, e, consequentemente, melhorar e tornar mais simples modelos
PLS** como ja mencionado anteriormente.

OSC-PLS-DA foi aplicada a matriz de dados com dimensdes de 20 extratos
brutos x 8 metabdlitos. Essa matriz contém as areas de pico de 8 metabdlitos em comum
resolvidos anteriormente por MCR-ALS a partir da analise simultanea dos conjuntos de
dados de CLAE-DAD de todos os extratos brutos que foram extraidos por etanol ou
mistura de solvente contendo etanol. Esses metabodlitos com as respectivas areas dos
picos foram selecionados para todas as amostras analisadas a partir da primeira e
segunda colheita, separadamente para cada ano (2011 e 2012). As areas foram auto-
escalonadas antes da andlise por PLS-DA.

Para a sele¢do das variaveis mais relevantes, que realmente possuem um efeito
sobre a separagdo, foram calculados os escores VIPs (do inglés, Variable Importance in
Projection)'**. Os valores dos VIPs representam a contribui¢io de cada preditor em
ajustar o modelo para preditores e resposta, ou seja, sumariza a contribui¢do que uma

variavel tem sobre o modelo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do solvente extrator sobre as folhas da C. sinensis, utilizando o
planejamento experimental, Tabela 1, foi analisado por meio dos TACs obtidos por
CLAE-DAD aplicando a ACP. Esses dados foram organizados numa matriz com 68
extratos x 410 comprimentos de onda, correspondentes a 15 propor¢des de diferentes
solventes, com triplicata no ponto central para as duas colheitas nos dois anos
analisados (2011 e 2012). O gréafico dos escores das duas primeiras componentes
principais, que correspondem por 86,17% da variancia total, pode ser observada através

da Figura 2. A CP; diferencia os extratos brutos extraidos com e sem etanol na
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composigdo do solvente extrator. Os extratos preparados contendo etanol estéo

localizados no lado positivo da CP; e extratos preparados sem etanol estdo no lado

negativo direito desta componente principal.
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Figura 2 — Grafico dos escores da PC,vs. PC, dos TACs obtidos por CLAE-DAD das
folhas de C. sinensisde primeira e segunda colheita de 2011 e 2012.

A partir dos loadings da CP;, Figura 3, podemos verificar os extratos brutos que

foram extraidos com etanol ou mistura de solventes contendo etanol, Tabela 1, foram

caracterizados pelas maiores alturas dos picos cromatogréficos.Portanto, decidiu-

seaplicar a MCR-ALS apenas para extratos preparadosem etanol ou que continha etanol

na sua composicao extratora.
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Figura 3 — Grafico dos loadings da PC; vs. PC, dos TACs obtidos por CLAE-DAD das
folhas da C. sinensisde primeira e segunda colheita de 2011 e 2012.

Para a analise por Resolucdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados
Alternantes (MCR-ALS) as corridas cromatograficas foram subdivididas em seis janelas
de eluicdo sem perderem informacdes, devido as diferentes formas e densidades de pico,
como mostrado na Figura la.Cada janela cromatografica (CLAE-DAD e CLAE-
IES/EM) dos extratos das folhas daC. sinensis foi analisada simultaneamente com
colunas e linhas aumentadas por MCR-ALS usando estimativas dos picos iniciais, ndo
negatividade (em C e S') e em alguns dados unimodalidade (em C). Primeiramente, os
dados obtidos por CLAE-DAD foram analisados separadamente, ou seja, apenas a
matriz aumentada por colunas. Essa analise também foi aplicada aos dados obtidos por
EM. Posteriormente, os dados fundidos por linhas e colunas, ou seja, DAD-EM foram
analisados simultaneamente.Para explicar adequadamente a variagdo de dados
observados, foi utilizado geralmente um nimero maior de componentes a0oMCR-ALS
do que o nuimero de metabodlitos detectados. Assim, nem todos 0s componentes
resolvidos por MCR-ALS correspondeu a picos cromatograficos relacionados com

compostos quimicos, uma vez que pode haver outras contribuicdes de sinais detectados,
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tais como alteragdes no background, composicdo do solvente e oscilagdes do
equipamento. Todos eles podem produzir mudangas na resposta do detector, o que
exigird um niimero extra de componentes bilineares no modelo MCR.

Analise por MCR-ALS da janela cromatografica A utilizando CLAE-DAD e
CLAE-IES/EMn (ou seja, com ionizagdo electrospray no modo negativo), resolveu um
unico perfil de espectro com uma banda maxima de absor¢do no comprimento de onda
(Amax) em 269 nm e um sinal de EM indicando a presenga de uma espécie idonica com
m/z 305. No entanto, dois picos cromatograficos em 2,8 ¢ 3,7 min apresentaram este
perfil. A analise por MCR-ALS da matriz aumentada por linhas e colunas confirmou a
presenga de dois componentes. Nesse caso era esperado que o MCR-ALS resolvesse
dois espectros na regido do UV-Visivel, mas isso ndo ocorreu devido ao fato de ambos
os componentes apresentarem o mesmo perfil espectral UV e valores muito semelhantes
de m/z nos seus espectros resolvidos. Segundo Rio et. al (2004)> esses dois espectros
correspondem a galocatequina e epigalocatequina. O pico a 3,7 min tem uma
concentracdo mais elevada do que em 2,8 min. De acordo com a literatura, a
epigalocatequina ¢ uma das catequinas mais abundantes presentes nas folhas de cha
verde®®. Assim, os dois picos cromatograficos em 2,8 e 3,7 min foram atribuidos a
galocatequina e epigalocatequina, respectivamente.

No caso da janela B (5,2 a 10,0 min), ndo houve picos coeluidos. A analise por
MCR-ALS dos dados de CLAE-DAD e CLAE-IES/EMp resolveram um unico pico
com Apsx de 272 nm na regido UV e m/z 195. Esse dois espectros sdo caracteristicos da
cafeina. O mesmo foi confirmado na analise da matriz superaumentada dos dados
fundidos CLAE-DAD-IES/EMp. Esse composto foi confirmado utilizando o seu padrao

analitico.
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A resolugdo da janela cromatografica C, usando dados obtidos por CLAE-DAD,
apresentou trés componentes coeluidos. A Figura 4 mostra os perfis de elui¢do de trés
componentes resolvidos emCyaumpap)N, para amostras de primeira e segunda colheita.
Os dados de CLAE-IES/EMn, da mesma janela cromatografica,também indicarama
presenga de trés componentes e a analise dos dados fundidos de CLAE-DAD-IES/EMn
confirmaram suas presengas.Nessa mesma Figura podemos observar os espectros de

UV-Visivel, STaum(DAD)Nda matriz Cyaumpap)n-Como pode ser visto, os trés espectros

puros coeluidos foram bem resolvidos para os extratos.
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Figura 4—Perfis de elui¢do da matrizC; aumpan)e espectros UV puros resolvidos por
MCR-ALS analisando os extratos brutos, obtidos com etanol ou mistura de etanol no

solvente extratorde primeira colheita de 2011, simultaneamente.Zoom no perfil
cromatografico do extrato bruto obtido por etanol puro.

O primeiro perfil com pico cromatografico em 10,74 min apresentou uma banda
de absor¢do maxima em 278 nm e m/z 289, que ¢ caracteristico de fragmentacdo padrao
[M-H]'da epicatequina. Esse metabolito foi confirmado utilizando o seu padrao
analitico.Um segundo perfil de elui¢ao foi resolvido, possuindo pico cromatografico
maximo em 11,51 min, com Apiem 273 nm e m/z 457. Esses espectros sao
caracteristicos da epigalocatequina galato, que também foi confirmado pela autenticagao
do padrao. Finalmente, entre os picos da epicatequina e epigalocatequina galato, um

terceiro pico coeluido foi resolvido, no tempo de 11,00 min, com absor¢do maxima em
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309 nm*’ e m/z 173, ao qual pode corresponder ao 4cido 4-p-cumaroilquinico®**%. Os

trés perfis espectrais resolvidos por MCR-ALS dessa janela cromatografica podem ser

observados por meio da Figura 5.

L 1 J
T ¥

Comprimento de onda m/z
200 a 400 nm 100 a 750

Figura 5 - Espectros puros resolvidos por MCR-ALS, matriz ST, aum(DAD-EMpN), dos
dados fundidos da matriz aumentada por linhas e colunas dos extratos brutos das folhas
da C. sinensis da janela C, contendo etanol na composi¢do da mistura de solventes
extratores.

A resolucdo dos dados de CLAE-DAD de multiconjunto da janela D mostrou a
presenca de outros trés componentes espectrais UV diferentes em S', em contraste com
os dados de CLAE-ESI/EMp da mesma janela cromatografica que apontaram para a
presenca de cinco componentes. A andlise da matriz de dados superaumentada de
CLAE-DAD-IES/EMp confirmaram a resolugdo de cinco compostos diferentes. Um
maior numero de componentes nao conduziu a resultados mais interpretaveis, € um
menor numero de componentes produziu piores resultados. No entanto, o perfil
cromatografico resolvido indicou a possivel presenca de sete picos diferentes. Isso pode
ocorrer porque alguns picos apresentaram praticamente o mesmo espectro na regiao UV

e espectro EM extremamente semelhante (com valores de m/z igual ao nivel de 1 amu
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resolugdo). Os componentes presentes nessa janela de dados foram caracterizados como
provenientes dos flavonoides, exceto o ultimo pico. Espectros tipicos de flavondides
exibem duas bandas de absor¢do méaximas, uma entre 240 a 280 nm (banda II) e outra
entre 300 a 550 nm, como confirmado pela literatura™.

O primeiro perfil de elui¢do teve o seu pico maximo no tempo de 14,6 min, com
bandas de absor¢io maxima em 270 e 335 nm, e o seu sinal em EM de [M + H]" de m/z
565. Esse componente pode corresponder a apigenina 6-C-pentosil-8-C-hexosideo, um
flavonoide ja identificado em amostras de cha oolong®'. Os proximos dois perfis de
eluicdo, com picos maximos em 14,9 e 15,4 min, tiveram os mesmos perfis espectrais
na regido UV e m/z, ou seja, duas bandas em 264 ¢ 354 nm as quais podem estar
relacionadas com a miricetina-3-O-galactosideo e miricetina-3-O-glucosideo, com sinal
de EM de m/z 319, ao qual pode referir-se a fragmentagdo [M-162+H]" (miricetina)’> ™.
Embora ndo estejam incluidos nesse conjunto de dados analisados, os espectros obtidos
por ionizagdo negativa mostraram um sinal de EM com fragmentacdo [M-H] de m/z
479 que confere com os espectros dos dois compostos™. O seguinte perfil eluido teve o
seu pico registrado em 15,7 min, estando coeluido com outro pico em 15,4 min, tendo
duas bandas de absor¢do de UV em 264 ¢ 354 nm ¢ um sinal de EM em m/z 504. Esse
composto ndao pode ser identificado. O quinto e sexto perfil de eluicdo tiveram seus
maximos em 16,3 e 17,4 min, com os mesmos espectros UV e m/z, ou seja, com as
bandas UV maximas em 255 e 355 nm, que podem ser de quercetina-hexoses
conjugadas, como a quercetina-3-glicosideo tendo um sinal de fragmentagdo EM em
m/z 303°°. O ultimo componente dessa janela cromatografica foi observado no tempo de

eluigdo maximo de 17,9 min, apresentando Ansx em 268 nm e m/z 261 (ndo

identificado).
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A resolugdo dos dados fundidos de CLAE-DAD-IES/EMn (ionizagdo negativa)

da janela E foi conseguida utilizando cinco componentes. Um primeiro perfil de eluicdo
teve o seu pico maximo em 18,9 min e duas bandas de absor¢do com méximos em 268 e
335 nm e um espectro EM com um sinal principal de m/z 431 e um fragmento adicional
de m/z 311. Esse componente pode corresponder a apigenina-C-glucose de acordo com
estudos anteriores’*™. Um segundo perfil de elui¢io em 19,9 min apresentou-se
coeluido no tempo de eluigdo de 20,3 min, apresentando bandas de absor¢ao em 263 e
353 nm e sinal principal m/z 463 e fragmento adicional em m/z 301. Esses espectros
podem caracterizar a quercetina-galoil-hexosideo, ja identificada no cha verde®. O pico
registrado em 20,3 min foi resolvido, contendo uma banda de absor¢do maxima Kpzx de
276 nm e m/z 441 com fragmentos de m/z 289 e 169, muito similares aos da

2336 0Og perfis de eluicdo em 19,3 e 21,9 minutos,

epicatequina galato (ECG)
apresentaram espectros de UV e EM semelhantes, isto €, o primeiro com bandas de
absor¢ao em 264 ¢ 346 nm e o outro em 264 e 343 nm, com o sinal EM de m/z 755. Isso
indica que esses compostos podem ser isomeros, mas eles ndo puderam ser identificados
neste trabalho, devido a precisdo de massa limitada (apenas 1 amu). A janela de dados
entre 22,90 ¢ 27,96 min (janela F) ndo contém informacdes espectrais e por isso nao foi
analisada.

Dificuldades na identificagdo de alguns compostos resolvidos sdo devido a
limitagdes do equipamento de deteccdo de massa utilizado neste trabalho, com precisao
de resolucao de apenas 1 amu. Uma melhor identificagdo dos compostos seria obtida
com espectrometros de massa mais precisos, como Time Of Flight (TOF) e Orbitrap
que fornecem valores de resolugdo em massa de 0,0001 amu.

A Figura 6a mostra os resultados de OSC-PLS-DA aplicadas as areas de oito

picos comuns selecionados, obtidos na analise anterior por MCR-ALS das amostras das
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duas colheitas de 2011, analisadas por CLAE-DAD. A primeira variavel latente (VL)
foi responsavel por 28,94% da variancia dos dados em X e 67,05% da variancia em Y.
Esse resultado permite a discriminacdo da maior parte dos extratos brutos das folhas da
C. sinensis de primeira ¢ segunda colheita. Os extratos brutos das folhas de segunda
colheita estdo localizados no lado positivo dos escores da VL,. De acordo com os
weights positivos da VL, as variaveis mais importantes correspondem aos metabolitos
da epigalocatequina, cafeina, epicatequina e os dois compostos ndo identificados em
19,3 ¢ 21,9 min (com bandas de absor¢do maximas em 264 ¢ 346 nm, e 264 ¢ 343 nm,
respectivamente, e m/z 755). Compostos como epigalocatequina galato e epicatequina
galato e o composto que acreditamos ser o acido 4-p-cumaroilquinico, apresentaram
valores de weights negativos sobre VL; e eles estdo relacionados aos extratos de
amostras de cha da primeira colheita, Figura 6a. Os escores do VIP superiores a 1 (um)
foram obtidos para a epigalocatequina, cafeina e epicatequina. Esses compostos
estimados sdo os que mostraram ter maiores poderes discriminatdrios entre os extratos
de amostras de cha da primeira e segunda colheita de 2011, Figura 6b.

Na investigacao das colheitas de 2012, a mesma analise foi realizada. Conforme
apresentado no grafico dos escores da OSC-PLS-DA, Figura 6¢c, os dois primeiros
componentes explicaram 52,10% da variancia em Y (62,39% variancia em X) e
permitiu a separacdo entre os extratos de amostras de primeira e segunda colheita de
cha. Metabdlitos como a epigalocatequina, cafeina e epicatequina, apresentaram valores
weights negativos na VL;, que também foram caracteristicos dos extratos de primeira
colheita. A epigalocatequina galato, epicatequina galato ¢ um dos isdmeros, nao
identificado, com perfil de elui¢do em 19,3 minutos tiveram weights com valores
positivos na VL, e caracterizaram os extratos brutos das amostras de chd de segunda

colheita. A epigalocatequina e cafeina apresentaram escores dos VIPs superiores a 1 e



130
permitiram uma boa discriminacdo entre os extratos de amostras de primeira e segunda

colheita 2012, Figura 6d.
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Figura 6 - Graficos dos escores da OSC-PLS-DA (VL; vs. VL,), das areas dos picos
resolvidos por MCR-ALS dos extratos que continham etanol na composic¢édo do solvente
extrator das folhas da C. sinensis de primeira e segunda colheita de 2011 (a) e 2012 (b)
e suas respectivas importancias das variaveis na projecédo (VIP) de 2011 (c) e 2012(d).

Baseado nos escores dos VIPs obtidos na analise por OSC-PLS-DA, com
valores maiores que 1, a epigalocatequina e cafeina(que estdo presentes em todas as
amostras) tiveram os maiores poderes discriminatorios entre as amostras dos dois anos
analisados e talvez poderiam ser usados como potenciais marcadores de colheitas.
Extratos de amostras de cha das colheitas de 2011 tiveram maiores concentragdes desses
dois compostos na segunda colheita quando comparada aos de primeira.Uma possivel

explicacdo para este fato é que as plantas de cha passam por um novo estresse na
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segunda colheita e isso talvez poderia acelerar os processos metabolicos para o
crescimento das folhas. Porém, mais estudos sdo necessarios para confirmar essa
proposta. Pelo contrario, em 2012, os resultados foram opostos, com maiores
concentragdes desses dois metabolitos observados para os extratos de primeira colheita.
Esse contraste de comportamento nas amostras de chd nas duas colheitas pode ser
devido as temperaturas mais baixas que ocorreram em 2012, causando geada entre o
periodo das duas colheitas. Isto pode sugerir que esses dois compostos podem ser
usados como marcadores de possiveis efeitos de baixas temperaturas em metabolismos

de plantas de cha.

CONCLUSAO

Essa analise exploratoria mostrou que a composicao do solvente de extragao
afeta a eficiéncia da extracdo dos metabolitos. O conjunto de dados fundidos de CLAE-
DAD e CLAE-IES/EM, em matrizes de dados aumentadas por linhas e colunas,
analisadas simultaneamente por MCR-ALS forneceu uma estratégia confiavel para a
investigacao e identificacdo dos metabolitos extraidos das amostras de C. sinensis. Os
espectros puros de UV e EM resolvidos por MCR-ALS permitiu a identificacao direta
da maior parte dos metabolitos resolvidos. A identificacdo desses metabolitos poderia
ser confirmada utilizando detectores de espectrometria de massa de alta resolugcdo. A
OSC-PLS-DA aplicada as areas de pico dos perfis de eluicdo dos constituintes de cha
resolvidos por MCR-ALS permitiu a separagdo entre as amostras de primeira e segunda
colheita de dois anos analisados. Em ambos os anos, epigalocatequina e cafeina foram
0s compostos que apresentam maiores diferencas e que permitiram uma melhor

discriminacao entre as duas colheitas. Portanto, esses dois metabolitos de cha sao
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propostos como potenciais marcadores de qualidade das folhas da C. sinensis, uma vez

que se mostraram sensiveis ao estresse como o de poda e temperatura.
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CONCLUSAO GERAL

Com a aplicacdo dos métodos quimiométricos aos espectros UV-Visivel foi
possivel obter a impressao digital e discriminar as folhas de C. sinensis de primeira e
segunda colheita, mesmo havendo grande variacdo dos dados devido aos diferentes
solventes utilizados na preparacdo dos extratos brutos. A cafeina e feofitina a foram os
metabolitos responsaveis pela distingdo entre as colheitas. O diclorometano puro foi o
melhor extrator para esses metabdlitos.

Na extragdo das catequinas os resultados mostraram que as abundancias relativas
na segunda colheita foram ligeiramente maiores do que na primeira colheita, mas a
diferenga ndo foi significativa no nivel de confianca de 95%. Abundancia EGCG foi
maior que o EGC, que foi maior do que para a EC para todas as misturas de solventes
de extracdo. Abundancias relativas mais elevadas de EC, EGCG e EGC seriam obtidas
pela mistura bindria de etanol:acetato de etila na propor¢ao 70:30 (v/v). Ja para os
valores de ICsp mais baixos ocorreriam com uma propor¢ao de 55:25:20 (v/v/v) de
etanol:acetato de etila: diclorometano.

O conjunto de dados fundidos de CLAE-DAD e CLAE-IES/EM, em matrizes de
dados aumentadas por linhas e colunas, analisadas simultaneamente por MCR-ALS
forneceu uma estratégia confiavel para a investigacao e identificacdo dos metabolitos
extraidos das amostras de C. sinensis. Os espectros puros de UV e EM resolvidos por
MCR-ALS permitiram a identifica¢do direta da maior parte dos metabolitos resolvidos.
A OSC-PLS-DA aplicada as areas de pico dos perfis de eluicao dos constituintes de cha
resolvidos por MCR-ALS permitiu a separagdo entre as amostras de primeira e segunda
colheita de dois anos analisados. Em ambos os anos, epigalocatequina e cafeina foram
0s compostos que apresentam maiores diferencas e que permitiram uma melhor

discriminacao entre as duas colheitas. Portanto, esses dois metabolitos de cha sao
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propostos como potenciais marcadores de qualidade das folhas da C. sinensis, uma vez
que se mostraram sensiveis ao estresse como o de poda e temperatura.

Em suma, esse trabalho nos mostrou que utilizando uma técnica bastante simples
e de baixo custo como a espectroscopia UV-Visivel, associada a ferramenta
quimiométrica, foi possivel a discriminacdo entre as colheitas da C. sinensis. No
entanto, a técnica CLAE-DAD associadas aos métodos quimiométricos, fornece
informagdes adicionais como a obtengdo dos espectros UV-Visivel de cada metabolito
separado pela cromatografia e também fornece alguma informagao sobre a sua estrutura.
J& com as técnicas hifenadas como CLAE-DAD-IES/EM e métodos quimiométricos, €

possivel obter mais informagdes estruturais desses metabolitos.





