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GARCIA, Livia Maria Zambrozi. Analise exploratoria do efeito do solvente na analise de
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quimiométricos. 2009. 106f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica dos Recursos Naturais) —
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RESUMO

Planejamento estatistico de misturas com cinco componentes, etanol, acetato de etila,
diclorometano, acetona e cloroférmio, foi utilizado para investigar o efeito do solvente
extrator no rendimento e diversidade de metabdlitos secundarios das folhas da Mikania
laevigata Sch. Bip. Os extratos brutos foram fracionados por extracdo liquido-liquido,
resultando em fibras e mais quatro diferentes fracdes, fracdo neutra (gorduras e graxas),
fracdo organica (terpendides e compostos fenolicos), fracdo basica (alcaldides) e fragcdo polar
(alcalbides quaternarios e n-6xidos). O maior rendimento para o extrato bruto foi obtido na
mistura binaria etanol:diclorometano (1/2:1/2 v/v). O maior rendimento para a fracdo das
fibras foi obtido com a mistura binaria acetona:cloroférmio (1/2:1/2 v/v). Para a fracdo
organica o maior rendimento foi obtido com a mistura etanol:acetato de etila (1/2:1/2 v/v), e a
mistura ternaria etanol:acetato de etila:cloroférmio (1/3:1/3:1/3 v/v/v). A mistura de acetato
de etila:diclorometano:cloroférmio (1/3:1/3:1/3 vi/viv) foi mais eficiente na extracdo da fracao
basica, enquanto que para a fracdo neutra foi a mistura etanol:diclorometane:cloroférmio
(1/3:1/3:1/3 viviv). Para a andlise cromatogréafica foram testadas trés fases moveis de forgas
cromatograficas distintas 1,0, 1,5 e 2,0, sendo utilizado como modificadores organicos
metanol e acetonitrila. Os extratos das fracdes organica e basica foram analisados por HPLC
para testar a eficiéncia na extracdo dos metabolitos. O aumento da forca cromatografica (2,0)
diminui o nimero de picos no cromatograma e estes ndo estéo relacionados com o rendimento
das fracdes. Os extratos brutos, as fracdes organicas e as fracdes gorduras e graxas foram
analisados por FTIR. Os extratos brutos, as fracfes basicas e as fracdes gorduras e graxas
foram analisados por UV-VIS. O efeito do solvente na composicdo quimica dos extratos foi
comparado por meio das analises cromatograficas, UV-VIS e FTIR e métodos
quimiométricos de analise de componentes principais e analise hierarquica.

Palavras-chave: Quimica analitica. Analise cromatografica. Extracdo por solventes.
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quimiométricos. 2009. 106f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica dos Recursos Naturais) —
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ABSTRACT

The influence of different solvents on the yield and diversity of secondary metabolites of the
crude and fractionated extracts of the Mikania laevigata Sch. Bip. leaves was investigated by
simplex centroid design of ethanol, ethyl acetate, dichloromethane, acetone and chloroform
mixtures. Three mobile phases, each with a different chromatographic strength, were used to
evaluate the extraction efficiency of the organic and basic fractions. The number of peaks was
used to evaluate the extraction efficiency. A mixture of acetonitrile:methanol:water(
17,5:17,5:65 %v/v/v) was chosen as the mobile phase. The results show that the dependence
of the peak number on the solvent composition decreases with the chromatographic strength.
The largest crude extract vyield was obtained using a binary mixture of
ethanol:dichloromethane (1/2:1/2 v/v). The largest fiber fraction yield was obtained using a
binary acetone:chloroform (1/2:1/2 vi/v) mixture, whereas the smallest yield was obtained
using a binary ethanol:acetone (1/2:1/2 v/v) mixture. The largest yields of the organic fraction
was obtained for the binary mixture of ethanol:ethyl acetate (1/2:1/2 v/v), and the ternary
mixture of ethanol:ethyl acetate:chloroform (1/3:1/3:1/3 VIVIV). Ethyl
acetate:dichloromethane:chloroform (1/3:1/3:1/3 viviv) was more efficient at extracting the
basic fractions. The largest vyield of the neutral fraction occurs for the
ethanol:dichloromethane:chloroform (1/3:1/3:1/3 v/v/v). Principal component analysis and
hierarchical cluster analysis models were applied to the chromatographic and the middle
infrared (FTIR) spectral data of the different extracts to discriminate the chemical
compositions as mixture composition changes.

Keywords: Analytical chemistry. Chromatographic analysis. Solvent extraction.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Plantas produzem e acumulam uma grande variedade de compostos
quimicos que podem ser especificos para determinadas espécies, ou seja, ndo possuem uma
distribuicdo universal, pois, ndo sdo necessarios para todas as plantas'. Esses compostos,
também chamados de metabdlitos secundarios, geralmente ocorrem em baixas concentragdes
e seu aparecimento na natureza é determinado por necessidades ecolégicas e possibilidades
biossintéticas, com fun¢des de defesa contra herbivoros e microorganismos, protecéo contra
0s raios UV, atracdo de polinizadores e animais dispersores de sementes®>.

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos,
compostos fenolicos e alcaldides. Esses compostos quimicos apresentam grande importancia
econdmica nas areas da fitomedicina, nutracéutica e as aplicacdes industriais diversas, pois
sdo utilizados na producdo de drogas, antioxidantes, sabores, fragancias, corantes, inseticidas
e horménios™®.

No estudo dos metabdlitos secundarios um dos passos mais importante é
avaliar o efeito do solvente no processo de extracdo, a fim de obter o maior nimero possivel
de substancias quimicas dos tecidos das plantas. Dada a heterogeneidade dos seus
componentes e a diferenca na polaridade, o sucesso da extracdo vai depender do solvente
extrator®’.

Uma alternativa para a escolha do solvente extrator é usar o triangulo de
seletividade primeiramente proposto por Snyder, que estabelece a classificacdo da
propriedade do solvente em termos de polaridade e interacdes quimicas® de basicidade (B),
acidicidade (o)) e momento dipolar (n). A vantagem de usar este parametro € o agrupamento
de solventes de acordo com o tipo de interagdo com os compostos de interesse. Solventes
quimicamente semelhantes que possuem parametros de seletividade similares (w, o e ) fazem
parte do mesmo grupo, embora possam apresentar diferentes valores de polaridade. A tabela 1

mostra a discriminagdo desses grupos® colocando entre parénteses o solvente mais usado.
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Tabela 1 — Membros dos grupos determinados por Snyder.

Grupos Membros

I Eteres alifaticos -:Eter dietilico)

II Alcoois alifiticos (Metanol. Etanol. Octanol, 1-Propanol)

I Derivados de piridina, (tetraidrofurano), sulfoxidos

IV Glicois, acido acético

v Diclorometano

VI Esteres alifiticos. cetonas, nitrilas. dioxano (Acetonitrila)
Hidrocarbonetos aromaticos, compostos aromaticos halogenados, éteres

Vi aromaticos, compostos nitro (Tolueno)

VIII Agua

De acordo com a literatura®, praticamente todos os constituintes de interesse
para a analise fitoquimica apresentam alguma solubilidade em misturas etandlicas ou
metandlicas a 80%, de tal modo que estas costumam ser empregadas com freqiiéncia. Por
outro lado, um grande nimero de alcaloides é extraido com hidrocarbonetos ou solventes
apolares, enquanto que os flavondides e terpenos podem ser seletivamente extraidos em pH
neutro com acetato de etila ou cetonas alifaticas.

O uso de solventes puros como extratores pode ndo ser suficiente para
extrair 0 maximo de substancias quimicas da planta. A maneira mais eficiente para a
determinaco do solvente extrator ¢ através de planejamentos estatisticos'’.

Poucos trabalhos na literatura empregam o planejamento estatistico de
misturas™* no desenvolvimento de método para selecionar o melhor solvente extrator capaz de
extrair a maior variedade de compostos, ou seja, diferentes classes de metabolitos
possiveis'®*3, Estes planejamentos sdo utilizados para minimizar o niimero de experimentos e
para identificar efeitos de interacfes sinérgicos e antagbnicos entre 0s solventes que podem
ser relevantes para a otimizacdo do processo de extracdo™. Esses efeitos ndo podem ser
preditos por modelos aditivos obtidos de experimentos utilizando apenas solventes puros. Os
experimentos sdo executados usando uma mistura de solventes previamente escolhidos
através de critérios estatisticos para minimizar o erro da modelagem, bem como determinar o
nimero de experimentos que deverdo ser executados™.

Tao importante quanto 0 processo de extracdo € o processo de identificacdo
e separacdo dos compostos quimicos extraidos. Atualmente, a cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) € a técnica mais utilizada para essa finalidade, pois pode ser facilmente



21

adaptada a quantificacdo individual dos componentes com base em seus metabolitos
secundarios, além de gerar a impresséo digital para definir a identidade ou a qualidade de uma
dada espécie'®’.

Algumas classes de compostos tais como: alcaldides, alcoois, antibioticos,
aromaticos, barbitdricos, agrotéxicos clorados e vitaminas sdo facilmente separadas por
CLAE em fase reversa *,

A analise de impressdo digital foi introduzida e aceita pela Organizacédo
Mundial da Saide (OMS) como estratégia para a avaliagdo de ervas naturais, exigido pelo
Drug Admistration Bureau of China (DABC)**? para a padronizacdo das ervas medicinais
chinesas e suas matéria primas, e ainda é recomendado por outras entidades como a Food and
Drug Administration (FDA) e a European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
(EMEA)*2,

A impresséo digital cromatografica de uma planta medicinal para o controle
de qualidade é um cromatograma complexo usado para comparacdo de perfis?’. Outra
definicdo mais geral é que a impressao digital € um tipo de método que mostra a informacéo
guimica de plantas medicinais e produtos acabados com espectrogramas, cromatogramas e
outros gréficos obtidos por técnicas analiticas®®. Esta técnica ainda pode ser utilizada para
averiguar a diversidade dos componentes quimicos entre plantas da mesma espécie, avaliar a
origem geogréfica, estacdo de coleta, métodos de secagem, processo de estocagem, avaliar
extratos e misturas de plantas, entre outros %%,

Na busca da impressao digital de plantas existem duas etapas importantes.
Primeiro encontrar o melhor solvente extrator capaz de extrair o maior numero possivel de
substancias quimicas (metabolitos) dos tecidos das plantas. Depois disso, na analise da
impressdo digital cromatogréafica por cromatografia liquida de fase reversa, a fase movel
também deve ser escolhida com o objetivo de maximizar o nimero de picos eluidos, para
fornecer a quantidade méaxima de informacao sobre as substancias extraidas.

Dentro deste contexto, as plantas do género Mikania, pertencente a familia
Asteraceae, é uma das espécies de guaco largamente utilizada em nosso pais, e vem ganhando
atencdo dos pesquisadores, principalmente no estudo de seus metabélitos secundarios?’. Estas
plantas sdo muito utilizadas na medicina alternativa na fabricacdo de xarope e chas com
finalidades terapéuticas, devido as suas propriedades broncodilatadoras, anti-sépticas,
expectorante, anti-asmaticas, febrifuga, sudorifica, cicatrizante, entre outras?®°.

Estudos fitoquimicos com essa espécie levaram ao isolamento de compostos

quimicos como: cumarina, lupeol, 4cidos diterpénicos, caurenol, entre outros. Dentre esses,
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a cumarina, ocorre em abundancia nas folhas de guaco, sendo considerada um de seus
marcadores quimicos. Sua presenca caracteriza o odor fragrante e aromatico desta planta

|32

medicinal® e o doseamento desta substancia é muito utilizado no controle de qualidade de

preparagdes extrativas contendo guaco®*3*.
Desta forma este trabalho teve como objetivo geral fazer uma andlise
exploratdria do efeito do solvente na analise de metabolitos secundarios das folhas de Mikania

laevigata Sch. Bip. por métodos quimiométricos.

Os objetivos especificos séo:

> Avaliar a influéncia de diferentes solventes no meio extrator no
rendimento dos extratos brutos, fibras, residuos, fracdes basica, organica
e gorduras e graxas.

> Investigar a influéncia da forca cromatografica da fase movel e do
solvente extrator na qualidade da impressdo digital cromatogréafica dos
metabolitos secundarios da planta do género Mikania.

» Comparar a composicao quimica dos extratos e das fragcdes por HPLC, IV
e UV-VIS por métodos quimiométricos de analise exploratdria

multivariada.
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2 QUIMIOMETRIA

A quimiometria pode ser definida como uma &rea da quimica que usa
metodos matematicos, estatisticos e de logica formal para planejar ou selecionar
procedimentos otimos de medidas e experimentos, bem como, extrair 0 maximo da
informacdo quimica relevante com a anélise dos dados™. Ela é aplicada em algumas areas
principais, muito pesquisadas atualmente como: processamento de sinais analiticos,
planejamento e otimizagdo de experimentos, reconhecimentos de padrdes e classificacdo de
dados, calibracdo multivariada, monitoramento e modelagem de processos multivariados e
métodos de inteligéncia artificial®®.

A partir da década de setenta, com 0 avanco da instrumentacdo e automacéo
dentro dos laboratdrios foi possivel obter grande quantidade de informacdes de forma rapida e
com boa qualidade. A utilizagdo de um tratamento adequado pode ser fator limitante na
eficiéncia e efetividade da operacdo das andlises para a identificacdo, classificacdo e

interpretacé@o desses dados.

2.1 MODELAGEM DE MISTURAS

Uma mistura € um sistema multicomponente, no qual a soma de todos 0s
componentes permanece constante para cada amostra, ou seja, a soma das propor¢des dos
componentes da mistura deve ser 100%. A resposta medida para uma mistura é determinada
pela proporcdo dos seus componentes e ndo por valores absolutos™. Para uma mistura

qualquer de g componente, temos:

q
5 x; =100% =1 (1)

i=1

onde xi representa a propor¢do do i-ésimo componente da mistura.

Num planejamento centrdide- simplex com z componentes, 0 nimero de
pontos distintos € 2: —1. Esses pontos correspondem a z permutagdes de (1,0,0,...,0),
permuta¢des do tipo (z/2) ou misturas binarias, do tipo (z/3) ou misturas ternarias e assim por

diante até o ponto central (1/z, 1/z,..., 1/z) ou z-ésima mistura. Em outras palavras, o
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planejamento consiste apenas de misturas onde 0s componentes encontram-se em proporcoes
iguais.

Apbs a realizacdo dos experimentos, 0s dados ou respostas do planejamento
sdo coletados e um polindmio com o mesmo nimero de termos (ou parametros a estimar) é

ajustado. Em geral o polindmio ¢ definido pela expresséo:

g g 4 g 4 4
y=2B8x+2 2 Bxx,+2 2 2 Banx o+ By xx, . x, e (2
1m] i<y ' i<j y<k k ’ )

onde ¢ é o erro experimental, o pardmetro [Bi representa a resposta esperada para 0
componente puro i e é chamado de coeficiente linear do componente i, Bij é o coeficiente de

interagé@o entre 0s componentes i e j e 0s parametros Bijk e B12...4 s&o definidos similarmente.

2.2 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS

O objetivo da andlise exploratéria é extrair informacbes dos dados,
estabelecendo relagdes entre objetos/ amostras e variaveis. A analise exploratoria néo
estabelece modelos a priori, mas permite que, a partir das relacbes observadas nos dados,
sejam levantadas hipoteses e propostos modelos.

A sequéncia basica da andlise de dados multivariados de dados

experimentais por métodos quimiomeétricos esta ilustrada na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema da sequéncia usada na andlise multivariada dos dados
experimentais, ACP (Analise de Componentes Principais) e AH
(Analise Hierarquica).
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Primeiramente, os dados sdo convertidos na forma de uma matriz, chamada
matriz de dados, a qual serd representada por X. As n linhas da matriz representam as
amostras (ou objetos), onde cada valor corresponde a uma propriedade medida para uma
amostra especifica, enquanto que as p colunas sdo variaveis que correspondem a uma
propriedade medida para cada amostra.

Uma adequada organizacao e avaliacdo dos dados séo essenciais para que a
analise multivariada seja feita de forma correta. Deve-se investigar a forma como os dados
foram gerados, os métodos de medidas utilizados e a confiabilidade destes dados. Outro fator
importante € a representatividade do grupo de amostras disponiveis que se deseja analisar. De
nada adianta um conjunto extenso de dados com informagdes interessantes se 0 grupo de
amostras ndo for representativo o suficiente para fornecer as informacdes adequadas ao
tratamento que se propde fazer®.

Em seguida € realizada a etapa de pré-processamento dos dados, pois muitas
vezes 0s dados sdo expressos em grandezas diferentes, ou apresentam muitos ruidos, e
dependendo do tipo de informacdo que se deseja extrair, isto poderd ou ndo comprometer a

analise.

2.3 PRE-PROCESSAMENTO DOS DADOS

Existem dois tipos basicos de pré-processamento, por linhas, que opera
sobre as amostras e por colunas, que opera sobre as variaveis. Dentre os tipos de pré-
processamento por linhas esta a normalizacéo®.

A normalizacdo de um perfil analitico € um passo importante no pré-
processamento de dados de perfil metaboldmico®. Dentre os critérios de normalizacdo mais

usados para as amostras est4 a normalizagdo por comprimento de vetor.

2.3.1 Normaliza¢io por Comprimento do vetor?**®

Esta normalizacdo é feita dividindo cada valor original pela soma dos

quadrados de todos os valores das variaveis da mesma linha, Equacdo 3. A finalidade é
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remover a variacdo sistematica, normalmente associada com a quantidade total da amostra.

2.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

A ACP consiste essencialmente em reescrever as coordenadas das amostras
em outro sistema de eixo mais conveniente para analise de dados. Esse método tem por
finalidade basica a reducéo de dados a partir de combinaces lineares das variaveis originais,
com o objetivo de reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados, detectar amostras
andmalas, selecionar varidveis e fazer modelagens de classificagdo, enquanto
simultaneamente retém a informacdo contida nos dados?. Em outras palavras, reduz o
numero de varidveis originais a poucas variaveis latentes chamadas componentes principais
(CP) sem perder a informacédo dos dados originais. A primeira CP é escolhida em direcéo de
maior variancia dos dados. A segunda CP é definida de tal maneira que seja ortogonal a
primeira e representa a variancia maxima que nao foi explicada pela primeira CP, ou seja, as
componentes principais sdo obtidas em ordem decrescente de maxima variancia*®*2.

Matematicamente, cada CP pode ser descrita como uma combinacao linear
das variaveis originais onde a importancia de cada uma dessas variaveis é dada pelos
loadings. Esta combinacdo linear fornece ainda para cada objeto, valores chamados escores.

A ACP, pode ser definida tanto no espago das amostras como das variaveis,
e a decomposicéo é calculada atraves da diagonalizacdo da matriz de associacdo (XXt) ou da
matriz (XtX), respectivamentess. A matriz X (n x p), formada por n objetos e p variaveis é

decomposta no produto de duas matrizes menores:

Xnxp)=Thxgq)xP'igzp) + E(nxp) 4

onde P é a matriz dos “loadings” (pesos) das componentes principais, T € a matriz dos escores
das componentes principais, E é a matriz dos residuos. O sobrescrito t indica a transposta da

matriz e g € um escalar que indica 0 nimero de componentes principais que descreve a maior
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parte da variancia dos dados.
Ap0s os calculos, dois tipos de graficos sdo obtidos, o grafico dos escoresas,
que fornece informacgbes sobre os objetos, e o grafico dos loadings, que representa a

importancia e a correlacdo das variaveis.

2.5 ANALISE HIERARQUICA (AH)*

A “andlise de agrupamentos” é um nome coletivo dado a uma grande
variedade de técnicas que permitem a separacdo dos objetos ou varidveis em grupos
diferentes.

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

Existem muitas maneiras de procurar agrupamentos no espaco p-
dimensional. A maneira matematicamente mais simples consiste em agrupar os pares de
pontos (amostras) que estdo mais proximos, usando a distancia Euclidiana, Equacdo 5, e

substitui-los por um novo ponto, localizado na metade da distancia entre eles.
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onde dik € a distancia Euclidiana entre os pontos i e k. O procedimento descrito € repetido até
que todos 0s pontos sejam agrupados em um s6 ponto, levando a construgdo do dendrograma,
onde no eixo horizontal sdo colocadas as amostras e no eixo vertical a distancia.

A analise de agrupamentos complementa a analise de componentes
principais, sendo uma outra forma de visualizar as semelhancas e diferencas na composicédo

das amostras.
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3 DESCRICAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo abordados os aspectos relacionados ao procedimento
experimental empregado na analise exploratéria do efeito do solvente na analise de
metabolitos secundarios das folhas de Mikania laevigata Sch. Bip. Um resumo do

procedimento experimental esta representado na Figura 2.

Planta Mikania laevigata Sch. Bip.

Coleta

Fragmentacio

Secagem

Moagem

Extracio

Fracionamento quimico

Analise por UV-VIS Analise por IV Andlise por CLAE

| | |

Analise exploratoria
multivariada dos dados

Figura 2 — Procedimento experimental empregado na analise exploratéria do
efeito do solvente na analise de metabdlitos secundarios das folhas
de Mikania laevigata Sch. Bip.

Para este estudo foram utilizadas as folhas secas da planta medicinal
Mikania laevigata Sch. Bip. A exsicata desta planta estd depositada no herbario da
Universidade Estadual de Londrina e foi classificada pela professora Dra. Ana Odete Vieira
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sob o nimero FUEL 44355.

Figura 3 — Foto da exsicata da planta Mikania laevigata Sch. Bip. classificada no
herbario da Universidade Estadual de Londrina.

A coleta das folhas foi realizada quinzenalmente no periodo de outubro de
2007 a margo de 2008, sempre no periodo da manhd, no jardim do Departamento de Quimica
da Universidade Estadual de Londrina. A coleta procedeu de forma representativa do aspecto
geral da planta, selecionando as folhas da Mikania laevigata de forma a evitar amostras com
danos causados por fungos, insetos ou danos mecanicos.

Para garantir uma distribuicdo homogénea das substancias organicas e evitar
alteracBGes dos compostos quimicos originalmente presente no material vegetal, causada pela
acao enzimatica, as folhas foram fragmentadas com o auxilio de uma tesoura. A secagem foi
realizada a sombra por doze dias, em temperatura ambiente, protegida de umidade, ataque de
fungos, insetos e roedores. Em seguida, as folhas secas foram trituradas em um liquidificador
com a finalidade de reduzir o material vegetal a fragmentos de pequenas dimensdes,

preparando-o assim para a proxima etapa, a extracao.
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3.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados foram: acetona P.A (99%), acetato de etila P.A
(99%), diclorometano P.A (99,5%), cloroférmio P.A (99%), metanol UV/HPLC
espectroscopico (99,8%), acetonitrila UV/HPLC espectroscopico (99,8%), todos procedentes
da VETEC, élcool etilico hidratado produzido pela Montenegro (92,8%), KBr P.A — acs
Synth (99%), agua destilada, agua Milli-Q, &cido sulfdrico P.A produzido pela VETEC e
hidréxido de aménio produzido pela CHEMCO.

3.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados foram: balanca analitica Shimadzu AC200,
evaporador rotativo FISATOM 802, ultra-som Unique modelo Ultracleaner 1400,
liquidificador, cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu HPLC-LC-6AD com
detector por arranjo de diodo SPD-M 10A Shimadzu, coluna Gemini C18 ODS PN0380
Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um), espectrometro de Infravermelho Shimadzu FTIR-
8300, espectrofotometro OCEAN OPTICS modelo CHEM 2000 UV-VIS e Equipamento
Milli-Q.

3.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos foram preparados de acordo com o planejamento de
misturas do tipo Centréide-Simplex™® com cinco componentes, x; etanol, x, acetato de etila,
X3 diclorometano, X, acetona e Xs cloroférmio, Figura 4, totalizando 31 diferentes

composicdes de solventes extratores que podem ser vistos na Tabela 2.
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Figura 4 — Planejamento de misturas do tipo Centréide-Simplex com cinco componentes.

A extracdo foi feita por maceracdo e remaceracdo’. A maceracdo é a
operacdo na qual a extracdo da matéria prima vegetal é realizada em recipiente fechado, em
temperatura ambiente, durante um periodo prolongado, sem renovacdo do liquido extrator.
Pela sua natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria prima vegetal, seja devido a
saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre 0 meio
extrator e o interior da célula. Com a finalidade de aumentar a eficiéncia da extracdo recorre-
se a0 método de remaceracdo, ou seja, a operacao é repetida varias vezes utilizando o0 mesmo

material, renovando-se apenas o liquido extrator.



Tabela 2 — Composicéo do sistema extrator

Solventes
Extrate Etanol Af:'_l‘?lt: de Diclorometano Acetona Cloroformio
01 1 0 g 0 0
02 0 1 0 0 0
03 ] 0 1 0 0
04 0 0 0 1 9
03 0 0 0 0 1
06 1/2 172 0 0 0
07 1/2 a 1/2 0 0
08 12 0 0 12 0
09 12 0 0 0 L2
10 0 12 1/2 0 o
11 0 112 0 12 2
B 0 112 0 0 L
13 0 0 12 172 0
14 0 0 0 2 1/2
15 0 0 12 0 U2
16 13 13 13 0 0
17 1/3 0 0 1/3 13
18 13 173 0 0 L3
19 1/3 0 1/3 0 13
20 173 113 0 173 g
21 0 0 1/3 1/3 13
22 0 1/3 0 13 13
23 0 13 13 o 13
24 0 13 13 L3 0
25 13 0 13 1/3 0
26 1/4 1/4 14 L4 0
27 0 1/4 1/4 14 14
28 1/4 0 1/4 1/4 14
29 1/4 1/4 0 14 14
30 14 1/4 1/4 0 14
3 I B 1/5 13 L3
32 1/5 1/5 1/5 1/5 /5
33 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
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Ao todo foram preparados aleatoriamente 31 extratos mais duplicatas no

ponto central, totalizando 33 extratos brutos, pesando-se 20,0000 g de folhas secas, moidas e

submetidas a extracdo por maceracdo com 90,00 mL do solvente extrator, de acordo com as

composicdes previstas pelo planejamento de misturas, Tabela 2. Estas misturas ficaram por 30

minutos em banho ultra-som, sendo que a troca da agua do banho se deu a cada 10 minutos

para manter a temperatura®. Em seguida, os extratos foram filtrados em papel de filtro

comum e as folhas submetidas a remaceracdo por mais duas vezes consecutivas, mantendo-se

as mesmas condicOes, a fim de conseguir extrair a maior quantidade possivel de compostos



36

quimicos presentes nos tecidos da planta.

Os extratos obtidos foram concentrados em um evaporador rotativo a uma
temperatura de 60 °C (+ 3°C) e mantidos a sombra sob ventilacdo forcada durante alguns dias
para a evaporacdo dos solventes, em seguida foram liofilizados.

Ap0s atingir peso constante, os extratos foram fracionados por extragdo
liquido- liquido®, que é um método de fracionamento por particéo, realizado em um funil de
separacéo.

O fracionamento de um extrato vegetal pode ser feito atravées da parti¢do por
solventes orgéanicos de polaridade crescente ou da particdo acido-base. A particdo implica
uma dissolugdo seletiva e distribuicdo entre as fases de dois solventes imisciveis. Esse
fendmeno pode ser aplicado com vistas a separacdo de componentes de uma mistura. A
concentracdo de cada um dos componentes em cada fase esta relacionada com o coeficiente
de particdo ou distribuicdo apresentado por cada substancia.

A Figura 5 representa a sequéncia do procedimento experimental para a

preparacdo dos 33 extratos brutos de acordo com o planejamento de misturas.

20,0000 g de folhas secas e moidas

|
9000 mL do solvente extrator
{Planejamento de misturas)
|
MMaceracio em banho
ultra-som
1

Filtracdo em filtro de
papel comum

1
Evaporador rotativo
|

Extrato bruto

Figura 5 — Sequiéncia do procedimento experimental para o preparo dos 33
extratos brutos de acordo com o planejamento de misturas.
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3.4 FRACIONAMENTO QUIiMICO DOS EXTRATOS BRUTOS

O fracionamento quimico foi realizado re-dissolvendo os extratos brutos em
aproximadamente 10,00 mL dos respectivos solventes extratores (Tabela 2). A mistura
resultante foi homogeneizada com 24,00 mL de metanol e 6,00 mL de agua (4:1 v/v) por 10
minutos em banho ultra-som e em seguida a solucéo foi filtrada em papel de filtro.

O filtrado foi transferido para um funil de separagéo e acidificado com
algumas gotas de &cido sulfurico concentrado. Apds, foram adicionados aproximadamente
15,00 mL (em triplicatas) de cloroférmio, resultando no aparecimento de duas fases, uma
mais densa (fase organica) e outra menos densa (fase aquosa/metandlica). A fase organica foi
transferida para um baldo de fundo redondo e submetida & concentracdo em um evaporador
rotativo a uma temperatura de 50 °C * 3°C, resultando em uma fracdo de polaridade
intermedidria que apresenta maiores quantidades de terpendides e compostos fendlicos. A fase
aquosa, foi basificada com hidroxido de amonio até atingir pH 10 e submetida a extragdo com
15,00 mL (em duplicatas) de uma mistura de cloroféormio e metanol na proporcéo 3:1 (v/v).
Isso novamente resultou no aparecimento de duas fases imisciveis. A fase organica foi
separada da fase menos densa, a aquosa, e novamente a fase organica foi submetida a mais
uma extracdo com 15,00 mL de cloroférmio. Em seguida, em um bal&o de fundo redondo
reuniu-se a fase organica e esta foi submetida a concentragdo em um evaporador rotativo a
uma temperatura de 50 °C % 3°C, resultando em uma fracdo basica rica em alcaldides. A fase
aquosa que permaneceu no funil de separacdo também foi concentrada em um evaporador
rotativo mantendo-se as mesmas condigdes. Esta fase resultou em uma fracdo polar cujos
principais componentes presentes sdo alcaldides quaternarios e n-0xidos.

Tém-se entdo apds o fracionamento quimico fibras e quatro diferentes
fracbes, sendo elas: fracdo neutra (gorduras e graxas), fracdo organica de polaridade
intermediaria (terpendides e compostos fendlicos), fragdo basica (alcaldides) e fragdo polar
(alcal6ides quaternarios e n-6xidos).

O procedimento experimental para o fracionamento quimico das diferentes

classes de metabdlitos esta representado na Figura 6.
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|

Homuogeneizar por 10 min
2m uma mistura
MeOH:H.0 (4:1 viv). Filtrar

|

Acidificar o meio com H.50,

Extrair 3x com Acetato de fila

Filtrar Extrair 3x com CHClz
| Residuo | | Filtrado | | Fase organica |
| . Evaporar Evaporar Basificar em pH 10

Fibra |

(polissacarideos)

Extrair 2x em CHCl::MeOH
| 31 wive 1xem CHCl:

Fragéir(:lnemm Fragio organica
{ggm,ﬂaﬁ? ® (terpendides e compostos fendlicos)

Fase aguosa

| Fase CHCl:MeOH |

Evaporar EV3|LDFEF
Fragdo basica Fragdo polar
(alcaldides) (alcaldides quaternarios
e n-oxidos

Figura 6 — Procedimento experimental para o fracionamento quimico das diferentes classes de
metabdlitos.

3.5 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Os extratos brutos, as fracGes organicas e gorduras e graxas obtidas no
fracionamento quimico foram analisados por espectroscopia na regido do infravermelho por
ser uma técnica de inestimavel importancia na analise organica qualitativa.

Para preparar as pastilhas foram pesados 0,0007 g de cada extrato ou fragcéo
e em seguida homogeneizados uniformemente com 0,1500 g de KBr e algumas gotas de
cloroférmio.

Os espectros no infravermelho foram registrados na regido de 400-4000 cm-

1, em resolucdo de 1,93 cm-1 e média de 80 leituras.
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3.6 ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA NO ULTRAVIOLETA—VISIVEL (UV-VIS)

Foram analisados todos os extratos brutos, as fragdes basicas e gorduras e
graxas. Os espectros foram registrados nos comprimentos de ondas entre 189-890 nm.

Para a analise dos extratos brutos 20,0000 mg de cada extrato foram re-
dissolvidos em 6,00 mL do solvente extrator de acordo com o planejamento de misturas,
Tabela 2.

Para a analise das fracGes basicas e gorduras e graxas 10,0000 mg de cada

fracdo foram re-dissolvidas em 5,00 mL de metanol.

3.7 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Foram submetidas as analises cromatogréaficas as fracdes orgénica e bésica
obtidas apds o fracionamento quimico dos extratos brutos.

As amostras provenientes das fracdes organicas foram preparadas re-
dissolvendo toda a massa obtida no fracionamento quimico em 10,00 mL de metanol. Apds
uma hora, cada solucéo foi filtrada em filtro comum. Deste filtrado foram tomadas aliquotas
de 25 pL e diluidas com 475 uL (1:20 v/v) da fase mével. As amostras diluidas foram
filtradas em filtro Millipore Millex com 0,22 pum de tamanho de poro, colocadas em
eppendorf e armazenadas em freezer até as analises.

O esquema na Figura 7 representa as etapas percorridas para preparar as

amostras para as analises cromatogréaficas das fraces organicas.
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Fracdo Orgdnica
|

Dissolver em 10 mL de
metanol
I

1 hora em
TEpouso
1

Filtracdo em
filtro comum

Diluicio de 25 uL da mistura em 475
uL da fase mowvel (1:20 v
I

Filtracdo em filtro Millipore Millex
|
Analise por CLAE

Figura 7 — Sequéncia do procedimento experimental para o preparo das
amostras para as analises cromatograficas das fragdes
organicas.

As amostras das fracOes béasicas foram preparadas seguindo o mesmo
procedimento experimental das fracBes orgéanicas, com a Unica diferenca de ndo ter sido
necessario realizar a etapa da diluicéo.

As condicbes cromatograficas foram: coluna Gemini Ci;3 ODS PNO0380
Phenomenex (250 mm x 4,6 mm), com tamanho de particula de 5 um, temperatura do forno
de 50 °C, volume de injecdo de 20 uL, vazdo da fase mdvel de 1 mL/min, eluicdo monitorada
nos comprimentos de ondas 210, 240, 272 e 305 nm.

A escolha dos comprimentos de ondas foi feita apos fazer uma varredura no
espectro, a fim de verificar quais picos apareciam com maiores freqiéncias durante as
analises. O comprimento de onda em 210 nm foi o escolhido para ser utilizado na analise
exploratoria multivariada dos dados cromatograficos por ser o que apresentou maiores
informacBes quimicas, ou seja, 0 maior nimero de picos cromatograficos na impressao digital

dos metabdlicos secundarios.
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3.8 PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

O programa computacional de analise de fatores do tipo Q e as rotacGes
desenvolvidos pela professora Dra. leda Spacino Scarminio, do laboratério de Quimiometria
em Ciéncias Naturais (LQCN) do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de
Londrina foram utilizados para os calculos de classificacéo.

Para calcular os efeitos bem como para a modelagem das superficies de
resposta o programa STATISTICA 6.0 foi utilizado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DOS SOLVENTES NA EXTRACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

Na primeira etapa deste trabalho a metodologia de superficie de resposta foi
aplicada aos rendimentos obtidos das fibras, extratos brutos, fragdes orgénica, neutra, basica e
também aos residuos do fracionamento, que foram obtidos através do célculo da diferenca da
massa do extrato bruto com a soma de todas as massas das outras fragcdes. Os erros padrao foi
estimado pelo erro experimental determinado pelas trés replicatas no ponto central. Os

rendimentos em gramas, a média e o desvio padrdo podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicdo do sistema extrator em volume (mL), rendimento (g) dos extratos brutos, fibras,
fragdes neutra, orgéanica, basica e residuos.

Extrato Solventes Fendimento
Etanol Acetato Dhielor. Acetona Clorof. Bruto Neutra Orginica Bazica Fibra Reziduos
1 o0 0 0 0 0 1.1093 02620 05858 03,0068 00163 023182
2 i o0 [ 0 0 0.6846 02511 0,2589 02,0050 002594 003562
3 a 0 S0 0 0 11128 08451 01644 0.,0077 00163 00778
4 i 0 0 90 0 0.9193 03155 05627 00064 | 00456 -0.0104
3 i 0 i [ Bl 1,1615 0,8701 0,2345 0,0107 00347 001135
5 45 45 0 0 0 12679 0.4308 05928 00045 00231 01159
7 45 J) 45 0 0 1.6657 0.6308 05063 02,0036 00521 04729
3 45 0 0 45 0 12112 04535 0 5666 00024 | 00123 0.1764
E 45 0 i [ 45 1.5276 07144 0, 5587 0,0020 00254 02231
10 a 45 45 0 0 1.2014 07868 031545 0,0038 00243 00317
11 ] 45 0 45 0 0.9257 0.4455 0.4149 0,0102 00389 00162
12 i 45 i [ 45 1.0560 05834 03208 0,0112 00295 01711
13 i 0 45 45 0 12775 0,6066 0 5648 0,0078 0.0543 0.0442
14 a 0 0 45 45 12028 03273 03768 00091 00584 04312
15 i 0 45 0 45 11458 0,7357 0,2861 0,0071 0,022 0,0749
16 30 30 30 0 0 1.1453 06328 03138 0,00681 00289 01137
17 30 0 0 30 30 13256 06234 0.5497 00063 00321 01139
18 30 30 i [ 30 14594 0,7351 05650 0,0032 00452 01059
19 30 0 30 30 1.5193 0,9450 0,3786 00023 00182 01742
20 30 30 0 30 0 12252 08928 01832 02,0042 00123 01323
21 a 0 30 30 3 1.2204 0.7396 0.2306 0,0071 0.0363 00566
22 i 0 0 10 30 1.0769 05582 0,4703 0,0011 00485 -00111
23 a 30 30 0 30 1. 1898 09398 0,1763 02,0146 00176 -0,0085
24 i 10 30 30 0 1.2140 05405 05414 0,0084 | 00172 01065
25 30 0 30 30 0 1,3059 07356 03846 0,0071 0.0307 01279
26 225 225 225 225 0 1.2089 0.7604 0,3394 00054 | 00169 00828
27 a 225 225 225 225 1.1510 05516 04093 0,0058 00214 0. 1229
28 225 0 215 225 225 1.5251 05022 0,2366 0,0036 00518 02111
29 225 225 0 225 225 13163 06304 0,5540 02,0063 00182 0,1074
30 225 225 225 0 225 14523 06751 05670 0,0033 00386 01781
31 18 18 18 18 18 13587 08153 0,4345 0,0072 0.0229 0.0783
32 18 18 18 13 18 1,3334 0,7320 0,3834 02,0081 0,0274 01343
33 18 18 18 13 18 13841 09317 0,3014 00048 00298 0. 1164
Media 12397 06622 04175 0,0097 0.0304 0. 1229
Desvio padrioe 0.1966 01958 0,1359 0,0182 0.0131 01078
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Aos rendimentos dos extratos brutos foi aplicado primeiramente o modelo
linear. Como este modelo apesar de significativo apresentou falta de ajuste no nivel de 95%
de confianca, os modelos quadratico e cubico especial foram ajustados aos dados. Estes foram
significativos e ndo apresentaram falta de ajuste no nivel de 95% de confianca, porém o
modelo cubico especial foi o escolhido por apresentar um termo cubico significativo. A

equacdo para este modelo é apresentada abaixo:

v=11130e+0,66604+1.11604 +0,9212a+ 1. 16450 +1,462024 + 2, 005 6ed
(0 0632) (+0,0682) (+0,0682) (+0,0682) (+0 0682) (+0.3303) (+0,3303)

+1,451220 41, 205844 +0,983%d0 — 8 4281edd

(0,3303) (+0,3303) (0,3303) (£2,0447)

onde, P resposta prevista pelo modelo, e = etanol, A = acetato de etila, d = diclorometano,
a= acetona, ¢ = cloroférmio e os valores entre parénteses representam os erros padrdo dos
parametros. No restante do trabalho todas as outras equacdes apresentadas seguirdo essa
mesma notacao para os coeficientes.

Os termos que ndo apresentaram significancia no nivel de 95% de confianga
foram omitidos da equacéo. Dessa forma a equacao apresenta onze termos significativos.

A analise de variancia (ANOVA) para esta regressdo é mostrada na Tabela

Tabela 4 — Andlise da variancia para o ajuste do modelo cubico especial aos rendimentos
dos extratos brutos da Mikania laevigata Sch. Bip.

Fonte de ) L Graus de Meédia F
variacio Soma quadratica liberdade quadritica
Modelo 1,200421 24 0,030018 10,72127
Residuos 0,037322 8 0,004665
Falta de ajuste 0,036037 6 0,006006 0.34629
Erro puro 0001285 2 0,000643
Total 1,237743 32 0,038679

O valor da razdo da MQfaj/MQep é 9,34, enquanto o valor da distribuicdo F
com 6 e 2 graus de liberdade € de 19,33 no nivel de 95% de confianca. Como o valor de F
tabelado no nivel de 95% de confianca é maior que a razdo MQri/MQep, Ndo ha indicacao de
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falta de ajuste para 0 modelo cubico especial. Além disso, o valor da razdo MQr/MQr = 10,72,
€ maior se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesmo namero de graus de liberdade
(24 e 8) que € 3,12 no nivel de 95% de confianca, indicando que o modelo é significativo.

O coeficiente de determinacdo R® para este ajuste é calculado pela razdo
SQr/SQr que é igual a 0,969 e o valor maximo que R? poderia explicar é dado por (SQr -
SQep)/SQT que corresponde a 0,998.

Nem sempre, porém, uma regressao dada como significativa pelo teste F é
util para realizar previsfes quantitativas. Pode acontecer que a faixa de variagdo coberta pelos
fatores estudados seja pequena demais, fazendo com que o efeito sobre a resposta fique
mascarado pela extensdo do erro experimental. Uma regra pratica empregada é considerar a
regressao util para fins de previsdo se o valor de MQr/MQr for de pelo menos, cerca de dez
vezes o valor do ponto da distribuicdo F com o nimero apropriado de graus de liberdade, no
nivel de confianca escolhido®’. Neste trabalho todos os valores de MQr/MQr calculados néo
satisfazem essa condicdo, porém, foi possivel fazer um estudo qualitativo e interpretar a
equacdo para determinar o solvente ou misturas de solventes que permite obter o maior
rendimento, considerando que o nimero de graus de liberdade ndo é suficiente para testar o
modelo com cinco componentes por completo.

Analisando os coeficientes da equacdo verifica-se que nos termos de
interacdo binadria ha um efeito sinérgico maior entre os solventes etanol e diclorometano,
quando comparado aos outros. A equagdo mostra também que a presenca de acetato de etila
no solvente extrator deve ser evitada, pois um alto coeficiente de interagdo cubica de efeito
antagoénico entre os solventes etanol, acetato de etila e diclorometano é observado.

A Figura 8a mostra o grafico dos residuos versus as respostas dos
rendimentos previstas pelo modelo cubico especial, juntamente com o grafico das respostas
previstas pelas observadas, ou seja, a qualidade do ajuste, Figura 8b. A distribuicdo é
aleatdria, nao revelando tendéncias. Na Figura 8b é possivel ver claramente que o maior
rendimento (1,6657¢g) é obtido com o solvente de mistura binaria de etanol e diclorometano,
extrato 7, enquanto que o menor rendimento (0,6646g) é observado para o solvente puro
acetato de etila, extrato 2.
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Figura 8 — Gréficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo cubico especial e (b)
das respostas previstas pelas respostas observadas para os rendimentos do
extrato bruto.

As curvas de nivel para o modelo cubico especial aplicado aos rendimentos
do extrato bruto podem ser vistas na Figura 9, onde os componentes acetato de etila e acetona
foram igualados a zero para simplificar e representar em apenas duas dimensdes a superficie

de resposta.

Clorofammio

[N
i w i

Etanal Dlciorometano

Figura 9 — Superficie de resposta para os componentes etanol, diclorometano e
cloroférmio aplicada aos rendimentos do extrato bruto.

Pela inspecdo da superficie de resposta pode-se observar que a regido de
maior rendimento encontra-se localizada no vértice entre etanol e diclorometano na proporcao
1:1 ou na mistura ternaria entre os trés componentes, prevendo um rendimento maximo de
1,600qg de extrato.
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Aos rendimentos obtidos das fragdes neutras foram aplicados os modelos
linear, quadratico e cubico especial. Todos os modelos foram significativos e néo
apresentaram falta de ajuste no nivel de 95% de confianca, porém, o modelo cubico especial
foi o escolhido e ajustado aos dados por apresentar um termo cubico significativo. A equagéo

para este modelo é apresentada abaixo:

F7=0,2507e+0,28674+0.84397 + 0.3140a + 0.8663c+ 9,1807eda
(+0.1086) (+0,1088) (+0,1086) (40,1088) (+0,1088) (#3,2520)

A andlise de variancia (ANOVA) para esta regressdo € mostrada na Tabela

O valor da razdo da MQfaj/MQep € 2,21, enquanto o valor da distribuicdo F
com 6 e 2 graus de liberdade é de 19,33 no nivel de 95% de confianca. Como o valor de F
tabelado no nivel de 95% de confianca é maior que a razdo MQfj/MQep, Ndo héa indicacao de
falta de ajuste para o modelo cubico especial. Além disso, o valor da razdo MQr/MQr = 4,13,
é maior se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesmo nimero de graus de liberdade

(24 e 8) que € 3,12 no nivel de 95% de confianca, indicando que o modelo é significativo.

Tabela 5 — Andlise da variancia para o ajuste do modelo ctbico especial aos rendimentos
das fracdes neutras obtidas apds o fracionamento dos extratos brutos.

Fonte de ) L Graus de Media F
variacio Soma quadratica liberdade quadratica
Modelo 1.170400 24 0.048767 4130138
Residuos 0,004460 8 0,011808
Falta de ajuste 0.082104 G 0,013684 2.214963
Erro puro 0012356 2 0006178
Total 1. 264860 32 0,039527

O coeficiente de determinacdo R2 para este ajuste € calculado pela razéo
SQr/SQT que € igual a 0,925 e o valor maximo que Rz poderia explicar é dado por (SQr -
SQep)/SQT que corresponde a 0,99.

A equagdo mostra a existéncia de seis termos significativos, ou seja, que
possuem coeficientes com valores mais altos em relacdo ao erro padrdo. A composicdo do
solvente extrator deve conter maior quantidade de uma mistura ternaria entre 0s componentes

etanol, acetato de etila e acetona devido a presenca de uma forte sinergia. Analisando os
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coeficientes lineares verifica-se que o0s solventes puros diclorometano e cloroférmio

apresentam valores maiores quando comparado aos outros.
A Figura 10a mostra que os residuos deixados pelo ajuste estdo distribuidos

aleatoriamente, garantindo que ndo possui nenhuma tendéncia nos resultados. Na figura 10b
observa-se que o0 extrato de numero 19, obtido com a mistura ternaria entre os solventes

etanol, diclorometano e cloroférmio, esta entre as maiores respostas previstas.
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Figura 10 — Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo ctbico especial e (b)
das respostas previstas pelas respostas observadas para o rendimento das

fracOes neutras.

As curvas de nivel para o modelo cubico especial aplicado aos rendimentos
da fragdo neutra pode ser vista na Figura 11, onde os componentes acetato de etila e acetona
foram igualados zero para simplificar e representar em apenas duas dimensdes a superficie de
resposta. O valor maximo para o rendimento da fragdo neutra é obtido com uma mistura

ternaria entre os solventes etanol, diclorometano e cloroférmio, extrato 19.
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Figura 11 — Superficie de resposta para 0s componentes; etanol, diclorometano e
cloroférmio aplicada aos rendimentos das fragcGes neutras obtidas
no fracionamento dos extratos brutos.

Aos rendimentos obtidos das fracGes organicas foram aplicados os modelos
linear, quadratico e cubico especial. O modelo linear foi significativo e ndo apresentou falta
de ajuste no nivel de 95% de confianca, enquanto que para o modelo cubico especial isso foi
verificado apenas no nivel de 90%. A presenca de um termo cubico significativo fez com que
0 modelo cubico especial fosse escolhido e ajustado aos dados. A equacdo para este modelo é

apresentada abaixo:

1=0,5886e+0,3022.4+0,16594 +0,56297+0,2365¢-0,1520a4a
(+0,0010) (+0,0910) (£0.0910) (+0.0910) (+0.0910) (2, 7266)

onde, o termo em negrito para o solvente diclorometano apesar de ndo ser significativo é
mostrado na equacdo, no restante do trabalho seré apresentado todos os termos lineares, sendo
eles significativos ou néo.

A andlise de variancia (ANOVA) para esta regressdo € mostrada na Tabela
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Tabela 6 — Analise da variancia para o ajuste do modelo cubico especial aos rendimentos
das fraces organicas obtidas com o fracionamento dos extratos brutos.

Fonte de ) L Graus de Meédia F
variacio Soma quadratica liberdade quadratica
Modelo 0,525300 24 0,021888 2638498
Residuos 0,066363 8 0,008206
Falta de zjuste 0,057344 ol 0,009557 2.118872
Erro puro 0,000021 2 0004511
Total 0,591674 32 0,018490

O valor da razdo da MQfj/MQep € 2,11, enquanto o valor da distribuicdo F
com 6 e 2 graus de liberdade é de 9,33 no nivel de 90% de confianga. Como o valor de F
tabelado no nivel de 90% de confianca é maior que a razdo MQfj/MQep, Ndo hé indicacao de
falta de ajuste para o modelo cubico especial. Além disso, o valor da razdo MQr/MQr= 2,63 é
maior se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesmo numero de graus de liberdade
(24 e 8) que é 2,40 no nivel de 90% de confianca, indicando que o modelo ¢é significativo.

O coeficiente de determinacdo R* para este ajuste é calculado pela razdo
SQr/SQr que é igual a 0,887 e o valor maximo que R? poderia explicar é dado por (SQr -
SQep)/SQT que corresponde a 0,984.

A equagdo mostra a existéncia de cinco termos significativos. Os termos
lineares correspondentes aos solventes etanol e acetona sdo maiores quando comparado em
relacdo aos outros. Um alto coeficiente de interacdo antagdnica de mistura ternaria entre 0s
solventes etanol, acetato de etila e acetona é observado.

A Figura 12a mostra os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas
previstas pelo modelo cubico especial, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas
observadas, Figura 12b. A distribuicdo dos residuos ndo revela tendéncias. Pela Figura 12b é
possivel observar que o extrato de numero 20 encontra-se entre as posi¢des de menores
respostas observadas e previstas. A maior resposta prevista é observada para os extratos de
nimero 6 e 18, que apresentou um rendimento de 0,6928g e 0,5650g respectivamente,

conforme observado na Tabela 3.
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Figura 12 — Gréficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo ctbico especial e
(b) das respostas previstas pelas respostas observadas para o rendimento
das fragdes organicas.

As curvas de nivel para o modelo cubico especial aplicado aos rendimentos
das fracdo organica pode ser vista na Figura 13, onde os componentes da mistura
diclorometano e acetona foram igualados a zero para simplificar e representar em apenas duas
dimensGes a superficie de resposta.

Pela inspecdo da superficie de resposta observa-se que 0 maior rendimento
previsto para a fracdo organica (0,7000g) esta localizado na regido da mistura ternaria 70%

etanol, 20% acetato de etila e 10% cloroformio.

Clorofdrmic

Y=Y T=N=]
L T i

Etanol ] acetato vestila

Figura 13 — Superficie de resposta para 0s componentes etanol, acetato de
etila e cloroférmio aplicada aos rendimentos da fracdo
organica.
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Aos rendimentos obtidos das fragbes basicas foram aplicados os modelos
linear, quadréatico e cubico especial. Todos foram significativos nos niveis de 90% e 95% de
confianca, porém todos apresentaram falta de ajuste.

Uma forma escolhida para interpretar os resultados foi montar a figura do
planejamento de misturas substituindo os valores experimentais em seus respectivos lugares,

como pode ser visto na Figura 14.
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Figura 14 — Planejamento de misturas Centrdide-Simplex com os valores dos
rendimentos das fracfes basicas obtidas com fracionamento dos
extratos brutos.

E possivel observar que dos cinco solventes puros o cloroférmio € o extrator
que permitiu o maior rendimento da fracdo basica, além de apresentar um efeito de interacdo
sinérgico com o solvente acetato de etila. Ha também dois efeitos de interagdes sinergicos
significativos, um na mistura ternaria, composta pelos solventes cloroférmio, acetato de etila e
acetona (0,0011g) e outro na mistura binaria, composta por acetato de etila e acetona
(0,01029).

Aos rendimentos das fibras foi aplicado o modelo linear, mas como este ndo
foi significativo no nivel de 95% de confianca os modelos quadréatico e cubico especial foram
testados aos dados. O modelo quadratico foi o escolhido por ser o Gnico significativo no nivel
de 95% de confianca. A equacédo para este modelo é apresentada abaixo:
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1=0,01752+0,03214 +0,02104 + 0, 0498a + 0.0348¢ + 0.1068ed —0,1060ea
(+0.0102) (£0,0002) (+0,0002) (+0,0102) (+0,0102) (40,0412 (40 0412)

onde, os termos em negrito representam os valores ndo significativos.

A analise de variancia (ANOVA) para esta regressdo é mostrada na Tabela

Tabela 7 — Andlise da variancia para o ajuste do modelo quadratico aos rendimentos
das fibras obtidas com o fracionamento dos extratos brutos da Mikania
laevigata Sch. Bip.

Fonte de ) L Graus de Meédia F
variacio Soma quadratica liberdade quadratica
Modelo 0,003551 14 0,000254 220558
Residuos 0,001080 18 0,000110
Falta de ajuste 0,001964 16 0,000123 10,00619
Erro puto 0,000025 2 0,000012
Total 0,005540 32 0,000173

O valor da razdo da MQfaj/MQep € 10,00, enquanto o valor da distribuicdo F
com 16 e 2 graus de liberdade € de 19,43 no nivel de 95% de confianca. Como o valor de F
tabelado no nivel de 95% de confianca é maior que a razdo MQri/MQep, Nd0 ha indicacdo de
falta de ajuste para o0 modelo cubico especial. Além disso, o valor da razdo MQr/MQr = 2,29,
é igual se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesmo numero de graus de liberdade
(14 e 18) que é 2,29 no nivel de 95% de confianca, indicando que o modelo € significativo.

O coeficiente de determinacdo R® para este ajuste é calculado pela razdo
SQr/SQT que é igual a 0,640 e o valor maximo que R? poderia explicar é dado por (SQr -
SQep)/SQT que corresponde a 0,99.

A equacdo mostra que os coeficientes lineares apresentam valores proximos
um dos outros. Ha também entre os coeficientes de interacdo binaria um de efeito sinérgico
com os solventes etanol e diclorometano, e outro de efeito antagdnico com os solventes etanol
e acetona. Pela Tabela 3, pode-se verificar que o extrato de nimero 8 preparado com 0s
solventes etanol e acetona na proporcao 1:1 apresentou o menor rendimento (0,0123g).

A Figura 15a mostra os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas

previstas pelo modelo quadratico, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas
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observadas

Figura 15b. A distribuicdo dos residuos nédo revela tendéncias. Através da
Figura 15b é possivel observar que o maior rendimento (0,584q) é dado pelo extrato 14,
preparado com uma mistura binaria de acetona e cloroformio. O extrato 8 apresentou tanto a

menor resposta prevista quanto a observada.
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Figura 15 — Gréficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo quadratico e (b) das
respostas previstas pelas respostas observadas para o rendimento das fibras.

As curvas de nivel para o modelo quadratico aplicado aos rendimentos das
fibras pode ser vista na Figura 16, onde os componentes acetato de etila e etanol foram
igualados a zero para simplificar e representar em apenas duas dimensdes a superficie de
resposta.

Pela andlise da superficie de resposta observa-se que o0 maior rendimento

para as fibras encontra-se localizado no vértice entre 0s solventes acetona e cloroférmio.

Clorcdcrmilo

Tlalorometane Apstona

Figura 16 — Superficie de resposta para os componentes; diclorometano, acetona e
cloroférmio, aplicada aos rendimentos das fibras.
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Aos residuos, ou seja, a parte ndo soluvel do fracionamento, foram
aplicados os modelos linear, quadratico e cubico especial. Todos os modelos foram
significativos e ndo apresentaram falta de ajuste no nivel de 95% de confianca, porém, devido
a presenca de um termo de interacdo cubico significativo no modelo cubico especial, este foi
o0 escolhido e ajustado aos dados. A equacao para este modelo é apresentada abaixo:

¥7=0.2411¢ +0,0389.4+0,08134 - 0,0078a + 0,0162¢
(£0,0737) (£0,0737) (20,0737) (£0.0737) (0.0737)

+1.1783ad +1,5988ac — 35,5433 4de
(13368 (+03568 (2 2088)

onde, os termos em negrito representam os valores ndo significativos.

A analise de variancia (ANOVA) para esta regressdo é mostrada na Tabela
8. O valor da razdo da MQfaj/MQep é 8,71, enquanto o valor da distribui¢cdo F com 6 e 2 graus
de liberdade é de 9,33 no nivel de 90% de confianca. Como o valor de F tabelado no nivel de
90% de confianca € maior que a razdo MQfaj/MQep, Nd0 hé indicacdo de falta de ajuste para o
modelo cubico especial. Além disso, o valor da razdo MQr/MQr = 2,51 € maior se comparada
ao valor da distribuicdo F com o mesmo nimero de graus de liberdade (24 e 8) que é 2,40 no
nivel de 90% de confianca, indicando que o modelo € significativo.

O coeficiente de determinacdo Rz para este ajuste € calculado pela razdo
SQr/SQT que é igual a 0,88 e o valor maximo que R2 poderia explicar é dado por (SQt -
SQep)/SQT que corresponde a 0,995.

Tabela 8 — Analise da variancia para o ajuste do modelo ctbico especial aos rendimentos
dos residuos obtidos através do calculo da diferenca da massa do extrato
bruto com a soma de todas as massas das outras fracdes.

Fonte de Graus de Meédia F

variaciao Soma quadratica liberdade guadritica
Modelo 0,328503 24 0013688 2.514550
Residuos 0,043547 8 0,005443
Falta de zjuste 0041042 G 0,006990 8.711736
Erro puto 0,001605 2 0,000802

Total 0,372040 32 0,011627
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A equacdo mostra que entre os termos lineares apenas o coeficiente do
solvente etanol é significativo no nivel de 95% de confianca. H& dois termos de interacdo
binaria de efeito sinérgico, um entre o etanol e diclorometano e o outro entre acetona e
cloroférmio. Pela Tabela 3 verifica-se que os maiores valores de residuos sdo para estas duas
misturas binarias, extratos 7 e 14 respectivamente. A equacdo mostra também um termo de
interacdo antagdnico entre os solventes acetato de etila, diclorometano e cloroférmio,
representado pelo extrato 23.

A Figura 17a mostra os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas
previstas pelo modelo cubico especial, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas
observadas, Figura 17b. A distribuicdo dos residuos nao revela tendéncias. Na Figura 17b é
possivel observar que os extratos 7 e 14 encontram-se na posi¢do de maior resposta prevista e

observada, confirmando os termos da equagao.
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Figura 17 — Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo cubico especial e
(b) das respostas previstas pelas respostas observadas para os residuos.

As curvas de nivel para o modelo cubico especial aplicado aos dados pode
ser vista na Figura 18. Nesta, observa-se que a maior quantidade de residuo é encontrada para

a mistura dos solventes etanol e diclorometano.
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Figura 18 — Superficie de resposta para 0s componentes etanol, acetato de etila e
cloroférmio aplicada aos residuos.

4.2 RESULTADOS DA CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A segunda etapa do trabalho teve como objetivo comparar a influéncia da
composi¢cdo do meio extrator bem como da fase movel na qualidade da impressdo digital
cromatogréafica dos metabdlitos secundarios da planta Mikania laevigata. Sendo assim, a fim
de obter um perfil cromatografico bem informativo (maior numero de picos) e investigar
possiveis discriminacdes na composi¢do quimica, as fracdes organica e basica obtidas apds o
fracionamento quimico dos extratos brutos foram submetidas &s anélises cromatograficas.

Foram testadas trés fases moveis de forgas cromatograficas distintas, Tabela

9, selecionadas de acordo com o tridngulo proposto por Snyder®,

Tabela 9 — Composicéo e forga das fases mdveis testadas nas analises cromatogréficas das
fracGes organica e bésica.

Fase Composicio Forca
Fase A 65% agua; 17,5% metanol; 17,5% acetonitrila 1,00
Faze B 47% agua; 27% metanol; 26% acetonitrila 1,50
Fase C 30% agua; 35% metanol; 35% acetonitrila 2.00

A técnica empregada foi a cromatografia em fase reversa, sendo utilizado
como eluente em todas as fases moveis a &gua. Como modificadores organicos utilizou-se o

metanol e acetonitrila, que com base nos dados apresentados na literatura, foi possivel
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calcular a forca do solvente (S) das fases testadas, por meio da seguinte equacéo:
S =X 3idi
onde, X Si representa a somatdria do produto da forca do solvente puro, &gua (Si = 0), metanol
(Si =2,6), acetonitrila (Si = 3,1) e ¢i = fracdo de volume.
A Figura 19 mostra o numero de picos obtidos para as 33 fragcdes organicas

analisadas nas fases méveis A, B e C.
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Figura 19 — Planejamento experimental Centréide-Simplex com os valores dos nimeros
de picos obtidos nas analises cromatograficas das fracdes organicas com as
fases moveis A, B e C.

Observa-se que o aumento da forca da fase mdvel diminui 0 nimero de
picos cromatograficos, porém esta diminuicdo ndo tem relacdo com o rendimento das fragdes.

Analisando o nimero de picos obtidos durante as analises cromatograficas
com a fase mével A, Figura 19, e de acordo com a Tabela 3, observa-se que a maior
quantidade em massa obtida para a fracdo organica (0,6928g) é com uma mistura binaria entre
os solventes etanol e acetato de etila, extrato 6, que extraiu 28 substancias ou misturas de
substancias quimicas, enquanto que a maior diversidade de compostos quimicos (37 picos),

foi obtida com uma mistura quaternaria entre os solventes etanol, diclorometano, acetona e
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cloroformio, extrato 28, que apresentou um rendimento de apenas 0,35669.

Dentre os solventes puros, 0 menor rendimento (0,1644g) foi obtido para o
extrato 3, preparado com diclorometano, porém este extraiu a maior variedade de compostos
quimicos (33 picos). Isto indica que um alto rendimento da fracdo orgénica ndo garante uma
grande diversidade de compostos quimicos extraidos.

A Figura 20 mostra o numero de picos obtidos para as 33 fragdes béasicas

analisadas nas fases méveis A, Be C.
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Figura 20 — Planejamento experimental Centroide-Simplex com os valores dos nimeros de
picos obtidos nas analises cromatograficas das fragGes basicas com as fases
moveis A, Be C.

O numero de picos obtidos nas fragdes basicas € menor do que nas fraces
organicas, ou seja, a fracdo organica possui maior diversidade de compostos quimicos
extraidos.

Observa-se novamente que o aumento da forca da fase mdvel diminui o
numero de picos cromatograficos, porém esta diminuicdo ndo tem relacdo com o rendimento
das fragdes.

Analisando o nimero de picos obtidos durante as analises cromatograficas
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com a fase movel A, Figura 20, e de acordo com a Tabela 3, observa-se que a maior
quantidade em massa obtida para a fracdo basica (0,0146g) é com uma mistura ternaria entre
os solventes acetato de etila, diclorometano e cloroférmio, extrato 23, que extraiu 18
substéncias ou mistura de substancias, enquanto que a maior diversidade de compostos
quimicos (27 picos), foi obtida com uma mistura binaria entre os solventes acetato de etila e
diclorometano, extrato 10, e com uma mistura quaternaria entre os solventes etanol, acetato de
etila, diclorometano e acetona, extrato 26, que apresentaram um rendimento de 0,0038g e
0,00949 respectivamente.

Dentre os solventes puros, o cloroférmio apresentou o maior rendimento
(0,0107g), com 17 picos, porém a maior variedade de compostos quimicos extraidos (22
picos) foi com o diclorometano que apresentou um rendimento de apenas 0,0077g.

Na sequéncia, a fim de identificar substancias especificas do material
vegetal e investigar possiveis discriminacdes na composi¢ao quimica das diferentes fracoes,
realizou-se um estudo exploratorio dos dados cromatograficos obtidos com a fase movel A,
por ser a que apresentou maior informacdo quimica, ou seja, 0 maior nimero de picos.

A Figura 21 mostra os cromatogramas das 33 fracdes basicas da planta
Mikania laevigata obtidas apds o fracionamento quimico dos extratos brutos. Nesta, observa-
se a influéncia da composicdo do sistema extrator na concentragdo dos compostos quimicos,
principalmente nos tempos de retencdo proximos a 2,7; 3,5; 4,3 e 15,5 min. A Figura mostra
também que a intensidade desses quatro picos cromatograficos depende da composi¢do do

solvente extrator.
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Figura 21 — Cromatogramas das 33 fracdes basicas da planta Mikania laevigata obtidas apds o
fracionamento quimico dos extratos brutos.

O conjunto dos dados original desses cromatogramas foi transformado em
uma matriz de dimensdo 33x1434 (33 amostras/cromatogramas por 1434 variaveis/alturas dos
picos), correspondente ao tempo de retengdo de 17 minutos. Essa matriz foi submetida ao pré-

processamento por comprimento de vetor para neutralizar as variagdes causadas pela
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quantidade de amostra injetada e em seguida submetida a analise de componentes principais.
No restante do trabalho todos os dados obtidos por HPLC, UV-VIS e FTIR
foram normalizados por comprimento de vetor.
A Figura 22 representa o grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3. Neste é
possivel observar a formacéo de cinco grupos e dois subgrupos dentro do grupo V.

Figura 22 — Gréfico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dados cromatograficos das 33
fragdes basicas da planta Mikania laevigata.

As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 88,95% da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 69,83% da variancia, a
melhor discriminacdo dos grupos pdde ser verificada na projecdo das CP2 e CP3, Figura 23.
A CP2 consegue discriminar com 10,39% de variancia os grupos I, 1l e 1V, localizados na
regido positiva, dos grupos Il e V, na regido negativa. A CP3 com apenas 8,73% de variancia
consegue discriminar o grupo | dos grupos Il e 1V, localizados na regido positiva, enquanto

o0s grupos Il e V estdo localizados na regido negativa.
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Figura 23 — Gréfico dos escores das CP2 e CP3 dos dados cromatogréficos
das 33 fracOes basicas da planta Mikania laevigata.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentados na Figura 24. Esta
Figura mostra que todos os valores dos loadings da CP1 sdo positivos, enquanto que para a
CP2 e CP3 é possivel observar picos em regides positivas e negativas.

Nos loadings da CP1 os valores mais altos correspondem as substancias
com tempos de retencdo em 2,4 e 3,0 min. Isto indica que as amostras dos grupos | e I,
alocadas na parte menos positiva da CP1 (Figura 22), sofrem menor influéncia das variaveis
com valores mais altos de loadings, ou seja, possuem menores quantidades da substéncia ou

misturas de substancias extraidas nos tempos de retencdo em 2,4 e 3,0 min.
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Figura 24 — Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para os dados
cromatogréficos das 33 fragGes basicas da Mikania laevigata.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dos grupos Il e V, que
possuem valores de escores negativos (Figura 23), sofrem maior influéncia das variaveis que
apresentam valores negativos de loadings, ou seja, sdo especialmente caracterizadas pelos
tempos de retencdo 2,4 e 3,0 min. J& as amostras do grupo Il, com valores de escores mais
positivos, possuem uma maior quantidade das substancias extraidas no tempo de retencdo em
14,5 min, com valor de loading positivo.

Nos loadings da CP3 a variavel que discrimina as amostras dos grupos I, 11l
e IV, que possuem valores de escores positivos, é a substancia ou mistura de substancias
extraida no tempo de reten¢do em 15,2 min. As amostras dos grupos Il e V, com valores de
escores negativos sofrem maior influéncia da variavel com tempo de retengdo em 14,5 min
que apresenta valor de loading negativo.

Para confirmar os resultados da analise de componentes principais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dados cromatograficos das 33 fracdes basicas. O
dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostras e 1434 valores de altura dos picos
cromatograficos estd representado na Figura 25, onde pode ser observado no valor de
distancia Euclidiana de 1,5 os mesmos grupos formados na analise de componentes

principais, Figura 22.
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Figura 25 — Dendrograma baseado nos dados cromatogréaficos das 33 fracoes
basicas da planta Mikania laevigata.

A Figura 26 mostra 0s cromatogramas com tempo de retencdo no intervalo
de 0 a4 17 mim, das 33 fracBes organicas da planta Mikania laevigata obtidas apos o

fracionamento quimico dos extratos brutos.
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Figura 26 — Cromatogramas com tempo de retengdo no intervalo de 0 & 17 mim,
das 33 fragGes organicas da planta Mikania laevigata obtidas ap6s o
fracionamento quimico dos extratos brutos.
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Analisando essa Figura, observa-se que a presenca de um pico muito intenso
no tempo de retencdo de aproximadamente 15 min oculta 0s outros picos.

A Figura 27 mostra o grafico dos loadings das CP1 e CP3. Esta Figura
confirma que o pico de maior influéncia, responsavel para a discriminagdo das amostras esta
em torno de 15 min. Sendo assim, na andlise exploratdria dos dados foram utilizadas as

informacdes cromatograficas nos tempos de 1,5 a 14 min, Figura 28.
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Figura 27 — Gréfico dos loadings das CP1 e CP3 para os dados cromatograficos
das 33 fracOes organicas da Mikania laevigata.

Na Figura 28, observa-se a influéncia da composic¢ao do sistema extrator na
concentracdo dos compostos quimicos, principalmente nos tempos de retengdo préximos a
2,3;2,7;,8,2;10,9e 11,5 min.
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Figura 28 — Cromatogramas com tempo de retengdo no intervalo 1,5 & 14 mim, das 33
fracGes rganicas da planta Mikania laevigata obtidas apds o fracionamento
guimico dos extratos brutos.

Para a analise de componentes principais das fracbes organicas, o conjunto
dos dados original desses cromatogramas foi transformado em uma matriz de dimenséo
33x1172 (33 amostras/cromatogramas por 1172 variaveis/alturas dos picos), correspondente
ao tempo de retencao de 14 minutos.

A Figura 29 representa o grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3. Neste ¢
possivel observar a formacéo de trés grupos.

As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 77,23% da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 50,42% da variancia, a
melhor discriminacdo dos grupos pdde ser verificada na projecdo das CP2 e CP3, Figura 30.
A CP2 consegue discriminar com 17,76% de variancia os grupos I e I11, localizados na regido
positiva, do grupo Il na regido negativa. A CP3 com apenas 9,09% de variancia consegue

discriminar o grupo I, localizado na regido positiva.



Figura 29 — Gréfico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dados
cromatograficos das 33 fragdes organicas da planta
Mikania laevigata.
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Figura 30 — Gréfico dos escores das CP2 e CP3 dos dados cromatograficos das 33
fragOes organicas da planta Mikania laevigata.
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Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentados na Figura 31. Esta
Figura mostra que todos os valores dos loadings da CP1 sdo positivos, enquanto que para a

CP2 e CP3 ¢ possivel observar picos em regides positivas e negativas.
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Figura 31 - Gréafico dos loadings das CPl, CP2 e CP3 para os dados
cromatograficos das 33 fracGes organicas da Mikania laevigata.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dos grupos | e Ill, com
valores de escores positivos (Figura 30), permitem extrair uma maior quantidade das
substancias com tempos de retencdo em 8,3 e 10,9 min, enquanto que as amostras do grupo I,
gue possuem valores de escores negativos, sao discriminadas principalmente devido a
variavel com tempos de retengdo em 8,0 e 10,5 min.

Nos loadings da CP3 as variaveis que discriminam as amostras do grupo I,
com valores de escores positivos, sdo as substancias com tempos de retencdo 8,7 e 11,3 min.

Para confirmar os resultados da analise de componentes principais, a analise
hier&rquica de agrupamentos foi aplicada aos dados cromatogréaficos das 33 fragfes organicas.

O dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostras e 1172 valores de
altura dos picos cromatograficos esta representado na Figura 32, onde pode ser observado no
valor de distancia Euclidiana de 2,5 os mesmos grupos formados na analise de componentes

principais, Figura 29.
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Figura 32 — Dendrograma baseado nos dados cromatogréficos das 33 fracdes
organicas da planta Mikania laevigata.

4.3 RESULTADOS DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE

FOURIER

A préxima etapa deste trabalho teve como objetivo fazer um estudo
exploratério dos dados espectrais obtidos apos as analises dos extratos brutos e das fracdes
organica e gorduras/graxas por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.

A Figura 33 mostra os espectros dos 31 extratos brutos preparados de

acordo com o planejamento experimental, Figura 19.
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Figura 33 — Espectros de infravermelho dos 31 extratos brutos preparados de
acordo com o planejamento experimental.

Para a anélise de componentes principais dos extratos brutos, o conjunto dos
dados original desses espectros foi transformado em uma matriz de dimensdo 31x1866 (31
amostras/espectros por 1866 variaveis/transmitancias).

A Figura 34 representa o grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3. Neste é

possivel observar a formacgédo de sete grupos e um subgrupo dentro do grupo IV formado pelas

amostras 20, 25 e 13, bem como duas amostras isoladas 2 e 7 nominadas grupos VI e VII,
respectivamente.
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Figura 34 — Gréafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dados espectroscdpicos
dos 31 extratos brutos da planta Mikania laevigata.

As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 94,94% da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 99,82% da variancia, a
melhor discriminacdo dos grupos pdde ser verificada na projecdao da CP2 e CP3, Figura 35. A
CP2 consegue discriminar com 0,07% de variancia os grupos | e VI do grupo 11, localizados
na regido positiva, dos outros grupos. A CP3 com apenas 0,05% de variancia consegue

discriminar os grupos V e VI, localizados na regido mais negativa, dos demais grupos.
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Figura 35 — Gréfico dos escores das CP2 e CP3 dos dados espectroscopicos dos
31 extratos brutos da planta Mikania laevigata.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentados na Figura 36. Nesta é
possivel ter uma idéia das regides espectrais que permitem a distingdo entre 0s grupos
formados na Figura 34. Todos os valores dos loadings da CP1 sdo positivos, enquanto que
para a CP2 e CP3 sdo observadas bandas em regides positivas e negativas.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dos grupos I, Il e VI com
valores de escores positivos (Figura 35), sofrem maior influéncia das transmitancias que
apresentam valores positivos de loadings, ou seja, sdo especialmente caracterizadas pelos
nimeros de ondas 1606, 2777, 2844 e 3225 cm™. J& as amostras pertencentes aos grupos I,
IV, V e VII que possuem valores de escores negativos, sofrem maior influéncia das
transmitancias com ndmeros de ondas 665 e 2254 cm™, com valores de loadings negativos.

Nos loadings da CP3 as transmitancias que discriminam as amostras dos
grupos V e VI, que possuem valores de escores mais negativos, sdo caracterizadas pelos
nimeros de ondas 665, 1062, 1151, 1350, 1585, 2254, 2734 e 2890 cm™. J4 as transmitancias
que discriminam as amostras dos grupos | e 1V, com valores de escores mais positivos, sdo
aquelas que apresentam valores de loadings positivos, ou seja, 0s nimeros de ondas em 967,
1424 ¢ 3306 cm™
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Figura 36 — Gréfico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para os dados
espectroscopicos dos 31 extratos brutos.

A regiso em torno dos nimeros de ondas 3225 e 3306 cm™ caracteriza as
absorcdes correspondentes ao estiramento de OH em alcoois (3600-3200 cm™), fenéis (3400-
3200 cm™) e 4cidos carboxilicos (3550-2500 cm™), podendo ter contribuices de estiramento
de NH em amidas (3500-3070 cm™) e aminas (3600-3200 cm™).

As bandas presentes na regido R1 (2933-2690 cm™) sdo compativeis com o
estiramento de Csp®-H em alcanos (2950-2850 cm™), H-CO de aldeidos alifaticos (2900-2700
cm™) e N-CH3 de aminas alifaticas (2820-2780 cm™). A banda com freqiiéncia de absorcio
em 2254 cm™ pode indicar a presenca de grupamentos nitrila (2251-2000 cm™), estiramento
C=C (2260-2170 cm™) em acetilenos di-substituidos e isocianatos (2275-2240 cm™),

As bandas presentes na regido R2 (1673-1401 cm™) podem indicar a
presenca de estiramento de C=C em compostos aromaticos (1600-1450 cm™), alcenos
alifaticos (1695- 1540 cm™), deformacdo angular CH de éteres (1475-1440 cm™), aminas e
iminas (1496-1445 cm™), podendo ainda ter contribuicdo de absorcdes de estiramento do
grupo carbonila em amida secundéria trans (~1540 cm™), estiramento do grupo CN em
alquiminas (1690-1470 cm™) e de deformagéo angular NH em aminas (1650-1550 cm™).
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A regido R3 entre 1400-1027 cm™ contém bandas caracteristicas
correspondentes ao estiramento de CN em aminas terciarias (1230-1030 cm™), aminas
aromaticas (1360-1250 cm™), estiramento de CO em fendis (1300-1140 cm™), éteres (1150-
1070 cm™), éster (1275-1020 cm™) e 4cido (1320-1210 cm™), podendo ainda ter contribuicdes
de deformacBes angulares CH em alcanos (1310-1175 cm™), éteres (1406-1372 cm™), entre
outros.

A banda em 967 cm™ pode ser proveniente da deformacdo angular de
aldeidos alifaticos (975-780 cm™) e em 665 cm™ pode indicar a presenca de vibragdes
correspondente ao estiramento de t-butil (760-650 cm™).

Para confirmar os resultados da analise de componentes principais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dados espectroscopicos dos 31 extratos brutos.

O dendrograma obtido pelo conjunto de 31 amostras e 1866 valores de
transmitancias esta representado na Figura 37, onde pode ser observado no valor de distancia
Euclidiana de 0,055 os mesmos grupos formados na analise de componentes principais,
Figura 34.
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Figura 37 — Dendrograma baseado nos dados espectroscdpicos dos 31
extratos brutos de Mikania laevigata.
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Embora o espectro de infravermelho seja caracteristico da molécula como
um todo, certos grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
freqliéncia de absorcdo, independentemente da estrutura das moléculas. Neste trabalho os
extratos brutos foram submetidos a um fracionamento quimico, que possibilitou fazer uma
analise mais detalhada dos espectros das fracdes e identificar algumas bandas caracteristicas
que sao especificas para determinados compostos.

A Figura 38 mostra os espectros das 33 fracdes gorduras /graxas (triplicatas
no ponto central) obtidas apds o fracionamento quimico dos extratos brutos.

Para a analise de componentes principais das fracbes gorduras e graxas, 0
conjunto dos dados original desses espectros foi transformado em uma matriz de dimenséo

33x1866 (33 amostras/espectros por 1866 variaveis/transmitancias).
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Figura 38 — Espectros de infravermelho das 33 fragdes gorduras e graxas obtidas
apos o fracionamento quimico dos extratos brutos.

A Figura 39 representa o grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3. Neste ¢
possivel observar a formacéo de cinco grupos.

As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 99,96% da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 99,80% da variancia, a

melhor discriminacdo dos grupos pdde ser verificada na projecdao da CP2 e CP3, Figura 40. A
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CP2 consegue discriminar com 0,10% de variancia o grupo Il dos grupos Il e 1V, localizados

na regido negativa, dos grupos | e V localizados na regido positiva. A CP3 ndo consegue
discriminar sozinha nenhum dos grupos.
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Figura 39- Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dados
espectroscopicos das 33 fragdes gorduras e graxas.
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Figura 40 — Gréafico dos escores das CP2 e CP3 dos dados espectroscdpicos
das 33 fragOes gorduras e graxas.
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Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentados na Figura 41. Nesta é
possivel ter uma idéia das regides espectrais que permitem a distin¢do entre 0s cinco grupos
formados na Figura 39. Todos os valores dos loadings da CP1 sdo positivos, enquanto que

para a CP2 e CP3 sdo observadas bandas em regides positivas e negativas.
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Figura 41 - Gréfico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para os dados
espectroscopicos das 33 fragdes gorduras e graxas.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dos grupos I, Il e IV com
valores de escores negativos (Figura 40) sofrem maior influéncia das transmitancias que
apresentam valores negativos de loadings, ou seja, sdo especialmente caracterizadas pelos
nimeros de ondas 1172, 1260, 1378, 1459, 1694, 2357, 2857 e 2923 cm™. Dentre esses,
observa-se que as bandas em 2857 e 2923 cm™ apresentam os menores valores de
transmitancias. Como a intensidade da banda é proporcional a concentragédo, este resultado
pode ser uma evidéncia de que as amostras desses grupos possuem maiores quantidades de
compostos que possuem grupamentos com vibracdes de estiramento de Csp®-H em alcanos
(2950-2850 cm™) e O=C-H de aldeidos alifaticos (2900-2700 cm™), sendo esses
caracteristicos na composicdo dos extratos de gorduras e graxas.

Nos loadings da CP3 as transmitancias com nimeros de ondas 1640, 2837,
2894 e 3461 cm™, discriminam as amostras dos grupos | e 111 que possuem escores positivos.
As bandas em 3461 cm™ sdo compativeis com as absorcdes correspondentes ao estiramento
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de OH em 4alcoois (3600-3200 cm™), fenois (3400-3200 cm™) e &cidos carboxilicos (3550-
2500 cm™), podendo ter contribuices de estiramento de NH em amidas (3500-3070 cm™) e
aminas (3600-3200 cm™). Em 1640 e 1694 cm™ sdo compativeis com estiramento de C=C em
alcenos (1675- 1635 cm™) e estiramento de C=0 em quinonas (1690-1635 cm™), aldeidos
(1740-1660 cm™), cetonas (1700-1680 cm™), 4cidos carboxilicos (1800-1670 cm™), amida
(1690-1630 cm™) e outros.

Para confirmar os resultados da analise de componentes principais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dados espectroscopicos das 33 fracdes gorduras
e graxas. O dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostras e 1866 valores de
transmitancias esta representado na Figura 42, onde pode ser observado no valor de distancia
Euclidiana de 0,075 os mesmos grupos formados na analise de componentes principais,
Figura 39.
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Figura 42 — Dendrograma baseado nos dados espectroscopicos das 33 fragdes gordura e graxas.

A Figura 43 mostra os espectros das 33 fracbes organicas (triplicatas no
ponto central) obtidas ap6s o fracionamento quimico dos extratos brutos.

Para a analise de componentes principais das fracfes organicas, o conjunto
dos dados original desses espectros foi transformado em uma matriz de dimensao 33x1866

(33 amostras/espectros por 1866 variaveis/transmitancias).
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A Figura 44 representa o grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3. Neste ¢
possivel observar a formacdo de seis grupos, bem como duas amostras isoladas 20 e 28

nominadas grupo V e VI, respectivamente.
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Figura 43 — Espectros de infravermelho das 33 fragdes organicas obtidas ap0s o
fracionamento quimico dos extratos brutos.

Figura 44 — Gréfico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dados espectroscopicos
das 33 fragOes organicas.
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As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 99,94% da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 99,75% da variancia, a
melhor discriminacdo dos grupos pdde ser verificada na projecdao da CP2 e CP3, Figura 45. A
CP2 consegue discriminar com 0,13% de variancia os grupos IV e VI dos outros grupos. A
CP3 com apenas 0,06% de variancia consegue discriminar os grupos 11, V e VI localizados

na regido negativa, do grupo |I.
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Figura 45 — Gréfico dos escores das CP2 e CP3 dos dados espectroscopicos dos 33 fragdes organicas.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentados na Figura 46. Nesta é
possivel ter uma idéia das regides espectrais que permitem a distingdo entre 0s grupos
formados na Figura 44. Todos os valores dos loadings da CP1 séo positivos, enquanto que
para a CP2 e CP3 sdo observadas bandas em regides positivas e negativas.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dos grupos IV e VI, com
valores de escores negativos (Figura 45), sofrem maior influéncia das transmitancias que
apresentam valores negativos de loadings, ou seja, sdo especialmente caracterizadas pelos
nGmeros de ondas 1187, 1253, 1459, 1694, 2856 e 2930 cm™.
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Figura 46 — Gréafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para os dados
espectroscopicos das 33 fragbes organicas.

A regido R1 entre 1532-1069 cm™ contém bandas caracteristicas
correspondentes ao estiramento de C=C em compostos aromaticos (1600-1450 cm™),
deformagdes angulares CH em alcenos (1420-1000 cm™), alcanos (1465-1370 cm™), éteres
alifaticos (1480-1440 cm™), cetonas (1465-1350 cm™), amidas (1480-1432 cm™), aminas e
iminas (1496-1380 cm™), podendo ainda ter contribuices das vibracdes de estiramento C-C
em alcanos (1255-1145 cm™), cetonas (1250-1030 cm™), antracenos (1415-1385 cm™) e
naftalenos (1390-1370 cm™), deformacdes angulares de OH em fendis (1410-1310 cm™) e
&lcoois (1350-1260 cm™), presenca do grupo CO em anidridos (1300-1000 cm™), &lcoois
(1150-1100 cm™), fenol (1300- 1140 cm™), éteres (1300-1010 cm-1), a presenca de
estiramento CN em aminas (1350-1130 cm™) entre outros.

A banda presente em 1694 cm™ é compativel com estiramento de C=C em
alcenos alifaticos (1695-1540 cm™) e pode indicar a presenca do grupo carbonila em cetonas
(1725- 1665 cm™), aldeidos (1740-1660 cm™), &cido carboxilico (1760-1660 cm™), amida
(1695- 1650 cm™) e outros.

Nos loadings da CP3 as transmitancias com numeros de ondas 672, 774,

1216, 2356 e 3417 cm™ discriminam as amostras do grupo | que possuem escores positivos.
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As bandas em 672 e 774 cm™ podem indicar a presenca de oscilacido CH em alcanos (770-715
cm™), vibragdes de estiramento CC em alcanos (905-750) e t-butil (760-650 cm™). A banda
em 1216 cm™ é compativel com deformagdes angulares =CH2 em alcenos (1250-1000 cm™),
estiramento de CC em alcanos (1255-1145 cm™) e cetonas (1250-1030 cm™), estiramento de
CO em fenol (1300-1140 cm™), éteres (1225-1010 cm™), &cidos carboxilicos (1260-1110
cm™) e estiramento de CN em aminas terciarias (1230-1030 cm™). Em 3417 cm™ pode indicar
a presenca de estiramento de OH em alcoois (3600-3200 cm™), fendis (3400-3200 cm™) e
4cidos carboxilicos (3550-2500 cm™), podendo ter contribuicBes de estiramentos de NH em
amidas (3500-3070 cm™), aminas (3600-3200 cm™) e C=NH (3400-3300 cm™).

Para confirmar os resultados da analise de componentes principais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dados espectroscépicos das 33 fraghes
organicas. O dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostras e 1866 valores de
transmitancias esta representado na Figura 47, onde pode ser observado no valor de distancia
Euclidiana de 0,08 os mesmos grupos formados na analise de componentes principais, Figura
44,
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Figura 47 — Dendrograma baseado nos dados espectroscopicos das 33 fragBes organicas.
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4.4 RESULTADOS DA ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA NO ULTRAVIOLETA—VISIVEL

Os extratos brutos e as fracdes basica e gorduras e graxas também foram
analisados por espectrofotometria no ultravioleta visivel.

Para a analise de componentes principais dos extratos brutos, o conjunto dos
dados original dos espectros UV-VIS foi transformado em uma matriz de dimensdo 33x1466
(33 amostras/espectros por 1466 variaveis/absorvancias).

A Figura 48 representa o grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3. Neste é

possivel observar a formacdo de dois grupos, bem como dois subgrupos dentro de cada um
deles.

L]

Figura 48 - Gréafico dos escores das CP1l, CP2 e CP3 para os dados
espectrofotométricos dos 33 extratos brutos da planta Mikania
laevigata.

As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 97,54% da
variancia total contida nos dados.
A CP1 explica sozinha 81,91% da variancia dos dados e ndo permite a

discriminacdo dos grupos, Figura 49. A CP2 consegue discriminar com 14,8% de variancia o
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grupo |, localizado na regido negativa, do grupo Il na regido positiva.
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Figura 49 - Gréafico dos escores das CP1 e CP2 para os dados
espectrofotométricos dos 33 extratos brutos da planta
Mikania laevigata.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentados na Figura 50. Nesta é
possivel ter uma idéia das regides espectrais que permitem a distincdo entre 0s grupos
formados na Figura 48. Todos os valores dos loadings da CP1 sdo positivos, enquanto que
para a CP2 e CP3 sdo observadas bandas em regides positivas e negativas.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras do grupo I, que possuem
valores de escores negativos (Figura 49), possuem maior influéncia das absorvancias com
valores negativos de loadings, ou seja, sdo especialmente caracterizadas pela banda que
absorve nos comprimentos de onda de 240-298 nm. Isto pode ser confirmado pelos espectros
de absorcdo no ultravioleta/visivel para os 33 extratos brutos, Figura 51, onde é possivel

observar que somente as amostras do grupo | absorvem na regido de 240-298 nm.
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Figura 50 — Gréfico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para os dados
espectrofotométricos dos 33 extratos brutos da planta Mikania

laevigata.
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Figura 51 — Espectros de absor¢do no ultravioleta/visivel dos 33 extratos brutos que compdem os
grupos I e 1l.

Para confirmar os resultados da analise de componentes principais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dados espectrofotométricos dos 33 extratos
brutos. O dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostras e 1466 valores de absorvancias

esta representado na Figura 52, onde pode ser observado no valor de distancia Euclidiana de
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0,65 0s mesmos grupos e 0s subgrupos formados na analise de componentes principais,
Figura 48.
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Figura 52 — Dendrograma baseado nos dados espectrofotométricos dos 33 extratos
brutos da planta Mikania laevigata.

Para a analise de componentes principais da fracdo basica, o conjunto dos
dados original dos espectros UV-VIS foi transformado em uma matriz de dimensdo 33x846
(33 amostras/espectros por 846 variaveis/absorvancias).

A Figura 53 representa o grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3. Neste ¢

possivel observar a formacéo de dois grupos.
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Figura 53 — Gréfico dos escores das CP1l, CP2 e CP3 para os dados

espectrofotométricos das 33 fragdes béasicas da planta Mikania
laevigata.

As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 98,90% da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 96,60% da variancia, ndo
permite a discriminacdo entre os grupos. A melhor discriminacdo pode ser verificada na

projecdo das CP2 e CP3, Figura 54. A CP2 consegue discriminar com 1,99% de variancia o

grupo |, localizado na regido positiva, do grupo Il na regido negativa. A CP3 com apenas
0,31% de variancia ndo permite a discriminagédo entre 0S grupos.

88
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Figura 54 — Grafico dos escores das CP2 e CP3 para os dados
espectrofotométricos das 33 fragBes basicas da planta
Mikania laevigata.

A Figura 55 mostra os espectros de absorcdo no ultravioleta/visivel das 33

fracdes basicas que compbem os grupos | e II.
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Figura 55 — Espectros de absorcdo no ultravioleta/visivel das 33 fragdes basicas que compdem os
grupos I e 1l.
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Os loadings da CP2 estdo apresentado na Figura 56. Analisando esta Figura
verifica- se que as amostras do grupo I, com valores de escores positivos (Figura 54) possuem
maior influéncia das absorvancias com valores positivos de loadings, ou seja, sao
especialmente caracterizadas pela banda que absorve nos comprimentos de onda de 197-232
nm. Ja as amostras do grupo I, com valores de escores negativos, possuem maior influéncia
das bandas que absorvem nos comprimentos de ondas de 240-296 e 296-400 nm, com valores

negativos de loadings.
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Figura 56 — Grafico dos loadings da CP2 para os dados espectrofotométricos das 33
fracdes basicas da planta Mikania laevigata.

Para confirmar os resultados da analise de componentes principais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dados espectrofotométricos das 33 fracOes
basicas. O dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostras e 846 valores de absorvancias
esta representado na Figura 57, onde pode ser observado no valor de distancia Euclidiana de

0,5 os mesmos grupos formados na anélise de componentes principais, Figura 53.
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Figura 57 — Dendrograma baseado nos dados espectrofotométricos das 33 fragdes
basicas da planta Mikania laevigata.

Para a analise de componentes principais das fracGes gorduras e graxas, 0
conjunto dos dados original dos espectros UV-VIS foi transformado em uma matriz de
dimensdo 33x1591 (33 amostras/espectros por 1591 variaveis/absorvancias).

A Figura 58 representa o grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3. Neste é
possivel observar a formacao de dois grupos e dois subgrupos dentro do grupo Il, bem como

as amostras isoladas 1, 3 e 18.
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Tl

Figura 58 - Gréafico dos escores das CP1l, CP2 e CP3 para dados
espectrofotométricos das 33 fracdes gorduras e graxas da planta
Mikania laevigata.

As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 98,58% da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 84,86% da variancia, a
melhor discriminacdo dos grupos pdde ser verificada na projecdo das CP2 e CP3, Figura 59.
A CP2 consegue discriminar com 12,20% de variancia o grupo I, localizado na regido
positiva, do grupo Il e das amostras isoladas 1, 3 e 18 na regido negativa. A CP3 com apenas
1,52% de variancia consegue discriminar os grupos | e Il, localizados na regido negativa, das
amostras isoladas na regido positiva.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentados na Figura 60. Nesta é
possivel ter uma idéia das regides espectrais que permitem a distingdo entre 0s grupos
formados na Figura 58. Todos os valores dos loadings da CP1 sdo positivos, enquanto que

para a CP2 e CP3 sdo observadas bandas em regides positivas e negativas.
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Figura 59 — Grafico dos escores das CP2 e CP3 para dados espectrofotométricos
das 33 fracOes gorduras e graxas da planta Mikania laevigata.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras do grupo Il, que possuem
valores de escores negativos (Figura 59), possuem maior influéncia das absorvancias com
valores negativos de loadings, ou seja, sdo especialmente caracterizadas pela banda que
absorve nos comprimentos de onda de 218-317 nm. Isto pode ser confirmado pelos espectros
de absor¢do no ultravioleta/visivel para as 33 fracGes gorduras e graxas, Figura 61, onde é
possivel observar que somente as amostras do grupo Il absorvem na regido de 218-317 nm.

Os loadings da CP3 mostram que as amostras isoladas 1, 3 e 18, que
possuem valores de escores positivos, possuem maior influéncia das absorvancias com
valores positivos de loadings, ou seja, sdo especialmente caracterizadas pela banda que
absorve nos comprimentos de onda de 198-248 nm. Isto pode ser confirmado pelos espectros
de absorcdo no ultravioleta/visivel, Figura 62, onde é possivel observar que as amostras 1, 3 e

18 absorvem na regido de 198-248 nm.
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Figura 60 — Gréfico dos loadings das CP1l, CP2 e CP3 para dados
espectrofotométricos das 33 fracBes gorduras e graxas da
planta Mikania laevigata.
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Figura 61 — Espectros de absor¢do no ultravioleta/visivel das fracbes gorduras e graxas que compdem 0s
grupos | e I1.
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Figura 62 — Espectros de absor¢do no ultravioleta/visivel das fragdes béasicas 1, 3 e 18.

Para confirmar os resultados da analise de componentes principais, a analise
hierdrquica de agrupamentos foi aplicada aos dados espectrofotométricos das 33 fracOes
gorduras e graxas. O dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostras e 1591 valores
absorvancias esta representado na Figura 63, onde pode ser observado no valor de distancia
Euclidiana de 0,375 os mesmos grupos formados na analise de componentes principais, bem

como as amostras isoladas 1, 3 e 18, Figura 58.
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Figura 63 — Dendrograma baseado nos dados espectrofotométricos das 33 fragdes
gorduras e graxas da planta Mikania laevigata.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi feita a analise exploratoria do efeito do solvente na
analise de metabdlitos secundarios das folhas de Mikania laevigata Sch. Bip. por métodos
quimiométricos.

Na primeira etapa foram avaliados os efeitos de cinco solventes extratores,
etanol, acetato de etila, diclorometano, acetona e cloroférmio, no rendimento obtido dos
extratos brutos, fibras, residuos, fracGes basica, organica e gorduras e graxas. A partir deste

estudo foi possivel concluir que:

» O maior rendimento para o extrato bruto foi obtido utilizando uma
mistura binéria entre os solventes etanol e diclorometano.

» O maior rendimento para a fracao neutra foi verificado com uma mistura
dos solventes etanol, diclorometano e cloroférmio na proporcao 1:1:1.

> O extrato preparado com a mistura ternaria de etanol, acetato de etila e
acetona obteve uns dos menores rendimentos para a fragéo organica. Os
maiores rendimentos para esta fracdo foram observados para 0s extratos
preparados com uma mistura binaria de etanol e acetato de etila (0,69289)
e mistura ternaria entre os solventes etanol, acetato de etila e cloroformio
(0,5650Q).

» Todos os modelos testados para a fracdo basica apresentaram falta de
ajuste no nivel de 90% e 95% de confianca. Analisando apenas os valores
experimentais dos rendimentos obtidos na figura do planejamento, foi
possivel verificar que entre os solventes puros, apenas o cloroférmio
apresentou maior rendimento. Dois efeitos de interagdes sinérgicos
significativos também foram observados.

» O maior rendimento das fibras (0,0584g) foi obtido com o extrato de
nimero 14, preparado com acetona e cloroféormio na proporcédo 1:1,
enquanto que o menor foi observado para o extrato de numero 8
(0,0123g), preparado com uma mistura binaria entre os solventes etanol e
acetona.

» Os maiores valores de residuos s&o verificados para os extratos 7 (50%

etanol, 50% diclorometano) e 14 (50% acetona, 50% cloroférmio).
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> Por fim, pode-se concluir que os maiores rendimentos foram alcangados
sempre com misturas binarias ou ternarias, ou seja, no processo de
extracdo de metabolitos secundarios a utilizacdo de misturas é mais

eficiente do que o solvente puro.

Na segunda etapa foram avaliados a influéncia da forca cromatogréafica da
fase movel e do solvente extrator, na qualidade da impressdo digital cromatografica dos
metabdlitos secundarios da planta do género Mikania, para as fragdes orgénica e basica. Foi

possivel concluir que:

» Aumentando a forca cromatografica da fase movel de 1,0 para 2,0
diminui o numero de picos no cromatograma.

» O numero de picos cromatograficos obtidos na impresséao digital ndo esta
relacionado com o rendimento das fraces.

» O ndmero de picos obtidos nas fracdes béasicas € menor do que nas
fragOes organicas, ou seja, a fracdo organica possui maior diversidade de

compostos quimicos extraidos.

Na sequéncia, realizou-se um estudo exploratério dos dados
cromatogréaficos obtidos com a fase movel 65% &gua, 17,5% metanol e 17,5% acetonitrila,
por ser a que apresentou maior informacgéo quimica.

Para as fracOes basicas foi possivel concluir que:

» A intensidade dos picos cromatograficos nos tempos de retengdo
préximos a 2,7; 3,5; 4,3 e 15,5 min depende da composicao do solvente
extrator.

» As amostras dos grupos | e Il possuem menores quantidades da
substancia ou misturas de substancias extraidas nos tempos de retencao
de 2,4 e 3,0 min.

» Uma maior quantidade da substancia ou misturas de substancias extraidas
nos tempos de retencdo de 2,4 e 3,0 min sdo encontradas nas amostras
dos grupos Il e V.

» As amostras do grupo Il possuem uma maior quantidade da substancia ou

misturas de substancias extraidas no tempo de retencdo de 14,5 min.
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Para as fracGes organicas foi possivel concluir que:

» A composicdo do sistema extrator influéncia na concentragdo dos
compostos quimicos extraidos, principalmente nos tempos de retencéo
proximos a 2,3; 2,7; 8,2; 10,9 e 11,5 min.

» As amostras do grupo Il permitem extrair uma maior quantidade das
substancias com tempos de retencdo de 8,0 e 10,5 min.

» As amostras do grupo | sdo discriminadas principalmente devido a
variavel com tempos de retencédo de 8,7 e 11,3 min.

» Os resultados obtidos com a anélise de componentes principais foram
confirmados pela andlise hierarquica de agrupamentos.

Na terceira etapa com o estudo exploratorio dos dados espectrais obtidos
apos as andlises dos extratos brutos e das fraches organica e gorduras/graxas por

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier foi possivel:

> Tracar o perfil dos diferentes extratos e fracGes, identificando
qualitativamente as amostras de composi¢fes quimicas diferentes.

> Determinar as regides discriminatérias dos grupos funcionais que sdo
especificas para determinados compostos quimicos.

> As fracBes gorduras e graxas 2, 3, 5, 7, 11, 12, 17, 20, 21, 22 e 30
apresentam maiores quantidades de grupamentos com v Csp>-H de
alcanos (2950-2850 cm™) e v O=C-H de aldeidos alifaticos (2900-2700
cm™), sendo esses caracteristicos na composicdo dos extratos de
gorduras e graxas.

» Os resultados obtidos com a andlise de componentes principais foram

confirmados pela analise hierarquica.

Outra parte do trabalho foi fazer um estudo exploratério dos dados
espectrais obtidos ap6s as analises dos extratos brutos e das fracfes basicas e gorduras/graxas

por espectrofotometria no ultravioleta visivel. Foi possivel concluir que:

» As amostras dos extratos brutos dividiram-se em dois grupos nas

componentes principais CP1 e CP2, e somente as amostras do grupo |
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absorveram na regido de 240-298 nm.

> Na anélise de componentes principais para as fracdes basicas somente a
CP2 conseguiu discriminar os dois grupos formados.

» As amostras do grupo | das fragbes basicas sdo especialmente
caracterizadas pela banda que absorve nos comprimentos de onda de
197-232 nm, enquanto que as do grupo Il sdo nos comprimentos de onda
de 240-296 e 296-400 nm.

> Na andlise das fragGes gorduras e graxas as amostras dividiram-se em
dois grupos nas CP1 e CP2, com excec¢do par as amostras 1, 3 e 18 que
ficaram isoladas.

» Somente as amostras do grupo Il das fracGes gorduras e graxas absorvem
na regido de 218-317 nm.

» As amostras isoladas 1, 3 e 18 s&o especialmente caracterizadas pela
banda que absorve nos comprimentos de onda de 198-248 nm.

» Os resultados obtidos com a analise de componentes principais foram
confirmados pela andlise hierarquica e pelos espectros de absor¢do no

ultravioleta/visivel.
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