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MATOS, Aldair Calistro de. Avaliacao dos extratos das folhas frescas e desidratadas da
aloe arborescens mill no controle do rhipicephalus (boophilus) microplus e exploracao
quimiométrica dos dados espectroscopicos e cromatograficos dos extratos obtidos por
planejamento centrdide simplex. 2011. 96 f. Dissertacio (Mestrado em Quimica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2011.

RESUMO

Planejamento estatistico de mistura e analise multivariada foi usado para discriminar
diferentes extratos das folhas frescas e desidratadas da espécie Aloe arborescens Mill. No
processo de extragdo foram utilizados os solventes etanol, diclorometano e acetona puros e
em misturas bindrias e ternarias. Trés fases moveis foram testadas pela CLAE em fase reversa
para avaliar a composicao dos extratos e a eficiéncia das extragdes. Os resultados mostraram
que existe uma dependéncia da diversidade dos metabdlitos em relagdo a composi¢do do
solvente extrator. Andlise de componentes principais (ACP) e analise hierarquica (AH) foram
aplicadas aos dados cromatograficos e aos espectros de infravermelho médio (FTIR) para
investigar a composicao quimica dos extratos. Além da anélise quimica, neste estudo também
foi avaliada a atividade acaricida no carrapato bovino Rhipicephalus (boophilus) microplus
por meio do teste de eficacia aplicados em fémeas do carrapato. Os extratos que mostraram
atividade acaricida em niveis consideraveis foram: etanol puro, misturas bindrias de
etanol:diclorometano e misturas ternarias de etanol:diclorometano:acetona. Os resultados
mostraram que estes extratos sdo recomendados para um melhor controle do carrapato bovino
podendo ser utilizados como auxiliar ou em conjunto com outros grupos quimicos diminuindo
0s custos e a contamina¢ao do meio ambiente.

Palavras chaves: Quimica analitica. Plantas - Analise. Aloe Arborescens Mill. Quimiometria.



MATOS, Aldair Calistro de. Evaluation of extracts of the Aloe arborescens Mill of the
fresh and dried leaves in the control Rhipicephalus (boophilus) microplus and
chemometric exploration of spectroscopic data and chromatographic of the extracts
obtained by simplex centroid planning. 2011. 96 f. Dissertation (Master’s Degree in
Chemical) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2011.

ABSTRACT

The influence of different solvents on the diversity of metabolites of the extracts of the Aloe
arborescens Mill of the fresh and dried leaves were investigated by simplex centroid of
ethanol, dichloromethane and acetone mixtures. Three mobile phases were used to evaluate
the extraction efficiency of the metabolites. The results show that the dependence of the
diversity of metabolites on the solvent composition decreases with the chromatographic
strength. Principal component analysis (PCA) and hierarchical analysis (HA), 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. Besides chemical
analysis, this study also evaluated the acaricide activity of different extracts through the test of
effectiveness applied to females of the cattle tick Rhipicephalus (boophilus) microplus. The
results obtained in acaricide activity tests showed that pure ethanol, ethanol:dichloromethane
and ethanol:dichloromethane:acetone mixtures can be used as an adjunct or in combination
with other chemical groups, reducing costs and environmental contamination.

Key words: Analytical chemistry. Plants - Analysis. Aloe Arborescens Mill. Chemometrics.
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1 INTRODUCAO

1.1 ALOE ARBORESCENS MILL

A Aloe arborescens Mill, também conhecida popularmente como babosa,
segundo o sistema de classificacdo classico pertence a familia Liliaceae e de acordo com o
sistema APGII (Angiosperm Phylogeny Group) pertence a familia Asphodelaceae'. A familia

2,3

Liliaceae (Asphodelaceae) ¢ formada por cerca de 360 espécies ~° muitas delas utilizadas

343 E uma planta suculenta adaptada a

popularmente como planta medicinal ha varios anos
viver em areas de baixa quantidade de 4gua, embora ndo seja claramente indicada na literatura,
a polpa das plantas desta familia é um tecido de armazenagem de agua’. A Aloe arborescens
Mill é facilmente confundida com a Aloe barbadensces Mill (Aloe Vera) devido a grande
semelhanca entre estas duas espécies. Nativa da Africa as plantas do género Aloe apresentaram
boa adaptacdo ao solo e clima das regides quentes do sul dos Estados Unidos e das Américas
Central e do Sul. Hoje em dia grandes areas de cultivo sdo utilizadas com a finalidade de
fornecer matéria prima para a fabricagdo de medicamentos e para fins cosméticos *°. Dentre as
aplicagdes na utilizacdo das plantas do género Aloe, destacam-se a Aloe barbadensces Mill
(Aloe Vera) que ¢ atualmente utilizada para fins terapéuticos na cicatrizacdo de feridas e
queimaduras de pele, contusdes, irritagdes, tonicos, purgativos e cosméticos™® e Aloe
arborescens Mill cujos compostos isolados dos extratos mostraram atividades antifungica,
antiinflamatéria, hipoglicemiante, hemaglutinante, atividade mitogénica para linfocitos e
atividades protetora contra rajos-X "*'.

Na Aloe arborescens Mill, foram encontrados metaboélitos como aloina A e
B, aloe-emodina, 10-hidroxi-aloina, aloedina, aloesina A e B, microdontina A e B, saponinas,
homonataloina, &cido succinico, emodina, acido aloético, compostos aromaticos, aloeresina e
mucopolissacarideos’.

Estudo do efeito antitumoral em cultura de células de melanoma realizando
in vitro atribuiu a toxidade da planta a aloina®, cuja estrutura molecular estd representada na

Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura quimica da aloina, nome popular: aloina ou barbaloina, férmula
estrutural: C;1H2209, nomenclatura ITUPAC: 1,8-di-hidroxi-3-(hidroximetil)-10-
[3,4,5-trihidroxi-6-hidroximetil)oxan-2-il]-10H-antracen-9-ona, massa molar =
418,394 g/mol

Yates' atribuiu atividades bioldgicas como antiviral, antibacteriana, laxativa,
protetora de radiagdo e antiinflamatéria ao acemannan (6-glicose acetiladas), maior
polissacarideo presente na planta.

A utilizagdo de plantas como recurso terapéutico ¢ uma pratica tdo antiga
quanto a humanidade, no entanto as primeiras informagdes sobre o uso sistematico de plantas
como medicamentos datam da India antiga, através do sistema de medicina vigente naquela
época6.

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avango cientifico envolvendo
os estudos quimicos e farmacolédgicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos
com propriedades terapéuticas. Outro aspecto a ser ressaltado ¢ a quantidade de plantas
existente no planeta, sendo que a maioria ¢ desconhecida sob o ponto de vista cientifico, entre
250-500 mil espécies, somente cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente ¢ uma
porcentagem menor avaliadas sob os aspectos biologicos®.

As plantas realizam dois sistemas metabolicos que sdo conhecidos como
sistema metabolico primario e secundario. O sistema metabdlico primario ¢ associado com
processos comuns fundamentais para vida da planta, ele compreende processos de fotossintese,
ciclo pentose, glicdlise, ciclo do acido citrico, transporte de elétrons, fosforizagdo e
gerenciamento na regulacdo de energia. No metabolismo primario, entidades moleculares sao
produzidas e convertidas, do metabolismo primdrio provem a energia quimica para biossintese

da planta °.
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Os metabolismos primarios e secundarios sdo interconectados, entretanto, em
contraste com o metabolismo primario, o metabolismo secundario apresenta caracteristicas que
podem ser expressas em termos ecoldgicos, taxondomico e bioquimicos diferentes e diversos.
Considera-se que uma das principais fungdes do metabolismo secundério nas plantas seja a
biossintese de estruturas complexas como alcaldides, terpenodides e derivados de
fenilpropandides’. Tais estruturas funcionariam como agentes defensivos na luta contra
predadores, a exemplo de microorganismos patogénicos, insetos e animais herbivoros'’. A
ampla diversidade molecular do sistema metabolico secundéario representa um recurso

biogenético extremamente rico para a descoberta de novas drogas.
1.2 FITOTERAPIA

A palavra fitoterapia deriva dos termos “phyton”, que significa vegetal e
“Therapeia”, que significa terapia. Segundo o diciondrio Aurélio da lingua portuguesa,
significa “tratamento de doen¢a mediante o uso de planta”. Sendo assim, a fitoterapia ¢ uma
teraputica caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas
farmacéuticas, sendo suas matérias-prima plantas (folhas, caules, flores, raizes ou frutos) com
efeitos farmacologicos medicinais, alimenticios, coadjuvantes técnicos ou cosméticos''. A
fitoterapia acompanha a humanidade desde os povos primitivos, que ja utilizavam plantas
medicinais para curar doencas, ¢ hoje em dia vem ganhando cada vez mais popularidade no
mundo todo.

A fitoterapia ¢ uma modalidade de tratamento medicinal que vem crescendo
muito nos Gltimos anos, produzindo uma movimentacdo financeira mundial de
aproximadamente 22 bilhdes de délares”. Um dos fatores que contribui para isto ¢ o alto custo
dos medicamentos industrializados'®. No Brasil, bem como em outros paises da América
Latina, a fitoterapia constitui-se em uma alternativa terapéutica econdmica em relagdo aos
medicamentos alopaticos uma vez que se caracteriza pela utilizacdo direta de plantas no
tratamento de doengas.

Segundo a Resolucdo RDC n° 48, de 16 de marco de 2004, emitida pela
ANVISA, que dispde sobre o registro de drogas fitoterapicas, define os fitoterapicos como
sendo medicamentos obtidos empregando-se matérias primas vegetais ativas. E caracterizado
pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Sua eficicia e seguranca ¢ validada através de levantamentos

etnofarmacolégicos de utilizagdo, documentagdes tecnocientificas em publicacdes ou ensaios



20

clinicos fase 3 ( estudos comparativos necessarios para demonstrar a segurancga e eficacia de
uma nova droga). Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composicao,
inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagdes destas com extratos
vegetais'*.

A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de
seus constituintes, tais como flavonoides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos,
ligninas, etc., tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as acdes
farmacologicas através de testes pré-clinicos com animais'. Neste contexto, a fitoterapia é
considerada uma alternativa importante no controle de parasitas, podendo reduzir os impactos
econdmicos e ambientais ao uso de pesticidas sintéticos'®. Agrega-se também a isso o fato do
aumento na produgdo de alimentos orgédnicos no Brasil e no mundo que necessita cada vez
mais de alternativas eficientes no controle de parasitas, ja que este tipo de agricultura nao
permite o uso de pesticidas quimicos. Ressalta-se também que o uso de fitoterdpicos em
sistemas convencionais de produgdo, como parte da estratégia de controle de parasitas, pode

s ;16
elevar a vida util dos produtos quimicos .

1.3 RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus, conhecido como carrapato dos
bovinos, ¢ um ectoparasita que se distribui mundialmente. Sdo animais metazoarios de simetria
bilateral, pertencentes ao filo Artropoda, classe Arachnida, ordem Acarina, superfamilia
Ixodidae, género Rhipicephalus e espécie microplus'’. E encontrado em todo territorio
brasileiro, sendo que a Regido Sul, apesar da influéncia negativa do inverno, ¢ a mais afetada
pela ocorréncia de carrapato nos bovinos. Dois fatores parecem contribuir significativamente
para isso: a predominancia de animais de origem européia e a maior densidade populacional de
bovinos'®.

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ o ectoparasito de maior ocorréncia
nos bovinos brasileiros, as perdas econdmicas causadas por parasitas externos superam a cifra
de dois bilhdes de dolares ao ano, deste montante 75% sio atribuidos ao carrapato bovino'®. Os
prejuizos ocorrem devido principalmente a mortalidade dos animais e transmissao dos agentes
causadores da Tristeza Parasitaria Bovina (Anaplasma sp. e Babesia spp.)". Estudos relataram
que os prejuizos econdmicos causados pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus no Brasil,
foram estimados sendo 40% por perdas na produgdo de leite, 27% pela mortalidade, 11% sobre

o desempenho reprodutivo, 9% em gastos com acaricida, 5% pela redu¢do no ganho de peso,
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5% em juros bancarios, 3% pela mé qualidade do couro, despesas no controle e prevencao das
hemoparasitoses'”.

O combate ao carrapato dos bovinos tem sido na maioria das vezes realizado
quase que exclusivamente na sua fase parasitaria, com a utilizacdo de carrapaticidas quimicos
utilizando as mais variadas estratégias em periodos especificos € com critérios bastante
diversos de manejo. Porém, o controle dos ectoparasitas exclusivamente por produtos
quimicos, vem se tornando cada vez mais dificil devido a capacidade dos carrapatos
desenvolverem resisténcia aos produtos quimicos (pesticidas) existentes no mercado®’. A
resisténcia a determinado principio ativo ou a um grupo quimico ¢ um carater hereditario do
carrapato que se desenvolve a partir da pressdo seletiva dos carrapaticidas sobre mutantes
resistentes, e esta propagagdo de resisténcia aumenta a medida que esta cepa entra em contato
com o carrapaticida. Esta situagdo foi inicialmente evidenciada na Australia, onde em 1980,
identificou-se a cepa denominada “Uhan” a qual apresentou alto nivel de resisténcia ao
Amitraz e resisténcia cruzada ao Cyamiazol e ao Clorometiuron®'. A utilizacdo desenfreada de
produtos quimico pelos produtores de leite e carne para controlar os carrapatos, tem
comprometido cada vez mais a qualidade destes produtos e causado um grande risco a satide
devido ao acimulo destes pesticidas na carne ¢ leite dos animais™.

No Brasil, as atividades de controle da qualidade do leite t€ém se restringido,
basicamente, a prevencao de fraudes ou adulteracdo do produto. Entretanto, muitas substancias
como os pesticidas, podem ser secretadas no leite pela exposi¢do dos animais de produ¢do a
esses agentes”. Um levantamento da presenca de residuos quimicos no leite realizado por
Nero®*, onde 209 amostras de leite cru foram coletadas em propriedades leiteiras localizadas
em quatro Estados brasileiros, sendo 47 propriedades na regido de Vigosa (MG), 50
propriedades na regido de Pelotas (RS), 63 propriedades na regido de Londrina (PR) e 49
propriedades na regido de Botucatu (SP) revelaram dados alarmantes onde a maioria das
amostras (93,8%), estavam contaminadas com pesticidas.

Alternativas de produtos carrapaticidas e estratégias de combate as
infestacdes sdo necessarias. Neste sentido, varios produtos naturais com efeitos carrapaticidas
tém sido investigados. Substancias de origem vegetal contendo 6leos essenciais e terpendides
foram isoladas e tém demonstrado atividades favoraveis para o combate de diversas espécies
de carrapatos®. Apesar da legislagio brasileira nfo ser muito clara em relagio aos niveis de
residuos quimicos no leite, muitos produtores tem se preocupado em produzir cada vez mais

produtos com qualidade e com baixo custo de producdo, desta forma, muitos produtores t€ém
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encontrado uma alternativa substituindo os pesticidas quimicos convencionais por produtos
naturais™.

O Brasil, na primeira metade do século XX, foi um grande produtor e
exportador de inseticidas vegetais, como a rotenona (extraida das raizes e rizomas de
Lonchocarpus sp. E Derris sp.), piretro (extraido de flores de Chrysanthemum cinerariefolium)
¢ nicotina (extraida de folhas de Nicotiana tabacum). Entretanto, seguindo a tendéncia
mundial, apds os anos 50 passou a utilizar principalmente os produtos sintéticos, cujos efeitos

. . 25
danosos foram posteriormente conhecidos™.

1.4 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a atividade acaricida dos extratos
obtidos das folhas frescas e desidratadas da planta Aloe arborescens Mill no combate ao
carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus e explora¢do quimiométrica de
planejamento experimental e de andlise multivariada associados aos dados espectroscopicos e

cromatograficos para discriminar os diferentes extratos da planta Aloe arborescens Mill.

1.5 OBIETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar os efeitos sinérgicos de diferentes solventes como meio extrator
usando planejamento estatistico de misturas com trés componentes na
preparagdo dos extratos das folhas frescas e desidratadas da planta Aloe

arborescens Mill.

» Aplicar métodos quimiométricos de andlise multivariada associados aos
dados espectroscopicos para comparar a variagdo composicional dos

extratos das folhas frescas e desidratadas da planta Aloe arborescens Mill.



Métodos
Quimiomeétricos



24

2 QUIMIOMETRIA

O uso de computadores para analisar dados quimicos cresceu drasticamente
nos ultimos vinte anos, em parte devido aos recentes avancos em "hardware" e "software". Por
outro lado, a aquisicao de dados principalmente na area de quimica analitica, atingiu um ponto
bastante sofisticado com o interfaceamento de instrumentos aos computadores produzindo uma
enorme quantidade de informagao, muitas vezes complexas e variadas.

Uma das caracteristicas mais interessantes dos modernos instrumentos ¢ o
numero das variaveis que podem ser medidas em uma tnica amostra. Um exemplo notavel ¢ a
intensidade de absor¢ao em mil ou mais comprimentos de onda que ¢ rotineiramente registrada
em um Unico espectro. De posse de tal quantidade de dados, a necessidade de ferramentas
novas e mais sofisticadas para tratd-los e extrair informagdes relevantes cresceu muito
rapidamente, dando origem a Quimiometria, que ¢ uma area especificamente destinada a
analise de dados quimicos de natureza multivariada®®. A Figura 2 representa o simbolo da

Quimiometria.

Figura 2 - Representag@o do simbolo da Quimiometria

De maneira mais direta, a Quimiometria pode ser definida como uma
disciplina que utiliza de métodos matematicos e de estatistica multivariada para definir ou
selecionar as condi¢des Otimas de medigdo e experiéncia extraindo assim o maximo de
informagdes dos dados quimicos”’.

Uma seqiiéncia de analise de dados multivariados de dados experimentais

por métodos quimiométricos estd ilustrada na Figura 3.
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Figura 3 - Sequéncia de analise de dados multivariados de dados experimentais por métodos
quimiomeétricos.

le
X X X
2l 22 7)
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X X

PRE-PROCESSAMENTO

I El

Na anélise de dados multivariados, os dados fornecidos pelos equipamentos
sdo inspecionados visualmente de modo a se verificar possiveis problemas como variacdo de
linha de base, sobreposicdo de bandas e ruidos. Os dados sdo entdo convertidos em tabela de
dados, como matriz, representadas por X. As linhas da matriz representam os objetos, que sdao
as amostras, onde cada valor representa uma medida de uma amostra especifica e as p colunas
sio variaveis que representam propriedades medidas para cada amostra®’. Em seguida é
realizada uma pré-selecao das varidveis quando necessario para definir a regido do espectro ou
cromatograma que contém a informagao que serd utilizada no calculo.

O pré-processamento ¢ uma etapa importante da analise, pois os dados de

uma forma geral contém fontes de variagdo, como erros aleatorios ou sistematicos ou unidades



26

diferentes. Ele ¢ definido como qualquer manipulacdo matematica nos dados com o objetivo

de remover ou reduzir estas fontes irrelevantes de variacdo®’*.

2.1 PRE - PROCESSAMENTO DE DADOS

O pré-processamento pode ser classificado em dois tipos basicos,
dependendo de como sdo operados. O pré-processamento por linhas, que opera sobre as
amostras, e o pré-processamento por colunas, que opera sobre as variaveis. Dentre os tipos de
pré-processamento por linhas esta a normalizagao.

A normalizagdo ¢ um passo importante no pré-processamento dos dados e a
escolha do critério de normalizagdo nao sdo arbitrarios, os critérios de normalizagdo mais
usados para as amostras sdo: a normalizag¢@o por 4rea unitaria e normalizacdo por comprimento

do vetor.

2.2 ANALISES DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

A andlise de componentes principais (ACP) consiste essencialmente em
reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais conveniente para a
analise dos dados. Em outras palavras, as n varidveis originais geram através de suas
combinagdes lineares ( componentes principais (CP), cuja principal caracteristica ¢ a
ortogonalidade. A componente principal 1 retém mais informagao estatistica que a componente
principal 2, que por sua vez tem mais informacao estatistica que a componente principal 3 e
assim por diante®.

A ACP transforma a matriz de dados originais Xn x p, formada por n objetos

e p variaveis, no produto de duas matrizes menores, como mostra a Equagao 1.

anp = Tnxq Pthp + Enxp Eq. 1

Nesta equagdo, T representa a matriz dos escores, P a matriz dos pesos, € a

matriz dos residuos e g ¢ o nimero de componentes principais. Como g normalmente ¢ menor
do que p ou n, uma matriz maior ¢ transformada em duas matrizes menores tornando a analise

da matriz mais simples como mostra a Figura 4.
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Figura 4 - Esquema da decomposi¢ao da matriz X no produto de duas matrizes

4

¢ 4

=

P

A ACP pode ser realizada utilizando-se dois tipos de métodos, o método do
tipo-R e o método do tipo-Q. A ACP do tipo-R se refere ao estudo da relagdo entre as variaveis
e a ACP do tipo-Q se refere ao estudo da relagdo entre os objetos. Neste trabalho utilizou-se o

método tipo-R.
2.3 ANALISES DE AGRUPAMENTO HIERARQUICO (AH)

A AH relaciona as amostras por associagdes de acordo com suas
semelhancas, formando um dendrograma onde as amostras, segundo as variaveis escolhidas,
sdo agrupadas entre si. O dendrograma formado parte do principio de que quanto menor a
distancia entre os pontos, maior a semelhanca entre as amostras, podendo assim formar grupos
diferenciados”’. Os dendrogramas sdo de fato, uteis na visualizagdo de semelhangas entre as
amostras ou objetos representados por pontos em espago com dimensdo maior que trés, onde
as representacdes de graficos convencionais nao sao possiveis.

A maneira mais simples de agrupamentos no espago n-dimensional, consiste
em agrupar os pares de pontos que estdo mais proximos, usando a distancia Euclidiana, como
mostra a Equacdo 2 e substituilos por um novo ponto localizado na metade da distancia entre

eles.

]
d, = E’—l (Xij _ij)z]/z Eq. 2

Nesta equagdo, dix ¢ a Distancia Euclidiana entre os pontos i e k, este
procedimento, quando repetido até que todos os pontos sejam agrupados em um sé ponto, leva
a construcao de um dendrograma onde, no eixo horizontal sdo colocadas as amostras e no eixo

vertical, o indice de similaridade (S;j) entre os pontos i € j, calculado segundo a Equacao 3.
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dij

Sij=1-
d max

Eq.3

Onde d;; € a distancia entre os pontos i € j, € dmax ¢ a distdncia maxima entre
qualquer par de pontos. Os dendrogramas, portanto, consistem em diagramas que representam
e . . \ 28
a similaridade entre pares de amostras numa escala que vai de um a zero™".
A andlise de agrupamentos complementa a andlise de componentes
principais, sendo outra forma de visualizar as semelhancas e diferengas na composi¢do das

amostras.
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3 DESCRICAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo abordados os aspectos relacionados aos procedimentos
experimentais para a obtencdo de informagdes sobre os compostos quimicos presente nos
extratos da Aloe arborescens Mill, dados espectroscopicos ¢ cromatograficos e eficacia dos
extratos das folhas frescas e desidratadas da planta no controle do carrapato bovino
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Um resumo do procedimento experimental estd apresentado na Figura 5.

Figura S - Resumo do procedimento experimental

PLANTA EXTRATOS

FTIR, CLAE TESTES BIOLOGICOS
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3.1 A PLANTA

As folhas da Aloe arborescens Mill foram coletadas no canteiro de cultivo do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Londrina durante os meses de Janeiro
a Setembro de 2010 no periodo da manha, uma vez que a variagdo de temperatura influencia
na quantidade dos metabdlitos secundarios das plantas®. Uma amostra da planta foi enviada ao
herbario da institui¢do para a identificacdo e deposito da exsicata.

A Figura 6 mostra as fotos da espécie Aloe arborescens Mill e da exsicata
depositada no herbario da Universidade Estadual de Londrina sob o nimero FUEL 46852.

Figura 6 - Aloe arborescens Mill, Nome popular: babosa; Familia: Liliaceae (Asphodelaceae);
Género: Aloe; Espécie: arborescens Mill

=7 Ny A

A planta possui caule de aproximadamente 30 centimetros do qual saem
folhas, formando uma densa roseta, mais ou menos carnosas com 40 a 50cm de comprimento e
3 a Scm de largura, com base alargada e apice em forma de lanca com espinhos suculentos e
ndo lenhosos. Geralmente é confundida com Aloe barbadensces Mill (Aloe vera) devido a
grande semelhanga entre as duas espécies.

Nossos testes preliminares demonstraram que os extratos aquosos da Aloe
arborescens Mill possuem ag¢do inibidora da reprodugdo do carrapato bovino Rhipicephalus
(Boophilus) microplus.
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3.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Os extratos foram preparados seguindo um planejamento de acordo com a

Tabela 1:

Tabela 1- Composi¢do dos extratos preparados com misturas de etanol, diclorometano e

acetona.
Extratos Solventes/Fracao Solventes/mL
Etanol Diclorometano Acetona Etanol Diclorometano Acetona

Ext. 1 1 0 0 120 0 0
Ext. 2 0 1 0 0 120 0
Ext. 3 0 0 1 0 0 120
Ext. 4 172 1/2 0 60 60 0
Ext. 5 172 0 1/2 60 0 60
Ext. 6 0 1/2 172 0 120 120
Ext. 7 1/3 1/3 1/3 40 40 40
Ext. 8 2/3 1/6 1/6 80 20 20
Ext. 9 1/6 2/3 1/6 20 80 20
Ext. 10 1/6 1/6 2/3 20 20 80

Para obter os extratos com as folhas frescas, cerca de 900g de folhas da
planta foram coletadas, picotadas e divididas em 11 porcdes de 75g cada, trituradas
individualmente em liquidificador com 120 mL dos respectivos solventes, conforme
planejamento experimental do tipo centréide simplex (Tabela 1), representado por um
triangulo equilatero (Figura 7). Os vértices do tridngulo representam os solventes puros, etanol
(1), diclorometano (2) e acetona (3), as arestas (4, 5 e 6) representam as misturas binarias dos
solventes com volumes proporcionais, o ponto central (7) uma mistura ternaria de volumes
proporcionais dos respectivos solventes e os pontos 8, 9 e 10 representam as misturas terndrias
com propor¢des diferentes (4:1:1) V/V/V, respectivamente. Para obter os extratos com as
folhas desidratadas, cerca de 2.500g de folhas da planta foram coletadas, picotadas e
espalhadas em uma bandeja de plastico forrada com papel jornal e deixada em temperatura
ambiente, sob ventilacdo durante aproximadamente 14 dias para a desidratagdo. Apos este
periodo as folhas picotadas e secas foram trituradas em liquidificador até os granulos

adquirirem tamanho e aparéncia aproximado de pd seco.



33

No processo de extragdo, foram pesados 10g de folhas desidratadas e
trituradas para cada extrato e depois de adicionado 120 mL dos respectivos solventes, os
extratos foram submetidos ao banho em Ultra-som durante 30 minutos, trocando se a dgua do
banho a intervalos de 15 minutos para evitar o super aquecimento. Em seguida, os extratos
foram filtrados com “peneira comum” em baldes volumétricos, sendo os residuos devolvidos
aos frascos de origem, acrescidos mais 120 mL dos respectivos solventes e levados ao banho
em Ultra-som por mais 30 minutos repetindo se o procedimento por oito vezes.

O processo de obtencdo dos extratos das folhas frescas e desidratadas foi
igual, contudo para os extratos das folhas frescas foram utilizados 75g das folhas frescas
enquanto que na obtencdo dos extratos das folhas desidratadas foi utilizado 10g das folhas
desidratadas. O extrato aquoso com as folhas frescas foi preparado pesando-se 75g de folhas
frescas, trituradas e submetidas a extracdo com 600 mL de agua destilada em 60°C por 30
minutos. O extrato aquoso com as folhas desidratadas foi preparado pesando-se 10g de folhas
desidratadas e submetidas a extracdo com 600 mL de agua destilada em 60°C por 30 minutos.
Ao final do processo, os contetidos foram filtrados com algodao e levados a evaporagdo em um
evaporador rotativo, em uma temperatura inferior a 70°C e velocidade de rotagdo em torno de
80 rpm.

Ap6s a evaporagdo dos solventes, os extratos concentrados foram
transferidos para frascos de 30 mL devidamente identificados e tarados, e mantidos em

temperatura ambiente, sob ventilacdo durante aproximadamente 40 dias.

Figura 7 - Planejamento centréide simplex
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3.3 IDENTIFICACOES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

3.3.1 Antraquinonas

Este teste foi realizado através da reacdo de “Born Trages” direta a fim de se
obter informagdes quimicas a respeito dos constituintes dos extratos da Aloe arborescens Mill.
Em um tubo de ensaio, adicionou-se 2,0g do p6 das folhas da planta, 6,0 mL de amdnia diluida
10%, agitou-se por 2 minutos e filtrou-se com algodao para outro tubo de ensaio. Adicionou-se
ao filtrado 1 mL da solugdo de hidroxido de sodio 10%. Neste teste, a coloragdo rosa

avermelhada indica reagdo positiva para antraquinona™’.

3.3.2 Saponina

Segundo Yates' (2004) a Aloe vera possui saponinas, entre Outros
metabolitos. Este teste foi realizado para se obter informagao a respeito da presenca ou nao de
saponinas nos extratos da Aloe arborescens Mill. O teste foi realizado adicionando-se 0,1g do
p6 da planta em um tubo de ensaio de 10 mL e acrescido 5 mL de dgua destilada fervendo-se o
tubo por 3 minutos. O contetdo do tubo foi entdo filtrado, transferido para outro tubo e em
seguida, agitado energicamente por 15 minutos. Foi entdo observado a formacao de espumas e
deixado em repouso por 15 minutos marcando com uma caneta a altura da espuma. Neste teste,

apos este periodo, a permanéncia da espuma indica a presenca de saponinas™’.

3.3.3 Taninos

Em um becker de 50 mL, pesou-se 2,5g do p6 da planta seca, acrescentou-se
50 mL de 4gua destilada e ferveu-se por 15 minutos. Apos, filtrou-se e deixou em repouso até
esfriar. Retirou-se 2 mL desta solucdo, acrescentou-se 10 mL de dgua destilada e adicionou-se
quatro gotas de cloreto de ferro 1%. Neste teste, o surgimento da coloragdo azulada indica
positivo para taninos hidrolisaveis ou galico. O surgimento da coloragdo verde indica positivo

para taninos condensados ou catético’".
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3.3.4 Flavonoides

Em um Becker de 50 mL, pesou-se 2,5g do p6 da planta seca, acrescentou-se
22,5 mL de alcool etilico 75% e levou-se ao banho com Ultra-som por 15 minutos. Filtrou-se o
conteudo com algoddo em um baldo e completou-se o volume para 25 mL com o mesmo
etanol 75%. Transferiu-se 2 mL dessa solu¢do para uma capsula de porcelana e evaporou-se
em banho maria a 45°C até a secagem.

Lavou-se o residuo da capsula com 1 mL de etanol 70% e transferiu-se para
um tubo de ensaio. Adicionou-se 0,05g de magnésio metalico em fita no tubo e verteu-se
cuidadosamente pelas paredes do tubo 0,5 mL de HCI concentrado e observou-se a coloragao.
Neste teste, o aparecimento de coloragdo rdéseo-avermelhado indica positivo para

130
flavonoides™.

3.3.5 Alcaloides

Adicionou-se 5 gotas do extrato dissolvido no solvente e 5 gotas do reagente
de Dragendorff em uma placa. Esperou-se a secagem durante 3 dias. A formagdo de cristais

castanhos avermelhado indica a presenca de alcaldides”.

3.3.6 Fenolicos

Em uma placa, adicionou-se cinco gotas do extrato dissolvido no solvente e
cinco gotas de solugdo de cloreto de ferro 10%. O aparecimento da coloragdo verde indica

. i 30
teste positivo para compostos fenolicos™ .

3.4 ANALISES POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Para analise FTIR, foram pesados 1,00mg de cada extrato bruto e misturados
uniformemente com 300 mg de KBr e 5 gotas de cloroformio.
Os espectros de FTIR foram registrados na regido de 4000-400 cm™, em

resolugio de 1,93 cm™, usando um espectrometro Shimdzu FTIR-800.
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3.5 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

3.5.1 Preparo das Amostras

Foram pesados 5,00 mg de cada extrato bruto e diluidos em 10 mL dos
respectivos solventes extratores do planejamento no banho em Ultra-som durante 15 minutos
mantendo em repouso por uma hora. Filtrou-se o extrato em papel filtro comum, pipetou-se

entdo 1 mL da solugdo e filtrou-se em filtro millipore Millex com 0,22 pum.

3.5.2 Anadlise Cromatografica

Para a analise cromatografica, utilizou-se um cromatografo liquido de alta
eficiéncia Termo - Electron corporation, modelo Finnigan Surveyor com detector PDA SPD-
M10AYV, coluna Metasil C18 ODS PN0380 Metachem com dimensdes de 250 mm x 4,6 mm,
com tamanho de particula de 5 pm, volume de inje¢cdo de 20 pl, elui¢do monitorada nos

comprimentos de onda 210, 240 e 254 nm, vazdo 1mL/min.

3.5.3 Escolha da Fase Movel

As andlises dos extratos com as folhas frescas por cromatografia liquida
foram realizadas utilizando-se trés fazes méveis diferentes. Como o nimero dos extratos foram
11 (10 extratos do planejamento centréide simplex e um extrato aquoso), foram feitas 33
injegdes. A composicdo e forca das fases moveis testadas estdo apresentadas na Tabela 2. Nas
analises cromatograficas com as folhas desidratadas foram realizadas utilizando-se apenas a

fase movel C (11 amostras injetadas).

Tabela 2 - Composicdo e forca das fases moveis testadas nas analises cromatograficas.

FASE VIPOSICAO RCA
Fase A % Aguas; 38,5% Metanol 1,16
Fase B ) Agua; 17,5% Metanol; 17,5% Acetonitrila 1,07

Fase C ) Agua; 32% Acetonitrila 0,99
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3.6 TESTES BIOLOGICOS

Os testes biologicos foram realizados no Laboratorio de Parasitologia
Veterinaria no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de
Londrina. As teledginas (fémeas do carrapato) foram coletadas diretamente em bovinos da raga
Holandesa em uma propriedade leiteira localizada no distrito de Sao Luiz, Municipio de
Londrina no Norte do Parand. O esquema do procedimento realizado no teste biologico estd
representado na Figura 8. Os testes de eficacias foram realizados em triplicatas.

Para os testes, foram pesados 700mg de cada extrato e dissolvidos
individualmente em 10 mL de 4gua destilada. Apos a coleta, as teledginas foram levadas até o
laboratério, separadas em grupos de 10 individuos e feitas as pesagens. Os grupos de
teledginas foram imersos na solu¢do dos extratos durante cinco minutos e apos, fixados em
uma placa de Petri com fita dupla face. Cada grupo foi testado com um extrato, ficando um
grupo como controle que foi imerso em dgua da torneira. Foram entdo mantidos por 15 dias em
estufa B.O.D.(Biologyc Oxigen Demand) com temperatura de 27°C e umidade relativa acima
de 70%. Apos este periodo, as posturas dos grupos foram recolhidas separadamente em frasco
de vidro, pesadas e incubadas novamente na estufa B.O.D. nas mesmas condi¢des por mais 15
dias. Apos este periodo, o contetido do frasco contendo larvas e ovos foram imersos em 5 mL
de etanol 70% para garantir a mortalidade das larvas eclodidas e assim facilitar a contagem da

porcentagem de ovos e larvas eclodidas com auxilio de uma lupa.

Figura 8 - Esquema do teste bioldgico para determinar a eficacia dos extratos

Contagem da S
% de eclosio Pesagem e BOD, 27°C, umidade 270%

estufa por 15 dias por 15 dias.
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Ao final destes procedimentos, foram obtidos dados como peso do grupo das
fémeas, peso da massa de ovos de cada grupo e percentagem da eclosdo dos ovos dos grupos.
De posse destes dados, pode se determinar a eficacia dos extratos utilizando-se a equacdo

descrita por Drummod®', como mostra a Equagio 4.

ER — (massa ovos grupo)* (% eclosao grupo)x (20.000)

(massa das fémeas grupo)

Ep_ {(ER grupo controle)-(ER grupo teste)}xloo Eq. 4

(ER grupo controle)

A eficiéncia reprodutiva (ER) do grupo ¢ calculada para todos os grupos,
inclusive para o grupo controle. A sigla EP se refere a eficicia do produto que estd sendo
testada, neste caso, a eficacia do extrato. A constante 20.000 se refere a média do nimero de
larvas contidas em um grama.

Com o peso dos grupos das fémeas e a massa dos ovos, também pode se

determinar o indice de inibi¢do de postura através da Equagao 5.

(massa de fémeas controle )< (massa de ovos grupo)

IP:IOO—{ }xlOO Eq. 5

(massa defémeasdo grupo) X (massa deovos controle)

O indice de inibicdo de postura (IP) do grupo ¢ calculado para todos os
grupos, exceto para o grupo controle, que € apenas utilizado como referéncia no célculo dos
outros grupos. O indice (IP) apesar de ser pouco utilizado, mostra se o produto age inibindo a
postura das fémeas ou se o produto age impedindo a eclosdo dos ovos ou ainda se age das duas
formas. Ele ¢ uma representagdo numeérica do efeito de diminuicdo da fertilidade que uma
determinada substancia, neste caso um extrato exerce em um grupo de fémeas em relacdo a um
grupo controle. Este indice depende exclusivamente da massa dos grupos de fémeas e das
massas de ovos dos grupos, desta forma, o grupo teste que apresentar baixa massa de ovos, tera
indice IP alta e vice versa. Um indice de inibi¢do alto implicard em uma alta eficicia do
extrato, jA que neste caso haverd baixa postura do grupo teste. No entanto, um indice de

inibicao baixo nao necessariamente implicard em uma eficacia baixa do extrato devido ao fato
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de que uma grande massa de ovos pode ter percentagem de eclosao baixa conferindo assim,

alta eficacia ao extrato testado.

3.7 ESTATISTICA

A percentagem de ovos eclodidos foi calculada através da contagem de 4
campos de visdo em uma lupa com aumento de 25 vezes em uma placa de Petri contendo os
ovos e larvas imersos em etanol. Foram contadas ao todo 1200 unidades (ovos e larvas) para
cada amostra testadas sendo 300 unidades por campo. Utilizou-se o teste-t de Student ao nivel
de confianca de 95%. As médias das eficacias dos extratos frescos e desidratados foram

comparadas pelo teste de Tukey (5%) de probabilidade.

3.8 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: balanca analitica Marte
modelo AL 500; Lupa Nikon modelo SMZ-1; Estufa B.O.D. Fanen modelo 347F; evaporador
rotativo FISATOM 802; desumidificador Pyrex 40/35; liquidificador Britania; sonicador Ultra
Cleaner 750; espectrometro de infravermelho espectrometro Shimadzu FTIR-800;
cromatografo liquido de alta eficiéncia Termo - Electron corporation, modelo Finnigan
Surveyor com detector PDA SPD-M10AYV, coluna Metasil C18 ODS PN0380 Metachem com

dimensdes de 250 mm x 4,6 mm, com tamanho de particula de 5 um.

3.9 REAGENTES

Os reagentes utilizados nas extragdes e nas andlises foram: alcool etilico
absoluto P.A. (99,5%) da marca VETEC; diclorometano P.A. (99,5%) da marca VETEC;
acetona P.A. (99,5%) da marca VETEC. Para andlise no FTIR foram usados: cloroférmio P.A-
ACS da marca Synth (99,85%) e brometo de potassio P.A-ACS da marca Synth (99%). Para a
identificagdo de metabolitos secundarios foram utilizados: nitrato de bismuto (III) P.A. da
marca VETEC; acido nitrico P.A. da marca Nuclear; iodeto de potassio P.A-ACS da marca
VETEC; cloreto férrico P.A. da marca BIOTEC; 4cido cloridrico P.A. da marca VETEC;
hidroxido de sdédio P.A-ACS da marca ECIBRA e hidréxido de amdnio da marca CHEMCO.
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3.9.1 Reagente de Dragendorff

Soluciio A: dissolveu-se 5,0g de nitrato de bismuto (III) em 5 mL de 4cido
nitrico 30%.

Solucio B: dissolveu-se 5,7g de iodeto de potassio em um volume minimo
de agua.

Reagente: a solucdo A foi vertida lentamente sobre a solu¢do B e, apos
repouso de uma hora a solugdo foi filtrada. Em um baldo completou-se o volume para 100 mL

e a solugdo foi guardada ao abrigo de luz.

3.10 PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

Os calculos de classificacdio foram realizados com o programa
computacional ARTHUR/75 e os demais foram desenvolvidos pela Profa. Dra. Ieda Spacino
Scarminio do Laboratorio de Quimiometria em Ciéncias Naturais (LQCN) do Departamento

de Quimica da Universidade Estadual de Londrina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTOS

Na primeira etapa do trabalho foi investigado o efeito dos trés solventes:
etanol, diclorometano e acetona no rendimento dos extratos obtidos das folhas frescas e
desidratadas da planta Aloe arborescens Mill. A matriz de planejamento, cujos elementos sdo
as proporg¢des utilizadas para preparar as varias misturas esta representada na Tabela 1. Foi
utilizada 4gua pura na obtengdo do extrato 11 e todas as extragdes foram feitas em triplicatas.

A Figura 9 mostra os valores médios das massas em gramas para os 11
extratos brutos obtidos com 75g de folhas frescas da Aloe arborescens Mill. Observa-se na
Figura que o maior rendimento dos extratos obtidos a partir das folhas frescas da planta
ocorreu com o extrator 1, ou seja, o solvente com etanol puro e misturas de solventes que
contém etanol na sua composicdo, mas isto ndo significa maior variedade de compostos

quimicos.

Figura 9 - Gréfico dos rendimentos médios dos 11 extratos obtidos com 75g de folhas frescas
da Aloe arborescens Mill seguindo o planejamento experimental centroide
simplex.*corresponde a 16,67%; **corresponde a 66,67% do solvente.

1,6 1

massa (g)

ET-DC
DC-AC

ET-DC-AC)
ET*-DC*-AC*
ET*DCH-AC*
ET*-DC*-ACH
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Para calcular o rendimento dos extratos com a planta desidratada, foi
coletada uma quantidade de 2.500g de folhas. Ao final do processo obteve-se uma quantidade
em massa de 126,918g de folhas secas, ou seja, apenas 5,07% da massa mostrando que cerca
de 95% das folhas frescas da planta Aloe arborescens Mill ¢ constituida de agua e substancias
volateis. A Figura 10 mostra os valores médios das massas obtidas para os 11 extratos

preparados com 10g de folhas desidratadas.

Figura 10 - Grafico dos rendimentos médios dos 11 extratos obtidos com 10g de folhas
desidratadas da Aloe arborescens Mil seguindo o planejamento experimental.
*corresponde a 16,67%; **corresponde a 66,67% do solvente.
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Na figura podemos observar que o maior rendimento dos extratos foi obtido
com os solventes extratores diclorometano (2) e a mistura etanol:diclorometano (4) (v:v)
misturados na mesma propor¢do ¢ agua pura. Uma observacdo interessante na comparagiao
entre os rendimentos foi que na extragdo com as folhas frescas obteve-se maior rendimento
médio no extrato 1 preparado em etanol (1,645g) e baixo rendimento no extrato 2 com
diclorometano puro (0,685g). Na extragdo com as folhas desidratadas, obteve-se o contrario,
ou seja, baixo rendimento médio no extrato 1 com etanol como solvente (0,403g) e alto

rendimento médio no extrato 2 com diclorometano puro (1,183g).
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4.2 RESULTADOS DOS TESTES BIOLOGICOS

A Figura 11 mostra os resultados das médias dos testes das eficacias e da
inibi¢do da postura das fémeas do carrapato bovino nos testes biologicos realizados com os 10
extratos obtidos com as folhas frescas da planta seguindo o planejamento mostrado na tabela 1
e com o extrato aquoso (extrato 11). Podemos observar na Figura que os extratos 1, 4 ¢ 8
apresentaram maiores valores de eficacia mostrando serem mais indicados no controle do

carrapato bovino Rhipicephalus (Boopholus) microplus.

Figura 11 - Grafico das eficacias realizado com os extratos obtidos das folhas frescas da
planta mostrando maior eficacia no controle do carrapato bovino e maior inibi¢ao
da postura com os extratos: 1 (etanol puro), 4 (etanol:diclorometano) 1:1 v/v e 8
(etanol:diclorometano:acetona) 4:1:1 v/v/v.

I % Eficacia folhas frescas
I % Inibicao da postura

Eficacia (%)

Ext.1 Ext.2 Ext.3 Ext4 Ext5 Ext.6 Ext7 Ext8 Ext9 Ext.10 Ext.11

A Figura 12 mostra os resultados das médias das eficacias e da inibi¢do da
postura das fémeas do carrapato bovino nos testes biologicos com os 10 extratos obtidos com
as folhas desidratadas. Podemos observar na Figura que os extratos 1, 4 ¢ 8 também
apresentaram maiores valores de eficacia mostrando serem mais indicados no controle do

carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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Figura 12 - Grafico das eficacias realizado com os extratos obtidos das folhas desidratadas da
planta mostrando maior eficacia no controle do carrapato bovino e maior inibigao
da postura com os extratos: 1 (etanol puro), 4 (etanol:diclorometano) 1:1 v/v e 8
(etanol:diclorometano:acetona) 4:1:1 v/v/v.

I % Eficacia folhas desidratadas
I % inibicao da postura

Eficacia (%)

Ext.1 Ext.2 Ext.3 Ext4 Ext5 Ext.6 Ext.7 Ext.8 Ext9 Ext.10 Ext.11

4.3 RESULTADOS DA ANALISE POR FTIR

Uma das etapas deste trabalho teve como objetivo fazer estudos exploratdrios
dos dados espectrais dos extratos brutos obtidos por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier. Os extratos das folhas frescas da Aloe arborescens Mill, preparados
de acordo com o planejamento mostrado na Tabela 1 e o extrato aquoso foram analisados por
FTIR e os espectros foram submetidos a andlises quimiométrica. A Figura 13 mostra os

espectros dos 11 extratos registrados na regido entre 4000-400 cm™.
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Figura 13 - Espectro no infravermelho dos 11 extratos brutos obtidos das folhas frescas da
Aloe arborescens Mill de acordo com o planejamento experimental centroide

simplex.
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Os valores de absorvancia foram colocados em uma matriz 11 x 1866 (11
amostras/1866 varidveis/absorbancias) e submetidos a analise de componentes principais
(ACP). A Figura 14 mostra o grafico dos escores da CP2 com a CP3. Neste grafico ¢ possivel
observar a formagao de seis grupos, o grupo I ¢ formado pelas amostras 1, 4, 5, 6 € 7; o grupo
IT formado pela amostra 11 (extrato aquoso); o grupo III formado pela amostra 2; o grupo IV
formado pelas amostras 8 e 10; o grupo V formado pela amostra 9 e o grupo VI ¢ formado pela
amostra 3. As trés primeiras componentes principais explicam 98,02% da variancia total
contida nos dados.

A CP2 ¢ capaz de discriminar com 7,74% de variancia os grupos L, II, III e

VI, localizados na regido positiva, dos grupos IV e V localizados na parte negativa da CP2. A

CP3 com apenas 2,19% de variancia consegue discriminar todos os grupos.



47

Figura 14 - Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos dados espectroscopicos dos 11 extratos

das folhas frescas obtidos por FTIR mostrando a separacdo de 6 grupos.
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O grafico dos valores dos loadings das CP2 e CP3 esta apresentado na Figura
15. Nesta figura podemos verificar e discriminar os nimeros de onda que implicam a distancia

entre os grupos mostrados no grafico dos escores.]

Figura 15 - Grafico dos loadings das CP2 e CP3 para as 11 amostras dos extratos das folhas
frescas analisadas por FTIR.
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Os grupos IV e V localizados na parte negativa da CP2 no grafico dos
escores sao mais influenciados pelas variaveis que apresentam valores de loadings negativos
na CP2 no grafico dos loadings. As regides do espectro que caracterizam essas amostras sao 0s
nameros de onda de 1542 ¢ 2363. A banda presente na regido C, em torno de 1542 cm™ pode
indicar a presenca de estiramento de C=C em compostos arométicos (1620-1450 cm™) ¢ a
banda observada na regido em torno de 2363 cm™ ¢ caracteristica de aminas terciarias (2700 e
2250 cm™) que absorvem em comprimento de onda maiores do que as aminas primarias e
secundarias®.

Os grupos I e VI localizados na parte negativa da CP3 no grafico dos
escores sao influenciados pelas varidveis que apresentam valores de loadings negativos na CP3
no grafico dos loadings, as regides do espectro que caracterizam essas amostras sao 0s
nimeros de onda de 732, 916, 988, 1054, 1147, 1193 e 3412. As bandas presentes nestas
regides indicam a presenca de vibragdes correspondente ao estiramento de t-butila (1310-650
cm™), vibragdes de deformacio angular de N-H de lactamas (800-666 cm™) ou de vibragdes de
deformagdo angular fora do plano de C-H de hidrocarbonetos aromaticos polinucleados (900-
675 cm’), as deformagdes em fase fora do plano dos atomos de hidrogénio adjacentes dos
anéis aromaticos sio fortemente acoplados entre si’’. Sdo também compativeis com
deformacio axial assimétrica de C-O de éteres que apresentam bandas entre 1075 e 1020 cm™,
também sdo bandas caracteristicas de estiramento de C-O de alcoodis e fenois (1230-1000 cm”
Y, éteres (1150-1070 cm™) e éster (1275-1020 cm™) podendo ainda ter contribui¢io de
deformagcdes angulares C-H em alcanos (1310-1175 cm™).

A banda observada em torno de 3412 cm™ pode ser proveniente de vibracdes
de deformagdo axial de O-H presente em fendis que apresenta uma banda larga em torno de
3400 cm™ ou ainda proveniente de vibragdes de deformagdo axial de N-H, as aminas primarias
e secundarias mostram, em solugdo diluida, duas bandas de absor¢do fracas, a primeira em
3500 cm™ e a outra em 3400 cm’, que correspondem aos modos de deformagio axial
assimétrica e simétrica N-H livre®,

Os grupos II e III localizados nas partes positivas dos fatores 2 e 3 no grafico
dos escores sdo influenciados pelas varidaveis que apresentam valores de loadings positivos na
CP2 e CP3. As regides do espectro que caracterizam essas amostras sao os numeros de onda de
665, 764, 1081, 1225, 1414, 1552, 1742, 2357, 2845, 2850 ¢ 3412 cm™. A banda em torno de
1225 cm™ pode ser proveniente de acidos (1320-1210 cm™) podendo ainda ter contribuigdo de
deformagdes angulares C-H em alcanos (1310-1175 cm™). A banda de absorgdo observada na

regido de 1414 e 1552 cm™ ¢ proveniente de uma vibra¢io de deformacio angular N-H em
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amidas primérias (1650-1515 cm™), imidas (1496-1445 c¢m™), podendo ainda ter contribuico
de absor¢des de estiramento do grupo carbonila em amidas substituidas (1540 cm™),
estiramento do grupo C-N em alquilaminas (1690-1470 cm™). As bandas presentes na regido
D, em torno de 2845 e 2850 cm™ sdo compativeis com o estiramento de Csp® —H em alcanos e
aminas primérias (3000-2800 cm™) provenientes das deformagdes axiais assimétricas e
simétricas do grupo N-H,.

O resultado da analise hierarquica (AH) concordou com aquele obtido pelo
grafico dos escores. O dendrograma obtido esta apresentado na Figura 16.

Os extratos das folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill, também foram
analisados por FTIR e os dados obtidos foram submetidos a analises quimiométrica. A Figura
17 mostra os espectros dos 11 extratos das folhas desidratadas registrados na regido entre

4000-400 cm™.

Figura 16 - Dendrograma obtido baseado nos dados dos espectros FTIR dos extratos brutos
obtidos das folhas frescas da Aloe arborescens Mill de acordo com o
planejamento experimental.
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Figura 17 - Espectro no infravermelho dos 11 extratos brutos obtidos das folhas desidratadas
da Aloe arborescens Mill de acordo com o planejamento experimental centroide

simplex.
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As quatro primeiras componentes principais (CP) explicam 99,1% da
variancia total contida nos dados. Uma melhor descricdo dos grupos pode ser verificada na
projecao da CP3 com a CP4 no grafico dos escores, como mostra a Figura 18.

Neste grafico ¢ possivel observar a formacao de sete grupos, sendo que o
grupo | ¢ formado pela amostra 8; o grupo II formado pela amostra 4; o grupo III formado
pela amostra 2; o grupo IV formado pelas amostras 9; o grupo V formado pelas amostras 3, 6 e
10; o grupo VI formado pelas amostras 1, 5 ¢ 7 e o grupo VII ¢ formado pela amostra
11(extrato aquoso). A CP3 com 3,10% de variancia ¢ capaz de discriminar os grupos VI e VII,
localizados na regido positiva, dos grupos I, II, III, IV e V localizados na parte negativa no
gréafico dos escores. A CP4 com apenas 0,62% de variancia consegue discriminar os grupos III,
IV e VI localizados na regido positiva, dos demais grupos que estdo localizados na parte

negativa da CP4 no grafico dos escores.
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Figura 18 - Grafico dos escores das CP3 e CP4 dos dados espectroscopicos dos 11 extratos
das folhas desidratadas obtidos por FTIR mostrando a separacdo de 7 grupos.
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O grafico dos valores dos loadings das CP3 e CP4 esta apresentado na Figura
19, onde pode ser verificado e discriminado os nimeros de onda que implicam a distancia
entre os grupos mostrados no grafico dos escores. Os grupos I, II, III, IV e V localizados na
parte negativa da CP3 no grafico dos escores sdo mais influenciados pelas varidveis que
apresentam valores de loadings negativos na CP3 no grafico dos loadings. As regides do
espectro que caracterizam essas amostras sdo os numeros de onda de 734, 1160, 1537, 1654,
1742, 2365 € 3469 cm’'.

Os grupos VI e VII localizados na parte positiva da CP3 no grafico dos
escores sdo influenciados pelas varidveis que apresentam valores de loadings positivo na CP3
no grafico dos loadings. As regides do espectro que caracterizam essas amostras sdo 0s
nameros de onda de 764 ¢ 3280 cm™. Os grupos III, IV ¢ VI localizados nas partes positivas da
CP4 no grafico dos escores sdo influenciados pelas variaveis que apresentam valores de
loadings positivos na CP4 no grafico dos loadings, as regides do espectro que caracterizam
estas amostras sio os niimeros de onda de 1395, 1616 e 3426 cm™ e os grupos I, V e VII
localizados na regido negativa da CP4 sdo mais influenciados pelas varidveis que apresentam
valores de loadings negativos na CP4 no grafico dos loadings, as regides do espectro que

caracterizam estas amostras sdo os nimeros de onda de 764, 1226, 2844 ¢ 2914 em’
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Figura 19 - Gréafico dos loadings das CP2 e CP3 para as 11 amostras dos extratos das folhas
desidratadas analisadas por FTIR.
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O resultado da analise hierarquica (AH) concordou com aquele obtido pelo

grafico dos escores, o dendrograma obtido estéd representado na Figura 20.

Figura 20 - Dendrograma obtido baseado nos dados dos espectros FTIR dos extratos obtidos
das folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill de acordo com o planejamento

experimental.
25 T
20
©
o
®
O
= 15
O
=0
1N
@
8 10
«©
+—
N2
)]
)
4K—NI
L |m |wn v v ’_|_—“*
0

Ext8 Bdd4 E42 ext11 B410 ExtB Ex3 B48 Bd7 EBEdd Esti



53

4.4 RESULTADOS DA CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) DOS EXTRATOS

DAS FOLHAS FRESCAS.

Outra etapa do trabalho realizado teve como objetivo comparar a influéncia
da composi¢ao do meio extrator (solvente) e da fase movel na qualidade da impressao digital
cromatografica dos metabdlitos secundarios da planta Aloe arborescens Mill. Desta forma, a
fim de se obter o perfil cromatografico com maior nimero de picos e investigar possiveis
discriminacdes na composi¢do quimica, os extratos obtidos com as folhas frescas foram
submetidos as analises cromatograficas.

Nas andlises cromatograficas, a técnica utilizada foi a cromatografia em fase
reversa utilizando se 4gua como eluente em todas as fases moveis testadas. Foram testadas trés
fases moveis de forcas cromatograficas diferentes, como mostradas na Tabela 2.

Foi utilizado metanol e acetonitrila como modificadores organicos. Com
base em dados da literatura, foi possivel calcular a for¢a dos solventes das fases testadas,

Equacao 6.

S ZZSiX¢i Eq. 6

onde XS; representa a somatéria do produto da for¢a do solvente puro, Agua

(S; = 0), metanol (S; = 3,0), acetonitrila (S; = 3,1) ¢ @; = fracdo de volume do solvente®.

O monitoramento foi feito nos comprimentos de onda de 210, 240 ¢ 254 nm

nas trés fases investigadas, obtendo se o numero de picos como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Numero de picos para os extratos do planejamento nas trés fases moveis estudadas
e nos trés comprimentos de onda monitorados.

FM A FM B FM C

A (nm) 210 240 254 210 240 254 210 240 254
Ext.1 21 6 3 31 11 28 31 31 30
Ext.2 12 19 27 28 37 17 26 28 18
Ext.3 23 13 13 15 19 13 20 8 13
Ext.4 6 12 11 17 25 17 23 14 21
Ext.5 9 13 15 18 21 8 22 25 22
Ext.6 9 10 16 18 13 11 13 18 16
Ext.7 16 17 13 19 28 10 13 24 23
Ext.8 11 14 15 18 22 13 17 14 26
Ext.9 15 15 14 17 23 9 12 16 16
Ext.10 15 7 16 16 8 16 10 15
Ext.11 8 23 9 17 28 11 15 10 13

Neste trabalho para aplicagdo dos métodos quimiométricos, foi considerando
0 monitoramento em 254 nm com a fase mével C (H,O 68% e ACN 32%) por apresentar
melhores resultados, ou seja, maior nimero de picos. Apesar de as andlises terem sido feitas
com tempo de elui¢do de 40 minutos, as informacgdes foram todas obtidas nos primeiros 20
minutos de corrida. O extrato aquoso, por ndo se ajustar ao planejamento, foi tratado
separadamente dos outros extratos, sendo que na analise do extrato aquoso com a Fase Movel
A (H2O 61,5% e MeOH 38,5%) obteve-se 9 picos, com a Fase Movel B (H,O 65% + MeOH
17,5% + ACN 17,5%) obteve-se 11 picos e com a Fase Movel C (H,O 68% + ACN 32%)
obteve-se 13 picos.

Analisando o niimero de picos obtidos durante as analises cromatograficas
com as trés fases modveis, observa-se que a maior quantidade de nimero de picos obtidos
ocorreu com a fase moével C para todos os extratos analisados mostrando que com esta fase
ocorreu melhor separacao dos compostos quimicos presente nos extratos. A Figura 21 mostra
os cromatogramas das 11 amostras dos extratos brutos obtidos das folhas frescas da Aloe

arborescens Mill com a fase mével C monitorada em 254 nm.
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Figura 21 - Cromatogramas das 11 amostras dos estratos bruto das folhas frescas da planta
Aloe arborescens Mill obtido nas analises por HPLC utilizando-se a fase movel
C, (H20 68% e ACN 32%) monitoradas no comprimento de onda de 254 nm.
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Observa-se no cromatograma a influéncia da composicao do sistema extrator
na concentra¢ao dos compostos quimicos, principalmente nos tempos de retengao proximos a
2,08; 2,16; 2,29; 2,63; 3,67 e 4,95 minutos, ou seja, os mais polares.

A Figura mostra também que a intensidade dos picos cromatograficos
depende da composi¢ao do solvente extrator.

Os dados originais obtidos destes cromatogramas foram transformados em
matriz de dimensdo 11 X 4801 (11 amostras/cromatograma por 4801 varidveis/alturas dos
picos), correspondendo ao tempo de retencdo de 40 minutos. Essa matriz foi entdo submetida
ao pré-processamento para minimizar as variagdes causadas pela quantidade de amostras
injetada e em seguida submetida a analise de componentes principais.

As trés primeiras componentes principais (CP) explicam 93,25 % da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 68,23% da variancia, a

melhor discriminacao dos grupos pode ser verificada na proje¢ao das CP2 e CP3, Figura 22.
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Figura 22 - Gréafico dos escores das CP2 e CP3 dos dados cromatograficos das 11 amostras
dos extratos das folhas frescas da Aloe arborescens Mill mostrando a separagdo
das amostras em trés grupos.
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A CP2 consegue discriminar com apenas 16% de varidncia os grupos I, 11
localizados na regiao positiva, do grupo III que esta localizado na regido negativa da CP2 no
grafico dos escores. A CP3 com apenas 9,01% de variancia consegue discriminar os grupos II
e III localizados na regido positiva e em torno do zero do grupo I, localizado na regido mais
negativa da CP3 no grafico dos escores.

O grupo I ¢ formado apenas pelo extrato obtido com etanol puro (extrato 1),
o grupo II contém os extratos obtidos com diclorometano puro (extrato 2) e o extrato aquoso
(extrato 11); o grupo III contém o extrato com acetona pura (extrato 3), misturas binarias de
etanol e diclorometano (extrato 4), etanol e acetona (extrato 5), diclorometano e acetona
(extrato 6), o ponto central com mesmas quantidade de etanol, diclorometano e acetona
(extrato 7) e as outras misturas terciarias do planejamento (extratos 8, 9 e 10). As Figuras 23,

24 e 25 mostram os cromatogramas das amostras dos grupos I, II e III.
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Figura 23 - Cromatograma das amostras do grupo I discriminado na CP3, obtido nas analises
por CLAE utilizando-se a fase mével C (H2O 68% e ACN 32%), monitoradas no
comprimento de onda de 254 nm.
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Figura 24 - Cromatograma das amostras do grupo II discriminado na CP2, obtido nas analises
por CLAE utilizando-se a fase mével C (H,O 68% ¢ ACN 32%), monitoradas no
comprimento de onda de 254 nm.

3500
2,08
| Grupo Il
3000 4 Ext. 2
T Ext. 11
2500
2000
q) -1
8
T 1500
@
2 ]
[3]
E 1000 - 3,18 3,53
500 — 4,06
0 A\
500 44— ®+—"7—-"-+—"F-—-"-+—"FT—""—"FT"—""—"7T"—""—7—"—7—"—
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0

Tempo eluigdo, min.



58

Figura 25 - Cromatograma das amostras do grupo IIl discriminado na CP2, obtido nas
analises por CLAE utilizando-se a fase mével C (H,O 68% e ACN 32%),
monitoradas no comprimento de onda de 254 nm.
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O gréfico dos valores dos loadings dos fatores 2 e 3 esta apresentado na

Figura 26. Esta Figura mostra que os valores dos loadings da CP2 sdo praticamente positivos

com excec¢do do pico em 3,63 minutos. Isto implica que o grupo III, tem maior concentragao

de espécies com tempo de retencao em torno de 3,63 min.

Os grupos I e II localizados na regido positiva da CP2 no grafico dos escores

sdo mais influenciados pelas varidveis que apresentam valores de loadings positivos na CP2,

ou seja, com tempos de retengdo em torno de 2,08; 3,23 e 3,52 minutos. O Grupo I localizado

na regido negativa do fator 3 no grafico dos escores, ¢ mais influenciada pelas variaveis que

apresentam valores de loadings negativos na CP3 no grafico dos loadings, os valores

correspondem as substancias com tempo de retengdo em torno de 2,33, 4,89 e 6,47 minutos.

Os loadings da CP3 mostram uma forte influéncia nos tempos de elui¢ao de 2,33 e 4,89

minutos na discriminacao dos grupos I, II e III.
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Figura 26 - Grafico dos loadings dos fatores II e III para as 11 amostras dos extratos das
folhas frescas da planta Aloe arborescens Mill obtido por CLAE com a Fase
Movel C (H20 68% e ACN 32%).
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Os espectros UV das amostras 1, 4 e 8 foram extraidos dos cromatogramas
dos extratos das folhas frescas analisados com a Fase Mdével C (H,O 68% e ACN 32%) ,
foram normalizados e submetidas & ACP para verificar a variedade de grupos de moléculas
presentes em cada extrato. A amostra 1 obteve-se 30 picos, cada pico formado por espectro
com varredura feita em comprimentos de onda de 190 até¢ 800 nm, desta forma, na anélise do
extrato 1 obteve-se uma matriz de 30 x 800 (30 picos, cada um com informagdes sobre a
absorbancia em comprimentos de onda de 190 até 800 nm). A Figura 27 mostra o grafico dos
escores da CP2 e CP3 para os 30 espectros obtidos dos 30 picos na andlise cromatografica por

CLAE da amostra do extrato 1 do planejamento centroide simplex e a separacao de 12 grupos.
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Figura 27 - Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos espectros da amostra 1 dos extratos das
folhas frescas da Aloe arborescens Mill obtido por CLAE com a Fase Movel C
(H20 68% e ACN 28%) mostrando a formacao de 10 grupos.

0.2
fl
12 14 v
[s]
| T34 gy
o1k o X
1 7 B 1cl>3 2
[ [s} D ?
2
o b 13 AN PN
Lk 9{ Lo ! i 5
Il &
s XI vt

é) [
al %h VIII

02} 9 IX
X

03t

CP3

1]
04}

05 : : - : :
0.0 0.2 04 0.6 0.8 10 12

CP2

A Figura 28 mostra o grafico dos loadings da CP2 X CP3 para os espectros
obtidos na analise por HPLC do extrato 1 das folhas frescas. Na figura podemos observar que
os espectros do extrato 1 que possuem valores mais positivos de loadings na CP3 sdo os
espectros dos grupos I, I, IV, V, XI e XII e os espectros que possuem valores de loadings
mais negativos na CP3 sdo os espectros dos grupos III, VIII, IX e X. Na CP3 as bandas mais

importantes apresentam maximos em torno de 260 ¢ 306 nm.
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Figura 28 - Grafico dos loadings dos fatores II e III para os espectros da amostra 1 dos
extratos brutos das folhas frescas da Aloe arborescens mill obtido por CLAE com
a Fase Mdével C (H,068% e ACN 32%).
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Na Figura 29 podemos observar os graficos dos espectros dos 12 grupos de

compostos quimicos presentes no extrato 1 obtido das folhas frescas da planta.

Figura 29 - Graficos dos 12 grupos de espectros dos picos obtidos da analise do extrato 1 das
folhas frescas por CLAE no comprimento de onda de 200 a 500 nm.
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O resultado da analise hierarquica (AH) concordou com aquele obtido pelo

grafico dos escores, o dendrograma obtido com os 10 esté representado na Figura 30.

Figura 30 - Dendrograma obtido com os dados dos espectros do extrato 1 das folhas frescas
analisado por CLAE com a Fase Mdvel C (H,O 68% e ACN 32%) mostrando a
formagdo de 12 grupos.
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Na andlise cromatografica por CLAE do extrato 4 do planejamento centrdide
simplex, obteve-se 21 picos e uma matriz 21 X 800 (21 picos, cada um com informacgdes sobre
a absorbancia em comprimentos de onda de 190 até 800 nm). A Figura 31 mostra o grafico dos
escores das CP2 e CP3 para os 21 espectros obtidos dos 21 picos na andlise por CLAE da
amostra do extrato 4 das folhas frescas e a separacdo de 10 grupos.

A CP2, com apenas 11,58% de variancia, consegue discriminar os grupos 1V,
V, VI, VII, IX e X, localizados na regido positiva da CP2, do grupo VIII localizado na regido
negativa da CP2 no grafico dos escores. A CP3 consegue discriminar com apenas 1,78% da
variancia, os grupos III, V, VIII, IX e X localizados na regido positiva da CP3, dos grupos I, II,
IV e VI localizados na regido negativa da CP3 no grafico dos escores.

A Figura 32 mostra o grafico dos loadings das CP2 e CP3 para os espectros
obtidos na andlise por CLAE do extrato 4 das folhas frescas. Na Figura podemos observar que
na CP2 as bandas com maximo em 225 e¢ 300 nm discrimina o grupo VIII dos demais grupos,
enquanto que na CP3, mais negativo maior a contribui¢do das bandas com maximo em 260 e

340 nm e na regido positiva 249 e 282 nm.
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Figura 31 - Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos espectros da amostra 4 dos extratos das
folhas frescas da Aloe arborescens Mill obtido por CLAE com a Fase Movel C
(H,068% e ACN 32%) mostrando a formagao de 10 grupos.
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Figura 32 - Grafico dos loadings das CP2 e CP3 para os espectros da amostra 4 dos extratos
das folhas frescas da obtidos por CLAE com a Fase Movel C (H,O 68% e ACN

32%).
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Na Figura 33 podemos observar os graficos dos espectros dos grupos de

compostos quimicos presentes no extrato 4 obtido da planta Aloe arborescens Mill.

Figura 33 - Graficos dos 10 grupos de espectros dos picos obtidos da analise do extrato 4 das
folhas frescas com CLAE no comprimento de onda de 200 a 500 nm.
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O resultado da anélise hierarquica concordou com aquele obtido pelo grafico
dos escores da CP2 e CP3, o dendrograma obtido com os 10 grupos estd representado na

Figura 34.
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Figura 34 - Dendrograma obtido com os espectros do extrato 4 analisado por CLAE com a
Fase Movel C (H,O 68% e ACN 32%) mostrando a formagdo de 10 grupos

diferentes.
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Na andlise cromatografica por CLAE do extrato 8 das folhas, obteve-se 26

picos e uma matriz 26 X 800 (26 picos, cada um com informagdes sobre a absorbancia em
comprimentos de onda de 190 até 800 nm). A Figura 35 mostra o grafico dos escores da CP2 e
CP3 para os 26 espectros obtidos dos 26 picos na andlise por CLAE da amostra do extrato 8 a

separacgdo de 9 grupos (13 % da variancia total).

Figura 35 - Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos espectros da amostra 8 dos extratos das
folhas frescas da Aloe arborescens Mill obtido por CLAE com a Fase Mdvel C
(H20 68% e ACN 32%), mostrando a formagao de 10 grupos.
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A Figura 36 mostra o grafico dos loadings da CP2 e CP3 para os espectros
obtidos na analise por CLAE do extrato 8. Na Figura podemos observar que os espectros do
extrato 8 que possuem valores de loadings mais positivos na CP2 sdo os espectros dos grupos
I, IV, V, VI, VII, IX e X e os espectros que possuem valores mais negativos de loadings na
CP2 sao os espectros dos grupos I e II. Na CP3, os espectros do extrato 8 que possuem valores
mais positivos de loadings sdo os espectros dos grupos II, III e IV e os espectros que possuem

valores mais negativos de loadings na CP3 sdo os espectros dos grupos I, VI, VII, VIII, IX e X.

Figura 36 - Grafico dos loadings dos fatores IIl e IV para os espectros da amostra 8 dos
extratos das folhas frescas obtido por CLAE com a Fase Movel C (H,O 68% e
ACN 32%).
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Na Figura 37 podemos observar os graficos dos espectros dos 10 grupos de

compostos quimicos presentes no extrato 8 obtido da planta Aloe arborescens Mill.
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Figura 37 - Graficos dos 10 grupos de espectros dos picos obtidos da analise do extrato 8 por
CLAE no comprimento de onda de 200 a 500 nm.
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O resultado da analise hierarquica concordou com aquele obtido pelo grafico
dos escores da CP3 e CP4, o dendrograma obtido com os 14 grupos estd representado na

Figura 38.

Figura 38 - Dendrograma obtido com os espectros do extrato 8 das folhas frescas analisado
por CLAE com a Fase Mdvel C (H,O 68% e ACN 28%) mostrando a formagdo
de 10 grupos diferentes.
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4.5 RESULTADOS DA CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) DOS EXTRATOS

DAS FOLHAS DESIDRATADAS.

Nesta etapa do trabalho foram realizadas analises cromatograficas com as
amostras dos extratos obtidos com as folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill. Nestas
analises foi testada apenas a fase movel C (H,O 68% e CH3CN 32%) de forga cromatografica
0,99. O monitoramento também foi feito nos comprimentos de onda de 210, 240 e 254 nm,
obtendo se os nimeros de picos como mostra a Figura 39.

Analisando o nimero de picos obtidos durante as analises cromatograficas
com a fase movel C, observa-se que a maior quantidade de nimero de picos obtidos ocorreu
com o extrato aquoso (extrato 11), o contrario da analise dos extratos frescos o qual o extrato

aquoso apresentou apenas 13 picos.

Figura 39 - Numero de picos obtidos na analise cromatografica dos 11 extratos das folhas
desidratadas. *corresponde a 16,67%; **corresponde a 66,67% do solvente.
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A Figura 40 mostra os cromatogramas das 11 amostras dos extratos brutos
obtidos das folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill com a fase mdovel C monitorada em
210 nm.
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Figura 40 - Cromatogramas das 11 amostras dos estratos das folhas desidratadas da planta
Aloe arborescens Mill obtido nas analises por CLAE utilizando-se a fase movel C
(H20 68% e ACN 32%), monitoradas no comprimento de onda de 210 nm.
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Para aplicagio dos métodos quimiométricos, foi considerando o
monitoramento feito em 210 nm com a fase C por apresentar melhores resultados, ou seja,
maior numero de picos. Os dados originais obtidos destes cromatogramas foram transformados
em matriz de dimensdo 11 X 4801 (11 amostras/cromatograma por 4801 variaveis/alturas dos
picos), correspondendo ao tempo de retengdo de 30 minutos, o qual ndo se obteve informagdes
relevantes apos 20 minutos de eluicdo. Essa matriz foi entdo submetida ao pré-processamento
por comprimento de vetor para minimizar as variagdes causadas pela quantidade de amostras
injetada e em seguida submetida a anélise de componentes principais.

As quatro primeiras componentes principais (CP) explicam 86,67 % da
variancia total contida nos dados e embora a CP1 explique sozinha 58,96% da variancia, a
melhor discriminagdo dos grupos pode ser verificada na projecao das CP3 (8,5 % da variancia)
e CP4 (7,48 % da variancia), Figura 41.

Neste grafico ¢ possivel observar a formacdo de seis grupos, o grupo I ¢
formado pela amostra 2; o grupo II formado pela amostra 11(aquoso); o grupo III formado
pelas amostras 6 e 7; o grupo IV formado pelas amostras 3, 9 ¢ 10; o grupo V formado pelas
amostras 4, 5 € 8; o e o grupo VI formado pela amostra 1.

O grupo I ¢ formado apenas pelo extrato obtido com diclorometano puro; o

grupo II contém o extrato aquoso; o grupo VI ¢ formado pelos extratos obtidos com etanol
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pura; o grupo III contém os extratos obtidos com misturas binarias de diclorometano e acetona
e misturas terndrias de etanol, diclorometano e acetona; o grupo IV e formado pelos extratos
com acetona pura, mistura terndrias de etanol, diclorometano e acetona; o grupo V e formado

pelos extratos com etanol e diclorometano, diclorometano e acetona mistura ternaria dos trés.

Figura 41 - Grafico dos escores das CP3 e CP4 dos dados cromatograficos das 11 amostras
dos extratos das folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill mostrando a
separacao das amostras em 6 grupos.
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As Figuras 42, 43, 44, 45, 46 e 47 mostram os cromatogramas das amostras

dos grupos I, I, III, IV, V e VL.
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Figura 42 - Cromatograma das amostras do grupo I discriminado na CP3, obtido nas analises
por CLAE utilizando-se a fase mével C (H,O 68% e ACN 32%), monitoradas no
comprimento de onda de 210 nm.
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Figura 43 - Cromatograma das amostras do grupo II discriminado na CP3, obtido nas analises
por CLAE utilizando-se a fase mével C (H,O 68% e ACN 32%), monitoradas no
comprimento de onda de 210 nm.
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Figura 44 - Cromatograma das amostras do grupo IIl discriminado na CP3, obtido nas
analises por CLAE utilizando-se a fase mével C (H,O 68% e ACN 32%),
monitoradas no comprimento de onda de 210 nm.
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Figura 45 - Cromatograma das amostras do grupo IV discriminado na CP3, obtido nas
analises por CLAE utilizando-se a fase mével C (H,O 68% e ACN 32%),
monitoradas no comprimento de onda de 210 nm.
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Figura 46 - Cromatograma das amostras do grupo V discriminado na CP3, obtido nas analises
por CLAE utilizando-se a fase mével C (H,O 68% e ACN 32%), monitoradas no

comprimento de onda de 210 nm.
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Figura 47 - Cromatograma das amostras do grupo VI discriminado na CP3, obtido nas
analises por CLAE utilizando-se a fase moével C (H,O 68% e ACN 32%),
monitoradas no comprimento de onda de 210 nm.
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O grafico dos valores dos loadings das CP3 e CP4 esta apresentado na Figura
48, os grupos I e III localizados na regido negativa da CP3 no grafico dos escores, sdo mais
influenciados pelas varidveis que apresentam valores de loadings negativos na CP3 no grafico
dos loadings, os valores mais altos correspondem as substancias com tempos de retengdo em
torno de 2,03; 3,19; 3,52 e 14,95 minutos. Os grupos II, IV, V, VI e VII localizado na regido
positiva da CP3 no grafico dos escores, ¢ mais influenciada pelas varidveis que apresentam
valores de loadings positivos na CP3 no grafico dos loadings, os valores correspondem as

substancias com tempo de retengdo em torno de 2,35 e 11,43 minutos.

Figura 48 - Grafico dos loadings das CP3 e CP4 para os espectros da amostra 8 dos extratos
das folhas frescas obtido por CLAE com a Fase Movel C (H,O 68% e ACN
32%).
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Os espectros das amostras 1, 4 ¢ 8 dos extratos desidratados também foram
extraidos dos cromatogramas e colocados na forma de matriz. Os dados foram analisados e
submetidos a ACP para verificar a variedade de moléculas presentes nestes extratos. Na
amostra 1 obteve-se 24 picos, cada pico formado por espectro com varredura feita em
comprimentos de onda de 190 até 800 nm, desta forma, na andlise do extrato 1 obteve-se uma
matriz de 24 x 800 (24 picos, cada um com informagdes sobre a absorbancia em comprimentos

de onda de 190 até 800 nm).
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A Figura 49 mostra o grafico dos escores da CP2 e CP3 para os 24 espectros
obtidos dos 24 picos na analise cromatografica por CLAE da amostra do extrato 1 e a
separacdo de 15 grupos. As trés primeiras componentes principais explicam 93,11% da

variancia contida nos dados.

Figura 49 - Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos espectros da amostra 1 dos extratos das
folhas frescas da Aloe arborescens Mill obtido por CLAE com a Fase Mdvel C
(H20 68% e ACN 32%) mostrando a formacao de 15 grupos.
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A Figura 50 mostra o grafico dos loadings da CP2 e CP3 para os espectros

obtidos na analise por CLAE do extrato 1 das folhas desidratadas.
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Figura 50 - Grafico dos loadings dos fatores II e IIII para os espectros da amostra 1 dos
extratos das folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill obtido por CLAE com
a Fase Mdével C (H,O 68% e ACN 32%).
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Podemos observar que os grupos IX, X, XI, XII, XIV e XV localizados na
parte negativa da CP3 no grafico dos escores (Figura 49) sdo mais influenciados pelas
varidveis que apresentam valores de loadings negativos na CP3 no grafico dos loadings. As
regides do espectro que caracterizam essas amostras sao os comprimentos de onda de 190, 254
e 310 nm. Os grupos I, II, III, IV, V, VI, VII e VII localizados na parte positiva da CP3 no
grafico dos escores sdo influenciados pelas varidveis que apresentam valores de loadings
positivos na CP3 no grafico dos loadings. As regides do espectro que caracterizam essas
amostras sdo os comprimentos de onda de 211 nm. Todos os grupos se encontram na regido
positiva da CP2 no grafico dos escores, estes grupos sdo influenciados pelos valores positivos
no grafico dos loadings, as regides do espectro que caracterizam essas amostras sdo 0s
comprimentos de onda de 226 e 285 nm.

Na Figura 51 podemos observar os graficos dos espectros dos 15 grupos de
compostos quimicos presentes no extrato 1 obtido da Aloe arborescens Mill.

O resultado da analise hierarquica concordou com aquele obtido pelo grafico

dos escores, o dendrograma obtido com os 15 grupos e esta representado na Figura 52.
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A Figura 53 mostra o grafico dos escores da CP3 e CP4 para os espectros
obtidos na analise cromatografica por CLAE da amostra do extrato 4 do planejamento e a
separacdo de 14 grupos.

As quatro primeiras componentes principais explicam 97,36% da variancia
contida nos dados, CP3 consegue discriminar com apenas 4,08% da variancia os grupos I, Il e
IIT localizados na regido negativa da CP3 no gréafico dos escores, do grupo XII localizado na
regido positiva da CP3, a CP4, com apenas 2,52% da variancia consegue discriminar os grupos
I, V, VI e XIV localizados na regido positiva da CP4 dos grupos I, VII, XIII, IX, X e XI

localizados na regido negativa da CP4 no grafico dos escores.

Figura 51 - Graficos dos 15 grupos de espectro dos picos obtidos da andlise por CLAE do
extrato 1 das folhas desidratadas no comprimento de onda 200 a 500 nm.
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Figura 52 - Dendrograma obtido com os dados espectroscopicos do extrato 1 obtido com as
folhas desidratadas de acordo com o planejamento mostrando a formagdo de 15
grupos de espectros.
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Figura 53 - Grafico dos escores das CP3 e CP4 dos espectros da amostra 4 dos extratos das
folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill obtido por HPLC com a Fase Movel
C (H20 68% e ACN 32%), mostrando a formagao de 10 grupos.

03 :
[ wly
027 VI

01} I IV g v
- %@7 vl X1l

00r = 18 19

|
=]
! v X
01 foetS gL
o o]

CP4

02t X
03t
XI
3
04t
05 : : : : :
04 02 0,0 0,2 04 05 08

CP3



79

A Figura 54 mostra o grafico dos loadings da CP3 e CP4 para os espectros
obtidos na analise por HPLC do extrato 4 das folhas desidratadas. Podemos observar que os
grupos I, II e XII localizados na parte negativa da CP3 no grafico dos escores sdo mais
influenciados pelas varidveis que apresentam valores de loadings negativos na CP3 no grafico
dos loadings. As regides do espectro que caracterizam essas amostras sao os comprimentos de
onda de 274 e 346 nm. O grupo XIII localizado na parte positiva do fator 3 no grafico dos
escores ¢ influenciado pelas variaveis que apresentam valores de loadings positivos na CP3 no
grafico dos loadings. As regides do espectro que caracterizam essas amostras sdo 0s
comprimentos de onda de 212 nm. Os grupos II, V, VI e XIV que se encontram na regido
positiva da CP4 no grafico dos escores sao influenciados pelos valores de loadings positivos
no grafico dos loadings, as regides do espectro que caracterizam essas amostras sao 0s
comprimentos de onda de 212 e 356 nm. os grupos I, VII, XIII, IX, X e XI que se encontram
na regido negativa no grafico dos escores, sdo influenciadas pelos valores de loadings
negativos no grafico dos loadings. As regides que caracterizam estas amostras sao o0s

comprimentos de onda de 205 e 237 nm.

Figura 54 - Grafico dos loadings das CP3 e CP4 para os espectros da amostra 4 dos extratos
das folhas desidratadas da planta obtido por HPLC com a Fase Moével C (H,O

68% e ACN 32%).
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Na Figura 55 podemos observar os graficos dos espectros dos 14 grupos de

compostos quimicos presentes no extrato 1 obtido da planta Aloe arborescens Mill.
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Figura 55 - Graficos dos 14 grupos de espectro dos picos obtidos da analise por HPLC do
extrato 4 das folhas desidratadas no comprimento de onda 200 a 500 nm.
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O resultado da analise hierarquica concordou com aquele obtido pelo grafico

dos escores mostrado, o dendrograma obtido com os 14 grupos e esta representado na Figura

56.

Figura 56 - Dendrograma obtido com os dados espectroscopicos do extrato 4 obtido com as
folhas desidratadas de acordo com o planejamento mostrando a formagdo de 14
grupos de espectros.
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A Figura 57 mostra o grafico dos escores da CP2 e CP3 para os espectros
obtidos na anélise cromatografica por HPLC da amostra do extrato 8 do planejamento e a
separacdo de 11 grupos. As trés primeiras componentes principais explicam 97,09% da
variancia contida nos dados, CP2 consegue discriminar com apenas 17,19% da variancia os
grupos II1, IV, V, VI, VII, VIII, IX e X localizados na regido positiva da CP2 dos grupos I, IT e
XI localizados na regido negativa da CP2 no grafico dos escores. A CP3, com apenas 2,50% da
variancia consegue discriminar os grupos II, VII, VI, V e IV localizados na regido positiva da
CP3 dos grupos VIII, IX, X, e XI localizados na regido negativa da CP3 no grafico dos

€SCores.

Figura 57 - Grafico dos escores das CP3 e CP4 dos espectros da amostra 8 dos extratos
brutos das folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill obtido por HPLC com a
Fase Movel C (H,0 68% e ACN 32%) mostrando a formagao de 11 grupos.
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A Figura 58 mostra o grafico dos loadings da CP2 e CP3 para os espectros
obtidos na andlise por HPLC do extrato 8 das folhas desidratadas.
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Figura 58 - Grafico dos loadings das CP3 e CP4 para os espectros da amostra 8 dos extratos
das folhas desidratadas da planta obtido por HPLC com a Fase Moével C (H,O

68% e ACN 32%).
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Podemos observar que os grupos II1, IV, V, VI, VII, VIII, IX e X localizados
na regido positiva da CP2 no grafico dos escores sao mais influenciados pelas varidveis que
apresentam valores de loadings positivos no grafico dos loadings. As regides do espectro que
caracterizam essas amostras sao os comprimentos de onda de 255, 297 e 358 nm. Os grupos I,
I e XI localizado na parte negativa da CP2 no grafico dos escores sdo influenciados pelas
variaveis que apresentam valores de loadings negativos na CP2 no gréafico dos loadings. As
regides do espectro que caracterizam essas amostras sao os comprimentos de onda de 206 nm.
Os grupos II, IV, V, VI e VII que se encontram na regido positiva da CP3 no grafico dos
escores sdo influenciados pelos valores de loadings positivos no grafico dos loadings, as
regioes do espectro que caracterizam essas amostras sao os comprimentos de onda de 359 nm.
Os grupos VIII, IX, X e XI que se encontram na regido negativa da CP3 no grafico dos
escores, sdo influenciadas pelos valores de loadings negativos no grafico dos loadings. As
regides que caracterizam estas amostras sao os comprimentos de onda de 235, 282 ¢ 312 nm.

Na Figura 59 podemos observar os graficos dos espectros dos 11 grupos de

compostos quimicos presentes no extrato 1 obtido da planta Aloe arborescens Mill.
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Figura 59 - Graficos dos 11 grupos de espectros dos picos obtidos da analise por HPLC do
extrato 8 das folhas desidratadas no comprimento de onda de 200 a 500 nm.

O resultado da analise hierarquica concordou com aquele obtido pelo grafico

dos escores, o dendrograma obtido com os 11 grupos e esta representado na Figura 60.

Figura 60 - Dendrograma obtido com os dados espectroscopicos do extrato 8 obtido com as
folhas desidratadas da Aloe arborescens Mill de acordo com o planejamento
experimental mostrando a formacgao de 11 grupos de espectros.
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A Figura 61 mostra a relagdo entre alguns espectros obtidos nas analises dos

extratos com as estruturas moleculares de alguns compostos descritos na literatura. Fanie e
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colaboradores™ isolaram um composto do extrato de Aloe peglerae com absorvéncias em 215,
250 e 285 nm, atribuidas a Antraquinona Aloeresina E. Ryszard

e colaboradores™ estudaram a separa¢io de complexos de taninos das folhas
de Bearberry por CLAE, onde taninos hidrolisaveis isolados apresentaram absorvancia de 300
nm e taninos condensados apresentaram absorvincia de 284 nm. Zonta e colaboradores™
isolaram seis compostos (antraquinonas) da Aloe e atribuiram as bandas de absorcao de 208,
255, 270, 297, 363 nm e 261, 269, 297, 362 nm as cromonas aloina A e B; 216, 248, 254,
297nm a aloesina; 228, 243, 252, 300 nm a aloeresina A; 205, 224, 298, 308 nm a aloenina B ¢
222,250,273, 294, 347 nm a homonataloina.

Figura 61 - Relacdo entre os espectros obtidos nas andlises dos extratos, estruturas
moleculares de alguns compostos descritos na literatura.
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Tanino

Condensado ! 156

Aloina A 5,7,10 1,3,4,8,9,10
. 1

Aloina B 2,4,6,7,8,10

3738
Okamura e colaboradores””

1solaram cromonas das folhas de Aloe vera,
uma delas apresentou bandas de absorcdo de 212, 226, 243, 252, 295 nm atribuidas ao
composto 4-o-glicosil-isoaloeresina. Estas bandas de absor¢do foram encontradas em alguns
espectros UV dos extratos sugerindo que a Aloe arborescens Mill contém as antraquinonas
aloina A e B, aloeresina A, aloeresina E, aloenina B, 4-O-Glicosil-Isoaloeresina,
homonataloina, taninos condensados e taninos hidrolisaveis.

A Figura 62 mostra os cromatogramas dos 10 extratos das folhas
desidratadas do planejamento obtidos com a fase movel C (H,O 68% e ACN 32%) e os picos
referentes aos compostos discriminados através dos espectros UV e os respectivos tempos de

eluigao.
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Figura 62 - Cromatogramas dos 10 extratos das folhas desidratadas do planejamento obtidos
com a fase movel C (H,0 68% e ACN 32%) e os picos referentes aos compostos
discriminados através dos espectros UV com os respectivos tempos de eluicio.
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4.5 TESTES DE IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Para a identificacio dos metabdlitos secundarios, alguns testes foram
realizados com o material vegetal (folhas secas) e outros com os extratos obtidos de acordo
com o planejamento experimental mostrado na tabela 2.

A Figura 63 mostra os resultados dos testes especificos para Antraquinonas
realizado com a planta desidratada e triturada, a coloragao rosa ou avermelhada indica a

presenca de Antraquinonas na amostra.

Figura 63 - Teste para identificacdo da presenga da Antraquinonas apresentando coloragdo
avermelhada.

A Figura 64 mostra os resultados dos testes para alcaldides dos 10 extratos
obtidos de acordo com o planejamento experimental e do extrato aquoso (extrato 11). O
resultado mostra a formagdo do precipitado alaranjado, principalmente no extrato 11,
confirmando a presenga de alcaloides.

A Figura 65 mostra os resultados dos testes especificos para compostos
fenolicos nos 10 extratos obtidos de acordo com o planejamento experimental e do extrato
aquoso (extrato 11). O surgimento de coloracdo verde confirma a presenga de compostos
fenodlicos nos extratos. Visualmente observa-se que os extratos 3, 4, 5, 7 e 8 apresentaram
coloracdo verde mais forte, portanto pode-se afirmar que estes extratos extraem maior

quantidade de compostos fenolicos.
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Figura 64 - Teste para identificacdao de alcaldides nos extratos da planta utilizando o reagente
de Dragendorff.

Figura 65 - Teste para identificacdo de compostos fenolicos

O teste para saponinas foi realizado com as folhas de Aloe arborescens Mill
desidratadas e trituradas. Neste teste a presenca de saponinas ¢ caracterizada pela formagdo de
espuma persistente. A Figura 66 mostra o resultado do teste, a marca azul no tubo mostra a
altura da espuma indicando a presenc¢a da Saponinas.

A Figura 67 mostra o resultado do teste especifico para flavonoides,
realizado com o material vegetal seco. A auséncia do aparecimento de coloragdo résea mostra

que nao ha flavonoides nas folhas da planta.
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Figura 66 - Teste para identificagdo de Saponinas.

Figura 67 - Teste para identificacdo de Flavonoides. O tubo contém o material vegetal seco
com raspas de magnésio e 4cido cloridrico concentrado.

A Figura 68 mostra resultado do teste especifico para taninos, realizado com

o material vegetal seco. A coloragdo verde confirma a presenca de.

Figura 68 - Teste para identificagdo de Taninos. No tubo A contém o contém o material
vegetal seco puro e no tubo B contém o material vegetal seco com FeCl; 1% em
metanol.
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5 CONCLUSAO

» Os resultados dos rendimentos dos extratos das folhas frescas e
desidratadas mostraram que existem efeitos sinérgicos entre os solventes e a d4gua presente nas
folhas, com exce¢do do diclorometano puro. O maior rendimento para o extrato com as folhas
frescas foi obtido com o etanol puro (1,645g/75g), enquanto que para o extrato das folhas
desidratadas foi a 4gua (1,294g/10g).

» Os resultados dos testes biolégicos com o carrapato bovino
Rhipicephalus (Boophilus) microplus com os extratos das folhas frescas e desidratados
mostraram que existe atividade acaricida, diminuindo a ovoposicao das fémeas e a eclosao
dos ovos. Nao houve diferenca significativa nos resultados da atividade acaricida,
independente do estado da planta, fresca ou desidratada. Os extratos que apresentaram
melhores resultados em termos de eficicia foram os extratos 1, 4 ¢ 8§ com etanol puro , a
mistura bindria ET-DC (1:1) (v/v) e a mistura ternaria ET*-DC-AC (4:1:1)(v/v/v)
respectivamente. Estes resultados mostraram que a planta Aloe arborescens Mill pode ser
utilizada no controle do carrapato bovino, diminuindo os custos e o risco de contaminagao dos
alimentos ¢ do meio ambiente. No entanto sugere-se que sejam feitos mais estudos das
eficacias e estabilidade dos extratos e testes in Vvivo.

» Nas analises dos extratos por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier foi possivel tragar o perfil dos diferentes extratos, identificando
qualitativamente os grupos funcionais que diferenciam os extratos quanto a sua composi¢ao quimica.
A forte banda observada em torno de 3412 cm™ encontrada em todos os extratos indica a presenca de
compostos fendlicos e polissacarideos.

» Com a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel diferenciar a
composi¢ao do solvente com a diversidade metabdlitos tanto para os extratos da planta fresca
quanto da desidratada, a melhor fase movel foi HyO:ACN(68:32, %V/V), monitorados em 254
nm e 210 nm, respectivamente. O extrato com a planta fresca que apresentou maior nimero de
metabolitos foi preparado em etanol puro, ao contrario do extrato aquoso que apresentou
menor nimero de metabolitos (13 picos). Houve discriminagdo dos extratos em III grupos.
Para a planta desidratada, o extrato aquoso apresentou maior diversidade de metabolitos (28
picos). Com a ACP, houve discriminagao dos extratos em 6 grupos diferentes.

» A aplicacdo dos métodos quimiométricos aos espectros obtidos na andlise

cromatografica dos extratos 1, 4 e 8 das folhas frescas mostrou que cada um dos trés
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cromatogramas apresentam 10 diferentes grupos de espectros, enquanto que oS mesmos
extratos com as folhas desidratadas apresentaram 15, 14 e 11 grupos, respectivamente.

» Com a utilizagdo de técnicas cromatograficas e espectroscopicas (CLAE-
DAD e FTIR) e dados referentes a absorvancias de espectros na literatura, foi possivel inferir a
existéncia de alguns compostos presentes nos extratos das folhas frescas ¢ desidratadas da Aloe

arborescens Mill, entre eles, a maior quantidade das antraquinonas aloina A ¢ B.
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