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RESUMO

Planejamento estatistico de mistura de cinco componentes foi usado para investigar a
influéncia dos solventes na extragcdo dos metabdlitos secundarios das folhas da Annona
muricata L.. Os rendimentos dos extratos brutos, das fragcdes da fase neutra, basica,
organica e das fibras foram investigados. O poder de extracdo de cada solvente ou
mistura de solventes foi comparado com a diversidade de compostos extraidos das
folhas da graviola. Os extratos das fragdes das fases orgénica e basica também foram
analisados por espectroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada de
Fourier (IVTF) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Duas fases moveis
com diferentes for¢cas cromatograficas foram investigadas. Modelos de anadlise de
componentes principais (ACP) e analise hierarquica foram aplicados aos dados
cromatograficos e espectroscopicos. As caracteristicas da impressdo digital
cromatografica foram sensiveis a mistura de solventes e a forca cromatografica. A
melhor fase mével para produzir impresséo digital informativa foi 26% acetonitrila, 27%
de metanol e 47% de agua (v/v/v). Os extratos da fragdo da fase orgénica de maior
diversidade de compostos (29 picos) foram obtidos em misturas de
etanol:diclorometano e etanol:cloroférmio  (1/2:1/2) (v/v) e na mistura
etanol:diclorometano:cloroférmio (1/3/1/3/1/3) (v/v). A fragao basica com maior numero
de picos (19 picos) foi obtida com a mistura etanol:acetato de etila:acetona (1/3:1/3:1/3)
(v/viv). O maior rendimento do extrato bruto foi obtido com a mistura ternaria
etanol:diclorometano:cloroféormio (1/3:1/3:1/3) (v/viv). A fracdo neutra de menor
rendimento foi obtida com etanol. Rendimentos elevados da fragdo da fase orgéanica
foram obtidos com o etanol e com a mistura ternaria etanol:diclorometano:acetona
(1/3/1713/1/3) (v/viv). Ja as fracdes basicas de maiores rendimentos foram obtidas com
as misturas  quaternarias  (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/vivlv)  etanol:acetato  de
etila:acetona:cloroférmio e etanol:acetato de etila:diclorometano:cloroférmio e a mistura
quinaria (1/5:1/5:1/5:1/5:1/5) (v/viviviv). A mistura binaria acetato de etila:diclorometano
mostrou um forte poder de extracao das fibras.

Palavras-chave: Quimica analitica. Graviola. Quimiometria.
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ABSTRACT

The effects of different solvents on the yield of secondary metabolites of the
unfractionated and fractionated extracts of the Annona muricata L. were investigated by
simplex centroid design mixtures of ethanol, ethyl acetate, dichloromethane, acetone
and chloroform. The effect of the composition of mobile phase on the chromatographic
separation of the extracts of the organic and basic fractions also was investigated. The
number of peaks was used to evaluate the extraction efficiency. A mixture of
acetonitrile:methanol: water (26:27:47% v/v/v) was chosen as the mobile phase. The
largest unfractionated yield was obtained using a ternary mixture of ethanol,
dichloromethane and chloroform (1/3:1/3:1/3 v/v/v). The lowest yield of the neutral
fraction occurs for the pure ethanol solvent. The largest yields of the organic fraction
were obtained for the pure ethanol solvent and ternary mixture of ethanol,
dichloromethane and acetone (1/3:1/3:1/3 VIVIv). Ethanol:ethyl
acetate:acetone:chloroform  (1/4,1/4,1/4,1/4v/v/vlv) and ethanol: ethyl acetate
dichloromethane:chloroform (1/4,1/4,1/4,1/4v/v/Iviv) and the five component mixtures
were more efficient at extracting the basic fractions. The largest yield of the fiber fraction
was obtained for the binary mixture of ethyl acetate: dichloromethane (1/2:1/2 viv).
Principal component analysis and hierarquical cluster analysis models were applied to
chromatograms and middle infrared (FTIR) spectral data of different extracts to
discriminate the chemical compositions as mixture composition changes.

Keywprds: Analytical chemistry. Soursop.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

A medicina tradicional € um conjunto de conhecimentos adquirido pela
populacdo no decorrer de milhares de anos. Seus praticantes se baseiam em
experiéncias indigenas e crencas de diferentes culturas para prevenir e tratar de
doencas fisicas e mentais. E por razdes histérica e cultural que as plantas medicinais
ainda mantém sua popularidade até os dias atuais’.

Ha centenas de anos que as plantas e os extratos vegetais tém sido
usados na producdo de compostos fitoquimicos, que sdo muito utilizados na preparacao
de suplementos dietéticos, alimentos funcionais, aditivos alimentares, produtos
farmacéuticos, agricolas e cosméticos?®. Esta variedade de aplicacdo pode ser
consequéncia da quantidade e da diversidade de metabdlitos secundarios presentes
nas plantas.

Para a planta produzir os metabdlitos secundarios é necessario que ela
apresente possibilidade biossintética®. Além desse controle genético, a sintese dos
metabdlitos secundarios também depende das condicbes ambientais em que a planta
esta exposta. Alguns dos fatores ambientais que influenciam na producdao desses
metabdlitos sdo: sazonalidade, ritmo circadiano (ciclo noite/dia), temperatura,
disponibilidade hidrica, nutrientes, altitudes, poluicdo atmosférica, ataque por
microorganismos, entre outros. Um outro fator de grande importancia € a época em que
o material vegetal é coletado, ja que a quantidade dos constituintes ativos nao
permanece constante o ano todo. Estudos realizados mostraram também uma
correlagado entre intensidade de radiagdo solar e producdo de compostos fendlicos,
como os flavondides, taninos e antocianinas. A intensidade de luz também altera a
concentragdo e/ou composicdo dos terpendides e alcaléides. A idade e o
desenvolvimento da planta também podem influenciar na quantidade total de
metabdlitos secundarios?, como também nas quantidades relativas dos compostos
quimicos da mistura®®. O valor terapéutico dos fitoterapicos produzidos a partir das

plantas sofre influéncia dos fatores ambientais®.
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Os metabdlitos secundarios agem como mecanismos de autodefesa,
para garantir a sobrevivéncia da planta no ecossistema. Eles também atraem
polinizadores e contribuem assim para a perpetuacdo da espécie. Essas funcdes
desempenhadas pelos metabdlitos secundarios ndo sdo essenciais para as plantas, ao
contrario dos metabdlitos primarios que sao indispensaveis a vida e comuns aos seres
vivos®.

O interesse pelas inumeras propriedades terapéuticas dos metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas tem aumentado muito nos ultimos anos, como por
exemplo, potencial preventivo para as doencgas cronicas cardiovasculares e para o
cancer. Deste modo a extracdo desses metabdlitos deve ser realizada de tal forma a
garantir as propriedades profilaticas ou terapéuticas a satide humana?, e também obter
um rendimento desejavel desses compostos®. Entretanto para extrair os metabdlitos de
interesse € necessario otimizar o processo de extragao, afim de quantificar e identificar
os compostos. Esta otimizacdo € necessaria porque o processo de extracdo €
influenciado de maneira significativa pela natureza quimica dos compostos, pelo
método de extragcdo empregado, pelo tempo e condigbes de estocagem, pelas
substancias interferentes, composicdo do solvente, entre outros’. Em geral, a
otimizacdo do processo de extracdo pode ser alcangada por métodos empiricos ou
estatisticos? de formar a permitir a completa extracdo e evitar a modificacdo quimica
dos metabdlitos secundarios®.

As principais classes dos metabdlitos secundarios sdo os alcaldides,
terpendides e compostos fendlicos®.

Os compostos fendlicos presentes nas plantas compreendem uma
grande diversidade de compostos como os flavondides (antocianinas, flavanas,
flavanonas) e varias classes de nao-flavondides (acidos fendlicos)’. Essa classe de
compostos apresenta diversidade estrutural, mas possui pelo menos um anel aromatico
no qual, ao menos, um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila®.

A maioria dos extratos vegetais que mostram uma forte atividade
antioxidante apresenta em sua composi¢cdo quimica, compostos fendlicos que sao os
principais responsaveis por esta atividade®. Os compostos fendlicos sdo compostos

fitoquimicos essenciais na dieta alimentar com capacidade de prevenir o aparecimento
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e/ou o progresso de patologias oxidativas® além de poder reduzir o risco de doencas,
como o cancer, artrite, diabetes e outras doencas causadas pelo envelhecimento’. Essa
protecdo é fornecida ao organismo humano através dos alimentos® como frutas,
vegetais e fibras®. Também apresentam propriedades antibactericida, antimutagénico,

anti-inflamatoria e atividades vasodilatéria®°.

O mecanismo de agdo mais aceito,
realizado por esses compostos, € a acdo contra radicais livres que contribui na reducao
dos processos oxidativos®.

Os flavondides sao metabdlitos secundarios muito importantes que
geralmente apresentam-se com um atomo de oxigénio na estrutura ligado com
acucares, conhecidos como heterosideos. Quando os flavondides estdo ligados aos
agucares por uma hidroxila podem ser nomeados de O-heterosideos e quando a
ligacdo se da por um atomo de carbono sdo denominados de C-heterosideos®. Eles
também apresentam na estrutura quimica pelo menos dois anéis aromaticos ligados por
trés atomos de carbono. A biossintese desses compostos ocorre através da via do
acido chiquimico e do acetato, e pela via do acido maldnico. Possivelmente os
flavondides desempenham fungdes de defesa e sdo responsaveis pela pigmentagao
das flores e folhas com coloragdao vermelho, amarelo e azul o que atraem polinizadores
para as plantas, contribuindo assim para a sobrevivéncia da espécie®"".

Atualmente existe um grande interesse econdmico e farmacéutico pelos
flavonoides por consequéncia das diversas propriedades que eles apresentam, entre
elas, antitumoral, anti-inflamatéria e antiviral®.

Classicamente, a extracdo desses compostos é realizada utilizando
solventes com polaridade crescente. Assim, inicia-se o processo de extragdo com um
solvente apolar para retirar os 6leos, gorduras, esterois e pigmentos e finaliza com agua
quente para extrair os heterosideos mais polares®.

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

Os alcaldides sédo produzidos através dos precursores aminoacidos,

terpenos ou esterdides, que colaboram com a sua formagado. As estruturas desses
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metabdlitos apresentam cadeias carbdnicas ciclicas que determinam a classificagdo
dos mesmos®.

Outros metabdlitos secundarios sdo as cumarinas, estruturalmente
lactonas do acido o-hidréxi-cindmico, podendo ser encontradas em todas as partes da
planta. O anel lacténico presente na estrutura desses metabdlitos secundarios pode
contribuir no processo de extragdo. Isto ocorre porque em pH elevado o anel se rompe
proporcionando a obtengdo das substancias na forma de sais soltveis em agua®.

As plantas com alta producdo de cumarinas tém um valor comercial
significativo, pois apresentam varias propriedades terapéuticas de interesse'?, como por
exemplo, atividade vasodilatadora podendo ser utilizadas no tratamento da impoténcia
masculina. Além de mostrarem atividades farmacoldgicas potentes, as cumarinas
apresentam baixa toxicidade para os mamiferos®.

Na literatura encontram-se varios estudos sobre a extragcdo dos
metabdlitos secundarios. A extracdo depende do meio extrator. A escolha dos
reagentes extratores envolve um compromisso entre maximizar a eficiéncia da extragao
e garantir o maior ou o menor numero de metabdlitos dependendo do caso em
estudo™. Diferentes solventes ou misturas de solventes tém sido usados para extrair
metabdlitos secundarios, por exemplo, o cloroférmio foi usado na extracdo dos
flavondides das partes aéreas da planta Cunila (Lamiaceae)™. Também ha estudos em
que a extragdo dos flavondides foi feita com metanol 62,5%'. Na extracdo dos
flavondides das sementes da uva Vitis vinifera sp foi utilizado acetato de etila'®, na
extragdo dos compostos fendlicos presentes no propolis utilizou o metanol'’. Ja para a
extracdo dos polifendis do bagaco da pera foi utilizado acetona 70% (v/v) em
temperatura ambiente’®. Os compostos fendlicos (flavondides e acidos fenolicos) das
folhas secas das espécies Cryptolepis foram extraidos em etanol 96%'°. Para extrair os
compostos fendlicos da Mashua (Tropaeolum tuberosum) foi utilizado o solvente puro
metanol’. Os compostos fendlicos da Rosmarinus officinalis também foram extraidos
com metanol’. A extracdo desses metabdlitos secundarios dos caules e folhas da
groselha preta foi realizada com metanol 80%, acetona 50% e 70% e agua®. No estudo

com o farelo de trigo foi utilizado metanol 70% (v/v), etanol 70% (v/v) e acetona 70%
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(viv)'°. Os compostos fendlicos das folhas da Inga edulis foram extraidos com
etanol:agua 50:50 (v/v)°.

Os alcaldides das folhas e raizes da C. acuminata foram extraidos com
os solventes puros: metanol, diclorometano e acetona®’. No estudo da casca da
Cinchona determinaram alcaldides utilizando metanol como solvente extrator?’. As
saponinas das folhas secas da M. Lanceolata foram extraidas com metanol 50% (v/v)?.

Poucas espécies de plantas tém sido avaliadas cientificamente como
possiveis aplicacdes medicinais’, ndo somente pela falta de politica de cuidados de
saude, mas também pela caréncia de metodologias adequadas e aceitas para avaliar
amostras complexas®. No entanto, estudos fitoquimico e farmacologico com a familia
Annonaceae tém-se intensificado nos ultimos anos, devido a descoberta das
acetogeninas de Annonaceas, uma classe de compostos naturais®® que exibe varias
propriedades biologicas, citotoxicas, antitumoral, antiparasita, antimicrobiana e
agrotoxica®®?°. A literatura mostra que mais de 400 acetogeninas annonaceaes foram
isoladas das plantas da familia Annonaceae®®. Esta classe de compostos &
caracterizada pela longa cadeia alifatica de hidrocarboneto, tendo um anel y-lactona a,
|3-insaturado, com 1,2 ou 3 tetraidrofurano localizado ao longo da cadeia, além da
presenga de grupos funcionais oxigenados (hidroxilas, cetonas, epdxi) e/ou duplas
ligacdes™®. A estrutura basica da acetogenina® esta representada na Figura 1.

As acetogeninas das Annonaceaes também sao fortes candidatas para
as proximas geracdes de drogas no combate a tumores resistentes a quimioterapia®®
devido a sua atuagdo como inibidores do complexo | da cadeia de transporte de
elétrons nas mitocondrias de varios organismos, inclusive em células tumorais, levando

a deplegao dos niveis de ATP?**°,

Figura 1 - Estrutura basica das acetogeninas das Annonaceaes
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A Annona muricata L., mais conhecida como graviola, pertence a
familia Annonaceae e é uma espécie muito difundida em paises subtropicais e tropicais,
bastante encontrada na regido nordeste brasileira devido as condigdes climaticas
compativeis com suas exigéncias nutricional e fisiolégica®®’. A graviola apresenta
propriedades diuréticas, anti-inflamatdrias, antireumatico, vitaminizante, entre outras,
além de ser muito usada no tratamento de doencas cardiacas, asma e de artrite® e por
isso vem despertando o interesse da populacido cientifica®. Porém, uma das maiores
descobertas sobre a graviola foi a sua sensacional capacidade de agir contra as células
do cancer, mostrando em testes de laboratdrio um potencial extraordinario®*. Esta
propriedade é consequéncia das acetogeninas presentes nas raizes, troncos e folhas
da graviola®. Desde 1996 o Instituto de Ciéncias e Satde dos Estados Unidos coleta e
estuda dados sobre a graviola para o tratamento do cancer. Os cientistas procuram
comprovar sua real eficiéncia no combate as células cancerigenas. Além de melhorar a
perspectiva de vida do doente, o tratamento natural da, na maioria das vezes, a
sensacao de forga e vitalidade necessaria para sua recuperagcdo. Uma terapia natural
em complemento as terapias tradicionais, como quimioterapia e radioterapia, esta
sendo investigada por ndo causar efeitos secundarios severos, como nauseas e perda
de cabelo, efeitos provenientes da quimioterapia. Evitar possiveis infecgdes protegendo
o sistema imunoldgico também esta sendo considerado possivel com o uso da graviola,
porque, diferente da quimioterapia, a graviola €& seletiva, ndo destréi células
saudaveis®.

Os trabalhos encontrados na literatura revelam que tradicionalmente a
extracdo dos metabolitos secundarios é realizada com solventes puros ou com
solventes misturados em &agua. Dessa maneira existe a necessidade de explorar
extratos de plantas obtidos com as misturas dos solventes, afim de verificar o efeito dos
solventes na extracdo de metabdlitos secundarios.

Considerando que as propriedades terapéuticas da graviola estdo
relacionadas aos metabdlitos secundarios presentes nesta planta e a necessidade de
extrai-los em quantidades desejadas, este trabalho teve como objetivo obter subsidios

para a extracao de metabdlitos secundarios da Annona muricata L.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar o efeito do solvente no processo de extracédo de
metabdlitos secundarios das folhas da Annona muricata L..

b) Investigar o efeito da forga cromatografica no numero de picos nos
cromatogramas.

¢) Comparar a composi¢cao quimica dos diferentes extratos por meio
do perfil espectral infravermelho e cromatograficos por métodos

quimiométricos.
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2 METODOS QUIMIOMETRICOS

2.1 MODELAGEM DE MISTURAS

Mistura € o ato ou efeito de associar varios ingredientes para formar um
produto. O produto resultante de uma mistura tem caracteristicas que dependem da
natureza de seus ingredientes e das propor¢des relativas dos mesmos, ndo da
quantidade total da mistura.

A soma das proporgdes dos diversos componentes de uma mistura é

sempre 100%. Para uma mistura qualquer de g componente, pode-se escrever:

onde Xi representa a propor¢ao do i-€simo componente. Esta equacao retira um grau
de liberdade das proporgdes. Para especificar a composi¢cao da mistura, sé precisam
fixar as propor¢cbes de g -1 componentes. A propor¢ao do ultimo componente sera
sempre o que falta para completar 100%>’.

Como resultado da restrigdo da Equagao 1 os valores de Xi (proporgéao
do i-ésimo ingrediente), no espago tornam-se uma regido simplex. Um simplex é uma
configuragao espacial determinada por um numero de pontos uma a mais do que o
numero de dimensdes do espago. Cada um dos q pontos que determinam o simplex
representam uma mistura na qual um dos g componentes assume a proporgao 1.

Para sistemas com trés fatores independentes, podem-se realizar
experimentos correspondentes a qualquer ponto dentro do cubo da Figura 2. Caso o
sistema seja uma mistura de trés componentes, porém, tera de obedecer a restricdo xi
+ X2 + X3 =1, que define um tridngulo equilatero inscrito no cubo, também mostrado na

Figura 2.
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Todas as composigdes possiveis da mistura ternaria sdo representadas
pelos pontos pertencentes ao tridngulo. Os vértices correspondem aos componentes
puros e as arestas as misturas binarias, enquanto os pontos situados no interior do

triangulo representam as misturas de trés componentes.

Figura 2 - Espacgo experimental para processos com trés fatores independentes incluindo todos
os pontos dentro do cubo. O espaco experimental para misturas de trés
componentes limita-se aos pontos pertencentes ao triangulo.

Além da restricdo natural mostrada na equagao 1, pode-se também ter
restrigdes superiores e inferiores dos teores dos componentes na mistura, por motivos
tecnologicos ou econdmicos, entre outros. Obviamente a soma de todos esses limites
tem de ser menor que um, sendo sera impossivel preparar a mistura. Tais restricoes
para um caso geral de q componentes sédo escritas conforme a equagao 2. Estes

pontos sdo chamados os vértices do simplex®’.
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onde a; sao os limites inferiores nao-nulos.
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O modelo mais simples para uma mistura € o modelo linear ou aditivo,
que procura explicar o comportamento de uma propriedade apenas com os resultados
obtidos com a utilizagcdo de cada componente individualmente, isto é, prever o

comportamento de qualquer mistura sem realizar nenhuma mistura.

yi =PBo +Pix) +Poxg +Paxg+5 . (3)

onde yi € um valor experimental da resposta de interesse, |3, P1 e P2 sido os
parametros do modelo e £i representa o erro aleatério associado a determinagao do
valor de yi. Ajustando o modelo as observagdes feitas com essa finalidade, obtém-se a

expressao:

g"=b0+b].‘i|+b2}ig+b3}i3, (4}

que permite estimar a resposta média num ponto qualquer de
composigao (x*2,x3). O acento circunflexo é para diferenciar um valor populacional de
uma estimativa.

Substituindo o termo b0 por b0 (x1 + x2 + x3) e agrupando os termos

em Xi , obtém-se:

v=h*zl +bixd + b3x3 | (5
sendobi=h0+hi parai=1,2¢ 3

Caso o modelo linear ndo se mostre satisfatério, deve-se tentar ajustar
um modelo quadratico. Para misturas de trés componentes, a expresséo geral do

modelo quadratico contém dez termos:

TR0 4 RIR] A B PG+ B[+ bR + DR 4 V] Jnx) + B] 3R] T + B 5HIAF 8
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Substituindo as relagdes 1xb0 =(x1 + x2 + x3)xb0 e bnx? = bnx1 (1 -

x2-x3), além de expressdes analogas para b22x2 e b33x?, tem-se:

F="ny (xl +x2+@+h1x1 + bl + T 4+ b (] (1-x2-x3)+h22x2 (1-:\:1 -x3:|+b33x3 (1-:\:1 -
O+ RIIRED + ]I RRS + BT

Agrupando os termos, obtém-se finalmente:

HEL Bk i Ll W B L K B i L 7

onde b* = b0 + bi + bii e b* = bjj - b - bjj, com i Aj.

Se o0 modelo quadratico se mostrar insuficiente, precisa acrescentar-lhe
termos cubicos. O modelo cubico completo para uma mistura de trés componentes é

dado pela equacgéo:

3 33 333
y=ho+E hizi+ X X bijzizi+E Z E bxjzk (2)
=1 ii ik k

Usando a identidade 1 = xi + x2 + x3 e fazendo as substituicbes

apropriadas, pode-se chegar a expressao:

¥ =Ty Ty Baws o b g 4 Deggag 4 Dy g Ay gy - oxg) AR ES (] x5

)+ 42T (k2 %3 ) + Bl23E1E3

Como esta equacao tem dez termos, ter-se-ia de fazer no minimo dez
ensaios diferentes para determinar os valores de todos os seus coeficientes. Muitas

vezes, basta introduzir um uUnico termo cubico para que o modelo passe a descrever
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satisfatoriamente toda a regido experimental. Neste caso, tem-se a expressao do
modelo cubico especial, que possui apenas um termo a mais que o modelo quadratico,

e portanto, s6 precisa de um ensaio adicional:

¥=ldx] 4 hpg 4+ BART 4 b P 4 b FE]RT 4+ bR 5RRRT 4 ] 25 0] {10

O planejamento experimental normalmente empregado para determinar
os valores dos coeficientes do modelo cubico especial € o chamado centroide simplex,
que se obtém acrescentando ao simplex em rede um ponto central correspondendo a

mistura ternaria em partes

ouai (111)
iguais, (x1,X,X3)=] 333 )

2.2 ANALISE EXPLORATORIA DE DADOS

A sequéncia basica da analise multivariada de dados experimentais por
meétodos quimiométricos esta ilustrada na Figura 3. Antes de proceder a analise dos
dados é feita uma inspecao visual para verificar problemas de variagdo da linha de
base, sobreposicdo de picos e ruidos. Os dados sao convertidos na forma de uma
matriz (tabela de resultados), na qual sera representada por X. As n linhas da matriz
representam as amostras (ou objetos), nas quais cada valor corresponde a uma
propriedade medida para uma amostra especifica, enquanto que as p colunas sao
variaveis que correspondem a uma propriedade medida para cada amostra. Em
seguida, é realizada uma pré-selecdo das variaveis quando necessario para definir a
regido do espectro ou cromatograma que contém a informagéo que sera utilizada no

calculo.
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O pré-processamento é uma etapa importante da analise, pois os dados
de uma forma geral contém fontes de variagdo, como erros aleatérios ou sistematicos
ou unidades diferentes. Ele é definido como qualquer manipulacdo matematica nos
dados com o objetivo de remover ou reduzir estas fontes irrelevantes de variagdo. Pode
ser dividido em dois tipos basicos, dependendo se sao operados nos valores
relacionados as amostras ou as variaveis, e a sua escolha vai depender do conjunto de
dados e do objetivo®. A normalizagdo nas amostras é feita dividindo cada variavel por
uma constante. Os dois tipos mais comuns sdo a normalizag&o por area unitaria ou por
comprimento do vetor unitario. Neste trabalho foi usada a normalizagdo por

comprimento de vetor unitario.

PRE-
PROCESSAMENTO

li 1

AH

Figura 3 - Esquema da sequéncia usada na analise multivariada dos dados experimentais,
ACP (Analise de Componentes Principais) e AH (Analise Hierarquica).
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Esta normalizagao é feita dividindo cada valor original pela soma dos
quadrados de todos os valores das variaveis da mesma linha, Equacao 11. A finalidade
€ remover a variagao sistematica, normalmente associada com a quantidade total da

amostra®®

2.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

A ACP é um método que tem por finalidade basica, a redugao de dados
a partir de combinacgdes lineares das variaveis originais38. Na ACP, a decomposicao é
calculada através da diagonalizagéo da matriz X'X e XX'. A matriz X (n x p), formada por

n objetos e p variaveis € decomposta no produto de duas matrizes menores:

X=TzP+§, (12)

no qual T é a matriz dos escores das componentes principais, P € a matriz "loadings"
(pesos) das componentes principais, £ € a matriz dos residuos. O sobrescrito t indica a
transposta da matriz e g € um escalar que indica o numero de componentes principais
que descreve a maior parte da variancia dos dados. Este procedimento esta
representado esquematicamente na Figura 4.

p | -";r P
.
= T 4 +
n n n

Figura 4 - Esquema da decomposi¢ao da matriz X no produto de duas matrizes.
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ApoOs os calculos, os resultados sdo utilizados para interpretar a
distribuicdo das amostras num grafico bidimensional das componentes principais e
posteriormente identificar e julgar a importancia das variaveis originais escolhidas, pois
as variaveis originais com maiores valores de loadings na combinacdo linear das
componentes principais sdo as mais importantes do ponto de vista estatistico.

A matriz T ou P (dependendo se o espago € das variaveis ou das
amostras) pode sofrer uma rotacdo rigida chamada varimax. A rotacdo varimax>®
maximiza a variancia dos pesos das componentes principais (agora nominadas de

fatores), sujeitos a restricao que eles retenham a ortogonalidade.

2.4 ANALISE HIERARQUICA (AH)

A anadlise de agrupamentos € um nome coletivo dado a uma grande
variedade de técnicas que permitem a separagcédo dos objetos ou variaveis em grupos
diferentes. O método mais utilizado é a analise hierarquica de agrupamentos (AH)*.

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

Existem muitas maneiras de procurar agrupamentos no espago p-
dimensional. A maneira matematicamente mais simples consiste em agrupar os pares
de pontos (amostras) que estdo mais proximos, usando a distancia Euclidiana definida
na Equacdo 13, e substitui-los por um novo ponto, localizado na metade da distancia

entre eles.

d, =fo=ix- X;,.f.. {13
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Nesta equacéo, dik é a distancia Euclidiana entre os pontos i e k. O
procedimento descrito é repetido até que todos os pontos sejam agrupados em um so6
ponto, levando a construgdo do dendrograma, no qual no eixo horizontal sdo colocadas
as amostras e no eixo vertical a distancia. Considera-se que quanto menor a distancia
entre os pontos, maior a similaridade entre as amostras representadas por eles. A

similaridade é convenientemente definida pela Equacao 14,

] - e (14)

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

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

forma de visualizar as semelhancas e diferengas na composicdo das amostras.
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3 DESCRICAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo, serdo abordados os aspectos relacionados aos
procedimentos experimentais para a obtencdo dos extratos brutos, fracionamento dos
extratos, obtencdo dos dados espectroscépicos e cromatograficos das folhas da
Annona muricata L. Um resumo do procedimento experimental esta representado na

Figura 5.

Obtengio dos exiratos

Fradonamenio

Analise exploratoria da
composicio quimica dos
extratos por FTIR

Figura 5 - Procedimento experimental para a obtengao dos extratos brutos, fracionamento dos
extratos, obtencdo dos dados espectroscépicos e cromatograficos das folhas da
Annona muricata L.
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3.1 PLANTA

A planta utilizada neste estudo foi a Annona muricata L., Figura 6. A
exsicata esta depositada no herbario da Universidade Estadual de Londrina com o
numero 42.918.

3.2 CARACTERISTICAS DA PLANTA

Nome cientifico: Annona muricata L.

Determinado por: A. O. S. Vieira & L. R. Bargoena.

Familia: ANNONACEAE. Nome vulgar: Graviola.

Local de coleta: Departamento de quimica, CCE, Campus Universitario,
UEL. Cidade: Londrina. UF: Parana. Pais: Brasil.

Observacao: Arvore com frutos e flores

Figura 6 - Exsicata da Annona muricata L. depositada no herbério
da Universidade Estadual de Londrina.
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3.3 COLETA

A coleta das folhas da graviola foi realizada no jardim experimental do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Londrina no periodo de
24/04/2007 a 20/01/2008, no horario das 7:50 as 8:30h. Apds a coleta, as plantas foram
fragmentadas com tesoura e secas por onze dias em lugar arejado e a temperatura
ambiente. As folhas também foram protegidas da luz, umidade, ataque de fungos,
insetos e roedores. A moagem foi realizada com o auxilio de um liquidificador e em

seguida o material foi armazenado em embalagem de papelao.

3.4 REAGENTES

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados os reagentes
alcool etilico hidratado com 92,8% de pureza produzido pela MONTENEGRO, acetato
de etila P.A. VETEC, 99,5%, diclorometano P.A. VETEC, 99,5%, acetona P.A. VETEC,
99,5%, cloroférmio P.A. VETEC, 99,5%, acido sulfurico P.A. VETEC, 99%, hidroxido de
amoénio MERCK, 97%, brometo de potassio P.A. ACS (P.M. 119,00 g/mol), agua
destilada e ultrapura. Também foram utilizados os reagentes acetonitrila e metanol de
grau HPLC da marca VETEC.

3.5 APARELHOS E EQUIPAMENTOS

Utilizou-se balanga analitica Scientech AS 120, evaporador rotativo
FISATOM 801, ultrassom ULTRACLEANER 1400 UNIQUE, liquidificador SKYMSEN
TA-02, pHmetro HANNA HI9321 e para as analises espectrdmetro de absor¢do no

Infravermelho Shimadzu FTIR-8300 e o cromatégrafo a liquido Shimadzu modelo LC-
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10AT com injetor manual, alga de amostragem de 20 |iL e o detector espectroscépico
por arranjo de diodos SPD-M10A.

3.6 PROGRAMA COMPUTACIONAL

Os processamentos dos dados do planejamento estatisticos e graficos
foram feitos com o software Statistica 6.0*'. Os demais calculos foram executados com
programas em FORTRAN, desenvolvidos pela professora Doutora leda Spacino

Scarminio - Departamento de Quimica -UEL.

3.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os solventes utilizados na extracdo foram etanol, acetato de etila,
diclorometano, acetona e cloroférmio. As proporcdes dos solventes foram escolhidas de
acordo com o planejamento experimental de misturas de cinco componentes*!, como
mostra a Tabela 1.

A escolha dos solventes foi baseada no tridngulo de seletividade
primeiramente proposto por Snyder para cromatografia. A Tabela 2 apresenta os
valores de a (acidicidade), |3 (basicidade) e n (dipolaridade) normalizados bem como o
valor da polaridade dos solventes puros e das misturas do planejamento experimental.
A Figura 7 apresenta o triangulo de seletividade dos solventes para os componentes
puros e misturas da Tabela 2. Os parametros a (acidicidade), |3 (basicidade) e n
(dipolaridade) sao medidas relativas da for¢a de interagcdo molecular do soluto com os
solventes. Os valores destes parametros para diferentes solventes foram derivados da
espectroscopia, dai 0 nome de solvatocrémico®?. A vantagem de usar os valores de a ,
|3 e n é o agrupamento dos solventes de acordo com o tipo de interagdo com o0s

compostos de interesse. Solventes quimicamente semelhantes possuem parametros de
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seletividade similares e fazem parte do mesmo grupo, embora possam apresentar

diferentes valores de polaridades.

Tabela 1 - Planejamento de misturas de cinco solventes.
Solventes Extratores

Amostra  Etanol Acetato de Diclorometano Acetona  Cloroférmio
etila
01 1 0 0 0 0
02 0 1 0 0 0
03 0 0 1 0 0
04 0 0 0 1 0
05 0 0 0 0 1
06 1/2 1/2 0 0 0
07 1/2 0 1/2 0 0
08 1/2 0 0 1/2 0
09 1/2 0 0 0 1/2
10 0 1/2 1/2 0 0
11 0 12 0 1/2 0
12 0 1/2 0 0 1/2
13 0 0 1/2 1/2 0
14 0 0 0 172 1/2
15 0 0 1/2 0 172
16 1/3 1/3 1/3 0 0
17 1/3 0 0 1/3 1/3
18 1/3 1/3 0 0 1/3
19 1/3 0 1/3 0 1/3
20 1/3 1/3 0 1/3 0
21 0 0 1/3 1/3 1/3
22 0 1/3 0 1/3 1/3
23 0 1/3 1/3 0 1/3
24 0 1/3 1/3 1/3 0
25 1/3 0 1/3 1/3 0
26 1/4 1/4 1/4 1/4 0
27 0 1/4 1/4 1/4 1/4
28 1/4 0 1/4 1/4 1/4
29 1/4 1/4 0 1/4 1/4
30 1/4 1/4 1/4 0 1/4
31 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
32 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5

33 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
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Tabela 2 - Classificagdo dos solventes de acordo com a seletividade normalizada

molventes a f1 i P
Etanol (et 0,39 0,25 0,36 4,30
Acetato de etila (ag) 0,00 0,55 045 4.40
Diclorormetano (di 0,27 0,73 0,00 3,10
Acetona (ac) 0,06 0,56 0,35 5.10
Clorofarmio (cl 0,43 0,57 0,00 4,10
et ae 0,19 0.4 0,41 4,35
et:di 0,33 0,49 0,18 3,70
et ac 0,23 0,40 0,37 470
et:zl 0,41 0,41 0,1% 420
aedi 0,14 0,64 0,22 3,75
aeac 0,03 0,56 041 475
ae:cl 0,21 0,56 0,23 4,25
di:ac 0,16 0,65 0,19 4.10
ac:cl 0,24 0,57 0,19 4,60
di:cl 0,35 0,65 0,00 3,80
et:ae:di 0,22 0,51 0,27 3,90
etraccl 0,29 0,46 0,25 450
etraecl 0,27 0,46 0,27 4.30
et:di:cl 0,36 0,52 0,12 3,20
etaeac 0,15 045 040 4,60
diaccl 0,25 0,62 0,13 4.10
aeaccl 0,16 0,56 0,23 4.50
ae:dicl 0,23 0,62 0,15 3,87
aediac 0,11 0,62 0,27 4 20
et:dizac 0,24 0,51 0,25 417
et.ae:diac 0,18 0,52 0,30 4,22
aediaccl 0,19 0,60 0,21 4.17
et:diac:cl 0,29 0,53 0,13 4.15
et:aeac:cl 0,22 044 0,30 4 4%
etaedicl 0,27 0,53 0,20 3,08
|etaediacel 0,23 0,53 0,24 4,20

O etanol tem valores de a e 3 mais ou menos igual, com baixo valor de

n. O acetato de etila apresenta valores proximos para n e 3. O diclorometano apresenta

0 maior valor de n. A acetona pertence ao mesmo grupo do acetato de etila. O

cloroférmio possui valor de a maior, em relagao ao diclorometano.
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Figura 7 - Tridngulo de seletividade baseado nos dados solvatocrédmicos da Tabela

O posicionamento dos diferentes tipos de solventes ou misturas de
solventes na Figura 7 é esperado. Por exemplo, diclorometano € um forte doador de
prétons e um fraco receptor, além de ter um carater altamente dipolar e por isso esta
localizado sobre o eixo acidicidade-dipolaridade. Devido ao alto valor de dipolaridade, o
diclorometano extrai preferencialmente compostos que contém moléculas com grupo
funcional polar, tais como éteres, ésteres, sulfetos, sulfoxidos, tidis, hidroxilas,
halogénios, aldeidos, cetonas, compostos com ligagao nitro (-NO2) e nitrila (-CN), etc.

Acetato de etila, acetona e a mistura binaria destes solventes
apresentam um carater basico e dipolar, sendo fortes receptores de prétons, portanto,
estes solventes interagem preferencialmente com compostos que possuem carater
acido, ou seja, fortes doadores de protons, como acidos carboxilicos, alcoois, fendis,
etc. Ja o cloroférmio apresenta carater acido extraindo preferencialmente compostos

basicos.
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O etanol apresenta altos valores de a, P e n um pouco menor (a =P >
n), por este motivo ele se encontra préximo ao centro do tridngulo. A maior parte das
misturas esta localizada proxima do eixo de dipolaridade (n) e basicidade (P), isso
ocorre porque o acetato de etila e a acetona apresentam valores de a = 0 e o
diclorometano apresenta valor de P = 0. Em compensagao estes trés solventes
apresentam altos valores de n, fazendo com que as misturas que contém estes
solventes apresentem principalmente interagcéo dipolar e no processo de extragao estas
misturas extraem preferencialmente compostos com interacédo dipolo. Os valores dos
parametros a, n e p, bem como a polaridade (P), para as misturas foram calculados

pelas equacoes:

n
a= ¥ o5 “5}
i=1
n
=1 mP; (16)
i=l
n
ﬁ=:]ﬁ.@i (17)
i=
n
P= T Re;. (18)

onde n é o nimero de solventes, %i: i Bi. © Pi 530 0s valores dos solventes puros e

P sz0 as propor¢oes das misturas.
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3.8 PREPARO DOS EXTRATOS BRUTOS

Para obter o rendimento de cada extrato bruto foram utilizados 20,00 g
de folhas secas moidas e 150 mL do solvente extrator. Os solventes do meio extrator
foram: etanol, acetato de etila, diclorometano, acetona e cloroférmio. As proporgdes dos
solventes deste meio foram escolhidas de acordo com o planejamento de misturas de
cinco componentes*', sendo que o ponto central foi feito em triplicata, totalizando 31
combinacdes diferentes de solventes, mostrado na Tabela 1,

Para a obtencido de cada extrato, o sistema foi submetido a extragao
por maceragao em banho de ultrassom por 30 minutos. Em seguida os extratos foram
filtrados em algodao e realizada a remaceragao por 2 vezes nas mesmas condi¢des da
maceragao. Os extratos obtidos foram submetidos a evaporagcdo num evaporador
rotativo a uma temperatura de 70 °C e colocados para secar a temperatura ambiente
até atingir peso constante. As condigdes experimentais foram escolhidas de acordo com
trabalhos realizados anteriormente pelo grupo de estudo e o procedimento experimental
esta resumido na Figura 8.

Os extratos foram armazenados em uma temperatura de 4 °C até o

fracionamento liquido-liquido dos extratos brutos.
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20,00 g de folhas
secas moidas

Filtracao

E—

Remaceracao

Figura 8 - Esquema do procedimento para o preparo dos extratos brutos para obterem
os rendimentos.

3.9 FRACIONAMENTO LiQuUIDO-LiQUIDO DOS EXTRATOS BRUTOS

Para fracionar os extratos brutos foi necessario solubiliza-los em 20 mL
dos respectivos solventes extratores e adicionar em cada um deles 4 mL de agua
destilada e 16 mL de metanol. As misturas foram homogeneizadas em banho de
ultrassom por 5 minutos. A solugao ficou em repouso por 1 hora e em seguida foi

filtrada em papel de filtro comum.

O esquema geral esta ilustrado na Figura 9.
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Extrato bruto

Solubilizar no solvente extrator;
Homogenizar por 5 min com MeOH-

H, 0, filtrar.
Concentrar para 1/10 vol.;
BResiduo Filtrado Acidificar com H,50),,
Clorofdrmio em excesso,
Extrair com AcOEt
€M EXCESSO.
* *

Residuo Filtrado

T - "Fase organica
Evaporar _g Basificar, pH 10

; = Ev com NH,OH;
m w ~Vaparar extrair com

(Polissacarideos) ~(Gorduras € graxas) CHC1,-MeOH
1 .
Fragao de Polaridade (3:1) e CHCls.

——

(terpendides e com. fendlicos)

Fase CHCI.-MeOH

Evaporar
I ———
(Alcaldides) (Alcaléides quaterndrios,

N-dxidos)

Figura 9 - Esquema geral do fracionamento liquido-liquido dos extratos brutos™*.

O filtrado foi concentrado no evaporador rotativo a uma temperatura de
70 °C, acidificado com acido sulfurico e transferido para um funil de separagao no qual
foi realizado extracio exaustiva com cloroformio. Neste momento, foi obtida a fragcao da
fase organica (fracao de polaridade intermediaria), que apresenta grande quantidade de
terpendides e compostos fendlicos e também a outra fase que foi basificada e
fracionada com cloroférmio e metanol na proporcao 3:1 (15 mL de cloroformio e 5 mL
de metanol). Em seguida realizou extracdo exaustiva com cloroformio. Neste
fracionamento, originou a fragcdo basica e a fracédo polar. A fragdo basica contém grande
quantidade de alcaldides, enquanto que a fragado polar contém grande quantidade de

alcaldides quaternarios e N-6xidos.
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O residuo foi lavado com acetato de etila em excesso para extrair
completamente as gorduras e graxas, fragdo neutra, da fibra do material vegetal.

As fragdes da fase organica, basica e neutra foram evaporadas no
evaporador rotativo a uma temperatura de 70 °C e colocadas para secar a temperatura
ambiente até atingirem peso constante, o que permitiu o célculo do rendimento de cada

fragao. As fragcbes foram armazenadas a uma temperatura de 4 °C.

3.10 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA DOS EXTRATOS
FRACIONADOS

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas
com as fragcbes da fase orgénica e a fragdo basica obtidas no fracionamento totalizando
66 amostras.

As fragdes da fase organica e basica foram dissolvidas em 3 mL de
metanol. Para facilitar a dissolugcao do extrato fracionado, estes foram submetidos ao
banho de ultrassom por 10 minutos. Apds 1 hora, cada solucgao foi filtrada em papel de
filtro comum. O filtrado foi armazenado em freezer e o residuo foi descartado.

No momento da analise foram tomadas aliquotas de 200 uL do filtrado e
50 pyL da fase movel (4:1) (v:v). Em seguida as amostras diluidas foram filtradas em
filtro Millipore Millex com poros de 0,22 uym, para evitar qualquer dano a coluna
cromatografica ou entupimento no sistema causado por possiveis impurezas ou por
precipitagao.

As analises foram feitas com uma coluna cromatografica C18 ODS
Metasil da Phenomenex, com dimensdes de 250 x 4,6 mm, com tamanho de particula 5
Mm, pré-coluna C18 ODS Metasil da Phenomenex, com dimensdes de 50 x 4,6 mm,
com tamanho de particula 5 um, a temperatura do forno foi 50 °C, o volume injetado 20
WL, a eluigcdo foi isocratica com vazao da fase mével de 1,0 mL/min nos comprimentos

de onda 210, 220, 254 e 260 nm, lampada de deutério e o detector espectrofotométrico
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por arranjo de diodos. As condigdes experimentais foram escolhidas de acordo com
trabalhos realizados anteriormente pelo grupo de estudo.

Para as analises foram testadas duas fases moveis com composicoes
quimicas diferentes, a fase movel E foi preparada usando 26% de acetonitrila, 27% de
metanol e 47% de agua (v/v/v), resultando uma for¢a cromatografica igual a 1,5. A fase
movel R foi constituida por 35% de acetonitrila, 35% de metanol e 30% de agua (v/v/v),

neste caso a for¢ca cromatografica foi 2,0.

3.11 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER DOS EXTRATOS FRACIONADOS

O procedimento utilizado para a obtencao do extrato bruto foi 0 mesmo
do item 3.8, variando apenas a massa e o volume dos solventes. As folhas secas
moidas (10,00 g) foram submetidas a extragdo em 90 mL de solvente extrator. As
proporgdes dos solventes foram escolhidas conforme o planejamento experimental de
cinco misturas*', mostrado na Tabela 1. O sistema foi colocado no banho de ultra-som
por 30 minutos e os extratos foram filtrados em algodao. O procedimento foi repetido
por 2 vezes. Os extratos foram evaporados num evaporador rotativo a temperatura de
70 °C e colocados para secar a temperatura ambiente até atingir peso constante. O
fracionamento do extrato bruto foi o mesmo do item 3.9.

Para as analises no infravermelho as fragdes da fase organica e basica
foram dissolvidas em 3 mL de cloroféormio e levadas ao banho de ultrassom por 1
minuto. Em seguida a fracdo organica foi diluida na propor¢ao de 1:40 (0,2 mL de
amostra em 8 mL de cloroférmio) e a fragdo basica na proporg¢ao de 1:10 (0,5 mL de
amostra em 5 mL de cloroférmio). As pastilhas foram preparadas com 0,1500 g de KBr
e 0,5 mL de amostra diluida em cloroférmio. Os espectros no infravermelho foram
registrados na regido de 4000-400 cm™, com resolugdo de 1,93 cm™ e média de 80

leituras.
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Neste trabalho foram analisados os extratos brutos e as fracdes obtidas

das folhas da Annona muricata L., utilizando-se planejamento de misturas de cinco

componentes. Para desenvolver o trabalho, realizou-se primeiramente a otimizagao do

rendimento da extragcédo dos 31 extratos brutos (Tabela 3).

Tabela 3 - Rendimento do extrato bruto usando planejamento de misturas
de cinco componentes.

Amostra | Etanol Solventes Extratores/ml | Clorofdrmio | Extrates/g
Hooetato oe
2L Liclorometatio A cetofia etila Bruto
01 150 0 1] 1] 0 13813
0z 0 150 1] 1] 0 1,2393
0z 0 0 150 1] 0 20714
04 0 0 1] 150 0 1,70%2
03 0 0 1] 1] 150 24,1632
13 75 75 1] 1] 0 24,5805
07 T3 0 TS 1] 0 209288
0g 75 0 1] F5 0 20152
09 75 0 1] 1] 75 2,909
10 0 75 F5 1] 0 24,5071
11 0 75 1] F5 0 12814
12 0 75 1] 1] 75 22254
13 0 0 F5 F5 0 24,3347
14 0 0 1] F5 75 22412
15 0 0 F5 1] 75 24,3423
16 50 50 50 1] 0 28183
17 il 0 1] a0 0 24,6099
18 50 50 1] 1] 50 24,5833
19 50 0 50 1] 30 30247
20 50 50 1] 50 0 24471
21 0 0 50 50 50 1,2034
22 0 50 1] 50 50 24,3048
23 0 50 50 1] 50 2,229
24 0 30 50 50 0 22019
25 50 0 50 50 0 26920
26 35 T35 N5 N5 0 27215
7 0 3735 375 375 3735 24,5438
28 3T5 0 3T5 3T5 T35 24,5223
29 35 35 1] 35 35 24845
30 3T5 T35 3T5 1] T35 24,7624
3 30 30 30 30 30 24,7237
32 30 30 30 30 30 24,8302
33 30 30 30 30 30 24,7531
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Para a andlise dos rendimentos dos extratos brutos utilizaram-se
modelos de misturas, que permitem explorar os efeitos dos solventes simultaneamente
no processo de extragdo. Os modelos linear e quadratico foram ajustados para os
dados, mas apresentaram falta de ajuste. O modelo cubico especial ndo mostrou falta
de ajuste, no nivel de 95% de confianga, e a equagdo matematica simplificada deste
modelo é dada por:

v=1,38¢er +1,85ae+2,084i+1.7Tlac+2,17cl + 3, 80erae+4, Tletdi +1,83erac +4,5 3ercl
(x0,15) (#0,15) (20,15 (=015 (=015 (074 (0,74 (20,74) (20,74)

+1,94aedi (19)
(10,74)
onde "y é o rendimento previsto pelo modelo, et= etanol, ae=acetato de etila,
di=diclorometano, ac=acetona e cl=cloroférmio e os valores entre parénteses
representam os erros padrao de cada coeficiente.

Analisando os coeficientes dos solventes puros observa-se que o etanol
tem menor poder de extracdo (1,38). A acetona e o acetato de etila também
apresentaram baixo poder de extracéo, 1,71 e 1,85 respectivamente. De acordo com a
equagao matematica, os coeficientes de maior peso sdo das misturas binarias (1/2:1/2)
(v/v) etanol:diclorometano (4,71) e etanol:cloroférmio (4,53), o que indica um maior
rendimento do extrato bruto quando essas duas misturas binarias sao utilizadas como
solvente extrator, em relacdo aos componentes puros.

A Figura 10 mostra o grafico dos residuos versus rendimentos
previstos, no qual observa a distribuicdo aleatéria dos residuos, indicando que as

amostras ndo revelam tendéncias.



48

0,3
27
0,2t o
32
%]
, O] 33
= o . 2
= 11 12, LE o 17 301
@ o ‘ 7
@ @ g
T 1 4 8 5 20 & 8
0,0} o s 5 32 ° 233530 o 19
k o
16
'*]
22
21 o
01} o %
o33
o) 29
o o
_0,2 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L L L L L 1

1,2 1.4 1.6 1,8 2,0 22 24 26 28 3.0 3,2

Rendimentos previstos

Figura 10 - Residuos deixados pelo ajuste do modelo cubico especial no estudo do
rendimento do extrato bruto da Annona muricata L.

A Figura 11 mostra o grafico dos rendimentos previstos versus
rendimentos observados experimentalmente. Esta Figura mostra a linearidade dos
pontos ao longo da reta indicando que o modelo cubico especial estd bem ajustado
para os dados.

As curvas de nivel ajustadas aos dados estdo apresentadas na Figura
12. As proporgdes de acetato de etila e acetona na equacéo 19 sdo iguais a zero.

A Figura 12 mostra que a mistura ternaria
etanol:diclorometano:cloroféormio (1/3:1/3:1/3) (v/viv), regido central do tridngulo e as
misturas binarias etanol:diclorometano (1/2:1/2) (v/v) e etanol:cloroférmio (1/2:1/2) (viv)

apresentaram os maiores rendimentos de extrato bruto, em torno de 3,0 g.
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Bendimentos Observados

Rendimentos previstos pelo modelo cubico especial no estudo do rendimento do
extrato bruto da Annona muricata L.
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Figura 12 - Curvas de nivel ajustadas ao rendimento do extrato bruto obtido no planejamento
de misturas de cinco componentes.

Cabe ressaltar que o maior rendimento encontrado na tabela é de
3,0247 g referente a interagao etanol:diclorometano:cloroférmio (1/3:1/3:1/3) (v/v/v). No
entanto, a equagdo matematica que representa o modelo cubico especial nao
considerou esta interagao significativa no nivel de 95% de confianca.

Em seguida foi analisado o efeito dos solventes extratores sobre os
rendimentos das fragdes neutras. Os modelos linear, quadratico e cubico especial
apresentaram falta de ajuste no nivel de 95% de confianga e por isso ndo sao indicados
para otimizar o rendimento. Isso pode ter acontecido devido a falta de graus de
liberdade para testar os modelos cubico, quaternario e quinario completos. Desse modo
os rendimentos das fragdes neutras foram avaliados através do grafico representado na
Figura 13. Esta figura mostra que todos os extratos obtidos com os solventes puros,
exceto o diclorometano, apresentaram rendimentos abaixo de 1,8 g. O etanol

apresentou o menor poder de extragdo em relagdo aos demais solventes puros, porém
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quando foi utilizado com os outros solventes simultaneamente no processo de extracéo,
o rendimento da fragdo neutra aumentou significativamente. Este aumento indica um
efeito sinérgico entre o etanol e os outros solventes do planejamento experimental.

As fragdes neutras obtidas com as misturas binarias (1/2:1/2) (viv)
também apresentaram rendimentos abaixo de 1,8 g. Entre essas misturas, o extrato de
menor rendimento foi obtido com acetato de etila: acetona (1,3679 g), enquanto que as
fracbes binarias de maiores rendimentos foram obtidas com a mistura
diclorometano:cloroférmio (1,7865 g) e etanol:acetato de etila (1,7810 g). Este baixo
rendimento mostra que nao existe efeito sinérgico entre solventes extratores do mesmo
grupo. Ja as fragdes neutras obtidas através das misturas ternarias (1/3:1/3:1/3) (v/viv)
60% delas mostraram uma massa acima de 1,8 g, sendo que o maior rendimento foi
obtido com a mistura etanol:acetato de etila:diclorometano (1,9767 g). As fragcdes que
nao alcangaram rendimentos maiores que 1,8 g foram obtidas com as misturas
diclorometano:acetona:cloroformio (1,3627 g), acetato de

etila:diclorometano:cloroférmio (1,7017 g), acetato de
etila:diclorometano:acetona (1,5106 g) e etanol:diclorometano:acetona (1,2921 g). Estes
resultados evidenciam um efeito antagdnico no rendimento, quando o sistema extrator é
composto principalmente de diclorometano:acetato de etila ou diclorometano:acetona
ou estas misturas na presenca de cloroférmio. Utilizando-se as misturas quaternarias
(1/4:1/4:1/4:1/4) (v/viviv) alcangaram-se rendimentos maiores que 1,8 g, salvo para a
mistura acetato de etila:diclorometano:acetona:cloroférmio. A mistura quinaria
etanol:acetato de etila:diclorometano:acetona:cloroformio  (1/5:1/5:1/5:1/5:1/5)  (
viviviviv) também apresentou rendimento acima de 1,8 g, como pode ser visto na

Figura 13.
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Figura 13 - Grafico do rendimento da fragdo neutra obtida pelo planejamento de misturas de
cinco componentes (et: etanol; ae: acetato de etila; di: dicloromento; ac: acetona e
cl: cloroférmio).

Os resultados mostraram que o etanol puro extrai a menor quantidade
de gorduras e graxas ou metabdlitos de polaridade neutra, como por exemplo,
alcaldides de carater neutro* das folhas da Annona muricata L. Se o objetivo for
maximizar o rendimento desta fragao o etanol seria o pior solvente extrator.

Embora o modelo cubico especial ndo possa ser usado para prever 0s
rendimentos da fragcdo neutra devido a falta de ajuste, ele pode ser utilizado para
mostrar os efeitos dos solventes nos resultados encontrados experimentalmente.

A Tabela 4 apresenta os valores dos coeficientes da regresséo, o erro

padrao dos coeficientes e o valor de t de student com 8 graus de liberdade.
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Tabela 4 - Coeficientes de regressao para o modelo cubico especial
no estudo da fragao neutra da Annona muricata L.

Fator Coeficiente Erro padrio t(8)
Etanol (et) 0,60818 0,147526 412251
Acetato de etila (ae) 1.59420 0.147526 10,80628
Diclorometano (di) 1.85611 0,147526 12.58101
Acetona (ac) 1.25709 0.147526 8.52117
Clorofémio (cl) 1,75268 0.147526 11.88051
et:ae 2.62326 0,713775 3.67519
et:di 1.91887 0.713775 2.68833
et:ac 301788 0.713775 4.22805
et:cl 2.04107 0.713775 2.85053
et:ae:di 5,32676 4 417987 1,20570
gt:ae:ac 3,22483 4417987 0,72993
et:di:cl 4,23446 4417987 0,95846
et:ac:cl 2.96262 4. 417987 0.67058
ae:ac:cl 5.00813 4. 417987 1,13358

Os termos significativos no nivel de 95% de confianga do modelo estao
em negrito. A analise da Tabela 4 mostra que as interagdes ternarias (1/3:1/3:1/3)
(v/vlv) ndo sao significativas no nivel de 95%, mas se observa que os maiores
rendimentos foram obtidos em misturas ternarias de etanol:acetato de
etila:diclorometano, etanol:acetato de etila:acetona, etanol:diclorometano:cloroférmio,
etanol:acetona:cloroférmio e acetato de etila:acetona:cloroférmio. Isto significa que a
combinacdo desses solventes extratores é importante para aumentar o rendimento da
fracdo neutra, em relagédo aos solventes puros, o que pode ser confirmado na Figura 13.

Os rendimentos das fragdes da fase organica (fracao de polaridade
intermediaria) também foram analisados usando os modelos de misturas, mas nenhum
deles se ajustou aos rendimentos dessas fragdes, no nivel de 95% de confianca. O
grafico para os rendimentos das fragdes da fase organica esta representado pela Figura
14.
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Figura 14 - Grafico do rendimento da fragao da fase organica obtido pelo planejamento de
misturas de cinco componentes (et: etanol; ae: acetato de etila; di: dicloromento;
ac: acetona e cl: cloroférmio).

As massas obtidas usando diclorometano, cloroférmio, acetato de etila
e acetona foram muito baixas, enquanto que para o etanol foi bastante elevada (0,3894
g), indicando que o etanol tem um forte poder de extracdo em relagdo aos demais
solventes puros.

Um alto rendimento (0,4259 g) também é observado quando utiliza
etanol:diclorometano:acetona (1/3:1/3:1/3) (v/v/v). Isto mostra o grande efeito sinérgico
que ocorre entre os trés solventes.

Os rendimentos observados no grafico mostraram que a fragéo rica em
compostos fendlicos e terpendides € extraida em maior quantidade das folhas da
Annona muricata, quando se utiliza o etanol ou a mistura etanol:diclorometano:acetona.

Considerando que o etanol extrai grande quantidade de compostos

fenodlicos, este resultado mostra que a Annona muricata L. é rica em compostos
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fendlicos e terpendides. A Tabela 5 apresenta os valores dos coeficientes da regressao,
o erro padrao dos coeficientes e o valor de t.

Os termos significativos previstos pelo modelo sdo os valores em
negrito. Nota-se que os termos significativos sdo referentes ao solvente etanol e a
mistura ternaria etanol:diclorometano:acetona (1/3:1/3:1/3)  (v/vlv), solventes
responsaveis por um grande aumento dos rendimentos da fragdo da fase organica em
relacdo aos demais solventes extratores, Figura 14.

Os rendimentos das fragdes basicas foram investigados com o auxilio
dos modelos linear, quadratico e cubico especial e todos apresentaram falta de ajuste
no nivel de 95% de confiangca. A Figura 15 mostra o grafico dos rendimentos para as
fragdes basicas.

O grafico dos rendimentos (Figura 15) mostra que os extratos obtidos
através dos solventes puros apresentaram um baixo rendimento, exceto para o
cloroférmio. As misturas binarias (1/2:1/2) (v/v) e ternarias (1/3:1/3:1/3) (v/v/v) néo
aumentaram o rendimento significativamente, o que indica que essas proporgdes de
solventes ndo possuem efeito sinérgico. Por outro lado, a combinagdo de quatro
solventes acetato de etila:diclorometano:acetona:cloroférmio, etanol:acetato de
etila:acetona:cloroférmio e etanol:acetato de etila:dicloromentano:cloroférmio levaram
ao aumento dos rendimentos nas fracdes. Nota-se que em todas essas misturas estido
presentes acetato de etila e cloroférmio. Os rendimentos das fragdes basicas obtidas
através da mistura quinaria também foram elevados.

Os resultados mostraram que para obter altos rendimentos da fragcéo
rica em alcaldides é necessario utilizar a mistura quaternaria etanol:acetato de
etila:dicloromentano:cloroférmio ou a mistura dos cinco solventes, como pode ser visto

na Figura 15.



Tabela 5 - Coeficientes de regressao para o modelo cubico especial
no estudo da fragao da fase organica da Annona muricata

L

Fator Coeficiente Erro padrio t(8)
Etanol (et) 0.38638 0065350 591252
Acetato de etila (ae) 0,00394 0.065350 0.06022
Diclorometano (di) -0,00187 0.065350 -0,02854
Acetona (ac) 0,06344 0,065350 0.97078
Clorofdmio (cl) 0,00220 0,065350 0,03370
et:ae -0,69424 0,316182 -2,19570
et:di -0,41583 0,316182 -1,31517
et:ac -0,64581 0316182 -2,04252
et:cl -0,36172 0316182 -1,14403
ae:di 0,10694 0,316182 0,33824
ae: ac 0.42017 0,316182 1,32888
ae:cl 011426 0316182 0,36136
dizac -0,00742 0316182 -0,02348
dixcl 0.06387 0316182 0,20199
ac:cl 0,17549 0,316182 0,55502
et:ae:di -00,35228 1,957045 -0, 18001
et:ae:ac -1, 49109 1.957045 -0,76191
et:ae:cl 276451 1.957045 1.41259
et:di:ac 8.52325 1957045 4,35517
et:dizcl -0,65665 1,957045 -0,33553
et:ac:cl -2,41375 1,957045 -1,23337
ae:di:ac -1,15081 1,957045 -0,58803
ae:di:cl -0,23661 1,957045 -0,12090
ae:ac:cl -2.35431 1.957045 -1,20299
dizac:cl -1,23287 1,957045 -0,62997
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Figura 15 - Grafico do rendimento da fracdo basica obtido pelo planejamento de misturas de
cinco componentes (et: etanol; ae: acetato de etila; di dicloromento; ac: acetona e
cl: cloroférmio).

Os rendimentos obtidos para as fibras estdo apresentados na Figura
16. Na Figura observa-se que as fibras obtidas utilizando os solventes puros
apresentaram rendimentos abaixo de 0,22 g. O etanol foi o que mostrou menor poder
de extracdo, porém quando misturado com outros solventes o rendimento aumentou
significativamente. Entre as misturas binarias (1/2:1/2) (v/v) as interagbes que
apresentaram menor poder de extragdo foram etanol:acetona (0,1371 g) e acetato de
etila:acetona (0,1506 g). A mistura binaria acetato de etila:diclorometano apresentou um
grande efeito sinérgico com rendimento de 0,5585 g. E importante salientar que a
mistura ternaria (1/3:1/3:1/3) (v/v/v) com menor poder de extrac&o foi etanol:acetato de
etila:acetona (0,0923 g). As misturas de quatro solventes (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/viviv) que



58

apresentaram maior poder de extracao foram etanol:acetato de

etila:diclorometano:acetona e acetato de etila:diclorometano:acetona:cloroférmio.
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Figura 16 - Grafico do rendimento da fibra obtida pelo planejamento de misturas de cinco
componentes (et: etanol; ae: acetato de etila; di: dicloromento; ac: acetona e cl:
cloroférmio).

A Tabela 6 mostra os valores dos coeficientes da regressao, o erro
padrao dos coeficientes e os valores de t.

Os termos significativos previstos pelo modelo sdo os valores em
negrito. Entretanto incluindo apenas estes termos na equacédo de previsdo o modelo
mostra falta de ajuste. Os coeficientes estatisticamente significativos dos solventes

puros referem-se aqueles de maior poder de extragdo como pode ser visto na Figura
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16. A Tabela de coeficientes mostra que as misturas binarias (1/2:1/2) (v/v)
significativas  sdo  etanol:.cloroféormio, acetato de  etila:diclorometano e
diclorometano:cloroférmio. Entre elas, a interagdo que apresenta maior efeito sinérgico

€ a mistura acetato de etila:diclorometano como confirmado na Figura 16.

Tabela 6 - Coeficientes de regressdo para o modelo cubico especial no
estudo da fibra da Annona muricata L.

Fator Coeficiente Erro padrio t(8)
Etanol (et) 0,05106 0,073542 0,69430
Acetato de etila (ae) 0,19083 0.073542 2.59481
Diclorometano (di) 0.21149 0,073542 2.87584
Acetona (ac) 0.11266 0,073542 1,53192
Clorofémio (cl) 0.20196 0073542 2.74622
et:ae (0,68893 0,355819 1,93618
et:di 0,68544 0,355819 1,92636
et:ac 0,21460 0,355819 0,60313
et:cl 0.96433 0.355819 2.71016
ae:di 1.37175 0.355819 3.85520
ae:ac -0,05788 0,355819 -0,16266
ae:cl 0,63144 0,355819 1,77462
di:ac 0,43823 0,355819 1,23160
di:cl 0.85315 0.355819 2.39771
ac:cl 0,52312 0,355819 1.47018
et:ae:di -3,16750 2,202380 -1,43822
et ae:ac -2.86834 2.202380 -1.30238
et:ae:cl -5,02295 2,202380 -2,28069
et:dizac 0,05842 2,202380 0,02653
et:di:cl -3,56798 2,202380 -1,62006
et:ac:cl -2,06673 2,202380 -0,93841
ae:di:ac -0,32383 2,202380 -0,14703
ae:di:cl -4,12003 2,202380 -1,87072
ae:ac:cl 3.27083 2.202380 1.48513

dizac:cl -1,79771 2,202380 -0,81626
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Considerando que o rendimento ndo € o unico parametro para mostrar
a eficiéncia do método de extragdo, as fragdes da fase organica e basica foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A eficiéncia na extragdo foi
avaliada pelo numero de picos no cromatograma. O efeito da composi¢cdo da fase
movel na separagao dos extratos foi investigado utilizando duas diferentes fases, a fase
movel E, cuja composicdo quimica foi 26% de acetonitrila, 27% de metanol e 47% de
agua (v/viv) e a fase mével R constituida por 35% de acetonitrila, 35% de metanol e
30% de agua (v/v/v). Para a analise exploratéria a fase movel E foi escolhida, porque os
cromatogramas apresentaram maior numero de picos em relagdo aos cromatogramas
obtidos com a fase movel R.

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores dos rendimentos, o numero
de picos, com area superior a 0,5%, presentes nos cromatogramas e os solventes

extratores utilizados para cada extrato.
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Tabela 7 - Valores dos rendimentos e numero de picos da
fracdo da fase organica obtida das folhas da Annona

muricata L. ) _
1 Etanol (et) 0,3804 19
2 Acetato de etila (ae) 00,0050 28
3 Diclorometano (di) 0,0010 22
4 Acetona (ac) 0.0662 27
5 Clorotormio (cl) 0,0037 23
6 et:ae 0,0117 16
7 et:di 0,0640 20
B et:ac 0,0400 21
9 et:cl 0,0905 29
10 ae:di 0,0191 23

ae:ac 00,1309 28
12 ae:cl 00,0339 24
13 dizac 0,0067 27
14 ac:cl 0,0654 24
15 di:cl 0,0040 23
16 et:ae:di 0,0389 23
17 et:ac:cl 00116 21
18 et:ae:cl 0,1256 22
19 et:dizcl 0,0709 20
2 et:ae:ac 0,0249 19
2 dizac:cl 0,0400 24
22 ae:ac:cl 0,0049 24
27 ae:di:cl 0,0172 23
24 ae:di:ac 00,0639 24
25 et:dizac 0,4259 28
26 et:ae:di:ac 0,0472 26
Z ae:di:ac:cl 0,0162 26
2 et:dizac:cl 0,0014 22
2 et:ae:ac:cl 0,0100 25
30 et:ae:dixcl 0,0531 23
31 et:ae:di:ac:cl 0,0476 26
32 et:ae:dizac:cl 0,0377 22
33 et:ae:dizac:cl 0,0492 22

De acordo com a Tabela 7, entre os solventes puros, o etanol extraiu a
maior quantidade em massa da fragdo da fase organica. Porém foi o solvente que
retirou a menor diversidade de compostos em relacdo aos demais solventes puros
(Figura 17). A maior quantidade de picos encontrados foi para os extratos 2 e 4 que
tiveram rendimentos baixos comparado com o extrato 1, considerando os extratos

puros. Isto sugere que um alto rendimento da fragdo ndo garante uma grande
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diversidade de compostos quimicos extraidos das folhas da Annona muricata, como
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pode ser visto na Figura 18.
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Figura 17 - Numero de picos cromatograficos da fragdo da fase organica das folhas da Annona

muricata L.
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Figura 18 - Cromatogramas das separagdes das fragcdes da fase organicas (a) etanol 100%, (b)
acetato de etila 100%, (c) diclorometano 100%, (d) acetona 100% e (e) cloroférmio
100%. Injegao: 20 pL; Coluna cromatografica C18, com dimensdes de 250 x 4,6
mm e tamanho de particula 5 ym; Fase movel: 26% de acetonitrila, 27% de metanol
e 47% de agua (v/v/v); Vazao: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.
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O maior rendimento obtido para a fracdo da fase organica foi 0,4259 g
utilizando a mistura ternaria etanol:diclorometano:acetona (1/3:1/3:1/3) (v/v/v) como
solvente extrator, Tabela 7. Esta mistura além de apresentar um forte poder de
extracdo, também mostra propriedades adequadas para extrair grande diversidade de
compostos das folhas da Annona muricata, como mostra o cromatograma desta fragéo
com 28 picos, Figura 19.

A Figura 20 mostra o cromatograma da fragcdo da fase organica de
menor rendimento (0,0010 g) obtida com o diclorometano. Pelo cromatograma nota-se
que apesar do baixo rendimento, a diversidade de compostos extraidos é maior quando

comparado com o cromatograma do extrato 1 (etanol puro).
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Figura 19 - Cromatograma da separagao da fracdo da fase organica obtida com a mistura
ternaria etanol:diclorometano:acetona (1/3:1/3:1/3) (v:v:v). Injegado: 20 uL; Coluna
cromatografica C18, com dimensbes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5
um; Fase movel: 26% de acetonitrila, 27% de metanol e 47% de agua (v/v/v);
Vazao: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.

De acordo com os numeros de picos presentes em cada cromatograma
(Tabela 7) foi possivel observar que a melhor impresséo digital cromatografica para a

Annona muricata € obtida quando utiliza a mistura binaria etanol:diclorometano
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(1/2:1/2) (v/iv) ou a mistura etanol:cloroférmio (1/2:1/2) (v/v). Também pode-se obter a
impressao digital com o] maior numero de picos utilizando

etanol:diclorometano:cloroférmio (1/3:1/3:1/3) (v/Iviv).
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Figura 20 - Cromatograma da separagao da fragdo da fase organica obtida com 100% de
diclorometano. Inje¢ao: 20 uL; Coluna cromatografica C18, com dimensodes de 250
x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um; Fase mével: 26% de acetonitrila, 27% de
metanol e 47% de agua (v/v/v); Vazao: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.

Nos cromatogramas também observam-se dois picos para as folhas da
Annona muricata, um com tempo de retencido 4,12 minutos e outro em 6,12 minutos.
Estes picos estdo sempre presentes nos cromatogramas independente do sistema
extrator. Dessa forma, a presencga destes dois picos na fracdo da fase organica pode
contribuir na identificagdo da Annona muricata.

Na Tabela 8 estdo os valores dos rendimentos das fragbes basicas, o
numero de picos encontrados nos cromatogramas, bem como os solventes extratores
utilizados para cada extrato.

Pela Tabela 8 e Figuras 21 e 22 observa-se que o acetato de etila,

entre os solventes puros, apresentou o maior numero de picos e também um dos
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menores rendimentos. O cloroférmio apesar de aumentar o rendimento da fragéo
basica, apresentou a menor diversidade de compostos quimicos, observado pelo
numero de picos. Isto mostra que o solvente com um forte poder de extracdo nao
assegura a maior diversidade de compostos quimicos extraidos das folhas da Annona
muricata, Figura 21.

Tabela 8 - Valores dos rendimentos e numero de picos da
fragao basica obtida das folhas da Annona muricata

L.

Amosira Solvente Extrator Rendimento/g N" de picos
1 Etanol (et) 0.0026 12
2 Acetato de etila (ae) 0,0021 16
3 Diclorometano (di) 00094 14
4 Acetona (ac) 0,007 1 15
5 Clorofdrmio icl) 01807 11
6 et:ae 0,0000 15
fi et:di 00010 09
8 et:ac 0,0152 16
0 etcl 0,0012 11
10 aedi 0.0016 14
11 agac 00014 14

12 aescl 0,0381 15
13 dizac 00092 12
14 ac:cl 0.0063 06
15 di:cl 0.0163 14
16 et:ae:di 00140 13
17 el:ac:cl 0.0187 14
18 et:ae:cl 00,0032 15
19 et:dizcl 00,0443 12
20 el:ae:ac 0.0240 19
21 dizac:cl 00207 18
22 agzac:cl 0,0030 12
23 aerdizcl 0.0049 12
24 aediac 0, 0609 14
25 et:dizac 0.0189 10
26 et:ae:di:ac 0,0437 17
27 agdizacicl 0,2135 13
28 et:dizac:cl 00348 16
29 et:ae:ac:cl 0.4579 15
30 et:ae:di:cl 06070 12
31 et:ae:dizac:cl 0,5080 14
32 et:ae:di:ac:cl 06020 16

t

et:ae:dizac:cl 0,5003 16
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Figura 21 - Numero de picos cromatograficos da fragao basica das folhas da Annona

muricata L.

A fracdo basica de menor rendimento foi obtida com a mistura binaria

Este extrato também apresentou pouca diversidade

v/v).

1/2:1/2) (

(

etanol:diclorometano
de compostos quimicos,

Figura 23 quando comparado com o extrato 20 (etanol:acetato

de etila:acetona).

de picos encontrados em cada

A analise dos diferentes numero

cromatograma também mostra que para obter a impressao digital da Annona muricata &

preciso utilizar a mistura ternaria etanol:acetato de etila:acetona (1/3:1/3:1/3) (v/viv),

Figura 24.

Em todos os cromatogramas das fragdes basicas nota-se um pico no

tempo de retencédo 6,30 minutos. Esta informacao pode ser usada na identificacdo da

Annona muricata.
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Figura 22 - Cromatogramas das separagdes das fragdes basicas (a) etanol 100%, (b) acetato
de etila 100%, (c) diclorometano100%, (d) acetona 100% e (e) cloroférmio 100%.
Injecao: 20 pL; Coluna cromatografica C18, com dimensdes de 250 x 4,6 mm e
tamanho de particula 5 ym; Fase movel: 26% de acetonitrila, 27% de metanol e
47% de agua (v/v/v); Vazao: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.
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Figura 23 - Cromatograma da separagdo da fragdo basica obtida com a mistura binaria
etanol:diclorometano (1/2:1/2) (v/v). Injecdo: 20 uL; Coluna cromatografica C18,
com dimensdes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 ym; Fase mével: 26%
de acetonitrila, 27% de metanol e 47% de agua (v/v/v); Vazao: 1 mL/min;
comprimento de onda: 254 nm.
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Figura 24 - Cromatograma da separacao da fragdo basica obtida com a mistura ternaria
etanol:acetato de etila:acetona (1/3:1/3:1/3) (v/viv). Injegdo: 20 pL; Coluna
cromatografica C18, com dimensdes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5
pm; Fase moével: 26% de acetonitrila, 27% de metanol e 47% de agua (v/viv);
Vazao: 1 mL/min; comprimento de onda: 254 nm.
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As 31 fragdes da fase organica foram analisadas por espectroscopia de
absorgao no infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) e os espectros foram
analisados por métodos quimiométricos.

Os dados dos espectros foram colocados numa matriz 31x1866 (31
extratos e 1866 valores de absorvancias nos diferentes nimeros de onda, cm™). Os
dados da matriz foram normalizados e submetidos a analise de componentes principais
com rotacdo varimax e analise hierarquica. 88% da variéncia total dos dados sé&o
explicados por 3 componentes principais ou fatores. O grafico dos escores dos fatores 2
e 3 € mostrado na Figura 25. Observa-se nesta figura seis grupos distintos, indicando
que os extratos apresentam composicdes quimica diferentes com relagdo ao solvente
extrator.

O fator 2 discrimina os grupos | e Il, localizados na parte mais positiva,
dos demais grupos localizados na parte menos positiva. O fator 3 separa o grupo Il
localizado na parte mais positiva dos outros grupos. A analise hierarquica foi aplicada
aos dados dos espectros das 31 fragcbes, e o dendrograma obtido esta apresentado na
Figura 26. O valor de conexdo 50 mostra seis grupos diferentes o que confirma os
resultados obtidos no grafico dos fatores.

Os loadings dos fatores 2 e 3 estdo apresentados na Figura 27. Este
grafico mostra quais sao os numeros de onda que explicam a distingdo entre os seis
grupos mostrados no grafico dos escores.

No grafico dos loadings existem cinco regides discriminatérias. Os
grupos | e Il da Figura 25 que estao localizados na parte mais positiva do fator 2 sofrem
maior influéncia das variaveis que apresentam valores de loadings positivos no fator 2,
enquanto que os grupos lll, 1V, V e VI sofrem menor influéncia desses valores de
loadings. As regides espectrais que caracterizam esses grupos apresentam os numeros
de onda 1037, 1087, 1125, 1750, 2850, 2925 e 3380 cm'. Estas regides sdo
caracteristicas dos grupos funcionais presentes nas acetogeninas de Annonacea. Para
exemplificar esta discriminagéo sera usado como exemplo um espectro do grupo | (15)

e outro do grupo VI (31), Figura 28.
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Figura 25 - Grafico dos escores dos fatores 2 e 3 dos dados espectrais das 31 fragdes da fase

organica das folhas da Annona muricata L.
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Figura 26 - Dendrograma dos espectros IVTF dos extratos das 31 fragdes da fase organica
obtidas das folhas da Annona muricata L.
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Figura 27 - Grafico dos loadings dos fatores 2 e 3 para as 31 fragbes da fase organica no FTIR.
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Figura 28 - Espectros de absorgao no infravermelho das fragdes da fase organica 15 e 31
obtidas das folhas da Annona muricata L.
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Pelos espectros nota-se que o extrato 15 apresentou maior quantidade

dos grupos funcionais que absorvem nas regides 1037, 1087, 1125, 1750, 2850, 2925 e

3380 cm™ em relagdo ao extrato 31.
O grupo lll localizado na parte mais positiva do fator 3 sofre maior

influéncia das variaveis que apresentam valores de loadings positivos do fator 3,
enquanto que os grupos |, I, IV, V e VI sdo menos influenciados por esses valores. O
nimero de onda que discrimina esses grupos é 3380 cm™'. Para exemplificar este

resultado, os espectros dos extratos 5 e 21 estdo apresentados na Figura 29.
Pelos espectros nota-se que o extrato 5 apresentou maior quantidade

de compostos com grupos funcionais caracteristicos da regidao de 3380 cm” que o

extrato 21.
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Figura 29 - Espectros de absorgdo no infravermelho das fragcdes da fase organica 5 e 21
obtidas das folhas da Annona muricata L.
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A regido em torno de 3380 cm™ é caracteristica da deformacéo axial da
ligagdo OH de alcoois e fendis (3650-3200 cm™) podendo ter contribuicdo de absorcdes
de deformacdo axial de N-H de amidas (3500-3070 cm™) e aminas (3600-3200 cm™)
sobrepostas.

As bandas de 2925 e 2850 cm™ sdo absorcdes correspondentes a
vibracdes de deformagdes axiais simétricas e assimétricas da ligagdo C-H de alcanos
(3000-2840 cm™). A banda de absorcdo de 1750 é caracteristica de deformagao axial
da ligacdo C=0 que pode ser de ésteres (1750-1670 cm™), cetonas (1770-1700 cm™),
acidos carboxilicos (1760-1660 cm™), 5-lactonas (1760-1720 cm™), y-lactamas (1750-
1700 cm™) e P-lactamas (1760-1730 cm™). As bandas 1037 cm™, 1087 cm™ e 1125 cm’
' sd0 caracteristicas de deformagao axial de C-O de alcoois (1150-1017 cm™).

As 31 fragdes basicas obtidas das folhas da Annona muricata também
foram analisadas por IVTF e os dados dos espectros foram analisados por métodos
quimiométricos. Para tal analise foi necessario colocar os dados dos 31 espectros numa
matriz 31x1866 (31 extratos e 1866 valores de absorvancias nos diferentes numeros de
onda, cm™”). Os dados da matriz foram normalizados e sujeitos a analise de
componentes principais (fatores) e analise hierarquica. O grafico da projecdo dos
escores dos fatores 2 e 3, que juntos explicam 7,4% da variancia contida nos dados,
esta apresentado na Figura 30. Pelo grafico nota-se cinco grupos distintos.

O fator 2 discrimina os grupos I, Il e lll, localizados na parte menos
positiva dos grupos IV e V, localizados na parte mais positiva do mesmo eixo. O fator 3
discrimina o grupo Il, localizado na parte mais positiva, dos grupos I, lll e V, localizados

na parte menos positiva, enquanto que o grupo IV € um grupo intermediario.
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Figura 30 - Grafico dos escores dos fatores 2 e 3 dos dados espectrais das 31 fragbes basica
das folhas da Annona muricata L.

A Figura 31 mostra o grafico do dendrograma obtido pela analise

hierarquica. No valor de conexdo 0,7 observam-se cinco grupos confirmando o

resultado obtido na Figura 30.
O grafico dos valores dos loadings dos fatores 2 e 3 esta apresentado

na Figura 32. Esta figura mostra quais sdo os numeros de onda que explicam a
distingdo entre os cinco grupos formados no grafico dos escores.

No grafico dos loadings existem trés bandas discriminatorias, Figura 32.
Os grupos IV e V que estao localizados na parte mais positiva do fator 2 sofrem maior
influéncia das variaveis que apresentam valores de loadings positivos no fator 2,
enquanto que os grupos |, Il e lll sdo menos influenciados por esses valores de
loadings. As regides dos espectros que caracterizam os extratos desses grupos sao os

numeros de onda 756, 1209 e 3000 cm™'. Para exemplificar este resultado os espectros

dos extratos 3 e 6 estdo mostrados na Figura 33.
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Nesta Figura observa-se que o extrato 3 apresentou maior quantidade
dos grupos funcionais caracteristicos das regides com numeros de onda 756, 1209 e
3000 cm™ em relacgéo ao extrato 6.

A regido entre 3535-3302 cm™' caracteriza vibracdes de deformagao axil
da ligagdo O-H de alcoois e fendis (3650-3200 cm™), pode indicar também absorgdes
provenientes de deformagdo axial da ligacdo de N-H de aminas (3600-3200 cm™)
sobrepostas. A banda de 3000 cm™ é proveniente de deformagao axial da ligagdo C-H
de alcanos (3000-2840 cm™).
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Figura 31 - Dendrograma obtido baseado nos dados dos espectros FTIR das 31 fragdes basica
obtidas das folhas da Annona muricata L.

A banda 1209 cm™ pode indicar a presenca de C-O de alcoois e fendis
(1260-1000 cm™). A banda de 756 cm™ pode indicar deformacdo axial da ligagdo N-O
(850-750 cm™).
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Figura 32 - Gréfico dos loadings dos fatores 2 e 3 para as 31 fragdes basica no FTIR.
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Figura 33 - Espectros de absorgao no infravermelho das fragdes basica 3 e 6 obtidas das folhas
da Annona muricata L.
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Os 33 extratos da fase organica foram analisadas por CLAE, para
investigar possiveis discriminagées nas composi¢des quimica dos diferentes extratos.
Para realizar esta investigagdo foi necessario colocar as alturas dos picos
cromatograficos das 33 fragbes na forma de uma matriz 33x2814 (33 extratos e 2814
valores de altura dos picos nos diferentes tempos de retengcdo, min). Os dados da
matriz original foram normalizados e sujeitos a analise das componentes principais
(fatores) e analise hierarquica.

A Figura 34 mostra a projecao dos escores dos fatores 1 e 2, que juntos
explicam 92% da variancia contida nos dados.

A analise desse grafico mostra que os extratos sdao separados em
quatro grupos, sugerindo que as amostras apresentaram composi¢cées quimicas
diferentes. O fator 1 discrimina o grupo IV, localizado na parte menos positiva, do grupo
| que esta localizado na parte mais positiva, enquanto que os grupos Il e Ill sdo
intermediarios. O fator 2 discrimina o grupo 1V, localizado na parte mais positiva dos
demais grupos, localizados na parte menos positiva.

Os agrupamentos da analise dos fatores foram confirmados pela
analise hierarquica. O dendrograma obtido por esta analise esta representado na Figura
35. O valor de conexdao 40 mostra quatro grupos diferentes, o que confirma os
resultados obtidos no grafico dos escores.

Os loadings dos fatores 1 e 2 estdo mostrados na Figura 36. O grafico
dos loadings mostra quais sao os picos cromatograficos que discriminam os 33 extratos
em quatro grupos.

O grupo |, localizado na parte mais positiva, sofre maior influéncia dos
valores de loadings positivos no fator 1, enquanto que o grupo IV é menos influenciado
por esses valores. Isto significa que os extratos do grupo | estdo deslocados mais para
a direita por apresentarem maiores sinais nos tempos de retencédo de 3,1-5,0 minutos e
em 6,0 minutos em relag&o aos extratos do grupo IV. A maioria dos extratos do grupo |

contém acetona na sua composi¢ao
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Figura 34 - Grafico dos escores dos fatores 1 e 2 dos dados cromatograficos das 33 fragbes da
fase organica obtidas das folhas da Annona muricata L.
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Figura 36 - Grafico dos loadings dos fatores 1 e 2 para os dados cromatograficos das 33
fracdes da fase organica obtidas das folhas da Annona muricata L.

O grupo |V, localizado na parte mais positiva € mais influenciado pelos

valores de loadings positivos no fator 2, ou seja, os extratos do grupo IV apresentaram

maiores concentragdes das substancias com tempos de retencdo de 2,31 e 2,5 minutos

em relagdo aos demais grupos. Para mostrar o resultado obtido com as analises dos

fatores e loadings escolheu-se o0 cromatograma do extrato 24 (grupo 1) e o

cromatograma do extrato 5 (grupo V), Figura 37.
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Figura 37 - Cromatogramas obtidos por CLAE das separagdes das fragdes da fase organica 5 e
24 obtidas das folhas da Annona muricata L. Inje¢ao: 20 uL; Coluna cromatografica
C18, com dimensdes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um; Fase movel:
26% de acetonitrila, 27% de metanol e 47% de agua (v/v/v); Vazao: 1 mL/min;
comprimento de onda: 254 nm.

As 33 fragcbes basicas foram analisadas por CLAE. Os estudos
comparativos dos cromatogramas também foram realizados para investigar possiveis
diferengas na composigdo quimica de cada extrato. Para desenvolver o estudo
comparativo as alturas dos picos cromatograficos foram colocados na forma de uma
matriz 33x1876 (33extratos e 1876 valores de alturas de picos) que posteriormente foi
normalizada e submetida a analise de componentes principais (fatores) e analise
hierarquica.

O gréafico da projecao dos escores dos fatores 1 e 3, que juntos

explicam 89,18% da variancia total dos dados esta representado na Figura 38.
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Figura 38 - Grafico dos escores dos fatores 1 e 3 dos dados cromatograficos das 33 fragdes
basica obtidas das folhas da Annona muricata L.

Neste grafico notam-se cinco grupos distintos. O fator 1 separa o grupo
II, que esta localizado na parte mais positiva dos demais grupos que estdo na parte
menos positiva. O fator 3 discrimina o grupo V, localizado na parte mais positiva dos
grupos I, Il e Illl que estdo na parte menos positiva. J& o grupo IV é um grupo
intermediario.

A analise hierarquica foi feita para confirmar os resultados encontrados
no grafico dos escores e o dendrograma obtido para esta analise esta representado na
Figura 39. O valor de conexao 0,8 mostra a formagao de cinco grupos como foi visto no
grafico dos escores.
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Figura 39 - Dendograma obtido baseado nos dados cromatograficos das 33 fragcdes basica
obtidas das folhas da Annona muricata L.

Na Figura 40 esta o grafico dos loadings dos fatores 1 e 3. Este grafico
permite observar quais sao os picos cromatograficos que discriminam os cinco grupos.

Os valores de loadings do fator 1 sdo todos positivos, indicando que o
grupo Il, localizado na parte mais positiva € mais influenciado por esses valores, ou
seja, os extratos desse grupo apresentaram maiores concentragées das substancias ou
grupo de substéncias com tempos de retengao de 2,4-4,0; 6,3;7,1;7,7 e 15,1 minutos
em relagcdo aos grupos |, lll, IV e V. Os cromatogramas dos extratos 3 e 33 ilustram

esse resultados, Figura 41.
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Figura 40 - Grafico dos loadings dos fatores 1 e 3 para os dados cromatograficos das 33
fracbes basica obtidas das folhas da Annona muricata L.

O fator 3 discrimina o grupo V, localizado na parte mais positiva dos
grupos |, Il e lll. Os picos cromatograficos que discriminam esses grupos sao de 3,2-4,6

e 6,3 minutos. Os cromatogramas das fragdes 9 e 22 mostram este resultado, Figura 42
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Figura 41 - Cromatograma obtido por CLAE das separagdes das fragdes basica 3 e 33 obtidas das
folhas da Annona muricata L. Injecdo: 20 uL; Coluna cromatografica C18, com
dimensbes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um; Fase movel: 26% de
acetonitrila, 27% de metanol e 47% de agua (v/v/v); Vazdo: 1 mL/min; comprimento de
onda: 254 nm.
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Figura 42 - Cromatograma obtido por CLAE das separagdes por fragdes basica 9 e 22 obtidas das
folnas da Annona muricata L. Injecdo: 20 ulL; Coluna cromatografica C18, com
dimensbes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula 5 um; Fase movel: 26% de
acetonitrila, 27% de metanol e 47% de agua (v/v/v); Vazao: 1 mL/min; comprimento de
onda: 254 nm.
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Para encontrar a relagdo entre os parametros de seletividade,
polaridade (P) e a constante dielétrica (E) e os rendimentos das fragdes, foi utilizada a
projecao das variaveis no plano dos fatores 1x2 da andlise de componentes principais.
O grafico desta projecéo esta ilustrado na Figura 43. Nesta figura, observa-se que os
rendimentos das fragdes residuos (fragdo ndo soluvel no fracionamento) e a fragdo da
fase organica, encontram-se entre os valores de a e [, enquanto que as fragdes
neutras, fibras e os rendimentos brutos estao localizados entre os valores de a e w. O
rendimento da fragdo basica esta localizado mais ou menos no centro dos paréametros
de seletividade. Observa-se na Figura 15 que os maiores rendimentos foram obtidos
com extratos contendo no minimo um dos solventes, etanol, acetato de etila,
cloroférmio e acetona. Acetato de etila e acetona possuem a igual a zero. O acetato de
etila tem o maior valor de 3. O cloroférmio apresenta maior valor de a e zero de 3,
enquanto que o etanol tem valores de a aproximadamente igual a B. As misturas que
apresentaram maiores rendimentos estao localizadas mais ou menos entre os valores
de a e B do acetato de etila e/ou acetona com o cloroférmio. O maior rendimento da
fracdo da fase organica 0,426 g foi obtido com etanol:diclorometano e acetona. O
diclorometano tem {3 igual a zero, enquanto que a acetona tem a igual a zero. Na fragcéo
basica, observa-se que os maiores rendimentos foram encontrados nos extratos que

apresentam carater acido ou basico.
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5 CONCLUSAO

Na avaliagdo dos efeitos dos solventes extratores no rendimento do
extrato bruto, das fragdes neutra, orgéanica, basica e das fibras das folhas da Annona
muricata L., conclui-se que:

e O rendimento maximo previsto para o extrato bruto pelo modelo
cubico especial foi de 3,0 g. Para produzir esse rendimento a mistura deve conter em
torno de 35% de etanol, 35% de diclorometano e 30% de cloroférmio. Os rendimentos
experimentais maximos alcangados foram preparados em misturas binarias (1/2:1/2)
(v/v) etanol:diclorometano (2,9288 g) e etanol:cloroférmio (2,9096 g) e com a mistura
ternaria etanol:diclorometano:cloroférmio (3,0247 g). Se o objetivo do trabalho for
alcancar maiores rendimentos com o menor custo recomenda-se a mistura binaria
etanol:diclorometano, embora os espectros de absor¢cdo na regidao do infravermelho
tenham mostrado que os extratos apresentam composi¢des quimicas diferentes.

e A fracdo neutra de menor rendimento (0,6009 g) também foi obtida
com o etanol. Considerando que geralmente nao ha interesse dos metabdlitos extraidos
nesta fracdo, o etanol seria uma boa alternativa como solvente extrator. Por outro lado,
os alcaldides de carater neutro podem estar presentes nesta fracdo o que a torna
interessante. Neste caso recomenda-se a mistura ternaria etanol:acetato de
etila:diclorometano (1/3:1/3:1/3) (v/viv).

e Os rendimentos elevados da fracédo da fase organica foram obtidos
com o etanol (0,3894 g) e com a mistura ternaria etanol:diclorometano:acetona
(1/3/1/3/1/3) (v/viv) (0,4259 g). Considerando o custo dos solventes e que esses valores
sao préximos, recomenda-se o etanol como solvente extrator.

e As fracOes basicas obtidas com os solventes puros, misturas binarias
e ternarias apresentaram rendimentos muito baixos. Quando utilizou as misturas
quaternarias (1/4:1/4:1/4:1/4) (v/viviv) etanol:acetato de etila:acetona:cloroférmio e
etanol:acetato de etila:diclorometano:cloroférmio e a mistura quinaria etanol:acetato de
etila:diclorometano:acetona:cloroférmio  (1/5:1/5:1/5:1/5:1/5)  (v/viv/vlv) notou-se um

grande aumento nos valores de massa.. Isto mostra que para obter a fracdo rica em
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alcaldides a mistura quaternaria etanol:acetato de etila:diclorometano:cloroférmio e a
mistura quinaria devem ser utilizadas como solventes extratores.

e A fibra de menor rendimento (0,0517 g) foi obtida a partir do etanol e
o maior rendimento (0,5585 g) foi obtido com a mistura binaria acetato de
etila:diclorometano (1/2:1/2) (v/v). Em um estudo em que se deseja extrair pouca
quantidade de fibras deve utilizar o etanol como solvente extrator. Porém se o objetivo
for retirar grandes quantidades de fibras recomenda-se a mistura acetato de
etila:diclorometano.

Neste trabalho a eficiéncia do método de extracdo também foi avaliada
através da diversidade de compostos quimicos extraidos das folhas da Annona
muricata L. Esta avaliacdo foi realizada através dos numeros de picos obtidos nos
cromatogramas das fragdes da fase organica e basica e concluiu-se que:

e A melhor fase movel para produzir impresséo digital informativa foi
26% acetonitrila, 27% de metanol e 47% de agua (v/v/v).

e O numero de picos obtidos nos 66 cromatogramas nao esta
relacionado com o rendimento do extrato.

e Entre os solventes puros, o etanol extraiu a maior quantidade em
massa da fragdo da fase organica (0,3894 g), porém foi o solvente que retirou a menor
diversidade de compostos (19 picos cromatograficos). Isto mostra que um alto
rendimento da fracdo ndo garante uma grande diversidade de compostos quimicos
extraidos. Ja a mistura ternaria etanol:diclorometano:acetona (1/3:1/3:1/3) (v:v:v) extraiu
grande quantidade em massa (0,4259 g) da fragdo da fase organica e também grande
diversidade de compostos quimicos (28 picos cromatografico). Quando o objetivo for
obter alto rendimento e maior diversidade de compostos fendlicos e terpendides
recomenda-se a mistura ternaria etanol:diclorometano:acetona.

e O extrato da fracdo da fase organica obtido com a mistura binaria
etanol:acetato de etila (1/2:1/2) (v/v) apresentou a menor diversidade de compostos
quimicos extraidos (16 picos). Dessa forma, se o objetivo do trabalho for isolar um
composto presente nas 31 fragdes da fase organica, a mistura binaria etanol:acetato de

etila € a melhor opgao para ser utilizada como solvente extrator.
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e Os extratos da fase orgénica que apresentaram maior diversidade de
compostos (29 picos) foram obtidos com as misturas binarias (1/2:1/2) (viv)
etanol:diclorometano e etanol:cloroformio, e também com a mistura ternaria
etanol:diclorometano:cloroférmio (1/3:1/3:1/3) (v/v/v). Considerando os custos dos
solventes e que os trés extratos mostraram 0 mesmo numero de picos, a mistura binaria
etanol:diclorometano seria uma das melhores alternativas para obter a impresséo digital
das folhas da planta em estudo.

e Neste trabalho concluiu-se também que os picos com tempo de
retengao de 4,12 e 6,12 minutos, presentes nos 33 cromatogramas das fragdes da fase
organica, poderao contribuir na identificagdo da Annona muricata L.

e A mistura binaria de acetato de etila:cloformio (1/2:1/2 viv/) foi o
solvente que extraiu a menor diversidade de compostos (6 picos cromatografico) da
fracdo basica, enquanto que a mistura ternaria etanol:acetato de etila:acetona
(1/3:1/3:1/3) (v:v:v) extraiu a maior diversidade de compostos (19 picos). Se o objetivo
for obter a impressédo digital com o maior numero de picos a mistura ternaria é o
solvente extrator mais indicado.

e O pico cromatografico com tempo de retengdo 6,30 minutos,
presentes nos 33 cromatogramas da fragao basica, pode contribuir na identificacao da
Annona muricata

Com a aplicacdo dos métodos quimiométricos associados a analise por
absorcgao no FTIR foi possivel:

e Tracar o perfil das fragdes da fase orgénica e das fragbes basicas e
identificar quantitativamente os grupos de composi¢des quimicamente diferentes em
cada fragao.

e Determinar as regides discriminatorias de grupos funcionais para
discriminar os extratos de acordo com a composicao quimica apresentada por cada um.

e As fragdes da fase organica dos grupos | e |l apresentaram maiores
quantidades de compostos com grupos funcionais que absorvem na regiao 1037, 1087,
1125, 1750, 2850, 2925 e 3380 cm™, enquanto que os grupos lIl, IV, V e VI
apresentaram as menores quantidades de compostos com estes grupos funcionais

presentes nas estruturas das acetogeninas de Annonaceae.
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e As fracbes da fase organica do grupo lll foi discriminado dos demais
grupos pelo fator 3 por apresentar maiores quantidades de hidroxilas de alcoois e
fenais.

e As fragcOes basicas que pertencem aos grupos IV e V apresentaram
maiores quantidades de compostos com grupos funcionais caracteristicos das regides
756, 1209 e 3000 cm™ em relagéo aos grupos |, Il e Il

e A discriminagdo dos grupos pode estar relacionada com os
parametros de seletividade dos solventes ou misturas de solventes.

Com a aplicacdo dos métodos quimiométricos aos dados obtidos pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia conclui-se que:

e As fracdes da fase organica apresentaram diferengas quantitativas
nas composi¢des quimicas.

e As fragdes da fase organica do grupo | foram discriminadas do grupo
IV por apresentarem maiores concentragcbes de compostos ou grupos de compostos
nos tempos de retengao 3,1-5,0 e 6,0 minutos, enquanto que as fragbes do grupo IV
apresentaram maiores concentragdes das substancias com tempos de retencéo de 2,31
e 2,5 minutos.

e As fragcdes basicas também apresentaram diferencas quantitativas
nas composi¢des quimicas dos extratos.

e As fragcbes basicas do grupo Il apresentaram maiores concentragdes
das substancias com tempos de retencdo 2,4-4,0; 6,3; 7,1; 7,7 e 15,1 minutos em
relacdo aos grupos I, lll, IV e V. Ja o grupo V é discriminado dos demais grupos por

apresentar maiores sinais em 3,2-4,6 e 6,3 minutos.
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