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RESUMO

Nos ultimos anos muitos avancos foram feitos em termos da descoberta de novos principios ativos
de plantas medicinais. Mesmo com toda a tecnologia dos dias de hoje, uma das etapas mais
importantes na busca pelo isolamento de novas substdncias continua sendo o processo de
extracdo. Nesta etapa, além do método de extracdo, outra escolha fundamental é o solvente
extrator a ser utilizado, pois a informacdo quimica a ser obtida, tanto qualitativa quanto
guantitativa dependerd exclusivamente desses dois fatores. O planejamento de misturas neste
caso permite identificar as interacdes entre os solventes utilizados, ou mesmo constatar que nao
ha interacdo significativa entre eles, auxiliando na maximizacdo ou minimizacdo de uma resposta.
Neste trabalho, a composi¢ao quimica das folhas da planta Erythrina speciosa Andrews foi
investigada. Os extratos foram preparados com base em um planejamento experimental de
misturas do tipo Centréide-Simplex com quatro componentes; etanol, diclorometano, hexano e
acetona. Ao todo foram quinze misturas diferentes, sendo que o ponto central foi feito em
quintuplicata, totalizando 19 extratos. Os extratos brutos passaram por um processo de
fracionamento, que resultou nas fibras, nas fragGes neutra, basica e orgdnica e também nas sobras,
gue foram calculadas subtraindo do extrato bruto, o peso das fibras e de todas as fra¢Oes. Para
avaliar os rendimentos através da metodologia de superficie de resposta, foram utilizados os pesos
dos extratos brutos, das fibras, das fragdes neutra, basica e orgénica e também das sobras. Os
resultados dos dados gravimétricos demonstraram a importancia do planejamento experimental
de misturas aplicado a obtencdo dos extratos brutos de Erythrina speciosa e das fracdes em termos
da quantidade extraida por cada um dos diferentes extratores, pois em todos os casos destacaram-
se as misturas binarias e ternarias. Os extratos brutos e as fracOes basica e orgénica foram
analisados por cromatografia liquida. Os dados cromatograficos obtidos foram interpretados com a
aplicacdo dos métodos de anadlise de componentes principais e andlise hierarquica de
agrupamentos e os dados cromatograficos de segunda ordem foram avaliados através da aplicacdo
do método Tucker3. A analise exploratéria dos dados cromatograficos permitiu discriminar as
guinze misturas diferentes de acordo com os solventes utilizados e com base em alguns picos mais

importantes.
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ABSTRACT

In recent years many advances have been made in terms of discovering of new substances from
medicinal plants. Even with all the present day technology, one of the most important steps to
achieve the isolation of new substances remains the extraction process. Besides the extraction
method itself, another fundamental choice is the organic solvent to be used because the chemical
information to be obtained, both qualitatively and quantitatively depend solely on these two
factors. The experimental mixture design in this case, can identify the interactions between the
solvents used, or even perceive no significant interaction between them, helping to maximize or
minimize a response. In this work, the chemical composition of the leaves of Erythrina speciosa
Andrews was investigated. The extracts were prepared based on a Simplex Centroid mixture design
with four components, ethanol, dichloromethane, hexane and acetone. A total of nineteen
extractions were carried out with fifteen different mixtures. A five run replicate was performed at
the center point. The extracts were submitted to a fractionation process, which resulted in the
fibers, in the neutral, basic and organic fractions and also on the rest, which were calculated by
subtracting from the crude extract, the weight of the fibers and fractions. To evaluate the yield by
response surface methodology, the weights of the crude extract, the fibers, neutral, basic and
organic fractions and also the rest were used. The results of the gravimetric data demonstrated the
importance of mixture design applied to obtain the crude extracts of Erythrina speciosa and its
fractions in terms of quantity extracted by each of the different extracts, because in almost all
cases binary and ternary mixtures were more efficient. The extracts, basic and organic fractions
were analyzed by liquid chromatography. The chromatographic data were interpreted by the
application of principal component analysis and hierarchical cluster analysis and the second-order
chromatographic data were evaluated by the application of the Tucker3 method. The exploratory
analysis of the chromatographic data allowed discriminating the fifteen different mixtures

according to the solvents used based on some major peaks.
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1. Introdugao

A utilizagdo das plantas ou partes de plantas na cura ou prevengao de doengas é praticada
ha tempos imemoridveis. Estima-se que cerca de 25% das drogas prescritas no mundo todo sejam
derivadas de plantas. Na lista de medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial da Saude, 11%
das 252 drogas sao exclusivamente origindrias de plantasl. Dos 847 farmacos de baixa massa molar
lancados no mercado entre 1981 e 2006, 43 eram produtos naturais, 232 eram produzidos por
hemi-sintese a partir de produtos naturais e 572 obtidos por sintese total, dos quais 262 possuiam
um grupo farmacoférico inspirado em produtos naturais ou poderiam ser considerados analogos
de produtos naturais’.

Nos ultimos anos constatou-se que muitos avangos foram feitos em termos de descobertas
de principios ativos de plantas medicinais>>. Porém, o desenvolvimento de medicamentos
baseados nestes principios ativos requer o conhecimento dos aspectos quimicos, bioldgicos,
genéticos e agrondémicos da planta. O perfil quimico e a producdo dos metabdlitos secundarios sdo
afetados por muitas varidveis, de carater fisioldgico e genético e principalmente pelas condigdes
do ambiente ao redor (clima, tipo de solo, disponibilidade de nutrientes, etc). O contelddo dos
metabdlitos secundarios também é dependente de outros fatores como a época de colheita, forma
de secagem, armazenagem e extracdo®®. As etapas que levam da planta ao fitomedicamento,

partindo da coleta até o isolamento do principio ativo s3o mostradas na Figura 1'.

Moagem

Identificagio Estabilizagio
= = pulverizacio

Coleta

— —| Extragio

botinica {secagem, congelamento, liofilizagao)

iaga . e Andlise
Avelxllagxa:: {1| Fracionamento |(TM| Purificagio |(H| Isolamento |{_® S
toxicoldgica qualitativa

Figura 1: Etapas envolvidas no desenvolvimento de fitomedicamentos.

O passo mais importante da sequéncia mostrada na Figura 1 é o processo de extracdo. No
estudo de plantas medicinais, os objetivos do pesquisador podem ser os mais variados, além de
buscar o isolamento do principio ativo, o pesquisador pode querer diferenciar plantas do mesmo
género9 ou espécielo, discriminar plantas com relacdo a origem geogréfica”, encontrar marcadores

para uma dada espécie®?, sendo que neste caso, é desejavel, mas n3o obrigatério que o préprio
1



principio ativo seja o marcador®®, enfim, o sucesso em qualquer um desses casos vai depender do
processo de extracdo. A escolha do solvente extrator é que vai determinar a informagdo quimica
obtida, tanto qualitativa quanto quantitativa.

Mas, em muitos casos, essa etapa ndo é explorada de forma adequada®. Geralmente, os
pesquisadores desenvolvem todo este processo utilizando como extrator um unico solvente

puro™®, em seguida s3o feitas as etapas de fracionamento, purificagio e isolamento
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Uma alternativa interessante e extremamente segura é escolher o solvente extrator 6timo
através de um planejamento estatistico de misturas®®. Neste tipo de planejamento, o produto final
ou a resposta obtida serda dependente das porcentagens ou propor¢ées dos componentes da
mistura. O uso desse tipo de planejamento possibilita o pesquisador a descobrir as interagdes
entre os solventes utilizados, sejam elas sinérgicas ou antagonicas, e a usar essas informacGes para
maximizar ou minimizar uma resposta, ou ainda descobrir que ndo existe uma interacao
significativa entre os solventes, de forma que a mistura ndo altera o resultado.

Uma das formas mais completas de se avaliar um extrato de planta medicinal é através da
sua impress3o digital cromatografica’l. Esta técnica foi introduzida pela Organizacio Mundial da
Saude e aceita por outras autoridades governamentais ou privadas, para auxiliar tanto na
autenticacdo da qualidade de ervas medicinais’®> como na identificacdo de ervas ou de seus
produtos, pois permite obter o perfil quimico ndo sé dos marcadores, mas também dos compostos
desconhecidos®.

Outro desafio é conseguir separar as informacdes obtidas. Na analise da impressao digital, o

2425 5 que significa que em um Unico planejamento de

perfil cromatografico inteiro é utilizado
misturas haveria um nimero muito alto de variaveis. Uma das alternativas para reduzir o nimero
de respostas a serem analisadas e interpretar seus efeitos é utilizar métodos estatisticos de andlise
multivariada®.

A aplicacdo de métodos quimiométricos nestes casos aumenta consideravelmente a
gualidade da impressdo digital obtida. Os métodos disponiveis permitem desde o alinhamento dos
picos e correcdes de linha de base?’, até a discriminacdo de dezenas de amostras a partir de um

21,28

numero extremamente grande de varidveis™™*". Hoje, a quimiometria ndo é mais uma opcdo na

analise de matrizes complexas como o rastreamento da impressdo digital de plantas medicinais,

mas sim uma ferramenta essencial®.



Uma das plantas medicinais, nunca antes explorada em estudo de impressdao digital
cromatografica, mas muito utilizada na medicina alternativa é a Erythrina speciosa Andrews*. O
género Erythrina contém cerca de 110 espécies, que sdo vulgarmente conhecidas como
“ ” ~ 4 . . . o
Mulungu”, sdo 4arvores bastante ornamentais quando floridas, sendo muito utilizadas em
paisagismo. O extrato das folhas, cascas e das raizes de varias espécies sao utilizados na medicina
popular para o tratamento de diversas doengas, como disenteria, asma, dor estomacal,
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infertilidade feminina e principalmente infec¢gdes microbianas™ ~°°, muitos desses efeitos sao

atribuidos aos chamados alcaléides de eritrina®>3,

Dessa forma, este trabalho teve como objetivos:

o Realizar um planejamento experimental de misturas do tipo Centréide-Simplex com
4 componentes na otimizagdo do solvente extrator para a planta Erythrina speciosa

Andrews.

L Avaliar os dados gravimétricos dos extratos brutos e também das fragdes através da

metodologia de superficie de resposta para otimizacdo dos rendimentos.

L Avaliar o desempenho de fases méveis com diferentes forcas cromatograficas na

separagdo dos compostos presentes nos extratos brutos e nas fragdes.

L Interpretar os resultados cromatograficos obtidos com a aplicacdo da andlise de
componentes principais e anadlise hierarquica de agrupamentos para discriminar as

diferentes misturas com relagdo as variaveis.

L Interpretar os resultados CLAE-DAD de segunda ordem com a aplicacdo do método
Tucker3 para discriminar as amostras com relacdo as variaveis cromatograficas e

espectroscopicas.






2. Cromatografia

Nas analises por cromatografia liquida, na grande maioria das vezes, sdo empregadas
misturas de solventes para facilitar ou melhorar a separacdo de solutos entre a fase estacionaria e
a fase movel. Existem muitas razGes para se utilizar misturas de solventes ao invés do solvente
puro, especialmente em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Uma das mais importantes
é a versatilidade, pois é possivel variar a seletividade e aumentar a eficiéncia da separacdo de
acordo com as necessidades.

A composicdo da mistura empregada é um grau de liberdade adicionado a escolha de
diversos solventes disponiveis. Os solutos que serdo separados sao afetados pela composi¢do da
mistura e serao distribuidos de maneira diferente entre a fase movel e a fase estaciondria. Outra
razdo é que as misturas podem ser eluidas de forma isocrdatica ou por gradiente, fazendo com que
0 tempo necessario para uma separacao eficiente seja reduzido e melhorando a resolucao.

Outra razdo implicita, extremamente importante na cromatografia liquida em fase reversa,
é que um dos componentes, geralmente o menos polar (solvente organico) é seletivamente
adsorvido pela fase estaciondria, modificando sua estrutura de forma favoravel a separacdo.
Usualmente a fase mdvel é composta de misturas aquosas, bindrias ou terndrias, sendo que o
modificador organico escolhido e a sua propor¢do na mistura representam a peca chave na
eficiéncia da separagao.

A modificacdo das caracteristicas fisicas da fase movel, como a viscosidade, também pode
requerer o uso de misturas ao invés de solventes puros>*.

Existem centenas de solventes disponiveis para definir os componentes da fase moével. A
selecdo desses solventes, usualmente é afetada pelas caracteristicas do solvente relacionadas a
alta pureza, a ndao decomposicdo da fase estacionaria, a compatibilidade com o detector
empregado, a dissolugdo da amostra sem decompor seus componentes, baixa viscosidade e ponto
de ebulicdo e miscibilidade completa em mistura. A disponibilidade comercial desses solventes na
pureza adequada e a um prego razodvel, também s3o fatores importantes®.

Uma alternativa para a escolha da fase movel é usar o esquema de polaridade proposto por
Snyder. A classificacdo da propriedade do solvente por Snyder em termos de polaridade e

interagdes quimicas especificas é bem estabelecida e é descrito em livros texto de quimica



analitica®. Além do indice de polaridade ele determinou outros trés parametros
experimentalmente, a basicidade (xe), a acidicidade (xd) e o momento dipolar (xn). A vantagem do
esquema de Snyder é o agrupamento de solventes de acordo com o tipo de interacdo que eles
possuem. Solventes quimicamente semelhantes que possuem parametros de seletividade similares
fazem parte do mesmo grupo, embora possam apresentar diferentes valores de polaridade. A

Tabela 1 mostra a discriminag3o desses grupos®”.

Tabela 1: Solventes dos grupos determinados por Snyder.

Grupos Solventes
/ Eteres alifaticos (Eter dietilico)
] Alcoois alifaticos (Metanol, Etanol, Octanol, 1-Propanol)
/] Derivados de piridina, THF, sulfoxidos
v Glicois, acido acético
74 Diclorometano
Vi Esteres alifaticos, cetonas, nitrilas, dioxano (Acetonitrila)

Hidrocarbonetos aromaticos, compostos aromaticos halogenados, éteres
Aromaticos, compostos nitrogenados (Tolueno)
viii Agua

vii

A Figura 2 mostra os trés parametros de seletividade representados em um diagrama
triangular. O triangulo interno (amarelo) mostra os solventes utilizados na composicdo da fase

movel.
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Figura 2: Triangulo de seletividade de Snyder para solventes usados em cromatografia.
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Devido ao fato de que solventes do mesmo grupo possuem parametros de seletividade
muito préximos, se uma separacdo cromatografica ndo puder ser obtida com uma mistura em
particular formada por dois solventes do mesmo grupo, sera necessaria a substituicdo de um dos
solventes por um solvente de outro grupo.

Na cromatografia liquida em fase reversa, o solvente mais empregado é a agua (grupo VIil),
devido a sua abundancia, disponibilidade, baixo custo, atoxicidade e seguranca, bem como sua
habilidade em dissolver uma grande variedade de substancias, incluindo eletrdlitos e substancias
organicas polares. O segundo solvente, ou o modificador organico é escolhido de um dos grupos
restantes, sendo que os mais utilizados sdo o metanol (grupo ll), a acetonitrila (grupo VI) e o
tetraidrofurano (grupo Ill) todos com baixa viscosidade (1), 0,55, 0,38 e 0,55, respectivamente.

A composicdo da fase movel pode afetar a separacdao devido a forca do solvente e a
seletividade. A forca do solvente ou forca cromatografica de uma mistura eluente determina a
variacdo dos fatores de retencdo no qual todos os solutos de uma amostra sdo eluidos e
dependem principalmente da fracdo de agua na mistura.

A forca do solvente de uma fase médvel composta por dgua e mais dois modificadores

organicos A e B pode ser calculada pela seguinte equacéao:



Sy :¢ASA +¢BSB (1)

onde ¢, e ¢, representam a fragcdo de volume dos modificadores A e B na mistura e S5 e Sg
referem-se a forca dos solventes puros A e B, respectivamente.

Os parametros de forca do solvente propostos para os quatro solventes mais utilizados na
cromatografia liquida em fase reversa, isto €, para a dgua, metanol, acetonitrila e tetraidrofurano

sao0,2,6,3,1e4,4 respectivamente36.



3. Métodos quimiométricos

A aplicagao de métodos quimiométricos a dados de retengao de sistemas cromatograficos,
permite obter informacbes sobre o comportamento tanto das substancias como do proprio
sistema. Com o objetivo de descobrir como esses resultados de retencdo de diferentes sistemas se
relacionam, foram usados os métodos de analise de componentes principaissg, anadlise hierdrquica
de agrupamentos40 e o método Tucker3*. Neste caso o sistema estudado é composto por
diferentes extratos de plantas preparados com base num planejamento experimental de misturas
do tipo Centréide-SimpIex20 com quatro componentes. Este capitulo apresenta de maneira
simplificada, a descricdo dos métodos estatisticos utilizados, sendo que para informagdes mais
detalhadas o leitor pode consultar as referéncias.

3.1 Planejamento de misturas do tipo Centréide-Simplex*>***

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

Num planejamento Centrdide-Simplex com z componentes, o nimero de pontos distintos é
27 —1. Os pontos distintos do planejamento correspondem a z permutac¢des do tipo (1,0,0,...,0) ou
componentes puros, permutacdes do tipo (z/2) ou misturas binarias, do tipo (z/3) ou misturas
ternarias e assim por diante até o ponto central (1/z, 1/z,..., 1/z) ou z-ésima mistura. Em outras
palavras, este tipo de planejamento consiste apenas de misturas onde os componentes
encontram- se em proporgdes iguais.

Em um planejamento Centrdide-Simplex com 4 componentes, tem-se 15 misturas
diferentes; 4 misturas de componentes puros, 6 misturas bindrias, 4 misturas terndrias e 1 mistura
quaterndria.

Apods a realizagdo dos experimentos, os dados obtidos ou as respostas do planejamento sdao

coletados e um polindbmio com um numero de termos ou parametros a estimar, que pode ser no



maximo igual ao niumero de pontos do planejamento é ajustado. Em geral o polindmio para um

sistema com 4 componentes é definido pela expressdo:

gt

i=1 i<j=2 i<j<k=3

4 4 4
y= Zbixl- +>>b..x.x . +Zzzbijkxixjxk +...+b1234x1x2x3x4 2)

onde, o parametro b; representa a resposta esperada para o componente puro i e é chamado de
coeficiente linear do componente i, b; é o coeficiente de interacao entre os componentesi e j, o
parametro bjj € o coeficiente de interagao entre os componentes i, j e k e bjz34 é 0 coeficiente de
interacdo entre os componentes 1, 2, 3 e 4.

Esses parametros (b) e seus respectivos erros padrdo (V(b)) podem ser calculados pelas

seguintes equagdes matriciais:
-1
b=(XX) X'y (3)

V(b)= (XIX)_1 s (4)

onde s° é a varidncia em y, X é a matriz contendo os pontos do planejamento, y é o vetor das
respostas, o sobrescrito t indica a transposta da matriz e 1 representa a inversdao da matriz.

Apds a obtencdo de todos os parametros, é necessario testar a significancia da regressao. O
meétodo mais usado para se avaliar numericamente a qualidade do ajuste de um modelo é a andlise
da variancia, ou ANOVA. A andlise da variancia para um planejamento de misturas com replicatas é

mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Andlise da variancia para um planejamento de misturas com replicatas.

Fonte de variacao Soma quadratica Graus de liberdade Média quadratica
Modelo 50, =336, -9’ p1 MO, =50, /p-1
i
Residuos 50, =33 (3, - 5, np MQ, = SO, n-p
i
Falta de ajuste SQ., =inz[()7,»—ii)2 m-p MQ,, =S50, /m-p
i
Erro puro S0, = i 5 (y; =)’ n-m MQ,, =S80, [n—m
i
Total SQ, = ii(yl;, -y’ n-1
i

Nesta Tabela, y,é o valor previsto de i, y é a média global, y, é a j-ésima resposta obtida
para o i-ésimo ensaio, y,é a média das respostas observadas no nivel i, n; € o nimero de

repeticbes no nivel i, m é o numero de niveis distintos das variaveis independentes, n é o numero
total de observacdes e p é o numero de parametros do modelo ajustado.

Agora, a significancia da regressdo pode ser testada através da comparacdo da razdo
MQgr/MQ, com o valor tabelado da distribuicdo F com o nimero apropriado de graus de liberdade,
se MQr/MQ, > Fip, descarta-se a hipotese nula e acredita-se que as variaveis se relacionam de
acordo com o modelo ajustado. A falta de ajuste é testada através da comparagdo da razao
MQg,j/MQe, com o valor tabelado da distribuicdo F com o nimero apropriado de graus de
liberdade. Valores altos de MQs,;/MQg,, significam presenca de falta de ajuste.

Todos estes calculos sdo feitos de forma extremamente rdpida com o uso de um
computador, a maior dificuldade no entanto, é a representacdo grafica dos resultados. Em alguns
casos as equacdes podem ser simplificadas, sendo possivel visualizar as curvas de nivel fazendo
cortes transversais em dire¢Ges apropriadas do espaco tridimensional, mas isso se torna ainda
mais complicado quando ha varias respostas para o sistema.

Algumas respostas devem ser maximizadas, enquanto outras devem ser minimizadas. Em
muitos casos, existe uma correlacdo negativa entre as varidveis, ou seja, aumentando uma
resposta tem-se o efeito contrario na outra, o que torna a situacdo ainda mais complicada. Muitas

aproximacdoes foram feitas para tentar solucionar este problema. Uma delas é combinar todas as
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respostas em um Unico parametro através da funcdo de desejabilidade, isto é, usar a metodologia
de otimizacdo simultanea proposta por G. C. Derringer e R. Suich?®**.

A desejabilidade é fundamentada na idéia de “qualidade” de um produto ou processo que
possua caracteristicas multiplas, sendo que o fato de uma delas estar fora dos limites desejados é
inaceitavel. Na transformagdo unilateral, a desejabilidade individual d; aumenta com o aumento de
yi (da equacdo 2) quando o objetivo for a maximizacdo ou com a diminuicdo de y; quando o

objetivo for a minimizagdo. Nesse caso a fungao de desejabilidade da resposta é definida por:

0 Vi S Y

(5)

onde y. é o menor valor aceitével de y, e y, o maior valor de y,, na verdade, valores acima de

yl possuem pouco mérito adicional, ou seja, adiciona pouco a qualidade do processo ou ao

controle de qualidade. O expoente r usado na transformacdo é definido pelo analista. No caso de

maximizacdao deve-se escolher um alto valor de r (r = 10) se for desejavel que o valor de y, cresca
rapidamente acima do valor de y... Se escolher um r com valor pequeno (r = 0,1), significa que
qualquer valor de y, acima dey,. é tdo desejavel quanto qualquer outro valor de y, acima dey,,,
ou seja, ndo é de fundamental importancia. Na equagdo, a func¢do de desejabilidade d,, para cada

resposta é definida com valores restritos ao intervalo [0,1], onde zero significa um valor inaceitavel
e 1 o valor mais desejavel. As desejabilidades obtidas para cada resposta sdo justapostas numa
Unica equagao para fornecer a desejabilidade global, normalmente dada pela média geométrica

das u desejabilidades individuais:

D=ydd,..d, (6)
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O valor de D aumenta quando o balango das propriedades torna-se mais favoravel, se

qualquer d,= 0 entdo D = 0, pois o produto global serd inaceitavel.

3.2 Pré-processamento

Muitas vezes, antes da andlise dos dados através de métodos matematicos, os dados

originais s3o submetidos a algum tipo de pré-processamento®®>">?

. Alguns testes devem ser
realizados para saber qual o melhor tratamento dos dados.

Existem dois tipos basicos de pré-processamento, dependendo de como s3do operados. A
ferramenta de pré-processamento por linhas, opera sobre as amostras, enquanto que a
ferramenta de pré-processamento por colunas opera sobre as variaveis. Dentre os tipos de pré-
processamento por linhas estd a normalizag5048.

Neste trabalho, foram usados trés tipos de pré-processamento por linhas, a normalizacao
para 1, por comprimento do vetor e por area unitaria e um tipo de pré-processamento por colunas,
a centragem dos dados na média.

Na normalizacdo para 1, cada varidvel de uma amostra é dividida pelo valor da variadvel que

apresentou o valor mais alto, Equacdo 7. Apds este procedimento para todas as amostras, a

intensidade maxima em todas as amostras serd igual a 1.

] (7)
mdx

'
Na equacao, xij refere-se aos dados normalizados da amostra i e variavel j.

A normalizacdo por area unitdria é feita dividindo cada valor original pelo somatério de
todos os valores absolutos das medidas, Equacdo 8. Este procedimento para os dados
cromatograficos tem a finalidade de corrigir a variacdo do volume da amostra injetado no

cromatoégrafo, sem destruir a proporcionalidade das substancias organicas,
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(8)
> ||

Na normalizagdo por comprimento do vetor, cada variavel de uma amostra é dividida pelo
comprimento do vetor da amostras, que é dado pela raiz quadrada do somatério do quadrado de
todas as variaveis, Equacdo 9. A finalidade é remover a variacdo sistemdatica, normalmente

associada com a quantidade total da amostra.

(9)

A centragem dos dados na média*®, é feita subtraindo de cada variavel o valor médio de
todas as variaveis, Equagdo 10. Geometricamente, equivale a fazer uma translagao do sistema de

eixos ao longo de um vetor para o centro do conjunto de dados.

x'.. =x.—-X. (10)

3.3 Andlise de componentes principais (PCA)

A PCA consiste essencialmente em transformar as coordenadas das amostras em outro
sistema de eixos mais conveniente para analise de dados. E uma forma de identificar padrdes nos
dados e expressa-los de um modo que se possa enxergar as suas diferencas e similaridades,
reduzindo a dimensionalidade sem perder muita informacao.

Em outras palavras, reduz o niUmero de varidveis originais a poucas varidaveis chamadas de
componentes principais (CP). A primeira CP é escolhida na direcdo de maior variancia dos dados. A

segunda CP é definida de tal maneira que seja ortogonal a primeira e representa a variancia
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maxima que nao foi explicada pela primeira CP, ou seja, as componentes principais sao obtidas em
ordem decrescente de maxima variancia®®*,

Matematicamente, cada CP pode ser descrita como uma combinacdo linear das varidveis
originais onde a importancia de cada uma dessas varidveis é dada pelos loadings. Esta combinacgdo
linear fornece ainda para cada objeto, valores chamados escores, que sdo as coordenadas no novo
sistema de eixos.

A ACP, pode ser definida tanto no espago das amostras como das varidveis, e a
decomposicdo é calculada através da diagonalizacdo da matriz de associacdo (AA') ou da matriz de

covariancia (A'A), respectivamente®. A matriz A (n x k), formada por n objetos e k varidveis é

decomposta no produto de duas matrizes menores:

A(nxk) = T(nxq)xP' (gxk) + E(nxk) (11)

onde P é a matriz dos “loadings” (pesos) das componentes principais, T € a matriz dos escores das
componentes principais, e E é a matriz dos residuos. O sobrescrito t indica a transposta da matriz e
g é um escalar que indica o nimero de componentes principais que descreve a maior parte da
variancia dos dados.

Apds os cdlculos, dois tipos de graficos sdo obtidos, o grafico dos escores, que fornece
informacdes sobre os objetos, no caso deste trabalho as amostras do planejamento, e o grafico dos
loadings que representa a importancia e a correlagao das varidveis, neste caso as intensidades de
absorbancia dos picos cromatograficos.

Uma das etapas cruciais na analise de componentes principais é determinar o niumero de
componentes principais que devem ser usadas. E equivalente a definir a quantidade de informacdo
que é relevante para interpretar os dados. Porém, se a quantidade de informagdo ou variagao
explicada é suficiente ou ndo, vai depender do problema em si. A escolha de um nimero muito
grande de componentes pode levar a interpretacdo de ruidos e o uso de poucas componentes
pode ocasionar a exclusdo de informaces pertinentes®.

Apds a escolha do numero de componentes principais, o resultado pode ser interpretado.
No grafico dos escores, é possivel identificar as diferengas e as similaridades entre as amostras,

através dele é definida a regido no espaco que delimita a formacdo de alguns grupos. Geralmente,
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os grupos sao definidos pela sua posicdo em trés regides, de escores positivos, negativos e também
a regido intermediaria que contem zero. Em alguns casos, pode-se ter somente valores positivos ou
negativos de escores e a definicdo é feita da mesma maneira, regido com valores de escore
altamente positivo, menos positivo e intermediario. Esses grupos vao ser caracterizados pelo peso
de algumas varidveis, que podem ser identificadas através do grafico dos loadings. Amostras com
valores de escore positivo sofrem influéncia das varidveis com loadings de sinal positivo. Loadings
com mesmo sinal influenciam a componente principal na mesma direcdo, ou seja, se todos os
pesos forem positivos, considera-se que a componente principal € um indicador de tamanho, ou
concentracdo, dependendo do tipo de varidvel estudada.

Para auxiliar na interpretagao dos pesos, os eixos das componentes principais de P ainda
podem ser rotacionados, buscando uma matriz que tenha significado quimico. A rotacdo varimax’°
gira rigidamente os eixos dos fatores, de modo que eles se aproximem o maximo dos vetores mais
divergentes no espaco g-dimensional. O procedimento da rotacdo maximiza a varidncia dos pesos
ou loadings dos fatores em cada vetor, sob a restricdo de que os fatores permanecam ortogonais.

A matriz P é rodada, produzindo uma nova matriz, F:

F(kxqg) = P(kxqg) x R(gxq) (12)

onde R é a matriz de rotacdo e F é a matriz dos pesos dos fatores varimax. Cada linha de F
corresponde ao peso de uma das varidveis originais e cada coluna de F, a um fator.

Geralmente este procedimento é adotado para uma melhor interpretacdo dos resultados
pois 0s pesos se concentram em algumas poucas varidveis, resultando em um novo sistema de

eixos menos complexos, facilitando possiveis interpretacdes fisicas de cada fator’™.

3.4 Andlise hierarquica de agrupamentos (AHA)

A AHA descreve a estrutura dos dados interligando as amostras por suas associacoes,
revelando os agrupamentos naturais existentes no conjunto de dados. Com base na informagao
das variaveis medidas, a classificacdo é feita de tal maneira, que mesmo um pequeno grupo
formado na separacdo do conjunto de dados possa ser inteiramente incluido num grupo maior

formado na separacdo consecutiva.
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Graficamente, a hierarquia pode ser representada na forma de um grafico bidimensional
chamado de dendrograma, onde as amostras semelhantes, segundo as variaveis escolhidas sdo
agrupadas entre si.

Existem muitas maneiras de procurar agrupamentos no espaco p-dimensionalze'ss. A
maneira matematicamente mais simples consiste em agrupar os pares de pontos (amostras) que
estdo mais proximos, usando a distancia Euclidiana, dy, definida na equacdo abaixo, e substitui-los

por um novo ponto, localizado na metade da distancia entre eles:

5 2
dy = [ ?:1 (xij - xkj) } (13)

O procedimento descrito é repetido até que todos os pontos sejam agrupados em um sé

ponto. O indice de similaridade é calculado com base na equacao:

I (14)
(dik )mdx

onde Sy é o indice de similaridade entre os pontos i e k, di a distancia Euclidiana e (di)max € a
distancia maxima entre dois pontos de um conjunto de dados no espaco p-dimensional.

Apds o cdlculo das distancias entre todos os pares de amostras, as duas amostras mais
similares sdo agrupadas. Uma vez que um grupo é ligado a outro grupo, eles formardao um novo
grupo. Apds essa verificacdo, a distancia deste novo grupo com relacdo a todos os outros grupos é
determinada e novamente, a menor distdncia entre os grupos é analisada e outra ligacdo é
formada. Esse processo continua até que todas as amostras e grupos estejam ligados.

A distancia entre dois grupos existentes e um novo grupo pode ser calculada de varias
maneiras. Neste trabalho foram utilizados, o método de agrupamento pareado igualmente
ponderado®® e o método de Ward**.

No método de agrupamento pareado igualmente ponderado, a distancia entre dois grupos

é calculada como a distancia média entre todos os pares de objetos nos dois diferentes grupos.
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O método de Ward ou método de varidncia minima usa uma aproximacdo da analise de
variancia para avaliar a distancia entre os grupos. A estrutura hierarquica completa e a estimativa
da quantidade perdida associada a cada estagio de agrupamento pode ser obtida de acordo com a
Equacdo 15. Resumidamente, este método tenta minimizar a soma dos quadrados de quaisquer
dois agrupamentos que possam ser formados em cada passo. Este método é muito eficiente,

porém tende a formar agrupamentos bem pequenos.
ESS =) x - > x, (15)
i=1 i=1

onde ESS ¢é a soma quadratica do erro, n é o nimero de amostras e x, é o valor do i-ésimo

individuo.

3.5 Tucker3>*°®

57-59
. Uma

O modelo Tucker3 é uma generalizacdo da ACP para dados multidimensionais
peculiaridade deste método é que o arranjo do tensor X é decomposto num certo nimero de
componentes, que pode ser diferente em cada uma das dimensdes. Essa propriedade é muito util
em casos onde um dos modos possui um numero muito menor de niveis com relagdo ao numero
de niveis dos outros modos®.

O modelo Tucker3 para dados tridimensionais é aplicado a um tensor tridimensional X (I x J
x K) que é decomposto em trés matrizes de loadings, A (I x L), B (J x M) e C (K x N) cujos elementos
sdo aj, bjm e cin, respectivamente. O numero de colunas ortogonais ou numero de fatores

escolhidos em cada um dos modos A, B e C é dado por L, M e N. Esse modelo pode ser escrito da

seguinte maneira®’:

L

M N
Zzzail bjm Con 8in T € (16)

=1 m=1 n=1
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na expressao, eji € o elemento residual do tensor E (I x J x K) e gim», € um elemento do tensor ou
core G (L x M x N). Especificamente, os elementos do core representam a importancia das
interacles entre os fatores, ou seja, a sua magnitude é proporcional a importancia da interacao
entre o /-ésimo vetor de loadings do primeiro modo, o m-ésimo vetor de loadings do segundo
modo e o n-ésimo vetor de loadings do terceiro modo (um valor préoximo de zero indica uma
interacdo insignificante®).

A medida quantitativa da importancia de cada elemento do core é dada pela chamada
“variancia do core”, que é obtido dividindo g%, pela soma quadratica total dos elementos do core.
O ajuste de um modelo é avaliado pela varidncia explicada, que é dada pela razdo entre a soma
quadratica do modelo e a soma quadritica total®.

A determinac¢do da complexidade do modelo, ou seja, do nimero de fatores em cada modo
€ uma das etapas mais importantes para a andlise dos dados, ndo existindo para ela um critério
absoluto®’. Vérias ferramentas podem ser usadas para esta finalidade, citando como exemplo, a
variancia explicada pelo modelo, o conhecimento quimico do sistema e a validagdo cruzada®®.
Neste trabalho optou-se por determinar o nimero de fatores através da variancia explicada pelo
modelo.

Uma vez determinada a complexidade do modelo, as interagdes mais importantes serao
aquelas que apresentarem os valores mais altos de core®. O sinal do core deve ser levado em
consideracdao, uma vez que ele vai determinar as possiveis combinacdes dos fatores. Por exemplo,
se 0 core possui valor positivo e os loadings dos trés modos apresentam valores positivos e
negativos, existem 4 combinagdes de valores de loadings cuja multiplicagao resulta no mesmo sinal
do core (+), sao elas (+,+,+), (-,-,+), (-,+,-) e (+,-,-), sendo que as outras 4 combinacdes resultam em

valor negativo. Mas, mesmo com 4 combinac¢des diferentes, é possivel que apenas uma delas

tenha significado relevante, cabera ao pesquisador identificar essa relevancia.
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4. Parte experimental

Para este estudo foram utilizadas as folhas secas da planta classificada como Erythrina
speciosa Andrews, Figura 3. A exsicata desta planta estd depositada no herbario da Universidade

Estadual de Londrina e foi classificada por M.R.C. Paiva sob o nimero FUEL 35133.

Figura 3: Foto da planta Erythrina speciosa Andrews.

4.1 Coleta e secagem

A coleta para a fase de testes foi realizada em novembro de 2006 e a coleta apds a
definicao do plano de trabalho foi realizada em janeiro de 2008.

As folhas de Erythrina foram selecionadas de forma a evitar amostras com danos causados
por insetos, fungos ou danos mecanicos. Em seguida as folhas foram cortadas manualmente com o
auxilio de uma tesoura para manter as substancias organicas distribuidas de forma homogénea.

A secagem do material vegetal visa a durabilidade das substancias da planta, sendo
necessaria para que nao haja modifica¢des fisicas, quimicas ou microbioldgicas, evitando-se assim
reacOes adversas, como oxidacOes, ataque de microorganismos e hidrélise das substancias
organicas®.

Neste trabalho, a secagem das folhas foi realizada a temperatura ambiente por doze dias.
As folhas foram cortadas com auxilio de uma tesoura, e em seguida dispostas em cima de papel

comum e colocadas em local arejado e protegido de luz solar direta, ja que a irradiacao solar pode
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alterar a composicdo quimica do material. Durante o periodo de secagem, as folhas foram
homogeneizadas duas vezes ao dia para evitar o ataque de fungos devido a umidade. Apds os doze
dias, as folhas foram trituradas com o uso de um liquidificador industrial e armazenadas em sacos

de papel.

4.2 Planejamento experimental de misturas

Os extratos foram preparados com base em um planejamento experimental do tipo
Centréide-SimpIex20 com 4 componentes, e etanol, d diclorometano, h hexano e a acetona, Figura

4.

e=d=h=a=1/4

e=d=h=1/3

Figura 4: Planejamento experimental do tipo Centrdide-Simplex com 4 componentes.

Na Figura 4, os vértices do tetraedro (0) correspondem aos solventes puros, o centro das
arestas (®) correspondem as misturas bindrias com os dois componentes em proporg¢des iguais, 0s
pontos no centro das faces dos tridngulos (®) correspondem as misturas ternarias com os trés
componentes em proporg¢des iguais e o ponto no centro do tetraedro (e®) corresponde ao ponto
central, isto é, a mistura contendo os quatro solventes em proporgdes iguais.

Os solventes puros foram selecionados com base no tridngulo de seletividade de solventes

de Snyder para cromatografia.
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Este planejamento permitiu obter 15 misturas diferentes, cujas composi¢des em termos de
proporcdo podem ser vistas na Tabela 3. No total foram preparados 19 extratos (quintuplicata no

ponto central), tanto na fase de testes quanto na fase exploratéria.

Tabela 3: Composicdo das misturas extratoras em termos de proporgdo. r1 a r5 corresponde as

replicatas de 1 a 5 no ponto central.

Extratos Solventes
Etanol Diclorometano Hexano Acetona

e 1 0 0 0

d 0 1 0 0

h 0 0 1 0

a 0 0 0 X

ed 1/2 1/2 0 0
ea 1/2 0 0 1/2
da 0 1/2 0 1/2

edh 1/3 1/3 1/3 0
eda 1/3 1/3 0 1/3
e 1/3 0 1/3 1/3
dha 0 1/3 1/3 1/3
rlar5 1/4 1/4 1/4 1/a

4.3 Procedimento experimental na fase de teste

4.3.1 Preparo dos extratos

Na fase de testes iniciais, foram preparados 19 extratos de Erythrina (cinco replicatas no
ponto central) pesando-se 2,000 g de folhas secas e trituradas e adicionando-se 30 mL do solvente
extrator de acordo com as composicoes do planejamento Centrdide-Simplex. Essas misturas
ficaram no banho ultrassénico por 30 minutos®*, sendo gue a agua do banho foi trocada a cada 10
min para evitar aquecimento. Em seguida os extratos foram filtrados em algoddo e colocados em

frascos limpos.
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4.3.2 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As amostras para analise por CLAE na fase de testes foram preparadas diluindo 50 L do
extrato bruto em 950 uL (1:20) da fase moével. As amostras diluidas foram filtradas duas vezes em
filtro Millipore Millex (0,22 um de diametro de poro) para garantir que todas as particulas sélidas
fossem retiradas e em seguida essa solucdo foi colocada em microtubo 3810 com capacidade para
1,5 mL da Eppendorf e armazenada em congelador até a analise para evitar a evaporacdo dos
solventes.

Os 19 extratos foram analisados aleatoriamente. A analise por CLAE foi realizada nas
seguintes condicBes: volume de injecdo de 20 ulL, monitoramento da eluicdo no comprimento de
onda de 210 nm, coluna Metasil C18 ODS PN0380 Metachem (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e vazdo da
fase movel de 1 mL/min. Foram testadas duas temperaturas de anélise, 30°C e 50°C e duas fases
moveis compostas por metanol e agua em diferentes proporc¢des, totalizando 4 blocos de
experimentos. A Tabela 4 apresenta a composicdo das fases moéveis e também a forga

cromatografica calculada para cada uma delas.

Tabela 4. Composicdo e forgca cromatografica das duas fases moveis usadas na fase de testes .

Fase mével ] Solventes Forca Cromatografica
Agua Metanol
1 20 80 2,08
2 40 60 1,56

4.3.3 Reagentes e equipamentos

Os reagentes utilizados foram: acetona P.A (99,5%), diclorometano P.A (99,5%), hexano P.A
(99%), metanol grau cromatografico (99,9%), todos procedentes da VETEC, alcool etilico hidratado
produzido pela Montenegro (92,8%) e dgua ultrapura.

Os equipamentos utilizados foram: Cromatdgrafo a Liquido Shimadzu LC-10AD com
detector por arranjo de diodo (DAD) SPD-M10AVP, liquidificador SKYMSEN TA-02, balanca analitica

Shimadzu AC200, ultrassom Unique modelo Ultracleaner 1400 e sistema Milli-Q.
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4.4 Procedimento experimental na fase exploratdria

4.4.1 Preparo dos extratos e fracionamento

Na fase exploratéria, os 19 extratos de Erythrina foram preparados novamente, porém
agora pesando-se 15,000 g de folhas secas e trituradas e adicionando-se 120 mL do solvente
extrator aleatoriamente de acordo com as composicoes do planejamento Centréide-Simplex. Essas
misturas ficaram no banho ultrassénico por 30 minutos, sendo que agua do banho foi trocada a
cada 10 minutos para evitar aquecimento, em seguida os extratos foram filtrados em papel de
filtro comum, e as folhas foram adicionados mais 120 mL do solvente extrator, este procedimento
foi repetido num total de 5 vezes, sendo que o volume de solvente extrator total adicionado as
folhas foi de 600 mL.

Ao final do procedimento, os extratos foram concentrados a 1/10 do seu volume inicial em
um evaporador rotativo a uma temperatura de 50°C (+2°C) e colocados em frascos limpos e
pesados. Os frascos contendo os extratos foram colocados numa bancada de forma a evitar a
incidéncia de luz solar e mantidos sob ventilacdo forcada durante alguns dias até atingir peso
constante.

Apds atingir peso constante, os extratos brutos de Erythrina foram fracionados®® de acordo
com a Figura 5.

Primeiramente cada extrato bruto de Erythrina foi homogeneizado em 60 mL de uma
solugdo composta por metanol e dgua na proporgdo de 4:1 (v/v). Apds a dissolugdo completa, cada
mistura foi filtrada em papel de filtro comum previamente pesado.

O residuo foi lavado com 20 mL de acetato de etila por trés vezes. As fibras retidas no filtro
eram compostas por polissacarideos e a solu¢do obtida, fracdo neutra, era composta por gorduras
e graxas. Essa fracdo foi concentrada a 1/10 do seu volume inicial num evaporador rotativo e

colocada em frascos limpos e pesados.
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Extrate Bruto

Homogeneizar por 10min
em MeOHH,O (41 v/v)

Filtrar
_ ) Evaporar a 1/10 vol.
Extrair 3x com. Acetato de etila Acidificar com H,50,

Filtrar Extrair 3x com CHC,
(e} e el
Fibras Evaporar Evaparar Basificar a pH 10
{polissacarideos) Extrair 2% com CHCl 3 MeOH

Flv/ve lxcom CHC
Fragdo Neutra Fragdo Organica

{gorduras e graxas) {terpendides e compostos fendlicos)

Fase orgénica Fase aquosa

‘ Evaporar

Evaporar ‘
Fragdo Basica Fragéio Polar
{alcaldides) {alcaldides quaternarios e
n-oxidos)

Figura 5: Procedimento geral do fracionamento prévio das diferentes classes de metabdlitos.

O filtrado foi concentrado a 1/10 do seu volume inicial num evaporador rotativo e
acidificado com 4cido sulfurico. Em seguida, essa solucdo foi extraida por trés vezes com 20 mL de
cloroférmio. Este procedimento resultou na fase organica e na fase aquosa.

A fase organica foi concentrada a 1/10 do seu volume inicial num evaporador rotativo e
colocada em frascos limpos e pesados. Esta fase foi chamada de fragdao organica e era composta
por terpendides e compostos fendlicos.

A fase aquosa foi basificada com hidroxido de amoénio a pH 10 e extraida por duas vezes
com 20 mL de uma solugdo composta por cloroférmio e metanol na proporg¢ao de 3:1 (v/v) e uma
vez em 20 mL de cloroférmio puro. Este procedimento resultou na fase organica e na fase aquosa.

A fase organica foi concentrada a 1/10 do seu volume inicial num evaporador rotativo e
colocada em frascos limpos e pesados. Esta fase foi chamada de fracdo basica e era composta por

alcaldides.
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A fase aquosa foi concentrada a 1/10 do seu volume inicial num evaporador rotativo e
colocada em frascos limpos e pesados. Esta fase foi chamada de fragdo polar e era composta por
alcaléides quaternarios e n-oxidos, porém devido a presenca de agua, houve o crescimento de
fungos e esta fracdo foi descartada.

As fibras e os frascos contendo as fragdes, neutra, organica e basica foram colocados numa
bancada de forma a evitar a incidéncia de luz solar e mantidos sob ventilacdo forcada durante

alguns dias até atingir peso constante.

4.4.2 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os extratos brutos e as fracOes, bdsica e organica foram analisados por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia. A fracdo neutra e as fibras ndo foram analisadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. A fragdo neutra é basicamente composta por gorduras e graxas, a caracterizagao
desses lipidios pode ser feita através de cromatografia gasosa®, determinando assim o perfil graxo.
As fibras sdo compostas por polissacarideos ou carboidratos e seu perfil pode ser determinado
através de cromatografia de troca idnica®’.

Como os extratos brutos foram fracionados, para a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, foi necessario preparar os extratos novamente usando as folhas secas e trituradas da
mesma populacdo das amostras do fracionamento. Os extratos foram preparados pesando-se 1g
de folhas secas e trituradas e adicionando-se 15 mL do solvente extrator. Essas misturas ficaram no
banho ultrassonico por 30 minutos, sendo que agua do banho foi trocada a cada 10 minutos para
evitar aquecimento, em seguida os extratos foram filtrados em papel de filtro comum, e 50 pL da
solugdo foram diluidos em 950 plL da fase movel.

As amostras diluidas foram filtradas duas vezes em filtro Millipore Millex (0,22 um de
didmetro de poro para garantir que todas as particulas solidas fossem retiradas e em seguida essa
solugdo foi colocada em microtubo 3810 com capacidade para 1,5 mL da Eppendorf e armazenada
em congelador até a analise para evitar a evaporacdo dos solventes.

Para a analise cromatografica da fragdo organica, todo o conteudo obtido foi dissolvido em

10 mL de metanol, em seguida, 50 pL da solugdo foram diluidos em 950 pL da fase movel. As
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amostras diluidas foram filtradas duas vezes em filtro Millipore Millex (0,22 um de diametro de
poro) e armazenadas em congelador.

Para a andlise cromatografica da fragdo basica, todo o conteudo obtido foi dissolvido em 2
mL de metanol, em seguida, 50 pL da solucdo foram diluidos em 950 ulL da fase movel. As amostras
diluidas foram filtradas duas vezes em filtro Millipore Millex (0,22 um de diametro de poro) e
armazenadas em congelador.

A analise por CLAE dos extratos brutos e das fragdes basica e organica foi realizada nas
seguintes condicBes: volume de injecdo de 20 ulL, monitoramento da eluicdo no comprimento de
onda de 210 nm, coluna Gemini C18 ODS PN0380 Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 um), coluna
de guarda Bondclone AJO-4287 (40 mmx 3.0 mm)e vazdo da fase mével de 1 mL/min.

Nesta etapa do trabalho foram testadas trés fases modveis. As fases mdveis eram uma
mistura de d4gua, com os modificadores organicos metanol e acetonitrila, em proporcdes
diferentes. A Tabela 5 apresenta a composi¢cdo das trés fases e também a forca cromatografica

calculada para cada uma delas.

Tabela 5. Composicao e for¢ca cromatografica das trés fases méveis testadas na fase exploratoéria.

c vel Solventes Forga
ase move Agua Metanol Acetonitrila Cromatografica
FM1 65 17,5 17,5 1,00
FM?2 47 27 26 1,50
FM3 30 35 35 2,00

4.4.3 Reagentes e equipamentos

Os reagentes utilizados foram: acetona P.A (99,5%), diclorometano P.A (99,5%), cloroférmio
P.A (99,8%), hexano P.A (99%), etanol grau cromatografico (95%), acido sulfurico P.A, todos
procedentes da VETEC, metanol grau cromatografico (99,8%) da Tedia, acetonitrila grau
cromatografico (99,8%) da J. T. Baker, hidroxido de amdénio produzido pela CHEMCO e 3agua
ultrapura.

Os equipamentos utilizados foram: balanca analitica Shimadzu AC200, liquidificador

SKYMSEN TA-02, ultrassom Unique modelo Ultracleaner 1400, evaporador rotativo FISATOM 802,
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pHmetro HANNA HI9321, Cromatografo a Liquido Finnigan Surveyor 61607 da Thermo Electron

Coorporation com detector por arranjo de diodo Finnigan Surveyor PDA Plus e sistema Milli-Q.

4.5 Métodos estatisticos e programas computacionais

Neste trabalho os métodos estatisticos de analise de dados utilizados foram a analise de
componentes principais, a analise hierarquica de agrupamentos e o método Tucker3, cuja rotina
esta disponivel na referéncia 68. Para os calculos, foram utilizados os programas computacionais
STATISTICA® 6.0%°, Matlab® 6.57° e Pirouette® 3.11’' e também os programas computacionais
desenvolvidos pela Profa. Dra. leda Spacino Scarminio do Laboratério de Quimiometria em

Ciéncias Naturais (LQCN) do Depto. de Quimica da Universidade Estadual de Londrina.
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5. Resultados

Os resultados deste trabalho estdo divididos em duas partes, a primeira, referente aos

testes iniciais e a segunda, que foi executada apds a definicdo da parte experimental, chamada de
fase exploratéria.

5.1 Resultados do teste inicial

Na andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram testadas duas fases mdveis
compostas por metanol e agua nas proporgdes de 80:20 (v/v) e de 60:40 (v/v), e duas
temperaturas, a 30°C e a 50°C. A Figura 6 mostra os cromatogramas originais das replicatas no

ponto central obtidos em cada um dos quatro experimentos com tempo de corrida de 10 min
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Figura 6: Cromatogramas originais das replicatas r1 a r5 do extrato bruto no ponto central obtidos
no estudo da variacdo da composicao da fase mével e da temperatura.
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A Figura 6 mostra que os cromatogramas obtidos usando a fase mdvel composta por
metanol e dgua na proporcdo de 80:20 e na temperatura de 50°C forneceu maior informacdo
guimica e também um menor tempo de corrida com boa separacao dos picos. Dessa forma, serdo
mostrados somente os resultados das analises dos dados cromatograficos obtidos nessas

condigdes.

5.1.1 Andlise de componentes principais dos cromatogramas dos extratos

preparados com base no planejamento Centréide-Simplex (Anexo V)

Os valores de absorbéancia dos picos cromatograficos dos 19 extratos foram transformados
em uma matriz composta por 19 amostras e 1407 varidveis (valores de absorbancia)
correspondentes ao tempo de corrida de 15 minutos. Essa matriz foi normalizada por area unitaria
e depois submetida a analise de componentes principais. Os cromatogramas das replicatas no
ponto central estdo apresentados na Figura 6a.

As trés primeiras componentes principais explicam 90,02% da variancia contida nos dados.
Os escores das trés componentes principais para cada solvente extrator e as variancias explicadas
por cada componente principal estdo apresentados na Tabela 6.

A Figura 7 apresenta o grafico dos escores das componentes principais 1 e 2 e das
componentes principais 1 e 3. Nos graficos, é possivel ver a formacdo de 5 grupos. Os grupos sao
definidos com base em sua localizagao no espago e também na sua avaliagdo conjunta com os
loadings e com os cromatogramas originais. O grupo | é formado pelas amostras d e da, o grupo I,
pelas amostras ed e eda, o grupo |V pelas amostras h, eh, ha e eha, o grupo V é formado pelas
amostras e, a e ea, e o grupo Il é formado pelo restante das amostras, incluindo as replicatas no
ponto central. As replicatas r3, r4 e r5 parecem formar um subgrupo dentro do grupo I, isso é
devido a um efeito de bloco, pois essas replicatas foram preparadas um més apds as replicatas r1 e
r2. Além da variacdo das condicdes cromatograficas, o material vegetal pode ter perdido parte dos
seus componentes voldteis, a diferenca entre as replicatas pode ser vista na Figura 63,
principalmente para o pico em 6,6 min, que apresentou menor intensidade nas replicatas r3, r4 e

r5.
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Tabela 6: Valores dos escores das trés primeiras componentes principais e suas porcentagens de
variancia explicada para os dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase médvel
MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

Componentes principais

Extrato cP1 cP2 cP3
e 0,077 0,113 0,296
d 0,434 -0,417 -0,190
h 0,129 0,429 -0,262
a 0,092 0,122 0,285

ed 0,260 -0,132 0,160
eh 0,113 0,297 -0,016
ea 0,104 0,130 0,587
dh 0,272 0,117 -0,251
da 0,427 -0,337 -0,092
ha 0,132 0,407 -0,198
edh 0,201 0,135 -0,044
eda 0,286 -0,138 0,219
eha 0,122 0,314 0,015
dha 0,271 0,090 -0,199
rl 0,219 0,117 -0,052
r2 0,214 0,117 -0,059
r3 0,170 0,093 0,141
r4 0,230 0,088 0,266
r5 0,162 0,082 0,234
% variancia explicada 58,94 20,53 10,55
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Figura 7: Grafico dos escores das componentes principais (a) 1 e 2 e (b) 1 e 3 dos dados
cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase madvel MeOH:H,O 80:20 (v/v) e

temperatura de 50°C). A seta indica que as amostras dh e dha fazem parte do grupo Il.

A componente principal 1 (CP1) explica sozinha 58,94% da variancia dos dados, e discrimina
o grupo | dos outros grupos. A componente principal 2 (CP2) consegue discriminar especialmente o
grupo | do grupo IV com 20,53% de variancia. A componente principal (CP3), com apenas 10,6% de
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variancia consegue discriminar o grupo V (especialmente a amostra ea) das amostras contendo,
diclorometano, hexano e/ou acetona.

Os loadings das componentes principais 1, 2 e 3 estdo apresentados na Figura 8. Esta Figura
mostra que todos os valores dos loadings da CP1 sdo positivos, sendo que os valores mais altos
correspondem as substancias com tempo de retencdao em 3,1, 1,7 e 6,6 min. Isto indica que as
amostras do grupo |, alocadas na parte mais positiva da CP1, possuem os valores de escore mais
elevados, e sofrem maior influéncia da variavel com valor mais alto de loading, ou seja, sao
especialmente caracterizadas pela quantidade da substancia ou mistura de substancias com tempo

de retencdao em 3,1 min.
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Figura 8: Grafico dos loadings da CP1, CP2 e CP3 dos dados cromatograficos dos extratos brutos de

Erythrina (Fase mével MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

Os loadings da CP2 mostram picos em regides positivas e negativas, as amostras com
escores positivos permitem extrair uma maior quantidade das substancias com tempo de retencdo
em 6,6 min, enquanto que as amostras localizadas na parte negativa sdo discriminadas
principalmente devido a varidvel com tempo de retengao em 3,1 min.

Na parte positiva da CP3, a varidvel que discrimina as amostras é o pico com tempo de
retencdo em 1,7 min. Na parte negativa, as varidveis responsaveis pela separacdo sdo

correspondentes aos tempos de retencdo em 3,1 e 6,6 minutos.
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Para confirmar os resultados da andlise de componentes principais, a analise hierarquica de
agrupamentos foi aplicada aos dados cromatograficos dos 19 extratos normalizados por area
unitaria utilizando o método de agrupamento pareado igualmente ponderado (Unweighted pair-
group average).

O dendrograma obtido pelo conjunto de 19 amostras e 1407 valores de absorbancia esta
apresentado na Figura 9, onde se observa no valor de distancia de 0,07 os mesmos grupos
formados na analise de componentes principais, exceto pelas amostras e, a e ea, que por pouco
ndo foram incluidas no mesmo grupo, como indica a pequena diferenca de distancia entre elas.

Também é possivel observar que o grupo | é bem diferente dos demais.
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Figura 9: Dendrograma baseado nos dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina

obtido com o método de agrupamento pareado igualmente ponderado.

Na Figura 10, estao apresentados os cromatogramas dos 19 extratos separados com base
nos grupos formados pela andlise de componentes principais, onde é possivel constatar que os
picos mais importantes na discriminagao possuem tempo de retengdo de 1,7, 3,1 e 6,6 min.

Os resultados da analise de componentes principais sugerem que o extrator pode ser

otimizado para obter substancias especificas do material vegetal. A metodologia de superficie de
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resposta que consiste na modelagem pela aplicacdo de modelos simples as respostas obtidas com
o planejamento de misturas para fazer previsGes foi aplicada aos escores de cada uma das trés
componentes principais. O erro padrao foi estimado pelo erro experimental determinado pelas

cinco replicatas no ponto central.
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Figura 10: Cromatogramas dos extratos brutos de Erythrina separados com base nos grupos

formados pela PCA (Fase mével MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

Utilizando os escores da CP1 como resposta, foram construidos os modelos linear,
guadrdtico e cubico especial. Nenhum modelo apresentou falta de ajuste no nivel de 95% de
confianca, porém, nenhum termo cubico se mostrou significativo no modelo cubico e o Unico
termo de interagao significativo foi observado entre os componentes diclorometano e acetona,

logo o modelo preferido foi o quadratico. A equa¢do completa para este modelo é dada por:

CP,=0,0827e +0,4423d +0,1375h +0,0987a - 0,0501ed - 0,0270eh
(20,0268) (%0,0268) (%0,0268) (+0,0268) (#0,1132) (#0,1132)

+0,0332ea-0,1428dh +0,5751da + 0,0006ha
(+0,1132)  (+0,132) (#0,1132)  (#0,1132)

(17)
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onde e = etanol, d = diclorometano, h = hexano e a = acetona e os valores entre parénteses
representam o erro padrdo de cada coeficiente. Os termos em negrito representam significancia
no nivel de 95% de confianga.

A analise de variancia (ANOVA) para esta regressao é mostrada na Tabela 7.

Tabela 7: Anadlise da variancia para o ajuste do modelo quadratico aos valores de escores da CP1
para os dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase mével MeOH:H,0 80:20 (v/v)

e temperatura de 50°C).

Fonte de Soma Graus de Média F*calculado
variagao quadratica liberdade quadratica
Modelo 0,1835 9 0,0203 29,00
Residuos 0,0066 9 0,0007
Falta de ajuste 0,0028 5 0,0005 0,55
Erro puro 0,0038 4 0,0009
Total 0,1902 18 0,0105

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQr/MQ; e para falta de ajuste MQy,/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fg o= 3,18 e Fs 4 = 6,26.

O valor da razdo da MQs/MQ., é 0,55, o valor da distribuigdo F com 5 e 4 graus de
liberdade é de 6,26 no nivel de 95% de confianca. Como o valor de F tabelado é muito maior que a
razao MQs/MQep, ndo hd nenhuma indicagdo de falta de ajuste para o modelo quadratico. Além
disso, o valor da razdo MQr/MQ, = 29, é muito maior se comparada ao valor da distribuicdo F com
0 mesmo numero de graus de liberdade (9 e 9) que é 3,18 no nivel de 95% de confianca, indicando
gue o modelo é significativo.

O coeficiente de determinacao R? para este ajuste é calculado pela razdo SQr/SQr que é
igual a 0,9647 e o valor maximo que R? poderia assumir é dado por (SQ- 5Q.p)/SQr que neste caso
corresponde a 0,9800.

Com a validacdo do modelo, pode-se interpretar a equac¢do para determinar os fatores mais
importantes na maximizacdo dos escores da CP1, ou seja, determinar o solvente ou mistura de
solventes capaz de extrair uma maior quantidade da substancia com tempo de retencdo em 3,1
min.

A equagdo mostra que os quatro termos lineares sdo significativos no nivel de 95% de
confianca. O solvente diclorometano apresentou o maior coeficiente linear. O coeficiente de
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interagao sinérgico altamente significativo entre o diclorometano e a acetona indica que a
presenca simultanea do diclorometano e da acetona na mistura é importante para extrair uma
maior quantidade da substancia com valor mais alto de loading na CP1, ou seja, da substancia com
tempo de retengdao em 3,1 min, pertencente ao grupo .

Na Figura 11 é possivel ver os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas previstas
pelo modelo, juntamente com o grafico das respostas previstas pelo modelo pelas observadas
experimentalmente. Na Figura 11a vé-se que a distribuicdo dos residuos nao revela tendéncias
sistematicas, também é possivel visualizar o efeito de bloco na replicatas. Na Figura 11b vé-se
claramente que as misturas contendo diclorometano na sua composicdo permitem extrair uma

maior quantidade do pico em 3,1 min.
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Figura 11: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo quadratico e (b) das respostas
previstas pelas respostas observadas para os dados cromatograficos dos extratos brutos de

Erythrina (Fase mével MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

As curvas de nivel com a maior previsdo para o modelo quadratico aplicado aos escores da
CP1 podem ser vistas na Figura 12, o componente etanol foi igualado a zero com o intuito de

representar a superficie em apenas duas dimensdes.

O valor maximo de escore que a CP1 podera alcancar é obtido com uma mistura de 75% de
diclorometano com 25% de acetona. De todos os experimentos realizados, as amostras d e da

foram as que apresentaram os maiores valores de escore.
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Figura 12: Superficie de resposta para os componentes; diclorometano, hexano e acetona, aplicada

aos escores da CP1.

Para a CP2, o modelo linear apresentou falta de ajuste, ja para os modelos quadratico e
culbico especial, a equacdo foi bem ajustada. Como o termo cubico nao foi significativo no nivel de
95% de confianga, foi escolhido o modelo quadratico, cuja equacdo completa esta apresentada

abaixo.

CP, =0,1120e-0,4196d +0,4253h +0,1213a + 0,0920ed +0,1552¢eh
(+0,0143) (+0,0143) (+0,0143) (+0,0143) (+0,0605) (+0,0605)

+0,0549ea +0,5050dh -0,7492da + 0,5744ha
(+0,0605)  (+0,0605)  (*0,0605)  (+0,0605)

(18)

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA), apresentados na Tabela 8, foram validados
da mesma forma que o resultado anterior e mostram que o modelo quadratico descreve os pontos
experimentais adequadamente. O coeficiente de determinacao R? para este ajuste é igual a 0,9977

e o valor maximo que R? poderia assumir corresponde a 0,9987.
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Tabela 8: Andlise da varidncia para o ajuste do modelo quadratico aos valores de escores da CP2
para os dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase movel MeOH:H,0 80:20 (v/v)

e temperatura de 50°C).

Fonte de Soma Graus de Média F*calculado
variacao quadratica liberdade quadratica
Modelo 0,8578 9 0,0953 476,50
Residuos 0,0019 9 0,0002
Falta de ajuste 0,0007 5 0,0001 0,56
Erro puro 0,0011 4 0,0002
Total 0,8597 18 0,0477

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQr/MQ; e para falta de ajuste MQy,y/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fg o= 3,18 e Fs 4 = 6,26.

Na equacdo, todos os termos lineares sdo significativos, sendo que os mais importantes no
nivel de 95% de confianca sdo o hexano e o diclorometano. O coeficiente para o hexano possui
valor positivo, indicando que este solvente puro atua de forma a aumentar os escores da CP2,
enguanto que o coeficiente altamente negativo do diclorometano atua de forma a diminuir. Dos
termos quadraticos, as misturas dos solventes diclorometano e hexano bem como hexano e
acetona apresentam uma relacdo sinérgica altamente significativa, e nota-se uma interacdao
antagonica ainda maior entre os solventes diclorometano e acetona.

A maximizacdo dos escores da CP2 (valores positivos de escore) visa a obtencdo de maiores
quantidades de substancias com tempo de reteng¢do de 6,6 min, ja a minimiza¢do (valores
negativos de escore) corresponde a obtencdo dos picos com tempo de retencdo de 3,1 min.

Na Figura 13 é possivel ver os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas previstas
pelo modelo, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas observadas. A distribuicdo
dos residuos ndo revela tendéncias sistemdaticas, novamente é possivel observar o efeito da
blocagem nas replicatas. Na Figura 13b observa-se que os extratos que possuem hexano na sua
composicao permitiram obter maiores quantidades do pico com tempo de retengdo em 6,6 min e
também que as misturas que foram 6timas para extracdo de maiores quantidades do pico com
tempo de retencdo de 3,1 min (Figura 11b) na otimizacdo dos escores da CP1 foram menos

eficientes.
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Figura 13: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo quadratico e (b) das respostas
previstas pelas respostas observadas para os escores da CP2 para os dados cromatograficos dos

extratos brutos de Erythrina (Fase mével MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

As curvas de nivel com o maior valor previsto para o modelo quadratico aplicado aos
escores da CP2 podem ser vistas na Figura 14, e esta representada em duas dimensdes com os

componentes diclorometano, hexano e acetona.

Acetona
0,004 1,00

Diclorometano Hexano

Figura 14: Superficie de resposta para os componentes; diclorometano, hexano e acetona, aplicada

aos escores da CP2.

A superficie de resposta mostra que para maximizar os escores da CP2, ou seja, para extrair
uma maior quantidade da substancia com tempo de retencdo de 6,6 min, o solvente extrator deve

ser uma mistura composta por 75% de hexano e 25% de acetona. Porém, se for desejavel
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minimizar os escores da CP2, que significa extrair uma maior quantidade da substancia com tempo
de retencdo em 3,1 min, o solvente utilizado devera ser diclorometano puro ou uma mistura de
80% de diclorometano e 20% de acetona. De acordo com a Tabela 6, o valor mais alto de escore na
CP2 é obtido com a mistura binaria hexano e acetona, correspondente ao extrato ha e os valores
mais negativos de escore sdao obtidos utilizando-se como extrator o diclorometano puro e a
mistura diclorometano e acetona.

Para os escores da CP3 também foram testados os modelos linear, quadratico e cubico
especial, sendo que nenhum dos trés apresentou falta de ajuste. Porém, nao foi verificado nenhum
termo cubico significativo. Mas devido a presenca de um termo significativo de interacdo binaria, o
modelo quadratico foi escolhido para o ajuste dos escores da CP3, a equacdo ajustada a esse

modelo esta apresentada abaixo.

CP, =0,2886¢-0,2094d -0,2749h +0,2743a + 0,5674ed -0,1192eh
(20,1178) (0,1178) (#0,1178) (#0,1178) (#0,4982) (*0,4982)

+1,1798ea-0,1104dh-0,3710da -0,7726ha
(+0,4982)  (#0,4982)  (+0,4982) (+0,4982)

(19)

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA), apresentados na Tabela 9, foram validados e
mostram que o modelo quadratico descreve os pontos experimentais adequadamente. O
coeficiente de determinacdo R? para este ajuste é igual a 0,8659 e o valor maximo que R? poderia

assumir corresponde a 0,9003.

Tabela 9: Andlise da varidncia para o ajuste do modelo quadratico aos valores de escores da CP3
para os dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase movel MeOH:H,0 80:20 (v/v)

e temperatura de 50°C).

Fonte de Soma Graus de Média
I - . ‘o F*calculado
variagao quadratica liberdade quadratica
Modelo 0,8337 9 0,0926 6,47
Residuos 0,1291 9 0,0143
Falta de ajuste 0,0331 5 0,0066 0,27
Erro puro 0,0959 4 0,0239
Total 0,9628 18 0,0534

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQr/MQ; e para falta de ajuste MQy,y/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fg o= 3,18 e Fs 4 = 6,26.
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Na equagdo, observa-se que os coeficientes lineares etanol, hexano e acetona sdo
significativos e muito parecidos em valor absoluto, porém, o etanol e a acetona sdo importantes na
maximizacdo dos escores da CP3, enquanto que o hexano é importante na minimizacdo. Observa-
se também a existéncia de uma interacao sinérgica binaria altamente significativa entre o etanol e
a acetona.

Na Figura 15 é possivel ver os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas previstas
pelo modelo, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas observadas. A distribuicao
dos residuos ndo revela tendéncias sistemdaticas, novamente é possivel observar o efeito da

blocagem nas replicatas.
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Figura 15: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo quadratico e (b) das respostas
previstas pelas respostas observadas para os escores da CP3 para os dados cromatograficos dos

extratos brutos de Erythrina (Fase mével MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

As curvas de nivel para o modelo quadratico aplicado aos dados da CP3 podem ser vistas na
Figura 16, onde o componente diclorometano foi igualado a zero para representar a superficie em

apenas duas dimensoes.
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Figura 16: Superficie de resposta para os componentes; etanol, hexano e acetona, aplicada aos

escores da CP3.

A superficie de resposta prevé que os maiores valores de escores para a CP3, que
correspondem ao pico com tempo de retencdao em 1,7 min, sdo obtidos utilizando como solvente
extrator uma mistura composta por 50% de etanol e 50% de acetona. Ja os valores mais negativos,
gue se refere aos picos em 3,1 min e 6,6 min podem ser obtidos utilizando o hexano puro como
solvente extrator.

A Tabela 6 mostra que o maior valor de escore da CP3 dos dados experimentais foi obtido
com a mistura etanol e acetona na proporc¢do de 1:1, enquanto que o valor mais negativo é
encontrado utilizando o hexano puro como solvente extrator, em seguida o menor valor é obtido
com a mistura binaria de hexano e diclorometano.

Até agora, a otimizacdo dos escores das componentes principais foi feita individualmente,
através da inspecdo visual das superficies de resposta, por exemplo, para maximizar os escores da
CP1, que corresponde principalmente ao pico com tempo de retencdo em 3,1 min, o solvente
extrator deveria ser uma mistura composta por 80% de diclorometano e 20% de acetona. Porém,
cada componente principal é responsavel pela separacdo das amostras com base em duas ou trés
regides mais relevantes no cromatograma. Dessa forma, deve-se pensar em descobrir os niveis dos
fatores que produzirdo o conjunto de respostas mais satisfatorio, ou seja, os niveis dos fatores que
permitem obter a maior quantidade das substancias com tempo de retencdo em 1,7, 3,1 e 6,6

minutos.
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Usando a metodologia de otimizagdo simultanea proposta por G. C. Derringer e R. Suich,
foram avaliadas as fung¢des de desejabilidade para os picos com tempo de retencdo em 1,7, 3,1 e
6,6 min, que foram os mais importantes na discriminagdo dos extratos de Erythrina, por
apresentarem maior peso nos loadings.

Supondo que o pico de interesse seja o pico com tempo de retencdo em 3,1 min, deve-se
otimizar as trés respostas, que neste caso sdo os escores das componentes principais 1, 2 e 3. No
grafico dos loadings, observa-se que para obter maiores quantidades dessas substancias seria
desejavel que as componentes principais 2 e 3 tivessem os minimos valores de loadings possiveis,
ou seja, que os escores das duas componentes fossem negativos, e que os escores da CP1 fossem
maximizados.

A Tabela 10 mostra os parametros utilizados para o cédlculo da desejabilidade para os trés
picos mais importantes.

Para a otimizacdo da quantidade extraida da substdncia com tempo de retencdo em 1,7
min, os escores da CP3 devem ser maximizados, enquanto que para os escores das componentes 1
e 2 é desejavel que os escores estejam num valor médio ou baixo. Devido a CP3 caracterizar
fortemente esta regido, atribui-se a ela a importancia maxima 5, e foi escolhido um peso superior

igual a 10 para que a resposta atingisse rapidamente o valor desejavel.

Tabela 10: Parametros utilizados na otimizacdo simultanea dos escores da PCA para os dados
cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase moével MeOH:H20 80:20 (v/v) e

temperatura de 500C) para os picos com tempo de retengdo em 1,7, 3,1 e 6,6 min.

Tempo de Limite Limite Peso Peso

Resposta  Objetivo Importancia

retencao Inferior  Superior Superior Inferior
CP1 0,25588 0,07707 0,4347 1 1 1
1,7 min CP2 0,00572 -0,41772 0,42916 1 1 1
CP3 maximizar -0,26281 0,58755 10 -- 5
CP1 maximizar 0,07707 0,4347 1 -- 5
3,1 min CP2 minimizar  -0,41772 0,42916 -- 1 5
CP3 minimizar  -0,26281 0,58755 -- 1 4
CP1 no intervalo 0,07707 0,4347 -- -- 5
6,6 min CP2 maximizar  -0,41772 0,42916 1 -- 5
CP3 minimizar  -0,26281 0,58755 -- 1 4
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Para otimizar a extracdo da substdncia com tempo de retencdo em 3,1 min é desejavel
maximizar os escores da CP1 e minimizar os escores da CP2 e CP3. Para a otimizacao da quantidade
extraida da substancia com tempo de retencdo em 6,6 min é desejavel maximizar os escores da
CP2, minimizar os escores da CP3 enquanto que para a CP1 os valores dos escores podem estar
dentro da faixa obtida experimentalmente.

Para os calculos foi utilizada uma grade de 40 pontos em cada um dos 4 fatores (etanol,
diclorometano, hexano e acetona), o que significa que os valores das respostas e suas
correspondentes desejabilidades foram calculados em 40 x 40 x 40 x 40 = 2,56x10° combinacées de
niveis dos fatores. Todas as respostas foram ajustadas com modelos quadraticos completos.

Com os valores atribuidos a fungao de desejabilidade, foi possivel obter uma desejabilidade
global de 0,64 para o pico com tempo de retengcdo em 1,7 min, que ndo é muito alta, porém
satisfatodria, de 0,97 para o pico em 3,1 min e de 1 para o pico em 6,6 min. A Tabela 11 mostra a
composicao do solvente extrator otimizado pela funcdo de desejabilidade, pela analise visual da
superficie de resposta e também os valores maximos e minimos encontrados experimentalmente

para as trés componentes.

Tabela 11: Composicdo do solvente extrator otimizado, respostas previstas pela analise da
superficie de resposta e pela funcdo de desejabilidade e valores maximos e minimos dos escores

das componentes principais 1, 2 e 3.

. Tempo de Composicao do Escores
Método ~ .
reten¢do (min) solvente extrator CP1 CP2 CP3
Andlise visual 3,1 80% d —20% a 0,465 -0,431 -0,172
da superficie 6,6 75% h —25% a 0,128 0,456 -0,283
de resposta 1,7 50% e —50% a 0,099 0,130 0,576
Algoritmo 3,1 83%d—-17% a 0,465 -0,433 -0,179
Derringer e 6,6 78% h—-21% a 0,130 0,454 -0,286
Suich 1,7 50% e —-50% a 0,099 0,130 0,576
Valor maximo de escore obtido experimentalmente 0,434 0,429 0,587
Valor minimo de escore obtido experimentalmente 0,077 -0,417 -0,262
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Os resultados obtidos com a fungdo de desejabilidade foram muito préximos daqueles
previstos pela inspecdo visual da superficie de resposta. Para o pico em 6,6 min as duas analises
deram o mesmo resultado, ou seja, os valores 6timos de escore sdo alcancados utilizando-se como
solvente extrator uma mistura composta por 50% de etanol e 50% de acetona. Para os picos em
3,1 e 6,6 min os resultados também demonstraram uma 6étima concordancia, sendo que as
misturas otimizadas através do algoritmo tendem a diminuir a quantidade de acetona nas

misturas.

Foram feitos trés experimentos confirmatdrios usando as misturas otimizadas através da
aplicacdo do algoritmo Derringer & Suich. Os cromatogramas das misturas otimizadas foram
comparados com os cromatogramas do planejamento que foram feitos usando os mesmos

solventes na mistura. Os resultados podem ser vistos na Figura 17.
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Figura 17: Cromatogramas dos experimentos confirmatdrios comparados com os cromatogramas
das amostras do planejamento para os picos em (a) 1,7 min, (b) 3,1 min e (c) 6,6 min (Fase movel

MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

A mistura otimizada para o pico em 1,7 min foi a mesma obtida com o planejamento, Figura
17a, o perfil cromatografico é exatamente o mesmo, porém podemos observar que a intensidade
dos picos da amostra otimizada é um pouco maior. Nas Figuras 17b e 17c verifica-se que as

misturas otimizadas apresentaram maior intensidade dos picos em 3,1 e 6,6 min, respectivamente.
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5.1.2 Analise de componentes principais com rota¢ao varimax dos cromatogramas

dos extratos preparados com base no planejamento Centréide-Simplex (Anexo IV)

A mesma matriz utilizada na andlise de componentes principais, foi novamente submetida a
analise de componentes principais porém agora com rotac¢do varimax. Os resultados obtidos com a
rotagdao varimax também foram analisados da mesma maneira. Os escores de cada extrator e as
variancias explicadas por cada uma das trés primeiras componentes principais rodadas estdo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Valores dos escores rodados da CP1, CP2" e CP3' e suas porcentagens de variancia
explicada para os dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase mével MeOH:H,0

80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

Componentes principais

Extrato cP1’ cP2' cP3’
e 0,052 0,137 0,265
d 0,944 -0,043 -0,059
h 0,016 0,988 -0,096
a 0,066 0,121 0,133
ed 0,876 0,005 0,311
eh 0,057 0,939 0,236
ea 0,057 0,079 0,874
dh 0,726 0,649 -0,107
da 0,967 -0,016 -0,044

ha 0,033 0,982 -0,060
edh 0,612 0,664 0,029
eda 0,823 -0,016 0,289
eha 0,036 0,903 0,226
dha 0,774 0,597 -0,069

r1 0,680 0,623 0,047

r2 0,669 0,625 0,013

r3 0,407 0,338 0,059

r4 0,390 0,225 0,126

r5 0,398 0,260 0,341

% variancia explicada 57,25 18,55 11,87

49



O grafico dos escores das componentes principais 1, 2, e 3 rodadas (CP1', CP2" e CP3'),

podem ser vistos nas Figuras 18a e 18b.
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Figura 18: Gréfico dos escores das componentes principais rodadas (a) 1 e 2 e (b) 1 e 3 para os
dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase moével MeOH:H,0 80:20 (v/v) e

temperatura de 50°C).

50



A projegao dos escores rodados mostra claramente a mesma discriminagdao dos grupos com
relacdo aos grupos formados na projecdo dos escores da analise de componentes principais sem
rotacdo varimax, porém enfatizando ainda mais o efeito de bloco das replicatas r3, r4 e r5. Como
na analise anterior, os grupos foram definidos com base em sua localizagdo no espaco e também
na sua avaliagdo conjunta com os loadings e com os cromatogramas originais.

Na Figura 19 ¢é possivel observar a comparacdao dos loadings das trés primeiras
componentes principais obtidos com e sem rotacdo varimax. Os loadings rodados deram maior

importancia as mesmas variaveis, porém com maior peso.

—CP1r

3,1
—cP1

0.3

6,6

Lnal:lings

Loadings

s
£
1

Q.6 o

2 3 4 H 3 7 8 3

Tempo de retengio h;nin]

(a)

2 3 4 3 3 7 & £l

Tempo de retengio (min)

(b)

1,7

I;nadings
vy

&
-
1

&
i
L

Tempo de retengio (min)
(c)

Figura 19: Loadings da (a) CP1 e CP1', (b) CP2 e CP2" e (c) CP3 e CP3' para os dados cromatograficos

dos extratos brutos de Erythrina (Fase movel MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

Os loadings da CP1', Figura 19a, mostram um pico com alta intensidade e vdrios outros com
intensidades mais baixas, ja os loadings da CP1 mostram um pico com alta intensidade, dois com

intensidade moderada e varios com baixa intensidade. Os loadings da CP2" mostram um pico com
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alta intensidade, enquanto que a CP2 mostra dois, um positivo e outro negativo. Os loadings da
CP3' também sdo mais simples e mostram um pico mais importante contra trés nos loadings da
CP3, sendo um com valor positivo e dois com valores negativos.

Na metodologia de superficie de resposta, aos escores das trés primeiras componentes
principais rodadas, foram aplicados os modelos linear, quadratico e cubico especial, o melhor
ajuste em todos os casos foi obtido com o modelo quadratico, a validacdo dos modelos foi feita da
mesma maneira que no caso anterior. A analise de variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo

quadratico aos valores de escores das CP1", CP2" e CP3' s3o mostrados na Tabela 13.

Tabela 13: Analise da variancia para o ajuste do modelo quadratico aos valores de escores rodados
das CP1", CP2 " e CP3' para os dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (Fase mével

MeOH:H,0 80:20 (v/v) e temperatura de 50°C).

Fonte de Soma Graus de Média F*calculado
variacao quadratica liberdade quadratica
cP1’
Modelo 2,1788 9 0,2420 18,5158
Residuos 0,1176 9 0,0130
Falta de ajuste 0,0259 5 0,0051 0,2262
Erro puro 0,0917 4 0,0229
Total 2,2965 18 0,1275
cP2'
Modelo 2,2800 9 0,2533 10,7085
Residuos 0,2129 9 0,0236
Falta de ajuste 0,0598 5 0,0119 0,3127
Erro puro 0,1530 4 0,0382
Total 2,4929 18 0,1384
CP3'
Modelo 0,8476 9 0,0941 6,3270
Residuos 0,1339 9 0,0148
Falta de ajuste 0,0645 5 0,0129 0,7430
Erro puro 0,0694 4 0,0173
Total 0,9815 18 0,0545

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQz/MQ; e para falta de ajuste MQsi/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fg9=3,18 e Fs 4 = 6,26.
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O coeficiente de determinacao R’ para o ajuste do modelo quadrético aos escores da CP1" é
igual a 0,9487 e o valor maximo que R? poderia assumir corresponde a 0,9600. Para o ajuste do
modelo quadratico aos escores da CP2', R? é igual a 0,9145 e o valor maximo que R? poderia
assumir corresponde a 0,9386. E para o ajuste do modelo quadrético aos escores da CP3', R?é igual
a 0,8635 e o valor maximo que R? poderia assumir corresponde a 0,9292.

A equacdo para o modelo quadrdtico ajustado aos escores rodados da CP1" pode ser vista

abaixo:

CP;=0,0638¢e+0,9445d +0,0253h +0,0670a +1,4786ed - 0,1000eh
(#0,1125) (#0,1125) (%0,1125) (#0,1125) (#0,4756) (%0,4756)

-0,0458ea + 0,9858dh + 2,0045da - 0,0329ha
(+0,4756)  (#0,4756)  (+0,4756) (0,4756)

(20)

Este modelo se mostrou mais simples do que aquele ajustado aos escores ndo rodados,
apresentando somente trés termos significativos no nivel de 95% de confianca enquanto que o
outro apresentou cinco. Dos quatro solventes puros, o diclorometano seria o mais importante na
otimizacdo dos escores rodados, este solvente ainda participa das duas outras interacOes
sinérgicas significativas, uma com a acetona e outra com o etanol. A interagao sinérgica entre o
diclorometano e a acetona é maior, e portanto a mistura 6tima para maximizar os escores da CP1"
deve conter esses dois solventes. Os extratos preparados em essas misturas d, ed e da fazem parte
dos grupos | e lll, localizados na parte mais positiva da CP1".

As curvas de nivel em termos da proporcdao dos solventes etanol, diclorometano e acetona

podem ser vistas na Figura 20, o componente hexano foi igualado a zero com o intuito de

representar a superficie em apenas duas dimensdes.
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Figura 20: Superficie de resposta para os componentes; etanol, diclorometano e acetona, aplicada

aos escores da CP1".

Embora a mistura de 75% de diclorometano e 25% de acetona seja indicada como étima na
extracdo do pico em 3,1 min, ainda tem-se uma mistura alternativa composta por 80% de
diclorometano e 20% de etanol. A mistura alternativa se mostrou quase tdo eficiente quanto a
mistura 6tima. Comparando esta superficie de resposta com aquela obtida usando como resposta
os escores nao rodados com os mesmos solventes (ndo mostrado), foi constado que elas eram
realmente diferentes. Apesar de indicarem a mesma regido 6tima, que corresponde a 75% de
diclorometano e 25% de acetona, a superficie para os escores nao rodados indica valores mais
baixos nas redondezas da mistura 80% de diclorometano e 20% de etanol. Além do modelo para
CP1' ser mais simples, ainda prevé duas misturas diferentes com alto potencial na extracdo do pico
em 3,1 min.

A equacdo para o modelo quadratico ajustado aos escores rodados da CP2" pode ser vista

abaixo:

CP;=0,1485e-0,0198d +0,9979h +0,1394a - 0,3547ed +1,5666¢eh
(20,1513) (#0,1513) (#0,1513) (#0,1513) (#0,6397) (20,6397)

-0,2813ea+0,5482dh-0,5238da +1,6607ha
(+0,6397)  (+0,6397) (#0,6397) (+0,6397)

(21)
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Neste modelo observa-se que o solvente hexano apresenta um alto coeficiente linear
significativo e participa de duas interacdes sinérgicas binarias significativas com os solventes etanol
e acetona. A substituicdo do solvente etanol pela acetona ou vice-versa possui pouco efeito no
valor previsto pelo modelo. Esse comportamento é similar aquele observado para a CP1" em
misturas contendo grande parte de diclorometano. As misturas h, eh e ha fazem parte do grupo IV
formado na projecdo dos escores da CP2".

A curva de nivel em termos da propor¢ao dos solventes etanol, hexano e acetona pode ser
vista na Figura 21, o componente diclorometano foi igualado a zero com o intuito de representar a

superficie em apenas duas dimensdes.

Acetona
0,004 1,00

Figura 21: Superficie de resposta para os componentes; etanol, hexano e acetona, aplicada aos

escores da CP2".

As misturas 6timas para extracao do pico em 6,6 min sdo previstas na parte direita do
triangulo com vértice representado pelo solvente hexano e os limites estdo situados perto das
misturas bindrias entre hexano e acetona e entre hexano e etanol, ambas com propor¢des de 1:1.

A equacdo para o modelo quadratico ajustado aos escores rodados da CP3" pode ser vista

abaixo:
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CP3=0,3088e-0,0346d -0,0687h+0,1631a +0,3270ed +0,0612eh
(20,1200) (%0,1200) (#0,1200) (#0,1200) (#0,5074) (%0,5074)

+2,1173ea-0,3363dh-0,5818da-0,6108ha
(+0,5074)  (+0,5074) (#0,5074) (+0,5074)

(22)

Esta equacdo mostra somente dois termos significativos no nivel de 95% de confianca, ja o
modelo obtido para os escores da CP3 mostrou quatro termos significativos. Porém os dois
mostraram uma forte interacdo sinérgica binaria entre os solventes etanol e acetona, grupo V.

As curvas de nivel em termos da proporc¢ao dos solventes etanol, hexano e acetona podem
ser vistas na Figura 22, o componente diclorometano foi igualado a zero com o intuito de

representar a superficie em apenas duas dimensdes.
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Figura 22: Superficie de resposta para os componentes; etanol, hexano e acetona, aplicada aos

escores da CP3".

Comparando esta superficie com aquela obtida na otimizacdo dos escores da CP3 (Figura
16), observa-se que elas sdo quase idénticas, e indicam a mesma mistura como 6tima na extracado
do pico em 1,7 min, que seria composta por 50% de etanol e 50% de acetona.

A Tabela 14 mostra a composicdo do solvente extrator otimizado pela funcdo de
desejabilidade, pela analise da superficie de resposta e também os valores maximos e minimos de
escores rodados encontrados experimentalmente para as trés componentes. A desejabilidade

global para os picosem 3,1, 6,6 e 1,7 min foram 0,998, 1,00 e 0,988, respectivamente.
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Novamente, os resultados obtidos com a andlise da superficie de resposta foram muito
proximos dos resultados obtidos com a metodologia de otimizacdo simultdnea. Os resultados
obtidos com a otimizacdo dos escores ndo rodados também sdo bastante similares a estes.
Comparando os resultados obtidos, pode-se perceber que quando se usa os escores rodados na
otimizacdo existe uma leve diminui¢cdo na porcentagem de diclorometano na mistura otimizada

para o pico que elui em 3,1 min.

Tabela 14: Composicdo do solvente extrator otimizado, respostas previstas pela analise da
superficie de resposta e pela funcdo de desejabilidade e valores maximos e minimos dos escores

rodados das componentes principais 1, 2 e 3.

. Tempo de Composicao do Escores
Método ~ .
retengdo (min) solvente extrator CP1' CcP2' CP3’
Analise visual 3,1 75% d — 25% a 1,101 -0,048 -0,160
da superficie 6,6 75% h —25% a 0,032 1,090 -0,117
de resposta 1,7 50% e —50% a 0,063 0,083 0,765
Algoritmo 3,1 71% d—29% a 1,101 -0,077 -0,096
Derringer e 6,6 83% h—-17% a 0,026 1,085 -0,106
Suich 1,7 50% e —50% a 0,053 0,074 0,764
Valor maximo de escore rodado obtido experimentalmente 0,967 0,988 0,874
Valor minimo de escore rodado obtido experimentalmente 0,033 -0,016 -0,044

Embora existam pequenas diferencas nas proporc¢des estimadas por ambas as técnicas, na
pratica, os resultados da extracdo deverdo ser essencialmente os mesmos levando em
consideracdo as incertezas nos parametros do modelo.

Mais dois experimentos confirmatdrios foram executados para o pico em 3,1 min, usando a
mistura otimizada através do algoritmo Derringer & Suich para os escores rodados, que foi de 71%
de diclorometano e 29% de acetona e também a mistura alternativa indicada pela analise visual da
superficie de resposta apresentada na Figura 20, que foi de 80% de diclorometano e 20% de
etanol. A Figura 23 mostra os cromatogramas das duas misturas bem como o cromatograma da
mistura otimizada através do algoritmo Derringer & Suich para os escores nao rodados para o pico

em 3,1 min, que tinha sido de 83% de diclorometano e 17% de acetona.
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Figura 23: Cromatogramas dos experimentos confirmatdrios comparados ao cromatograma da

mistura otimizada dos escores da CP1 para o pico em 3,1 min (Fase mével MeOH:H,0 80:20 (v/v) e

temperatura de 50°C).

Pela comparacdo dos cromatogramas observa-se pouca diferenca com relacdo a
substituicao da acetona pelo solvente etanol. A mistura otimizada através do algoritmo Derringer
& Suich usando os escores ndo rodados mostrou-se um pouco mais eficiente do que as outras,
permitindo obter uma area ligeiramente maior do pico em 3,1 min e consequentemente uma
concentragdo mais elevada. Os trés cromatogramas apresentaram praticamente o mesmo perfil
cromatografico.

Para os picos em 1,7 e 6,6 min ndo foi necessario executar experimentos confirmatorios.
Para o pico em 1,7 min todas as analises indicaram a mesma mistura, 50% de etanol e 50% de
acetona, que corresponde ao ponto ea do planejamento. Para o pico em 6,6 min, a analise visual
da superficie de resposta indica que se pode usar como extratores toda a regido compreendida
entre hexano puro e as misturas contendo hexano e etanol e hexano e acetona em mesmas
proporgoes, que sdo os pontos h, eh e ha do planejamento. Uma comparacao dos cromatogramas

desses trés extratos pode ser vista na Figura 24.
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Figura 24: Cromatogramas dos pontos h, eh e ha do planejamento (Fase mével MeOH:H,0 80:20

(v/v) e temperatura de 50°C).

Essa Figura mostra que o perfil cromatografico desses trés extratos é essencialmente o
mesmo acima de 4 min e que a principal diferenca entre eles é o fato de que a mistura contendo
etanol permite extrair o pico em 1,7 min e a mistura contendo acetona permite extrair o pico em
2,6 min.

Embora os resultados otimizados usando os escores com e sem rotagao varimax sejam
guase equivalentes para este material vegetal, o uso dos escores rodados seria mais conveniente,
pois além de permitir o uso de misturas alternativas, seus modelos foram mais simples de

interpretar.

5.2 Resultados da fase exploratoria

Nesta parte do trabalho, foram avaliados os rendimentos dos extratos brutos, das fibras,
das fragdes neutra, organica e basica e também da sobra, que foi calculada subtraindo do peso do
extrato bruto, o peso das fibras e de todas as fragcdes. Os rendimentos em gramas podem ser vistos
na Tabela 15, a média e o desvio padrao das 19 amostras para as seis varidveis sao mostradas nas

duas ultimas linhas da Tabela.
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Tabela 15: Rendimentos em gramas, média e desvio padrao dos rendimentos do extrato bruto, das

fibras, das fracGes neutra, organica e basica e dos residuos.

Rendimento (g)

Extrato Bruto Fibras Neutra Organica Basica Sobra
e 0,8268 0,0399 0,2422 0,2114 0,0104 0,3229

d 0,5525 0,0775 0,2934 0,1747 0,0051 0,0018
h 0,3645 0,0556 0,0971 0,2089 0,0037 -0,0008

a 0,535 0,0428 0,3168 0,1454 0,0037 0,0263
ed 1,2417 0,1015 0,3722 0,3078 0,0286 0,4316
eh 1,0423 0,0947 0,3650 0,1749 0,0181 0,3896
ea 0,9518 0,0952 0,2948 0,2427 0,022 0,2971
dh 0,811 0,3402 0,3009 0,1301 0,0054 0,0344
da 0,5222 0,0593 0,296 0,1504 0,0061 0,0104
ha 0,4852 0,0267 0,2916 0,1176 0,0027 0,0466
edh 1,1249 0,1571 0,3726 0,2439 0,0386 0,3127
eda 0,9481 0,0697 0,4352 0,2036 0,0142 0,2254
eha 0,8224 0,0753 0,4271 0,1531 0,0114 0,1555
dha 0,7708 0,2329 0,2676 0,1301 0,0091 0,1311
rl 0,8557 0,0611 0,3875 0,189 0,0172 0,2009
r2 0,8600 0,0765 0,3602 0,2249 0,0118 0,1866
r3 0,8713 0,1168 0,4312 0,1788 0,0199 0,1246
r4 0,8435 0,081 0,3796 0,196 0,0228 0,1641
r5 0,8657 0,0868 0,4332 0,1913 0,0159 0,1385
Média 0,8050 0,0995 0,3349 0,1881 0,0140 0,1683
Desvio padrio 0,2262 0,0743 0,0831 0,0469 0,0095 0,1339

Primeiramente, as correlacdes entre as seis varidaveis foram calculadas, os resultados
podem ser vistos na Tabela 16. Os valores em negrito indicam significancia no nivel de 95% de
confianca.

Altas correlacdes foram encontradas entre os rendimentos do extrato bruto e ambos sobra
e fragdo basica. Isso significa que um aumento no rendimento do extrato bruto conforme a mistura
de solventes utilizada na extragdao causa um aumento no rendimento da fragdo basica e também
um aumento das sobras. Foi ainda observada, uma correlacdo moderada entre as sobras e o
rendimento da fragdo basica. As fibras ndao apresentaram correlagdo com nenhuma outra variavel.

N3o foi constatada nenhuma correlagcdo negativa significativa entre as variaveis.
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Tabela 16: Correlagdes entre as seis variaveis no nivel de 95% de confianga.

Varidveis Bruto Neutra Organica Basica Fibras Sobra
Bruto 1,00 0,62 0,63 0,84 0,26 0,88
Neutra 0,62 1,00 0,11 0,50 -0,00 0,35

Organica 0,63 0,11 1,00 0,71 -0,19 0,70
Basica 0,84 0,50 0,71 1,00 0,09 0,75
Fibras 0,26 -0,00 -0,19 0,09 1,00 -0,05
Sobra 0,88 0,35 0,70 0,75 -0,05 1,00

Aos rendimentos do extrato bruto, das fibras, de todas as fracdes e também das sobras
foram aplicados os modelos linear, quadratico e cubico especial. A andlise da variancia foi utilizada
para testar a significancia do modelo e a falta de ajuste na validacdo dos modelos ajustados. O erro

padrado foi estimado pelo erro experimental determinado pelas cinco replicatas no ponto central.

5.2.1 Andlise dos dados gravimétricos do rendimento do extrato bruto (Anexo Il)

Todos os modelos aplicados aos rendimentos do extrato bruto, apesar de significativos,
apresentaram falta de ajuste no nivel de 95% de confianca.

Uma forma de avaliar os resultados nesses casos, € montar a figura do planejamento
substituindo os valores experimentais em seus respectivos lugares, como pode ser visto na Figura
25. Pela Figura vé-se que dos quatro solventes puros, o etanol é o extrator que permite o maior
rendimento do extrato bruto, 0,826 g, seguido do diclorometano, acetona e por Ultimo o hexano. E
interessante notar que os maiores rendimentos sao obtidos com misturas binarias e ternarias. O
maior rendimento foi obtido com a mistura binaria entre etanol e diclorometano, 1,241 g, que é
muito maior do que a média entre os rendimentos obtidos com os dois solventes puros, 0,689 g. A
mistura bindria entre etanol e hexano permitiu o segundo melhor rendimento, cerca de 1,042 g.
Altos efeitos de interagao sinérgica bindaria também sdo observados entre os solventes etanol e
acetona e entre diclorometano e hexano. Por outro lado, as misturas entre hexano e acetona e
entre diclorometano e acetona nao apresentaram efeito de interagao.

Ha também um efeito de interacdo sinérgico nas misturas terndrias compostas por etanol,

diclorometano e hexano e entre etanol, diclorometano e acetona. Dessa forma, tem-se evidéncia
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para afirmar que a presenga do etanol na mistura é importante para obten¢dao de maiores

rendimentos, principalmente em misturas binarias e ternarias.

Etanol
0,826

Ponto Central
0,8557
0,3600
0,8713
0,8435
0,8657

Diclorometano
() 0,552

0,535

Figura 25: Planejamento experimental Centrdide-Simplex com os valores experimentais dos

rendimentos do extrato bruto de Erythrina.

5.2.2 Analise de dados gravimétricos do rendimento das fibras (Anexo Il)

Os modelos linear e quadratico aplicados aos rendimentos das fibras apresentaram falta de
ajuste no nivel de 95% de confianca. Assim, o modelo escolhido foi o cubico especial, e a equacdo

para este modelo é dada por:

Fibras =0,0390e +0,0766d +0,0547h + 0,0419a + 0,2019ed +0,2185eh + 0,2461ea +1,1253dh
(20,0305) (+0,0305) (%0,0305) (#0,0305) (#0,1487) (%0,1487) (+0,1487) (+0,1487)

+0,0273da-0,0593ha-2,5509edh -1,5843eda -1,0260eha + 0,8267dha
(+0,1487)  (+0,1487) (#0,9333)  (+0,9333)  (£0,9333)  (+0,9333)

(23)

Este modelo foi validado através da analise de variancia (ANOVA), mostrada na Tabela 17. O
coeficiente de determinacdo R? para este ajuste é igual a 0,9530 e o valor maximo que R? poderia

assumir corresponde a 0,9832.
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A equagdo mostra que os coeficientes lineares nao sao significativamente diferentes de
zero. Isso indica que a extracdo das fibras é favorecida por efeitos interacdo sinérgica ou
antagonica. A Unica interagdao binaria significativa no nivel de 95% de confianga ocorre entre os
solventes diclorometano e hexano, 1,1253, e a Unica interagdo terndria significativa mostra que
guando o solvente etanol é adicionado a mistura diclorometano e hexano, ha um efeito de

interacdo antagodnico, -2,5509.

Tabela 17: Analise da variancia para o ajuste do modelo cubico especial aos rendimentos das fibras

obtidas com o fracionamento dos extratos brutos de Erythrina.

Média

Fonte de variagdo Soma quadratica Graus de liberdade . F* calculado
quadratica
Modelo 0,094799 13 0,007292 7,80
Residuos 0,004670 5 0,000934
Falta de ajuste 0,002998 1 0,002998 7,17
Erro puro 0,001672 4 0,000418
Total 0,099470 18 0,005526

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQz/MQ; e para falta de ajuste MQs/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo F135=4,65e F14=7,71.

Para uma mistura contendo 50% de diclorometano e 50% de hexano a equacdo para o
modelo cubico especial prevé um rendimento de 0,347 g, que esta em étima concordancia com o
valor experimental de 0,3402 g (Tabela 15).

Na Figura 26 é possivel ver os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas previstas
pelo modelo, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas observadas. Em ambos os

graficos vé-se que o extrato dh apresenta a maior resposta prevista.
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Figura 26: Grafico (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo cubico especial e (b) das

respostas previstas pelas respostas observadas para os rendimentos das fibras.

As curvas de nivel para o modelo cubico especial aplicado ao rendimento das fibras podem

ser vistas na Figura 27, onde o componente acetona foi igualado a zero para representar a

superficie em apenas duas dimensdes.

Pela inspecdo visual da superficie de resposta, observa-se que a mistura entre os solventes

diclorometano e hexano na proporcao de 1:1 permitiria obter o maior rendimento das fibras.

Hexano
0,004

0,25

1,00

=2\ 0,00
1,00

Diclorometano

Figura 27: Superficie de resposta para os componentes; etanol, diclorometano e hexano, aplicada

aos rendimentos das fibras.

64



5.2.3 Analise dos dados gravimétricos dos rendimentos da fragao neutra (Anexo Il)

O modelo linear aplicado aos rendimentos da fragdo neutra apresentou falta de ajuste. Os
modelos quadratico e cubico especial ndo apresentaram falta de ajuste no nivel de 95% de
confianca. Devido a presenca de um termo de interacdo significativo entre os componentes etanol,
diclorometano e acetona, o modelo escolhido foi o cubico especial, e a equagao para este modelo

¢é dada por:

FN=0,2420¢ +0,2932d +0,0969h + 0,3166a + 0,4233ed + 0,7871eh + 0,0669ea + 0,4283dh
(20,0294) (#0,0294) (#0,0294) (+0,0294) (#0,1431) (20,1431) (#0,1431) (0,1431)

-0,0306da +0,3443ha -0,6629edh +2,5875eda +1,9191eha -1,4789dha
(+0,1431) (+0,1431) (+0,8980)  (+0,8980)  (+0,8980) (+0,8980)

(24)

A anadlise de variancia (ANOVA) para esta regressao é mostrada na Tabela 18. O coeficiente
de determinacio R’ para este ajuste é igual a 0,9652 e o valor maximo que R® poderia assumir

corresponde a 0,9661.

Tabela 18: Analise da variancia para o ajuste do modelo cubico especial aos rendimentos da fracao

neutra obtida com o fracionamento dos extratos brutos de Erythrina.

Fonte de variagdo Soma quadratica Graus de liberdade Med,l? F* calculado
quadratica
Modelo 0,120171 13 0,009244 10,69
Residuos 0,004324 5 0,000865
Falta de ajuste 0,000105 1 0,000105 0,099
Erro puro 0,004218 4 0,001055
Total 0,124494 18 0,006916

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQz/MQ; e para falta de ajuste MQs/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fi35=4,65e F14=7,71.

A equacdao mostra que os quatro coeficientes lineares sdo significativos no nivel de 95% de
confianga, e que entre eles, o hexano é significativamente menor que os outros trés, ou seja, ele é
o menos eficiente em extrair maiores quantidades da fracdo neutra. Sdo observadas ainda trés

interagdes binarias sinérgicas significativas, entre os solventes etanol e diclorometano, etanol e
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hexano e entre diclorometano e hexano, entre elas a mais importante ocorre entre os solventes
etanol e hexano. Experimentalmente, essa mistura na proporcdo de 1:1 extrai cerca de 0,3650 g,
porém a mistura em etanol e diclorometano permite extrair uma quantidade um pouco maior,
0,3722 g, essa diferenca é parcialmente explicada pelos valores dos coeficientes lineares do
hexano e do diclorometano. Ha ainda um coeficiente de interagdo cubico significativo entre os
solventes etanol, diclorometano e acetona, sendo que ambos interagem sinergicamente. O modelo
clbico prevé a extracdao de 0,4300 g de fragcdo neutra com essa mistura, que estd em o6tima
concordancia com o valor experimental de 0,4352 g.

Na Figura 28 é possivel ver os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas previstas
pelo modelo, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas observadas. A distribuicao
dos residuos nao revela tendéncias sistematicas. Na Figura 28b vé-se que o extrato h apresentou a
menor resposta observada, ficando alocada bem distante das demais, enquanto que os extratos

eda e eha foram os mais efetivos na extracdo da fracdo neutra.
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(a) (b)

Figura 28: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo cubico especial e (b) das

respostas previstas pelas respostas observadas para os rendimentos da fragdo neutra.

As curvas de nivel para o modelo cubico especial aplicado ao rendimento da fragdo neutra

podem ser vistas na Figura 29, onde o componente hexano foi igualado a zero para representar a

superficie em apenas duas dimensdes.
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Acetona
0,004 1,00

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

Etanol Diclorometano

Figura 29: Superficie de resposta para os componentes; etanol, diclorometano e acetona, aplicada

aos rendimentos da fragdo neutra.

Pela andlise visual da superficie de resposta, vé-se que o maximo fica em torno do ponto
central, e que para aumentar o rendimento da fragdo neutra o melhor solvente seria uma mistura

entre etanol, diclorometano e acetona na propor¢do de 1:1:1.

5.2.4 Andlise dos dados gravimétricos do rendimento da fragao organica (Anexo Il)

O modelo linear aplicado aos rendimentos da fracdao organica apresentou falta de ajuste no
nivel de 95% de confianga, ao contrario dos modelos quadratico e cubico especial. Apesar de ndo
apresentar nenhum termo cubico significativo, quando se muda do modelo quadratico para o
modelo cubico especial, as interacdes binarias entre etanol e acetona e entre diclorometano e
hexano passaram a ser significativas.

Os dois modelos reproduziram bem os dados experimentais. Supondo a exclusdo das
guintuplicatas no ponto central e aplicando os modelos quadratico e cubico especial aos resultados
restantes para prever a quantidade extraida para essa mistura no nivel de 95% de confianca, o
modelo quadratico indicou a extracdo de 0,1848 g, enquanto que o cubico especial indicou 0,1927
g. Os dois valores estdo em 6tima concordancia com o valor médio das quintuplicatas, que foi de

0,1960 g.

67



Para decidir qual dos dois modelos é mais adequado, pode-se usar um teste F, onde se
calcula a redugdo nos residuos causada pela ampliacdo do modelo. A relacdo de interesse é dada

por:

(SQr,quad - SQr,cut%
F= P (25)

Ivlo‘r,cub

onde SQrquad representa a soma quadratica do residuos do modelo quadratico, SQ;c,, @ soma
quadratica dos residuos do modelo cubico especial, MQ,,, @ média quadratica dos residuos do
modelo cubico especial e p representa o nUmero de parametros que o modelo cubico especial tem

a mais do que o modelo quadratico. Substituindo os valores tem-se:

(0,004633-0, 001476y
4

F= =2,675423 (26)

0,000295

Como o valor de F calculado é menor que o Fss59s%= 5,19, o teste indica que ndo ha
diferenca significativa nas variancias explicadas pelos dois modelos, dessa forma pode-se concluir
gue ndo vale a pena introduzir os parametros do modelo cubico na equacao.

Sendo assim tem-se duas razdes pelas quais se descarta o modelo cubico especial; a
insignificancia do teste F no nivel de 95% de confianca e a auséncia de um termo cubico

significativo de acordo com o erro. Dessa forma optou-se pelo modelo quadratico:

FO=0,2115¢+0,1721d + 0,2042h + 0,1475a + 0,4667¢ed - 0,0949¢eh
(20,0223) (#0,0223) (#0,0223) (#0,0223) (+0,0943) (#0,0943)

+0,1803ea-0,1526dh -0,0673da-0,2287ha
(+0,0943)  (+0,0943)  (+0,0943)  (+0,0943)

(27)

A andlise de variancia (ANOVA) para esta regressao é mostrada na Tabela 19. O coeficiente
de determinacao R’ para este ajuste é igual a 0,8832 e o valor maximo que R? poderia assumir

corresponde a 0,9697.
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Tabela 19: Analise da varidncia para o ajuste do modelo quadratico aos rendimentos da fracdo

organica obtida com o fracionamento dos extratos brutos de Erythrina.

Fonte de variagdo Soma quadratica Graus de liberdade Med,l? F* calculado
quadratica
Modelo 0,035042 9 0,003894 7,56
Residuos 0,004633 9 0,000515
Falta de ajuste 0,003431 5 0,000686 2,28
Erro puro 0,001202 4 0,000301
Total 0,039674 18 0,002204

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQz/MQ; e para falta de ajuste MQsi/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fgq9= 3,18 e F5 4 = 6,26.

A equacao mostra que a mistura dos componentes etanol e diclorometano apresenta uma
forte sinergia no nivel de 95% de confianca, ja a interagdo entre os solventes hexano e acetona
atua de forma a diminuir o rendimento da fracdo organica, ou seja, possuem um efeito antagonico.
Essas relagcdes podem ser explicadas pelo fato de que a mistura ed apresentou o maior valor
experimental para o rendimento da fracdo organica, 0,3078 g, enquanto que a mistura ha se
mostrou menos eficiente, extraindo apenas 0,1176 g. Para essas duas misturas, o modelo
quadrdtico prevé que a quantidade extraida da fracdo organica seria de 0,3085 g e 0,1186 g,
respectivamente. Os valores previstos estdo em dtima concordancia com os valores experimentais.

Na Figura 30 é possivel ver os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas previstas
pelo modelo, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas observadas. A distribuicdo
dos residuos nao revela tendéncias sistematicas. Esses graficos mostram claramente que o maior

rendimento é observado para o extrato ed e o menor rendimento foi obtido com a mistura ha.
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Figura 30: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo cubico especial e (b) das

respostas previstas pelas respostas observadas para os rendimentos da fragdo organica.

As curvas de nivel para o modelo quadratico aplicado ao rendimento da fracdo organica
podem ser vistas na Figura 31, onde o componente acetona foi igualado a zero para representar a

superficie em apenas duas dimensdes.

Pela andlise visual da superficie de resposta pode-se confirmar que o melhor extrator em
termos de rendimento da fracdo organica seria uma mistura composta por etanol e diclorometano

na proporg¢ao de 1:1, extrato ed do planejamento.

Hexano

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

Etanol Diclorometano

Figura 31: Superficie de resposta para os componentes; etanol, diclorometano e hexano, aplicada

aos rendimentos da fragao organica.
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5.2.5 Analise dos dados gravimétricos do rendimento da fragdao basica (Anexo ll)

O modelo linear aplicado aos rendimentos da fracdo bdsica apresentou falta de ajuste. Os
modelos quadratico e cubico especial ndo apresentaram falta de ajuste no nivel de 95% de
confianca. Devido a presenca de um termo de interacdo significativo entre os componentes etanol,
diclorometano e hexano, o modelo escolhido foi o cubico especial, e a equacdo para este modelo é

dada por:

FB =0,0103e +0,0050d +0,0036h +0,0036a +0,0852¢ed + 0,0460eh + 0,0616ea + 0,0058dh
(20,0040) (+0,0040) (#0,0040) (%0,0040) (#0,0195) (#0,0195) (%0,0195)  (%0,0195)

+0,0086da -0,0021ha +0,4204edh-0,2935eda - 0,2065eha + 0,0586dha
(+0,0195)  (£0,0195)  (+0,1225) (+0,1225) (+0,1225) (+0,1225)

(28)

A andlise de variancia (ANOVA) para esta regressao é mostrada na Tabela 20. O coeficiente
de determinacao R? para este ajuste é igual a 0,9508 e o valor maximo que R? poderia assumir

corresponde a 0,9576.

Tabela 20: Analise da varidncia para o ajuste do modelo cubico especial aos rendimentos da fracdo

basica obtida com o fracionamento dos extratos brutos de Erythrina.

Fonte de variagdo  Soma quadratica  Graus de liberdade Med’la. F* calculado
quadratica
Modelo 0,001549 13 0,000119 7,403284
Residuos 0,000080 5 0,000016
Falta de ajuste 0,000011 1 0,000011 0,665350
Erro puro 0,000069 4 0,000017
Total 0,001629 18 0,000091

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQz/MQ; e para falta de ajuste MQsi/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo F135=4,65e F14=7,71.

A equacdo mostra que os coeficientes lineares ndo sao significativamente diferentes de
zero. Isso indica que a extracdo da fracdo basica é favorecida por efeitos de interacao sinérgica. Os
dois efeitos de interacdo binaria significativos no nivel de 95% de confianca ocorrem entre os
solventes etanol e diclorometano e entre etanol e acetona, e o de interacdo terndria ocorre entre

os solventes etanol, diclorometano e hexano. Pela Tabela 15, observa-se que o maior rendimento
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da fragdo basica foi alcancado usando como extrator a mistura terndria edh, 0,0386 g, o modelo

cubico especial prevé a extracdo de 0,0428 g para essa mesma mistura, uma diferenca de apenas

0,0042 g.

Na Figura 32 é possivel ver os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas previstas

pelo modelo, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas observadas. A distribuicao

dos residuos ndo revela tendéncias sistematicas. Pelo grafico 32b pode-se observar que os extratos

de numero edh e ed sdao os que apresentaram os maiores rendimentos da fragdo basica.
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Figura 32: Grificos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo cubico especial e (b) das

respostas previstas pelas respostas observadas para os rendimentos da fragdo basica.

As curvas de nivel para o modelo cubico especial aplicado ao rendimento da fragdo basica

podem ser vistas na Figura 33, onde o componente acetona foi igualado a zero para representar a

superficie em apenas duas dimensdes.

Pela andlise visual da superficie de resposta pode-se confirmar os resultados. Um maior

rendimento seria obtido com a mistura dos trés solventes, porém, a proporcdo de etanol e

diclorometano na mistura deve ser um pouco maior do que a proporc¢ao de hexano.
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Figura 33: Superficie de resposta para os componentes; etanol, diclorometano e hexano, aplicada

aos rendimentos da fragdo basica.

5.2.6 Modelagem das sobras (Anexo Il)

A Ultima coluna da Tabela 15 mostra os valores das sobras estimadas, ou seja, das
guantidades que ndo foram extraidas com as quatro fragdes. O modelo cubico especial forneceu o

melhor ajuste dos dados.

$=0,3222¢+0,0174d -0,0014h +0,0257a +1,0666¢ed +0,9362¢ch + 0,5120ea + 0,1252dh
(£0,0335) (#0,0335) (0,0335) (#0,0335) (#0,1631) (#0,1631) (#0,1631) (#0,1631)

-0,0249da +0,1574ha -1,4329edh -2,3107eda - 4,1848eha + 1,9444dha
(£0,1631)  (#¥0,1631) (+1,0237)  (#1,0237)  (+1,0237) (+1,0237)

(29)

A anadlise de variancia (ANOVA) para esta regressao é mostrada na Tabela 21. O coeficiente
de determinacio R’ para este ajuste é igual a 0,9823 e o valor maximo que R® poderia assumir

corresponde a 0,9871.
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Tabela 21: Andlise da variancia para o ajuste do modelo cubico especial as sobras obtidas pelo
calculo da diferenca entre o extrato bruto e a soma de todas as outras fragcdes obtidas com o

fracionamento dos extratos brutos de Erythrina.

Fonte de variagio = Soma quadratica Graus de liberdade Med,l? F* calculado
quadratica
Modelo 0,312050 13 0,024004 21,36
Residuos 0,005619 5 0,001124
Falta de ajuste 0,001549 1 0,001549 1,522
Erro puro 0,004069 4 0,001017
Total 0,317668 18 0,017648

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQr/MQ; e para falta de ajuste MQy,y/MQep.
Valores criticos de F correspondentes no nivel de 95% de confian¢a sdo Fi35=4,65 F;4=7,71.

Pela equacdo, observa-se que no nivel de 95% de confianca, dos quatro coeficientes
lineares, apenas o etanol é significativo, sendo dessa forma o mais importante na maximizagdo das
sobras. O etanol também apresentou efeito bindrio de interacdo sinérgica com os outros trés
solventes e um ternario, de interagao antagdnica com hexano e acetona. A Tabela 15 indica que o
maior residuo foi obtido com a mistura ed, 0,4316 g. O modelo cubico especial prevé que a sobra
deixada por esta mesma mistura serd de 0,4364 g, um valor muito proximo do obtido
experimentalmente.

Na Figura 34 é possivel ver os residuos deixados pelo ajuste versus as respostas previstas
pelo modelo, juntamente com o grafico das respostas previstas pelas observadas. A distribuicao
dos residuos ndo revela tendéncias sistematicas. Pelo grafico 34b pode-se observar que as misturas

ed e eh foram as que apresentaram os maiores valores de sobra do fracionamento.
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Figura 34: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste do modelo cubico especial e (b) das

respostas previstas pelas respostas observadas para os residuos do fracionamento.

As curvas de nivel para o modelo cubico especial aplicado aos residuos podem ser vistas na
Figura 35, onde o componente hexano foi igualado a zero para representar a superficie em apenas

duas dimensoes.
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Il o045
Il 035
[Jozs
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Figura 35: Superficie de resposta para os componentes; etanol, diclorometano e acetona, aplicada

aos residuos do fracionamento.
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Pela anadlise visual da superficie de resposta pode-se confirmar os resultados. Um maior
residuo seria obtido com a mistura binaria dos solventes etanol e diclorometano, com etanol em

maior proporgao.

5.2.7 Analise de componentes principais dos dados gravimétricos dos rendimentos

do extrato bruto e das fragdes (Anexo Il)

Os valores de rendimento ainda foram dispostos numa matriz contendo 19 amostras e 6
varidveis. Esta matriz foi submetida a analise de componentes principais. Os grupos sdo definidos
com base em sua localizagao no espago e também na sua avaliagdo conjunta com os loadings. A
primeira componente principal contém 58,65% da variancia e separa os grupos | e Il dos grupos I
e IV. A segunda componente principal discrimina o grupo IV dos outros grupos e contém 19,56% da
variancia. O grafico dos escores e dos loadings para estas duas componentes pode ser visto na

Figura 36.
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Figura 36: (a) Grafico dos escores das duas primeiras componentes principais e (b) grafico dos

loadings das duas primeiras componentes principais.

Analisando o gréafico dos loadings na Figura 36b, observa-se que as amostras do grupo |,
extratos preparados em ed e edh, influenciam fortemente os rendimentos do extrato bruto, das
fracdes basica e organica e também dos residuos, de fato, as amostras do grupo | possuem os
maiores valores de rendimento para estas variaveis, isto pode ser confirmado através dos dados
experimentais mostrados na Tabela 15. Na analise das correlagdes, essas varidveis se relacionaram
com coeficientes de correlagdo que variaram de 0,63 a 0,88, como mostrado na Tabela 15. Essas
observagOes ainda sdo consistentes com a similaridade das superficies de respostas para essas
variaveis e com a alta sinergia entre os solventes etanol e diclorometano no rendimento do extrato

bruto.
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Os extratos dh e dha do grupo IV aparentam ter um rendimento elevado de fibras,
caracterizado pelo alto valor de loadings na CP2, por outro lado, permitem extrair pouca
quantidade da fracdo organica, que apresentou o mais baixo valor de loading na CP2.

A localizacdo do grupo lll, altos valores de escore na CP1 e baixos na CP2, indica que estes
extratos sdo os menos eficientes na obtencdo de maiores rendimentos de todas as variaveis. O
grupo ll, que é composto pelo extrato e, pelas misturas bindrias eh e ea, pelas misturas ternarias
eda e eha e pelas replicatas r1-r5 é influenciado pelos rendimentos da fracdo neutra, ou seja,
permitem obter um alto rendimento desta fracdo. Aqui também foi possivel constatar que a
dispersao das replicatas dentro do grupo Il dd uma boa idéia da dimensdo do erro experimental
comparado a dispersao global das amostras no grafico dos escores, que mede a dispersao dos

pontos com relacdo as diferentes misturas de solventes utilizados.

5.2.8 Anadlise de componentes principais dos dados cromatograficos do extrato

bruto

Os cromatogramas das replicatas do extrato bruto no ponto central (amostras r1 —r5)
obtidos nas trés fases moveis descritas no item 4.4.2 podem ser vistos na Figura 37. Na Figura
observa-se que a FM1 permitiu a melhor separacdo dentro de um tempo de corrida razoavel,
enquanto que a FM3 teve o menor tempo de retengdao, porém com pouca separagao dos picos.
Sendo assim, serao apresentados apenas os resultados referentes aos extratos brutos analisados
na FM1.

Os valores de absorbancia dos picos cromatograficos dos 19 extratos analisados na FM1
foram transformados em uma matriz composta por 19 amostras e 1201 varidveis (valores de
absorbancia) correspondentes ao tempo de corrida de 20 minutos. Para algumas amostras foi
necessario ajustar o tempo de retencdo, isso foi feito utilizando a opcdo de alinhamento do
software Pirouette®’!. A matriz original foi normalizada para 1 e centrada na média e em seguida

submetida a analise de componentes principais com rotagdao varimax.
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Figura 37: Cromatogramas das replicatas do extrato bruto no ponto central nas fases moveis 1, 2 e

3.

As trés primeiras componentes principais explicam cerca de 56,81% da varidncia total. A
Figura 38 apresenta os graficos dos escores das componentes principais 1 e 2 e 2 e 3. Nestes
graficos, vé-se a formacdo de 7 grupos. Os grupos sao definidos com base em sua localizagdo no
espaco e também na sua avaliacdo conjunta com os loadings e com os cromatogramas originais. O
grupo | é formado pelas amostras e e ea, o grupo Il pelas amostras eh e eha, o grupo lll pelas
replicatas r1 a r5, o grupo IV é formado pelas amostras ed e edh, o grupo V é formado pelas
amostras dh, eda e dha, o grupo VI pelas amostras d e da e o grupo VIl é formado pelas amostras h,

ae ha.
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Figura 38: Grafico dos escores das componentes principais (a)1 e 2 e (b) 2 e 3 dos dados
cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (FM1). A seta indica que as amostras ed e edh

fazem parte do grupo IV.

A CP1 explica sozinha 26,05% da variancia dos dados e permite diferenciar trés regides; a
primeira é representada pelo grupo |, localizado na parte mais positiva, a segunda pelos grupos V,
VI e VI, na parte mais negativa, e a terceira pelos grupos I, lll e IV, que estao localizados na parte

intermediaria proxima de zero. A CP2, que apresenta 21,46% de informacdo, separa os grupos |, Il e
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VIl dos grupos lll, IV, V e VI. Por fim, a CP3, que explica 9,29% da variancia dos dados, permite a

discriminacao dos grupos |, II, lll e IV dos grupos V, VI e VII.

Os loadings das componentes principais 1, 2 e 3 estdo apresentados na Figura 39. Esta

Figura mostra que os valores mais altos de loadings da CP1 correspondem as substancias com

tempo de retengdao em 2,20 min. Isto indica que as amostras do grupo |, alocadas na parte mais

positiva da CP1, possuem os valores de escore mais elevados, e sofrem maior influéncia da variavel

com valor mais alto de loading, ou seja, sao especialmente caracterizadas pela quantidade da

substdncia ou mistura de substancias com tempo de retencdo em 2,20 min. As regiGes mais

importantes com valor de loading negativo correspondem aos tempos de retencdo de 3,62 e 4,09

min e caracterizam os grupos IV, V, VI e VII, que possuem valor de escores negativos.
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Figura 39: Grafico dos loadings das componentes principais (a) 1, (b) 2 e (c) 3 para os dados

cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina (FM1).

81



Os loadings da CP2 mostram que as amostras que possuem valores de escores positivos,
sofrem maior influéncia basicamente da substancia com tempo de retencdo em 12,24 min,
enquanto que as amostras localizadas na parte mais negativa, grupo VII, sdo discriminadas
principalmente devido a variavel com tempo de retencdo em 2,22 min.

Na parte positiva da CP3 a varidavel com tempo de retengdo de 4,04 min caracteriza
principalmente o grupo VI. Na parte negativa, as variaveis responsaveis pela separacdo sdo
correspondentes aos tempos de retencdo de 4,12 min.

A Figura 40 mostra os cromatogramas transformados dos grupos formados pela projecao
dos escores das componentes principais 1, 2 e 3 com tempo de corrida entre 1,5 e 15 min. Na
Figura pode-se constatar a presenca dos picos indicados pelos loadings de maior e menor valor. O
pico em 2,20 min que caracteriza o grupo |, o pico em 4,09 min presente nos grupos |, Il, lll e IV e

ausente nos grupos V, Vl e Vil e o pico em 12,24 min presente apenas nos grupos lll, IV, V e VI.
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Figura 40: Cromatogramas transformados dos extratos brutos de Erythrina separados com base

nos grupos formados pela PCA.
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Para confirmar os agrupamentos da PCA, a andlise hierarquica de agrupamentos utilizando
o método de Ward foi aplicada a mesma matriz utilizada na analise de componentes principais. O
dendrograma obtido pelo conjunto de 19 amostras e 1201 valores de absorbancia estd

apresentado na Figura 41.
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Figura 41: Dendrograma baseado nos dados cromatograficos dos extratos brutos de Erythrina

obtido com o método de Ward.

No valor de distancia de 1,50 é possivel observar os mesmos agrupamentos formados na
analise de componentes principais, exceto pelos grupos V e VI, que formaram um Unico grupo,
apresentado maior similaridade, realmente, esses dois grupos apresentaram localizagbes muito
préximas na projecdo dos escores das trés componentes principais. Através da comparacdo dos
cromatogramas das amostras desses dois grupos foi possivel verificar que as amostras do grupo VI
ndo apresentam o pico de baixa intensidade em 4,10 min e também apresentam o pico em 12,24
min com intensidade um pouco maior.

A analise deste resultado mostra que as duas amostras do grupo | contém o solvente etanol
na mistura extratora, as amostras do grupo |l possuem etanol e hexano, as do grupo Il foram
preparadas com a mistura contendo os quatro solventes, as amostras do grupo IV possuem etanol

e diclorometano, do grupo V possuem o solvente diclorometano em alguma proporc¢do, as do
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grupo VI foram preparadas com diclorometano puro e em mistura com acetona, e as amostras do
grupo VII foram preparadas com hexano puro, acetona pura e também com a mistura desses dois
solventes.

Para averiguar se ha alguma relacdo entre o rendimento e os escores obtidos tanto na fase
de testes quanto na fase exploratdria, foram calculadas as correlagdes entre os escores das trés
primeiras componentes principais da fase exploratéria (CP), os escores das trés primeiras
componentes principais sem rotacdo varimax da fase de testes (CPt) e também dos rendimentos
dos extratos brutos (Rendim.), os resultados podem ser vistos na Tabela 22. O valor em negrito

indica significancia no nivel de 95% de confianca.

Tabela 22: Correlagdes entre os escores das trés primeiras componentes principais da fase
exploratdria, os escores das trés primeiras componentes principais sem rotacao varimax da fase de

testes e os rendimentos dos extratos brutos no nivel de 95% de confianga.

Variaveis CcP1 CP2 CP3 CP1t CP2t CP3t

Rendim. 0,42 0,39 -0,68 -0,11 -0,07 0,41

A variavel rendimento apresentou correlagdo significativa de valor negativo, mas ndao muito
pronunciada, apenas com a CP3. Isso significa que um aumento no rendimento do extrato bruto
conforme a mistura de solventes utilizada na extragao, causa uma diminuigdo nos escores da CP3.
As amostras responsaveis por essa correlagcdao negativa, ou seja, que aumentam no rendimento e
diminuem na CP3, foram d, h, ed, ea, dh, ha, edh, eda e dha, as replicatas apresentaram pouca
variacdo com relacao ao rendimentos, enquanto que na CP3 a variacao foi um pouco maior, Figura

42.
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Figura 42: Grafico dos valores de escores da CP3 e dos rendimentos do extrato bruto.

E interessante notar que das nove amostras, sete possuem o solvente diclorometano na sua
composicao. Os loadings da CP3 indicam que as varidveis mais importantes possuem pico em 4,04
e em 4,12 min, nas partes positiva e negativa, respectivamente. Porém, nao se pode afirmar que a

presenca ou auséncia desses picos esta de fato relacionada com o rendimento dos extratos brutos.

5.2.9 Anadlise de componentes principais dos dados cromatograficos da fragao

organica

Os cromatogramas das replicatas fracdo organica no ponto central (amostras r1-r5) obtidos
nas trés fases moveis descritas no item 4.4.2, podem ser vistos na Figura 43. Novamente observa-
se que a FM1 permitiu a melhor separacdo. Dessa forma, o estudo comparativo dos
cromatogramas da fragdo organica serd feito com base nos cromatogramas obtidos com a analise

cromatografica feita usando a FM1.
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Figura 43: Cromatogramas da fracdo organica no ponto central (replicatas), nas fases moveis (a) 1,

(b) 2 e (c) 3.

Os valores de absorbancia dos picos cromatograficos das 19 fragdes organicas analisadas na
FM1 foram transformadas em uma matriz composta por 19 amostras e 1801 variaveis (valores de
absorbancia) correspondentes ao tempo de corrida de 30 minutos. Para algumas amostras, foi
necessario ajustar o tempo de retencdo. O conjunto de dados original foi normalizado por
comprimento do vetor e centrado na média e em seguida submetido a analise de componentes
principais.

Com esse tratamento, foi obtido um modelo que com trés componentes explicou em torno
de 74,36% da variancia contida nos dados. A Figura 44 apresenta o grafico dos escores das
componentes principais 1 e 2 e 1 e 3. Neste grafico, vé-se a formacdo de 5 grupos. Os grupos sao
definidos com base em sua localizagao no espago e também na sua avaliagdo conjunta com os
loadings e com os cromatogramas originais. O grupo | é formado pelas amostras a, ha e dha, o
grupo ll, pelas amostras h, ea e r4, o grupo lll pelas amostras e, eh e eda e as replicatasrl ar3 e r5,
o grupo |V é formado pelas amostras d, dh e da e o grupo V é formado pelas amostras ed, edh, e
eha.

A CP1 explica 40,08% da variancia dos dados e permite a discriminag¢ao dos grupos |, Il e llI,
dos grupos IV e V. A CP2, que apresenta 23,55% de informacdo, separa o grupo lll dos grupos | e IV,
sendo que os grupos Il e V possuem amostras tanto na parte positiva como na negativa, porém
préoximas de zero. Por fim, na CP3, que explica 10,72% da variancia dos dados, é possivel

discriminar os grupos Il e V que estdo na parte positiva, dos grupos |, lll e IV.
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Figura 44: Grifico dos escores das componentes principais (a)1 e 2 e (b) 2 e 3 dos dados

cromatograficos da fracdo organica de Erythrina (FM1). A seta indica que a amostra a faz parte do

grupo I.

Os loadings das componentes principais 1, 2 e 3 podem ser visualizados na Figura 45. Os
graficos dos loadings analisados juntamente com o grafico dos escores mostram que as amostras
dos grupos | e Il, alocadas na parte positiva da CP1, sdo especialmente caracterizadas pela
guantidade da substdncia ou mistura de substdncias com tempo de retencdo em 9,66 min. As duas

varidveis mais importantes com valores de loading negativos na CP1 correspondem aos tempos de
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retengdo de 9,90 e 4,73 min, que caracterizam especialmente as amostras do grupo IV, que esta

localizado na parte mais negativa da CP1.
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Figura 45: Grifico dos loadings das componentes principais (a) 1, (b) 2 e (c) 3 dos dados

cromatograficos da fragdo organica de Erythrina (FM1).

Os loadings da CP2 indicam que as amostras com escores positivos permitem extrair uma
maior quantidade das substancias com tempo de retencao em 9,88 min, enquanto que as amostras
localizadas na parte negativa sao discriminadas principalmente devido a varidvel com tempo de
retencao em 4,80 min.

Na parte positiva da CP3 a variavel que discrimina as amostras, em especial as amostras ed

e edh do grupo V, é a substdncia com tempo de retencdo em 4,73 min. Na parte negativa, as
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varidveis responsaveis pela separacdo sdo correspondentes aos tempos de retencdo em 4,63 e
5,78 min.

A Figura 46 mostra os cromatogramas transformados dos grupos formados pela projecao
das componentes principais 1, 2 e 3 com tempo de corrida entre 1,5 e 20 min, onde é possivel

verificar a presenga dos picos discriminados pelos loadings.
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