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RESUMO

A influéncia da radiacdo UV e pH no equilibrio de espécies de antocianinas
de plantas do género Hibiscus foi estudada por métodos quimiométricos.
Antocianinas provenientes de extratos de 3 diferentes flores da familia Mal-
vaceae (Hibiscus Sabdariffa, Hibiscus Acetosella e Malvaviscus Penduliflo-
rus) foram utilizadas no estudo. Andlises espectrofotométricas nas regioes
UV-Vis foram realizadas, comparando-se os espectros € a cinética resultante
de andlises realizadas com e sem exposi¢ao a radiacdo UV em solugdes tam-
pao com valores de pH variando de 1,5 até 12,7 e Anélise por Injecio em
Fluxo (FIA) para o cdlculo das constantes de equilibrio dos compostos en-
contrados. Para isso, foram utilizados métodos quimiométricos de Anélise de
Componentes Principais (PCA), PCA multi-modo (MPCA), Pure, Decom-
posi¢do de Valores Singulares (SVD) e Resolu¢ao Multivariada de Curvas
com Minimos Quadrados Alternados (MCR-ALS). Com o objetivo de en-
contrar com maior confiabilidade o nimero de espécies presentes assim co-
mo caracteriza-las, o método MCR-ALS foi aplicado utilizando-se matrizes
individuais e também com matrizes aumentadas. A partir dos resultados ob-
tidos pela aplicacdo dos métodos quimiométricos foi sugerido um sistema de
equilibrio entre as diferentes formas quimicas encontradas nos diferentes va-
lores de pH, e a partir dos resultados obtidos por FIA, foram calculadas as

constantes de equilibrio para algumas das espécies encontradas.
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ABSTRACT

The influence of UV radiation and pH at the anthocyanin species equilibra,
extracted from plants of Hibiscus gender was studied with chemometric
methods. Anthocyanins from different extracts of 3 different flowers of
Malvaceae family (Hibiscus Sabdariffa, Hibiscus Acetosella and Malvavis-
cus Penduliflorus) were used at this investigation. Spectrophotometric analy-
sis at UV-Visible range were performed, comparing spectra and kinetic be-
havior from analysis with and without UV radiation exposure by using
buffer solutions with pH varying from 1.5 to 12.7 and Flow Injection Analy-
sis (FIA) to calculate the equilibra constants to the compounds found in the
samples. Chemometric methods as Principal Components Analysis (PCA),
Multy-Way PCA, Pure, Singular Value Decomposition (SVD), Multivariate
Curve Resolution with Alterning Least Squares (MCR-ALS) were applied.
Aiming to find out the number of species, as well as, to characterize them,
the MCR-ALS method was applied by using individual and augmented ma-
trix strategy. From the results of the chemometric methods application it was
proposed an equilibra system to the species found at different pH values and
from FIA results, the equilibra constants were calculated to some of the spe-

cies.
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1. Prefacio




Com o avango tecnolégico em todos os campos da quimica analitica
uma grande quantidade de dados vem sendo gerados, possibilitando a aqui-
sicdo de informagdo de forma mais eficiente, o que exige alternativas para
lidar com esse fato. Com intuito de solucionar este problema, técnicas esta-
tisticas multivariadas tém sido utilizadas para se encontrar a melhor metodo-
logia para extrair informacgdo destes sistemas, ajudando na identificacdo das
espécies presentes e na determinacao qualitativa e quantitativa. O  método
de Resolucao de Curvas Multivariadas (MCR — do inglés Multivariate Curve
Resolution) faz parte de um grupo de técnicas adequadas para o estudo de
misturas nao resolvidas, quando nao se tem disponivel nenhuma informagao
a priori sobre a natureza e a composicao dessas misturas. Embora os objeti-
vos do MCR sejam diferentes dos objetivos dos métodos da calibragdo mul-
tivariada, existe uma relacdo clara entre os dois tipos de métodos. Na resolu-
cdo de curvas, o interesse € focado na determinagdo de informacgdo qualitati-
va e na resolucdo e recuperagao dos perfis de resposta (por exemplo tempo e
perfis espectrais) dos componentes presentes na mistura. O principal objeti-
vo dos métodos de calibragdo multivariada € a estimativa da relacdo quanti-
tativa entre as amostras e os padroes, € ndo € dada muita atencao a recupera-
cdo das respostas verdadeiras puras dos componentes ou analitos contidos
nas misturas. Obviamente, o método ideal seria aquele que resolvesse os
dois problemas, ou seja, que determinasse a informagdo quantitativa e recu-
perasse os perfis multivariados de respostas verdadeiras para as mudancas na
concentragao € nos espectros.

O MCR decompde um conjunto de matrizes de dados bidimensionais
em um produto de duas matrizes menores que sdo relacionadas a uma das
duas ordens da matriz de dados original (por exemplo espectral e temporal).

A resolucdo de curvas foca para as decomposi¢des que possuem significado
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fisico e quimico e tenta encontrar as verdadeiras causas subjacentes a varia-
cao dos dados.

Esta Tese de Doutorado apresenta o estudo da influéncia da radiacdo
ultravioleta e da variacdo do pH em extratos de trés espécies de flores dife-
rentes, analisados com o auxilio dos métodos quimiométricos de Resolugao
de Curvas Multivariadas com Minimos Quadrados Alternantes (MCR-ALS)
e andlise de fatores (PCA, MPCA e SVD). Sao apresentadas diferentes estra-
tégias de aplicagdes envolvendo o MCR-ALS em matrizes individuais e em
matrizes aumentadas, além da aplicacdo em dados obtidos por andlise por
injecao em fluxo (FIA), os quais possibilitaram o cdlculo de algumas cons-
tantes de equilibrio.

A tese estd dividida em oito capitulos. O primeiro capitulo traz um
prefacio do trabalho, resumindo e explicando os interesses do trabalho. O
segundo capitulo apresenta os objetivos do trabalho. O terceiro capitulo a-
borda o assunto antocianinas, explicando sua importancia € mostrando as
metodologias analiticas normalmente empregadas no seu estudo. O quarto
capitulo apresenta os métodos quimiométricos utilizados neste trabalho, co-
mo PCA, SVD, MPCA, Pure e MCR-ALS, explicando os fundamentos das
metodologias, assim como, mostrando algumas das aplicacdes existentes. O
quinto capitulo trata do efeito da radiagdo ultravioleta nos extratos das plan-
tas analisadas em diferentes valores de pH, com as amostras analisadas com
e sem exposicdo a radiacdo UV. Neste capitulo sdao apresentadas diferentes
estratégias quimiométricas de aplicacdo do MCR-ALS: matrizes individuais
e matrizes aumentadas. O sexto capitulo apresenta a aplicacio do MCR em
dados de andlise por injecao em fluxo com geracdao de um gradiente de pH,
na tentativa de encontrar as constantes aparentes para os equilibrios propos-

tos a partir das informacgdes inferidas do quinto capitulo. Algumas constan-
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tes foram calculadas e com as informacdes adquiridas, um esquema de equi-
librio € proposto no final do capitulo. Finalmente sdo apresentadas no capi-
tulo 7 as conclusdes obtidas no estudo, e as referéncias bibliograficas utili-

zadas no trabalho estio apresentadas na sequéncia, no capitulo 8.



2. Objetivos




Esta tese tem como objetivos principais:

1) Investigar o efeito da variagdo de pH e radiacdo UV na degradacdo das

antocianinas com o auxilio do método de resolugdo de curvas MCR;

2) Para as antocianinas estudadas, determinar o nimero, o perfil espectral,
as concentracoes relativas e identificar as espécies presentes, bem como

calcular as constantes para os equilibrios identificados;

3) Estudar o comportamento cinético das antocianinas nas diferentes condi-
cOes experimentais propostas, tendo em vista contribuir para a elucidacao

dos diferentes aspectos das transformagdes estruturais das antocianinas.



3. Antocianinas
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A cor € um dos mais importantes atributos de qualidade de um ali-
mento, exercendo uma enorme influéncia em seu valor estético e servindo de
base para a aceitacdo de uma grande variedade de produtos alimenticios por
parte dos consumidores’. Em produtos naturais, a maioria das substancias
responsaveis pela coloracdo pertence a classe dos flavondides. Os flavonéi-
des possuem uma estrutura marcada pela presenca de um esqueleto com 15
atomos de carbono na forma Cg-C5-Cg, € sdo divididos em classes dependen-
do do estado de oxidacdo do anel central de pirano®. A Figura I apresenta a

estrutura quimica dos principais tipos de flavonéides®.

Antocianidinas

Flavonas
) ’

)

Flavonols O Flavanonas O Isoflavonas
0] O @)
(L] C L]
O
0] @) @] O

Figura I- Estrutura quimica dos principais tipos de flavonéides’.

A classificacdo do tipo de flavondide presente em um extrato de plan-
ta baseia-se inicialmente no estudo das propriedades de solubilidade e rea-
coes de coloracdo. Este procedimento € seguido por andlise cromatografica
do extrato da planta. Os flavondides podem ser separados por procedimentos
cromatograficos e os componentes individuais identificados, quando possi-

vel, por comparagdo com padroes.
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Duas das classes de flavondides de importancia destacada s@o os fla-
vondis e as antocianidinas®. As antocianidinas apresentam como estrutura
fundamental o cdtion flavilico® (2-fenilbenzopirilium), representado na Fi-
gura 2- A. A Figura 2- B apresenta a estrutura de um exemplo de antociani-

dina, conhecida como cianidina.

Figura 2- (A) Estrutura do cation flavilico e (B) estrutura da antocianidina cianidina.

Os pigmentos ocorrem geralmente na forma de antocianinas®, que sdo
derivadas das antocianidinas. As antocianidinas nao possuem grupos glico-
sideos e a maioria € hidroxilida nas posi¢des 3, 5 e 7. J4 nas antocianinas,
uma ou mais destas hidroxilas estdo ligadas a agucares, sendo os mais co-
muns a glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou dissacarideos cons-
tituidos por esses acucares, aos quais podem estar ligados 4cidos fendlicos
como: p-coumadrico, caf€ico, fenilico e vanilico. O actcar presente nas molé-
culas de antocianinas confere maior solubilidade e estabilidade a estes pig-
mentos, quando comparados com as antocianidinas’. A Figura 3 apresenta
um exemplo de estrutura de antocianina presente na maioria dos vegetais, a

cianidina 3-glucosideo.
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O-Glucosideo
OH

Figura 3 - Estrutura da antocianina cianidina 3-glucosideo.

O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos = flo-
res; kianos = azul), foi proposto por Marquart em 1853 para se referir aos
pigmentos azuis das flores. Percebeu-se mais tarde que ndo apenas a cor a-
zul, mas também varias outras cores observadas em flores, frutos, folhas,
caules e raizes sdo atribuidos a pigmentos quimicamente similares aos que
deram origem ao “flor azul””.

Com a mesma origem biosintética dos outros flavondides naturais, as
antocianinas sdo estruturalmente caracterizadas pela presenca do esqueleto
contendo 15 dtomos de carbono na forma C4-C5-Cg, porém, ao contrario dos
outros flavonodides, as antocianinas absorvem fortemente na regido visivel do
espectro, conferindo uma infinidade de cores dependendo do meio de ocor-
réncia’.

Devido sua solubilidade em dgua®, as antocianinas ocorrem nos teci-
dos de plantas dissolvidas no fluido da célula vegetal, que geralmente apre-
senta pH levemente dcido®. As antocianinas mais comumente encontradas
em frutas sdo derivadas principalmente de seis antocianidinas: pelargonidi-
na, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. A nomenclatu-
ra dos pigmentos € derivada da fonte (do vegetal) em que elas foram primei-
ramente isoladas’. As diferencas entre as vdrias antocianinas estio no nime-
ro de grupos hidroxilicos na molécula, no grau de metilacdo destes grupos,

na natureza e no niamero de agucares ligados a molécula e na posi¢ao dessas
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ligacdes, bem como na natureza e no numero de acidos alifdticos e/ou aro-
maticos ligados ao(s) agucar(es) na molécula de antocianina’.

Uma caracteristica marcante das antocianinas estd no fato de que em
solucdes aquosas, elas apresentam diferentes estruturas em funcdo do pH.
De modo geral, em meio acido (pH entre 1-2), as antocianinas apresentam
coloracdo intensamente avermelhada, o que corresponde ao equilibrio entre
o cation flavilico e uma estrutura conhecida como pseudobase carbinol. Com
o aumento do pH, as antocianinas vao perdendo a cor até se tornarem prati-
camente incolores em pH aproximadamente 6, devido a formacgdo da pseu-
dobase carbinol. Aumentando-se o pH para 6,5 - 8, ocorre a formacao de es-
truturas que apresentam a cor violeta (anidrobases). Em valores de pH acima
de 6,0, tanto a estrutura pseudobase carbinol quanto anidrobase quinoidal
podem entrar em equilibrio com a forma cis-chalcona. A formagao da cis-
chalcona a partir da anidrobase quinoidal pode acontecer por dois caminhos
diferentes: de maneira direta, resultado de um aumento brusco de pH, ou
com a formagdo das espécies anidrobase ionizadas, provavelmente proveni-
entes de um aumento gradual de base entre os valores de pH 6,5 € 9. Em va-
lores de pH acima de 8 comeca a ocorrer a ionizagdo das antocianinas, de
forma que entre o pH 9 e 12, formam-se estruturas de anidrobases que exi-
bem coloracdo azul. Para valores de pH acima de 9, pode ocorrer a ruptura
do anel heterociclico, com a formagao de estruturas conhecidas como chal-
conas. Apds a abertura do anel, as mudancgas sdo consideradas como irrever-
siveis, ou seja, a observagao de estruturas presentes em valores de pH abaixo
de 9, como por exemplo a do cétion flavilico € bastante dificultada. A Figu-
ra 4 apresenta as possiveis transformacdes estruturais das antocianinas em

. ~ 10,11
meio aquoso em funcdo do pH ™ .
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Figura 4- Possiveis transformacdes estruturais das antocianinas em meio aquoso em fun-
¢do do pH.

O aquecimento € um fator que acelera a degradacdo das antocianinas.
Em presenca de cétions de Al, Fe, Sn e outros metais, as antocianinas for-
mam produtos insoliveis que, no caso do aluminio, encontram aplica¢des
como corantes que apresentam estabilidade ao calor, pH e oxigénio superio-
res aos das antocianinas livres. Além do pH, a luz € um outro fator de grande
importancia na alteragdo da cor das antocianinas. A transformagdo € mais

intensa quando o fator luz € combinado com o efeito do oxigé€nio. As antoci-
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aninas também podem se combinar com HSO; presente em muitos alimen-
tos formando produtos incolores provenientes da ligacdo deste com o carbo-
no 4 (ver Figura 2-A) da antocianina. A estabilidade das antocianinas ao
descoramento € aumentada consideravelmente pela presenca de acidos feno-
licos. O mesmo efeito € observado pela presenca de flavondides ndo-
antocianicos, especialmente os flavonols, como por exemplo a rutina. Com-
postos como o acetaldeido, amino 4cidos, taninos, dentre alguns outros tam-
bém conferem aumento na estabilidade da molécula. Esse aumento na esta-
bilidade ¢ atribuido a copigmentagio, ou seja, associacdo entre a antocianina
e flavonol (copigmento) por ligacoes de hidrogénio de modo que o flavonol
venha a formar uma estrutura protetora envolvendo a antocianina'’.

Existe um grande interesse no estudo das antocianinas em diversas a-
reas, como na saude, devido ao seu grande potencial terapéutico, no comer-
cio, com destaque para as aplicacdes na fabricacdo de vinhos € como coran-
tes naturaislz, e também na area de ensino em quimica, onde servem como
indicadores de pH>". No entanto, a utilizacdo de antocianinas apresenta res-
tricdes em funcdo de limitagdes, como a disponibilidade de matéria-prima
produtora de pigmentos na quantidade e qualidade requerida, as dificuldades
envolvendo processos de obtencdo (extragcdo, purificacdo e isolamento), o
poder corante reduzido quando comparado aos produtos sintéticos e, princi-
palmente, a baixa estabilidade apresentada pelas antocianinas’.

O conhecimento da estrutura dos pigmentos, a influéncia de fatores
como pH, temperatura, a presenca de 4cidos, de agucares, ions metélicos e a
presenca de substincias chamadas de co-pigmentos, assume importancia
fundamental no estudo da estabilidade de antocianinas, visando seu possivel
uso em alimentos’. A determinagéo de compostos fendlicos é de grande im-

portancia devido a relagdo destes compostos com as qualidades sensoriais
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dos alimentos como a cor, sabor e aroma'®. No entanto, os extratos de plan-
tas apresentam misturas de diferentes substancias, incluindo diferentes clas-
ses de flavondides. As antocianinas, por exemplo, presentes em pétalas de
flores, estdo sempre acompanhadas de flavonas incolores que se apresentam
como co-pigmentos, sendo essenciais para a expressao da cor e fornecendo
estabilidade a antocianina®. O conhecimento do tipo de antocianina também
se mostra fundamental no estudo de plantas ornamentais, onde a predomi-
nancia de uma antocianina individual pode determinar a cor do produto, in-
fluenciando diretamente na aceitacio e no valor comercial do mesmo'®. Ou-
tra razdo para a identificacdo de antocianinas individuais estd na andlise de
vinhos adulterados: os tipos de antocianinas dependem da espécie do género
Vitis utilizada na fabricagdao do vinho, e sdo determinantes na coloracdo, a-
roma e principalmente no sabor desta bebida'”.

Como os extratos vegetais sdo matrizes complexas, as vezes € neces-
sario que se purifique a amostra para realizar a identificacdo das substancias
presentes. Para o caso de identificacdo de substancias individuais, se faz ne-
cessdria a remog¢do de substancias interferentes e a separagdo de compostos
de uma mesma classe, e para estes fins a cromatografia € uma técnica indis-
pensdvel, possibilitando a posterior identificacdo e quantificacao de compos-
tos com alta sensibilidade e eficiéncia'®.

O estudo de antocianinas presentes em extratos vegetais € dependente
do objetivo da andlise: a detec¢do da presenga de antocianinas em uma plan-
ta pode ser realizada utilizando-se a técnica de cromatografia em papel (CP)
baseando-se na propriedade de mudanga de cor em func¢do do pH apresenta-
da pelas antocianinas, e para fins de identificacdo de antocianinas individu-
ais, como € o caso de estudos de plantas ornamentais onde a identificagdo do

tipo de antocianina é de fundamental importancia, podem ser empregadas
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técnicas mais avancadas como cromatografia liquida de alta efici€ncia
(CLAE), espectrometria de massas (MS), ressonancia magnética nuclear de
protons (RMN de 'H) e de carbono (RMN de "°C), eletroforese capilar por
zonas" (ECZ - do inglés: Capillary Zones Electrophoresis, CZE), além de
equipamentos que combinam estas e outras técnicas (equipamentos hifena-
dos).

Na identificacdo de um constituinte de uma planta, uma vez que este
tenha sido isolado e purificado, é necessario primeiramente determinar a
classe do composto, e entdo encontrar qual substancia em particular esté pre-
sente dentro desta classe. Para as antocianinas, a classe de compostos pode
ser facilmente distinguida por testes de colora¢o’”.

Como etapa inicial para o estudo de antocianinas, a detec¢cdo da pre-
senca do pigmento na amostra pode ser realizada utilizando-se a técnica de
cromatografia em papel, onde a presenca ou auséncia do pigmento antocia-
nina pode ser determinado baseando-se em uma reagdo que envolve mudan-
ca reversivel na coloracdo em fun¢do do pH. Para isso, o primeiro passo esta
na obtenc¢do do extrato da planta.

As antocianinas sao instdveis em solugOes neutras ou alcalinas, e
mesmo em solugdes dcidas a cor pode desaparecer gradualmente quando a
solucdo sofre exposi¢do a luz. Como estes pigmentos sdo soliveis em sol-
ventes polares, devem ser extraidos utilizando-se solugdes alcodlicas de me-
tanol ou etanol contendo dcido acético ou 4cido cloridrico. O dcido empre-
gado na solu¢do diminui o pH, prevenindo a degradacio de antocianinas nao
aciladas'?. A maioria dos estudos emprega solucdes alcodlicas de metanol
acidificadas com HCI, no entanto, na andlise de alimentos a solu¢ao de me-
tanol deve ser substituida por etanol devido a toxicidade de metanol®. Apés

a maceracdo de quantidade adequada de amostra embebida na solucdo extra-
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tora, pode-se obter um extrato suficientemente concentrado para a aplicagao
direta em cromatografia em papel.

No caso de necessidade de armazenamento, o extrato deve ser manti-
do em local escuro e preferencialmente a baixas temperaturas™.

A cromatografia em papel € uma técnica de separacdo por particao li-
quido-liquido: a celulose € constituida por varias unidades de glicose anidra
ligadas por dtomos de oxigénio, de modo que um liquido polar como a dgua
tem grande afinidade pelas hidroxilas de cada glicose, formando ligagoes de
hidrogénio, ficando retido e funcionando como fase estaciondria, e os liqui-
dos menos polares (solventes organicos) sao repelidos e funcionam como
fase mével*. No estudo de antocianinas o solvente mais utilizado é a solu-
cdo de butanol - 4cido acético — dgua (BAW - na maioria das vezes na pro-
porcdo 4 : 1 : 5)*%. Como a fase estaciondria é um liquido, o processo de se-
paracdo ocorre por particdo, baseando-se nas diferentes solubilidades dos
componentes da amostra na fase estacionaria.

Ap6s o desenvolvimento cromatogrifico, o aparecimento de man-
cha(s) colorida(s) € o primeiro indicio da possibilidade de existéncia de an-
tocianinas no extrato®. Baseando-se na propriedade apresentada pelas anto-
cianinas de variar a coloracdo de forma reversivel em funcdo do pH'*%, &
possivel detectar se a mancha observada € devido a presenca de antocianinas
ou outras substincias, como por exemplo as betacianinas, presentes em be-
terrabas (planta da familia Centrospermae). As betacininas sdo pigmentos
soliveis em 4gua e apresentam coloracdo vermelho-escura quando em meio
levemente 4cido, o que pode causar grande confusdo em uma tentativa inici-
al de classificacao do tipo de pigmento. A principal betacianina € a betanina.
No entanto, as antocianinas € as betaninas ndo ocorrem simultaneamente em

uma mesma planta: algumas plantas substituem biosintéticamente as antoci-
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aninas por betaninas, como € o caso de plantas da familia Centrospermae,
como cacti, bougainvillea, pokeweed, Phytolacca e Amaranthus® . Neste ca-
s0, baseando-se na mudanca de estruturas decorrentes da variagdo do pH do
meio (Figura 4), ao mudar o pH do cromatograma para levemente alcalino
pela exposicao a vapores de amoOnia, a mancha deve mudar de coloragao.
Deve-se tomar os devidos cuidados para nao tornar o meio alcalino a ponto
de causar a formagao das chalconas (ruptura do anel), o que torna a reagao
irreversivel. Caso a substancia mude de cor, deve-se borrifar solu¢ao 4cida,
revertendo o pH para o valor inicial, e dessa forma, voltando a cor inicial. As
betacianinas diferem das antocianinas por serem mais instdveis", de modo
que ao mudar o pH para valores mais elevados (de 2 para 7 por exemplo), as
betaninas sofrem transformacgdes irreversiveis em sua estrutura, enquanto
que as antocianinas retomam a forma inicial.

Para estudos com finalidades apenas de detec¢do da presenga de anto-
cianinas em extratos vegetais, o teste de cromatografia em papel € suficiente.
Em estudos com finalidade de identificacdo de antocianinas individuais, a
cromatografia em papel deve ser encarada apenas como teste preliminar,
pois neste caso, existe a necessidade de purificagdo, melhor separagdo e iso-
lamento das antocianinas. A cromatografia em camada delgada (CCD) pode
ser uma alternativa atraente para o lugar da cromatografia em papel, pois fa-
ses estacionarias diferentes podem ser empregadas, possibilitando diferentes
mecanismos de separacdo. As principais vantagens da CCD quando compa-
rada a CP sdo a versatilidade e sensibilidade*®. No entanto, apesar de um
custo mais elevado, as técnicas mais avancadas apresentam melhor eficién-
cia, melhor resolugdo e apresentam resultados mais confidveis na separacao,

como € o caso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), eletrofo-
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rese capilar por zonas (CZE) e cromatografia contra-corrente de alta veloci-
dade (do inglés: High-speed countercurrent chromatography, HSCCC).

Viérios métodos tém sido utilizados com sucesso para a purificacdo
dos extratos brutos de antocianinas, contudo, o método mais utilizado atual-
mente € a extragdo em fase solida (do inglés: Solid Phase Extraction, SPE)
em cartuchos C;g e Sephadex. Isto se deve a simplicidade relativa para a e-
liminacdo das impurezas tais como substancias polares e ndo fenodlicas. O
procedimento para purificacdo das antocianinas envolve a aplicagdo do ex-
trato antocianico bruto no cartucho contendo material sorvente, seguido da
eluicdo dos componentes individuais com solventes apropriados. As antoci-
aninas ficam fortemente ligadas aos adsorventes por seus grupos hidroxil
ndo-substituidos. Desta forma, primeiramente sdo eluidas as substincias
mais polares que as antocianinas, tais como os acgucares, acidos e substancias
soldveis, e posteriormente sdo eluidos os pigmentos antocianicos™'>#>2.

Para a separacdo das antocianinas, técnicas como a cromatografia li-
quida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia contra-corrente (CCC)18 e
eletroforese capilar por zonas (CZE)*’ tem sido as mais utilizadas. A croma-
tografia em papel e a cromatografia em camada delgada também podem ser
utilizadas na etapa de separacdo, no entanto, estas técnicas ndo oferecem ne-
nhuma outra vantagem além do custo quando comparadas com, por exem-
plo, a eficiéncia de separacdo apresentada por CLAE e CZE. Quando se tra-
balha com grandes quantidades de extrato, uma alternativa é a cromatografia
em coluna aberta.

Atualmente, a técnica mais utilizada para a separa¢do de antocianinas
¢ a CLAE com fase reversa. A CLAE € considerada como um membro mui-
to importante da familia de técnicas de separacdo. Este tipo de cromatografia

utiliza instrumentos sofisticados que podem ser totalmente automatizados. E
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um tipo de cromatografia liquida que emprega colunas fechadas, recheadas
de materiais especialmente preparados e uma fase mével que € eluida a altas
pressoes, apresentando a capacidade de realizar separacdoes de uma grande
quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala
de tempo de poucos minutos, com alta resolugdo, efici€ncia e sensibilidade.
Além de permitir excelente separagdo, esta técnica possibilita simultanea-
mente separar, identificar e quantificar pigmentos antocianicos sem requerer
purificacdo excessiva dos extratos>.

Outra técnica que pode ser empregada na separacdo de antocianinas é
a cromatografia contra-corrente de alta velocidade (HSCCC), descrita como
um processo de separacdo no qual uma fase liquida € retida no espiral da co-
luna por for¢a centrifuga, enquanto uma segunda fase liquida imiscivel passa
continuamente por ela. Por se tratar de uma técnica de suporte-livre liquido-
liquido, a reten¢do dos solutos €é determinada exclusivamente pelos seus coe-
ficientes de parti¢do, e o problema da adsor¢ao dos solutos na fase estaciond-

o 1 28 29.30,31
ria € excluido™. Segundo alguns autores

, as maiores vantagens desta
técnica de separacdo quando comparadas com CLAE preparativa sdo as me-
nores quantidades de fase moével requeridas, a ndo adsorcdo dos analitos
(compostos de interesse) na fase estaciondria e a completa recuperacao da
amostra. No entanto, a CLAE apresenta melhor resolucdo e menor tempo de
andlise que a técnica de HSCCC.

Como as antocianinas encontradas na natureza sao compostos i0nicos,
elas também sdo mdveis em um campo elétrico. Baseando-se neste fato, a
eletroforese capilar, que é uma ferramenta analitica relativamente nova,
também pode ser utilizada na separac¢do de antocianinas®. Em 2003, Sdenz-

Lépez et al”” desenvolveram um método utilizando-se CZE para a determi-

nacdo de antocianinas em vinho, mostrando que a técnica pode ser uma fer-
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ramenta muito util para a andlise de antocianinas. Recentemente, 0 mesmo
grupo fez uma seqii€ncia de estudos sobre antocianinas, tais como ordem de
migracio de antocianinas em vinhos e andlise de vinho envelhecido™ utili-
zando CZE. A eletroforese capilar tem como vantagens a alta sensibilidade,
alta resolugao, baixo consumo de amostra e geracao minima de residuos. No
entanto, quando comparada a CLAE, apresenta menor sensibilidade e menor
eficiéncia na separacio™ de antocianinas em amostras complexas, o que de-
ve ser o fator limitante, resultando na baixa quantidade de trabalhos publica-
dos utilizando esta técnica para a separacdo de antocianinas.

Uma outra técnica que pode ser empregada na separacao de antociani-
nas € a cromatografia gasosa, que apresenta sensibilidade excelente. Nesta
técnica, a separacdo baseia-se na diferente distribuicdo das substancias da
amostra entre uma fase estaciondria solida ou liquida e uma fase movel ga-
sosa. De acordo com o tipo de fase estaciondria utilizada, a cromatografia
gasosa pode ser classificada em cromatografia gas-solido, fase ligada e cro-
matografia gis-liquido, sendo esta ultima a forma mais utilizada de croma-
tografia gasosa. Esta técnica € mais utilizada para a separagdo de gases ou
substancias VOléteiSZI, no entanto, devido ao fato de as antocianinas nao a-
presentarem volatilidade, existe a necessidade de derivatizacdo dos pigmen-
tos, processo este que dificulta o uso desta técnica.

As técnicas de hidrolise podem servir como um complemento para a
identificagdo de antocianinas, auxiliando na separacdo das antocianinas de
seus agucares e dcidos ligados. A hidrélise acida geralmente € realizada com
acido cloridrico concentrado em temperaturas relativamente altas, provocan-
do a ruptura das ligacdes glicosidicas, levando ao aparecimento dos agucares
e suas antocianidinas. As antocianidinas e os agucares podem entdo ser iden-

tificados por técnicas como cromatografia em papel. Para a identificacdo das
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antocianidinas € desejavel a comparacdo com padrdes. No caso da hidrélise
alcalina, € provocada a ruptura entre as ligagdes dos grupos acil. A anélise
desses grupos pode ser realizada apés a extracdo do solvente por técnicas
como espectroscopia e cromatografia®.

Uma vez separadas e purificadas, as antocianinas podem ser identifi-
cadas por vdrias técnicas, sendo que as mais utilizadas sdo a espectrometria
de ressonancia magnética nuclear (RMN) de carbono (13C) e de préton (1H),
e espectrometria de massas (MS), que, na maioria das vezes, aparece combi-
nada com CLAE. A introdu¢do dos sistemas de deteccdo de arranjo de dio-
dos (DAD) e sua utilizacdo quando acoplado com CLAE abriram novas
perspectivas para a separagdo, identificacdo e quantificacdo de antocianinas
devido a possibilidade de se obter espectros UV-Vis on-line durante as ana-
lises cromatogréficas. Os métodos de deteccao e identificacdo de antociani-
nas além das técnicas de espectrofotometria UV-Vis, podem envolver siste-
mas de deteccdo de espectrometria de massas (MS) e ressonancia magnética
nuclear (RMN)ZS.

Para a identificacdo das antocianinas em alimentos e plantas podem
ser utilizados dois procedimentos: comparagdo direta, quando ha disponibi-
lidade de padrdes, ou comparacao indireta, se ndo houver material padrao.
Neste caso, segundo Harborne'®, uma comparagio cuidadosa com dados da
literatura pode ser aceitavel. A comparacao indireta, embora seja um método
sujeito a erros, € justificada pela falta de padrdes e pelo longo e trabalhoso
procedimento para identificacdo. No caso de uma nova espécie, o uso de
técnicas como CLAE, RMN de BCce IH, MS, além da combinacdo destas
técnicas, podem fornecer informacdes que ajudam na caracterizacao do pig-
mento. A técnica de CLAE esta na grande maioria das vezes apenas na etapa

de separagdo, pois existe uma grande dificuldade na identificagdo de antoci-
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aninas, ndo apenas em CLAE, mas em todas as outras técnicas, devido a fal-
ta de padroes de pigmentos antocianicos.

Com o intuito de minimizar a dificuldade da falta de padrdes e dos
trabalhosos procedimentos para a identificacdo de antocianinas, em 1999,
Goiffon et al*® propuseram um método para identificaciio baseado nos para-
metros que afetam a reten¢do da cromatografia liquida. Na metodologia pro-
posta, os autores relacionam o tempo de retengao de vdrias antocianinas com
o tempo de reten¢do de uma antocianina que estd presente na maioria das
frutas vermelhas: a cianidina-3-glucosideo. Sugere-se entdo que essa relagao
dos tempos de retencdo (o) seria a forma de identificar as diferentes antocia-
ninas. Dessa forma, a identificacdo de antocianinas em frutas é facilitada
consideravelmente, minimizando o problema da falta de padrdes. Goiffon et
al determinaram o valor de a para 40 antocianinas e antocianidinas utilizan-
do 2 tipos de eluentes, enquanto que na maioria dos trabalhos descritos na
literatura para identificacdo de antocianinas cita-se apenas um tipo de fase
movel.

A espectrofotometria UV-Vis € uma ferramenta auxiliar muito impor-
tante nas andlises de antocianinas, principalmente quando acopladas com
técnicas como a CLAE. As antocianinas apresentam diferentes perfis espec-
trais dependendo do pH devido a predominéncia de diferentes estruturas em
cada meio como pode ser observado pela Figura 4. Segundo alguns pesqui-
sadores como Francis®, quando a antocianidina e o(s) agucar(es) €(sdao) co-
nhecido(s), os dados espectrais podem ser ferramentas muito tteis na deter-
minacdo da posicdo da ligacdo glicosidica. Este autor afirma que quando
uma antocianina possui uma molécula de aguicar ligada ao carbono da posi-
cdo 5, em meio acido, observa-se um ombro na banda de absor¢ao em 440

nm, além da banda do cation flavilico em 520 nm. No entanto, mesmo ser-
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vindo como ferramenta complementar para as andlises qualitativas quando
utilizada em conjunto com andlises por CLAE, a espectrofotometria UV-Vis,
quando aplicada sozinha, apresenta maior utilidade em andlises quantitati-
vas.

Uma aplicacdo interessante da espectrofotometria UV-Vis no campo
da identificacdo de antocianinas foi realizada em 2000 por Cabrita et al*,
onde foi proposta a identificacdo de grupos de antocianinas. No trabalho, os
autores relatam que as antocianinas podem ser divididas em dois grandes
grupos de acordo com o perfil da curva obtida no comprimento de onda de
méaxima absor¢ao de cada antocianina em fun¢do do pH. No grupo 1, carac-
terizado por curvas paralelas, observa-se um gradual efeito batocrémico a-
cima de pH 6,0. Entre o pH 6,0 e 7,6, o efeito batocrdmico aumenta signifi-
cativamente, mas a coloragdo azulada ndo apresenta grandes variacdes acima
de pH 8,0. Algumas antocianinas pertencentes a este grupo sdo: pelargonidi-
na-3-glucosideo, peonidina-3-glucosideo e malvidina-3-glucosideo. O grupo
2 apresenta uma curva similar a do grupo 1 entre o pH 1,0 e 8,1. Contudo, as
antocianinas deste grupo apresentam um efeito hipsocromico significativo
entre o pH 8,1 e 8,6. Pertencem a este grupo as antocianinas: cianidina-3-
glucosideo, delfinidina-3-glucosideo e petunidina-3-glucosideo. As curvas
caracteristicas de cada grupo podem ser explicadas pelos grupos substituin-
tes no anel B da estrutura fundamental das antocianinas (Figura 2-A). O
nimero de substituintes oxigenados (hidroxi ou metoxi) no anel B causa um
efeito batocromico em valores de pH relativamente baixos, bem como para
valores de pH altos. Assim, os grupos hidroxi e metoxi apresentam efeitos
similares sobre as formas cromdéforas azuladas presentes no equilibrio. Neste
trabalho, foram utilizadas como fontes de antocianinas morangos, arroz, A-

bies koreana e blueberries, e 0s mesmos passaram por processos de purifica-
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cdo e isolamento com CLAE de fase-reversa para posterior identificacdo uti-
lizando-se ressonancia magnética nuclear, o que comprovou que a espectro-
fotometria € uma excelente ferramenta complementar nas andlises de antoci-
aninas. Mesmo apresentando como vantagem custo relativamente baixo
quando comparada com as técnicas mais avangadas, devido a grande quanti-
dade de substancias presentes em um extrato vegetal, ndo se pode confia-
velmente afirmar sobre a estrutura de um pigmento apenas pela observagao
do espectro UV-Vis obtido.

Uma técnica que pode disponibilizar excelentes informagdes sobre a
féormula molecular de uma antocianina € a espectrometria de massas (MS). A
espectrometria de massas, em sua esséncia, consiste na gera¢ao de ions pela
fragmentacdo das moléculas da amostra, e a deteccdo dos fragmentos € feita
de acordo com a massa'®. Os fons positivamente carregados produzidos sdo
acelerados em um campo magnético que dispersa e permite medidas relati-
vas de fons de diferentes razoes carga/raio. O resultado da medida da abun-
dancia dos ions versus a massa constitui o espectro de massas, que consiste
de uma série de linhas variando em intensidade em diferentes unidades de
massa. Para a andlise de antocianinas, geralmente empregam-se fontes de
bombardeamento rapido de dtomos® (do inglés: Fast Atom Bombardment,
FAB) e spray de elétrons (do inglés Electrospray lonization; ESI). Uma ca-
racteristica importante da ESI esta no fato de que as amostras devem ser in-
troduzidas na forma de solucao, tornando possivel o acoplamento com mui-
tas técnicas de separacdo como a CLAE. A vantagem da técnica de espec-
trometria de massas estd na capacidade de indicar a férmula molecular exata
da substancia sem a necessidade de grandes quantidades de amostra, pois a
técnica pode trabalhar com quantidades a nivel traco™. No entanto, deve-se

tomar cuidado com a presenga de isomeros, que provavelmente é o fator li-
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mitante desta técnica. A melhor forma de prevencdo contra este erro deve
estar nas etapas de purificagdo e isolamento, apds detec¢ao da presenca de
antocianinas no extrato.

Com a possibilidade de utilizacdo de equipamentos avangados que
fornecem informacdes tais como espectro de massa e RMN de carbono e
prétons, o procedimento para a elucidacdo da estrutura de uma antocianina,
deve em sua primeira etapa, levar ao reconhecimento da féormula molecular,
pois assim se pode ter uma idéia geral da molécula (isto €, o nimero e o tipo
de dtomos). A obten¢do da féormula molecular comeca com a localizacdo do
pico do ion molecular obtido pelo espectro de massas. A partir deste ponto
os espectros RMN podem trazer as informagdes sobre a localizacdo dos &-
tomos de carbono e hidrogénio na estrutura da molécula. Observa-se que a
confiabilidade dos resultados estara relacionada com a pureza atingida.

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) pode dis-
ponibilizar informagdes para a determinacdo da estrutura de um composto
organico através da medida dos momentos magnéticos de atomos de carbono
e hidrogénio™. A espectroscopia RMN ¢ basicamente uma outra forma de
espectroscopia de absor¢do, onde, sob condi¢des apropriadas em um campo
magnético, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regiao
de radiofreqii€éncias em uma freqiiéncia regida pelas caracteristicas estrutu-
rais da molécula, sendo que a absorcao € fun¢do de determinados nucleos da
molécula®¥**

A técnica de espectroscopia de RMN mais eficiente para a elucidagdo
estrutural € a RMN em duas dimensdes. As duas dimensdes referidas no es-
pectro 2-D sdo os eixos de freqii€éncia, onde o experimento exige duas trans-
formadas de Fourier perpendiculares entre si em dois eixos de tempo inde-

pendentes, que levam a dois eixos de freqiiéncia ortogonais®. Uma das mai-
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ores vantagens de se trabalhar com RMN em comparag¢ido com técnicas co-
mo, por exemplo, a CLAE na identificagdo de antocianinas estd no fato da
ndo necessidade de padrdes. No entanto, as dificuldades para este método
estdo na complexidade dos espectros e na influéncia do solvente.

O acoplamento de diferentes técnicas instrumentais constituindo os
instrumentos hifenados ou técnicas de segunda ordem, tais como a cromato-
grafia liquida com detec¢ao por espectrometria de massas ou detec¢do na re-
gido UV-Vis através de um sistema de arranjo de diodos vem sendo cada vez
mais aplicados em laboratorios de quimica analitica por permitirem a obten-
cao de informagdes adicionais provenientes da correlagao de diferentes res-
postas, como por exemplo, um espectro de absor¢cao e um perfil cromatogra-

4142 . .
. O uso de técnicas

fico obtidos simultaneamente de uma mesma amostra
hifenadas, combinando separacao e identificacdo das antocianinas € comum.
Desta forma, a identificacdo das antocianinas fica facilitada pela quantidade
de informacgdes que pode ser disponibilizada por estes equipamentos. Isto se
deve a alta seletividade, melhora no limite de determinacdo e redug¢do no
tempo de andlise”.

O rapido e continuo desenvolvimento na instrumentacao nos ultimos
anos, em particular aqueles que envolvem espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear e espectrometria de massas, tem proporcionado conside-
ravel impeto para a elucidacao estrutural em todos os campos da quimica de
produtos naturais. Para as antocianinas, isto significa que estruturas extre-
mamente complexas podem ser determinadas. Em geral, essas determina-
coes ndo requerem derivatizagdes continuas ou degradacoes, porém, o uso e

a manuten¢do de equipamentos mais sofisticados eleva significativamente o

custo, limitando desta forma seus usudrios e aplicagdes.
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Uma das maiores dificuldades da resolucdo espectrofotométrica de
sistemas quimicos € a estimativa do nimero, da concentracdo e dos espec-
tros das espécies envolvidas no sistema. Diferentes técnicas estatisticas mul-
tivariadas tém sido utilizadas para se encontrar a melhor metodologia para
extrair informagao destes sistemas, com o objetivo de identificar as espécies
presentes e determinar qualitativamente e quantitativamente as concentra-
coes de algumas ou todas elas. Essas técnicas sdo conhecidas como métodos
quimiométricos. A aplicabilidade de cada metodologia depende do conjunto
de dados (informacdo experimental) submetidos a andlise®. Em pesquisas
recentes, foram utilizados métodos quimiométricos associados a dados es-
pectrofotométricos para auxiliar na identificacdo de antocianinas extraidas
de flores do género Hibiscus****. Nestes trabalhos, observa-se que com a
aplicacdo de métodos quimiométricos em dados espectrofotométricos, foi
possivel identificar antocianinas sem a utilizagdo de técnicas muito dispen-
diosas: identificaram-se equilibrios entre diferentes formas de antocianinas,
onde os valores encontrados para as constantes de equilibrio se encontram
em excelente concordancia com valores sugeridos pela literatura.

No geral, observa-se que uma das maiores dificuldades na identifica-
cdo das antocianinas individuais estd relacionada ao custo de padrdes, e que
a escolha do método a ser utilizado depende do objetivo da andlise. Para a
detec¢do da presenca de antocianinas em um vegetal, um simples teste utili-
zando-se cromatografia em papel pode ser suficiente. Métodos 6pticos como
UV-Vis sdo ferramentas complementares muito uteis para a caracterizagao
de antocianinas. Identifica¢cdes de antocianinas individuais exigem métodos
mais avangados como utilizacdo de CLAE, espectroscopia RMN e espec-
trometria de massas. A combinacgdo destas técnicas pode trazer informacgdes

suficientes para a completa elucidacdo da estrutura de uma antocianina, no
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entanto, deve-se tomar os devidos cuidados com andlise de is6topos no caso
da MS, na escolha do solvente em RMN, além de um cuidado especial na
etapa de separacdo e isolamento, que pode influenciar em todo o resultado
final.

De acordo com as pesquisas realizadas até hoje, fica claro que nao e-
xiste um critério definido para a caracterizacdo de novas antocianinas pre-

sentes em novas plantas.
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4. Métodos Quimiométricos
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Hoje em dia, a quimica analitica oferece um vasto nimero de exem-
plos de sistemas multicomponentes. Dessa forma, as amostras se apresentam
cada vez mais complexas e freqiientemente contém muitas espécies a serem
analisadas simultaneamente (como € o caso de dreas como gendmica, prote-
Omica, etc.) ou poucos analitos na presenca de muitos interferentes (por e-
xemplo, amostras ambientais). A necessidade de uma instrumentacdo mais
complexa para fazer face a estes sistemas de forma eficiente exige, da mes-
ma forma, ferramentas computacionais para manipular e interpretar as in-
formagdes obtidas*’.

A denominagdo “Andlise Multivariada” corresponde a um grande nu-
mero de métodos e técnicas que utilizam simultaneamente todas as varidveis
na interpretacdo do conjunto de dados obtidos. Os objetos quimicos tipicos
sdo amostras analiticas ou compostos quimicos de interesse, muitas vezes
nomeados como analitos. As variaveis sao, muitas vezes, derivadas das
quantidades de constituintes quimicos nos objetos, por exemplo, concentra-
coes de elementos mais importantes, altura de picos em perfis cromatografi-
cos, comprimentos de onda em perfis espectroscopicos.

Do ponto de vista da quimica analitica, os métodos multivariados de
uma forma geral podem ser classificados em diferentes categorias, depen-
dendo da quantidade de informacio que se tem sobre a amostra. A escolha
do planejamento experimental a ser aplicada depende da categoria em que se
classifica a amostra®. Dentre os métodos, a andlise nas componentes princi-
pais e métodos similares, como a Decomposicdo em Valores Singulares
(SVD — do inglés Singular Value Decomposition), sdo utilizados com maior
freqiiéncia na compreensao, interpretacdo e na extragdo da informacao dos
dados™®. A Anilise de Componentes Principais (PCA — do inglés Principal

Components Analysis) € uma metodologia baseada na decomposi¢do de um
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conjunto de dados em autovalores e autovetores. Da mesma forma que PCA
¢ aplicada a um conjunto de dados, o método de Andlise de Componentes
Principais Multi-modo (MPCA — do inglés Multi-way Principal Components
Analysis™) pode ser aplicado para se analisar a similaridade entre diferentes
conjuntos de matrizes de dados.

O posto (do inglés rank) de uma matriz de dados dentro de um estudo
espectrofotométrico da cinética de uma reacgdo, por exemplo, vai ser igual ao
numero de espécies espectrometricamente ativas. J4 o posto de uma matriz
de espectros de massas bidimensional, serd igual ao nimero de espectros di-
ferentes gerados a partir dos fragmentos iniciais. Se uma espécie produz 10
espectros diferentes o posto serd igual a 10. No entanto, quando € analisado
um conjunto de amostras a0 mesmo tempo, o posto pode ser igual ou menor
ao encontrado para a matriz de dados do componente puro. Métodos como a
aproximacdo da varidvel pura - PURE”, podem ajudar a conseguir encontrar
as estimativas de espectros e perfis cinéticos. Para isso, este método selecio-
na as colunas com as varidveis mais puras, de acordo com o niimero de fato-
res que se acredita existir na amostra, baseando-se no método SIMPLISMA
(SIMPLe-to-use interactive mixture analysis)’'. Contudo, nio seria possivel
identificar os compostos baseando-se apenas nessas informagdes. Os resul-
tados destes métodos podem ser um ponto inicial para a determina¢ao dos
perfis de concentrac@o e espectros dos componentes puros. Técnicas de ob-
tencao dessas informacdes adicionais sdo conhecidas como Resolugdo de
Curvas por Auto-Modelagem (SMCR — do inglés Self Modeling Curve Reso-
lution) ou Resolucdo Multivariada de Curvas (MCR — do inglés Multivariate
Curve Resolution).

No MCR deve-se inicialmente estimar o posto da matriz total de es-

pectros, que deve ser igual ao nimero de espécies analisadas nas misturas. O
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MCR € um método que obtém os valores de concentracdo das amostras, as-
sim como os espectros puros dos componentes dentro da amostra, a partir de
uma matriz de dados que contém as varidveis analiticas. A andlise de dados
por MCR pode ser realizada sobre uma tinica matriz de dados ou sobre dife-
rentes amostras simultaneamente.

Os métodos de PCA, SVD, MPCA, Pure e MCR-ALS citados acima

foram aplicados neste trabalho e serdo discutidos com detalhes a seguir.

4.1 — Andlise de Componentes Principais — PCA

O método PCA encontra combinacdo de varidveis, ou fatores, que
descreve a maior variabilidade nos dados. Esta técnica consiste em se fazer
uma ortogonaliza¢do baseada em mudanca de base vetorial. O primeiro pas-
so para a andlise de componentes principais € a formag¢do de uma matriz de
variancia/covariancia dos dados (Z) que ird isolar a fonte de variagdo dos

dados’>:

7=X"X [1]

A matriz de covariancia é, entdo, diagonalizada por uma transforma-

¢do unitdria:

A=P'zp [2]
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em que A€ uma matriz diagonal cujos elementos sdo autovalores de
Z; P ¢ a matriz de autovetores, denominada “pesos” (loadings). Basicamen-
te, os pesos formam uma nova base ortonormal que explica a variancia dos
dados de X ¢ a projecao dos dados nessa base ¢ denominada “escores” (sco-
res), (T). Desse modo, os dados sdo decompostos por um conjunto de veto-

53
Ies pesos € €scores .

X=TP" [3]

A combinacdo linear dos pesos e escores é denominada componente
principal (PC). A Figura 5 ilustra a decomposicdo da matriz X de dimensao
(n X m) pela andlise de componentes principais até A componentes princi-

pais.

P P2 Pa

n n n n

Figura 5 — Decomposi¢do em componentes principais por PCA.

O numero maximo de componentes principais obtidos (PCs) € igual
ao nimero de vetores de dados utilizados (posto da matriz X de dados inde-
pendentes), sendo que, nem todas as PCs possuem informagdes uteis. Nor-
malmente, as dltimas PCs modelam ruido inerente aos dados. Sendo assim, a

. . ~ .. ~ . P 4
eliminacdo das PCs freqiientemente aumenta a relacio sinal/ruido>”*>>.
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Idealmente, o niimero de PCs deveria ser igual ao nimero de espécies
quimicas presentes na amostra. Isso permite que técnicas quimiométricas
que empregam PCA possam ser utilizadas em circunstancias onde se deseja

determinar apenas algumas espécies de interesse em um meio complexo.

4.2 — Decomposicdo em Valores Singulares — SVD

Toda matriz X € R™™" pode ser escrita na forma:

A =USV' [4]

onde U e V sdo ortogonais e S é diagonal. Os elementos de S sdo uni-

camente determinados e satisfazem:

$128,2..25,20. (onde p=min {m, n}) [5]

Os elementos diagonais de S s@o denominados valores singulares, as
colunas de U sdo os vetores singulares a esquerda e as colunas de V sdo os
vetores singulares a direita.

Tem-se que os valores singulares da matriz X sdo as raizes quadradas
dos autovalores da matriz X' X e o posto de uma matriz pode ser dado pelo
nimero de valores singulares ndo nulos, ou maiores que um dado nivel de

ruido.
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4.3 — Andlise de Componentes Principais Multi-modo —

MPCA

A MPCA™ ¢ estatisticamente e algoritimamente consistente com PCA
e tem os mesmos beneficios. Em MPCA, o tensor € decomposto como uma
somatoria dos produtos dos vetores dos scores e matrizes dos loadings mais
o arranjo residual que é minimizado no sentido dos quadrados minimos*.

A decomposig¢do € feita em concordancia com os principios do PCA e
separa os dados da melhor forma em duas partes. O ruido ou parte residual é
a menor possivel e € associada com a varia¢do ndo deterministica nos da-
dos. A parte sistematica, a soma dos vetores dos escores e das matrizes dos
pesos, expressam a variagdo deterministica como uma parte (escores) rela-
cionada somente com as amostras € a segunda parte (pesos) relacionada com
as varidveis e seus tempos de variacdo, como mostra a Figura 6.

MPCA € equivalente a se aplicar PCA em uma matriz bidimensional
ampla, formada pelo desdobramento do arranjo tridimensional em um dos
seis modos possiveis, onde somente trés desses sdo essencialmente diferen-
tes. Por exemplo, deve-se desdobrar um modo da matriz de forma que se co-
loque cada uma de suas fatias verticais (I x J) lado a lado, comecando com a
fatia correspondente ao primeiro intervalo de tempo. A matriz bidimensional

resultante tem dimensodes (I x JK), como mostra a Figura 6.
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Figura 6 — Arranjo de dados tridimensional e sua decomposi¢do por MPCA.

A equacao 6 pode ser utilizada para representar a decomposi¢do por

MPCA:

R
X=>t ®P +E [6]
r=1

Este desdobramento permite que se analise a variabilidade sobre as
amostras na matriz resumindo-se a informacao nos dados com respeito as
varidveis e seus tempos de variacdo. Um outro desdobramento matemético
retiraria fatias do lado da matriz e as colocaria abaixo, no eixo dos tempos,

que também forma uma matriz com dimensdes (I x JK).
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4.4 - PURE

O método SIMPLISMA, do qual se deriva Pure, seleciona a varidvel
mais pura com base na determinacdo do angulo maximo entre as varidveis
pelo célculo do angulo maximo gradual (Stepwise Maximum Angle Calcula-
fions — SMAC™).

Dessa forma, a aproximacgao da varidvel pura assume a presenca de
varidveis (por exemplo comprimentos de onda) que tem contribuicdes de a-
penas um componente. Como resultado, as intensidades de uma varidvel pu-
ra sdo proporcionais as concentragdes desse componente. Na equacao 7 a-
baixo tem-se uma matriz original X (m X n) que € uma matriz com m linhas e

n colunas:

X=BS'+E [7]

A matriz original X pode ser decomposta no produto de uma matriz de
perfis de concentragdo (B) e uma matriz de espectros (S), que melhor repre-
senta os dados experimentais. A matriz com os espectros dos componentes
puros em suas colunas € representada por S. O erro residual € representado
por E. SIMPLISMA”"® estima B com as varidveis puras, que sio definidas

de acordo com a Equacdo 8:

py=wyx— 8]
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onde p; € a pureza j da varidvel i. O termo w;; € 0 peso que caracteriza a in-
dependéncia linear da j-ésima varidavel candidata com respeito a variavel pu-
ra previamente selecionada i — 1. O peso (da pureza i da varidvel j) corrige a
equacgdo para varidveis puras previamente selecionadas e serve para evitar a
divisdo por zero e para evitar tendéncias na pureza que vao ligeiramente no
sentido das varidveis com alta intensidade. A média y; e desvio padrdo o; sdo
obtidos pela j-ésima varidvel candidata. Um valor constante o minimiza a
influéncia de colunas que ndo contém sinal. As intensidades para varidveis
com maior pureza sao utilizadas como estimativa inicial para o primeiro per-
fil de concentracdo b;. O procedimento continua até que uma matriz de per-
fis de concentracdao B seja obtida. Entdo, S € calculado de acordo com a E-

quacao 9:
S=X"BB'B)" [9]

Os espectros sdo normalizados para um vetor de comprimento unité-
rio. Entdo, uma matriz de concentragdo € calculada a partir de S normalizado

(equacao 10):
B =XS(S"S)’ [10]
para a qual B contém os perfis de concentracao provenientes dos espectros

normalizados. Dessa forma, os dados originais podem ser obtidos novamente

pela equacao 11:

X = BS” [11]
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4.5 — Resolucao Multivariada de Curvas (MCR)

Em geral, a meta do método MCR € passar as informa¢des misturadas
ndo-seletivas provenientes do instrumento (D) para as contribui¢gdes reais
dos componentes puros no sistema (representados pelos perfis em C e S")
sem utilizar nenhum modelo de comportamento ou informacao a priori sobre
o sistema. A maneira de fazer isso de modo mais eficiente e confidvel tem
sido a tarefa das pesquisas de MCR nos tdltimos anos”’.

A Resolucao Multivariada de Curvas € um método quimiométrico in-
cluido na familia de técnicas de andlise de fatores (Factor Analysis —
FA**%). Seus principais objetivos sdo o isolamento, resolucdo® (o que traz
informacdo qualitativa)®® e quantificacdo das fontes de variacdo em um de-
terminado conjunto de dados. Para esta técnica nenhuma hipétese a priori
sobre a contribui¢do dos diferentes fatores na resposta global € necessaria.
Este recurso pode ser de grande importancia no estudo de problemas quimi-
cos complexos®'.

Para que o método MCR possa ser aplicado, duas condi¢Oes funda-
mentais devem ser anteriormente verificadas. A primeira delas € se o sinal
analitico obedece a uma relacao semelhante a lei de Beer-Lambert, ou seja,
se os dados tém uma relacdo linear com a concentracdo. A segunda € a andli-
se do posto da matriz de dados dos analitos puros e das misturas. Inicialmen-
te o posto da matriz de dados do analito puro e das misturas deve ser calcu-

lado e comparado, assim como da matriz de dados com todas as amostras.

46



O posto da matriz total de espectros deve ser igual ao nimero de es-
pécies analisadas nas misturas. Este niumero corresponde ao nimero de li-
nhas ou colunas linearmente independentes, ou seja, o0 nimero de vetores
que ndo podem ser escritos como uma combinacdo linear dos outros. Além
desta defini¢do, a determinagcdo do posto € um grande problema na anélise
multivariada, tanto na andlise de fatores quanto na calibracio multivariada®.

A partir da andlise do posto local e estimativas iniciais dos perfis por
métodos derivados de técnicas como EFA%® ¢ SIMPLISMA50’51’57’58, uma
otimiza¢do com minimos quadrados alternados (ALS ) € usada para recupe-
rar fisicamente um conjunto significativo de perfis de concentragdes indivi-
duais e espectros ou perfis cromatograficos de espécies que melhor explicam
a variancia dos dados observados. Tal como nos métodos de andlise de fato-
res, esta recuperacdo € baseada na premissa de que a matriz de dados € bili-
near, ou seja, que ela pode ser decomposta no produto de duas matrizes®'.

Um exemplo de aplicagdo seria um sistema cromatografico constitui-
do por dois componentes com deteccdo espectrofotométrica por sistema de
arranjo de diodos. Os sistemas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com Sistema com Sistema de Arranjo de Diodos (High Performance Liquid
Chromatography with Diode Array Detector — HPLC-DAD) fornecem con-
juntos de dados bidimensionais (uma matriz D) com duas respostas: uma re-
lacionada aos perfis de eluicdo e a outra aos espectros. Neste exemplo, as li-
nhas e as colunas da matriz de dados representam espectros e perfis de elui-
cdo, respectivamente. A Figura 7 e Equacao 12 — 14 descrevem em deta-
lhes as medidas e os modelos subjacentes das contribui¢des de espécies pu-

4
ras 72

D= DA + DB [12]
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D = C,SAT + CpSp” [13]

D=CS" [14]

Assim, o sinal obtido pode ser decomposto em sinais relacionados a
D, e Dy puros (ver Figura 7a e Equacao [12]). Cada um desses sinais, Dj, é
o produto de dois perfis D; = ¢si, onde s;' é uma unidade de perfil de espec-
tro puro e ¢; € um perfil de concentracdo (perfil de eluicio em HPLC) que
representa o peso (abundincia) de um composto particular ao longo da dire-
cdo da linha no conjunto de dados (ver Figura 7b e Equacao [13]). Final-
mente, 0 modelo somatério na Equacao [13] pode ser expresso de uma for-
ma mais compacta, agrupando todos os perfis de concentragdo e todos os es-
pectros nas matrizes C e S, respectivamente (Figura 7c ¢ Equacéo [14]).
Esta dltima expressdao € a forma mais comum para expressar a lei de Beer-

Lambert em forma de matriz e, por extensdao, o modelo MCR bilinear”’.
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Figura 7 — Modelo de medidas para um sistema de dois componentes:

(a) Descrito como um modelo de somatdria de contribuicdes de sinais puros;

(b) Descrito como um modelo de somatéria de diades de perfil puro de concentracdo e
espectro,

(¢) Descrito como um modelo bilinear de perfis de concentracio e espectros.

A resolugdo de curvas € voltada para as decomposi¢does que possuem
significado fisico e quimico e tenta encontrar as verdadeiras causas subja-
centes 2 variacdo dos dados®. Para recuperar fisicamente um conjunto signi-
ficativo de perfis de concentracOes e espectros de espécies individuais que
melhor explicam a variancia dos dados observados, algumas restricdes (co-
mo por exemplo ndo-negatividade para que os espectros e os perfis de con-
centracdo ndo assumam valores negativos) podem ser aplicadas®’.

O estado da arte dos métodos de resolucdo de curvas mostra que a

ambigiiidade inerente a decomposi¢ao na andlise de fatores de uma matriz de
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dados simples pode ser apenas parcialmente superada pelo uso de restri-
g()es62.

Lawton e Sylvestre® foram os primeiros autores a demonstrar que,
sob restricdes de aditividade linear e ndo-negatividade, um pequeno nimero
de solucdes possiveis € estimado analisando-se uma matriz de dados sim-
ples. O método foi testado e aprovado para uma mistura de dois componen-
tes, e mais tarde o teste foi feito para 3 componentes por Borgen e Kowals-
ki’

Desde os primeiros estudos em resolucdo de curvas, a seletividade
tem sido um dos aspectos mais relevantes a serem considerados na recupera-
cdo de solucdes verdadeiras. Um ponto importante no uso de seletividade
estd no fato de que a matriz original pode ser subdividida em duas matrizes
menores, reduzindo assim a complexidade da mistura. Nos intervalos de re-
gides (janelas) onde o posto local da matriz estd perto da unidade, a ambi-
giiiddade relacionada a decomposi¢cdo na andlise de fatores € completamente
resolvida. Dessa forma, a deteccdo dessas regides e o uso da seletividade sdo
de grande importancia para a resolugio dos problemas em MCR®.

Os métodos de resolugdo de curvas se utilizam de aproximagdes que
podem ser divididas em dois grupos: iterativas e nao-iterativas. Exemplos de
aproximagoes iterativas comuns sao andlise de fatores de alvo iterativo (lte-
rative Target Factor Analysis — ITTFA®®), SIMPLISMA™""”® ¢ Anilise de
Fatores Evoluciondrios (Evolving Factors Analysis — EFA®®). Em todos
estes casos uma otimizacdo por ALS € realizada para melhorar as estimati-
vas iniciais em uma das duas ordens (por exemplo, tempo ou perfil espec-
tral) e calcular a combinagdo dos perfis em duas ordens que melhor descre-
vam a variancia dos dados. As duas formas de aproximacoes serdo discuti-

das com mais detalhes mais adiante.
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Além das restrigdes previamente mencionadas, dadas pela aproxima-
cao de Lawton e Sylvestre, outras restricdes gerais como uni-modalidade e
fechamento (closure) sdo propostas. Para o caso das aproximagdes ndo-
iterativas as idéias de aniquilac@o de posto (solucionar a deficiéncia do pos-
to: refere-se a diminuicdo do posto da matriz quando se extrai a contribui¢ao
um ou diversos componentes possuem) e seletividade sdo usadas. Exemplos
de métodos de resolucdo de curvas ndo-iterativos sao analise de fatores evo-
lucionarios com aniquilacao de posto (do inglé€s Rank Annihilation Evolving
Factor Analysis — RAEFA®), andlise de fatores por janelas (Window Factor
Analysis — WFA™"") e Projecoes Latentes Evolutivas Heuristicas (Heuristic
Evolving Latent Projections — HELP®>7).

A utilizacdo das informacdes de seletividade e das restri¢des diminui
consideravelmente o conjunto de solugdes possiveis na decomposi¢do utili-
zando a resolucdo de curvas e eventualmente fornece solucio correta. Con-
tudo, se uma matriz de dados simples € analisada, ndo ha garantias de que as
solucdes verdadeiras sdo obtidas para um caso geral. Em particular, quando
nao h4 seletividade nas duas ordens de nenhum dos componentes da mistura,

<~ 1z : ~ ~ 62
ndo ha garantia de que as solucdes corretas serdo recuperadas .

4.5.1 —Analise Exploratéria em MCR"

MCR é, por definicdo, um modelo-flexivel (soft-modeling) cujo foco
estd na descri¢do da evolug¢ao das medidas experimentais multicomponentes
através das contribui¢des dos seus componentes puros. Estes modelos basei-
am-se no uso de uma familia de técnicas computacionais e estatisticas para o

isolamento de fontes de variacio em conjuntos de dados experimentais’.
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Dessa forma apenas a matriz D das medidas € necessaria para executar a a-
nalise. Todavia, a exploracdo dos conjuntos de dados pode fornecer infor-
macdes sobre o nimero e a evolu¢do dos componentes ou na forma das es-
timativas iniciais de concentracdo ou perfis de resposta. Esta informacao
prévia pode servir de orientagdo no processo de resolucdo e melhorar signi-
ficativamente os resultados finais obtidos. As ferramentas quimiométricas de
resolucao-orientada mais utilizadas pertencem a familia dos métodos de ana-
lise de posto local e procedimentos para a selecdo de varidveis puras.
Normalmente, os métodos para andlise de posto local executam o
PCA repetidamente em pequenas partes do conjunto de dados (as chamadas
janelas de linhas ou colunas) com o objetivo de mostrar como o nimero e a
distribuicdo dos componentes evoluem ao longo do conjunto de dados. O
desenho dessas janelas, aumentando gradualmente de tamanho ou com ta-
manho fixo, movendo-se ao longo do conjunto de dados e a forma de apre-
sentar os resultados obtidos em toda a janela executada com PCA determina
a informacdo final obtida. Estes métodos sdo particularmente relevantes no
estudo de processos, onde os perfis de concentracdo dos diferentes compo-
nentes evoluem de forma sutil e, freqiientemente, seguindo um padrdo se-
qiiencial, ou seja, o primeiro componente emergente é o primeiro decadente
e assim por diante. Utilizando janelas que aumentam gradualmente, imitando
o andamento progressivo (passo a passo) de um processo, a evolucdo do
nimero de componentes significativos pode indicar o estdgio do processo no
qual os diferentes componentes aparecem e desaparecem. Em processos se-
qilienciais, o proprio uso dessa informacdo pode fornecer a janela de concen-
tracdo, ou seja, as linhas do conjunto de dados (intervalo varidvel do proces-
so) onde um componente em particular esta presente, e aproximar os perfis

de concentra¢do dos diferentes componentes. A Andlise de Fatores Evolu-
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ciondrios®*® (EFA) foi o método gerador para os processos de andlise de
posto local, do qual se derivam varios algoritmos. As modifica¢gdes realiza-
das sdo orientadas no sentido de confirmar a evolucao seqiiencial dos com-
ponentes nos processos desconhecidos, para melhorar a definicdo da janela
de concentragdo ou para superar problemas relacionados a anélises de pro-
cessos com deficiéncia de posto.

Métodos de selecao de varidveis puras encontram os perfis da linha ou
da coluna mais representativos para os diferentes componentes no conjunto
de dados. A maioria desses métodos ajuda indiretamente a determinar o nu-
mero de componentes no conjunto de dados e, quando as condi¢des de sele-
tividade sdo favoraveis, os perfis de linha ou coluna obtidos podem ser dire-
tamente associados com a concentragdo pura ou perfis de resposta, e a reso-
lu¢do do sistema pode ser alcancada. Alguns desses procedimentos traba-
lham no espacgo abstrato das componentes principais, enquanto outros usam
o espaco das medidas reais. Os ultimos s3o mais comumente utilizados e,
entre eles, SIMPLISMA, a aproximagdo pioneira, ainda é a mais popular.
Modificagdes recentes do SIMPLISMA implicam no uso combinado dos da-
dos brutos e da segunda derivada para uma melhor selecdo de varidveis e o
uso do angulo médximo entre os perfis como critério de selecio em metodo-
logias derivadas, como o célculo do angulo maximo gradual (Stepwise Ma-
ximum Angle Calculations — SMAC™). Métodos de selecio de varidveis pu-
ras desempenham um papel importante em conjuntos de dados onde a dire-
cdo de um processo seqiiencial € perdida, uma vez que o desempenho dessas
aproximacdes nao € afetado pela falta de ordenacdo na direc@o das linhas ou
colunas. Este fato explica porque o SIMPLISMA encontra uma aplicacao

74,75
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extensiva em dados de imagens espectroscopicas’ '~ ou ambientais .
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4.5.2 — Aproximacoes Nao-Iterativas
A maioria dos métodos de resolu¢cdo nao-iterativos depende da com-

binacdo de informacdes de pequenas se¢des de conjuntos de dados (subespa-
cos), construidos a partir de informagdes sobre o posto global ou local, para
obter os perfis dos componentes puros. Estes subespacos podem ser janelas
de concentracdo ou regides da matriz de dados que detém propriedades par-
ticulares (presenca ou auséncia de componentes particulares). Em muitos
métodos ndo-iterativos, os perfis de C ou S sdo recuperados um por vez e a
matriz emparelhada (S ou C, respectivamente) € obtida posteriormente atra-
vés de um passo simples de quadrados minimos, de acordo com o modelo da
Equacdo 14.

A Andlise de Fatores por Janelas (WFA’"'"), Andlise de Fatores por
Sub-janelas (Subwindow Factor Analysis — SFA”"), ou Projecdes Latentes

Evolutivas Heuristicas (HELP62’72

) estdo entre as primeiras € mais signifi-
cantes aproximacoes dentro desta categoria. A WFA recupera o perfil de
concentragdo de cada componente usando o conjunto de dados originais e
uma janela de concentragdo zero (zonas da matriz de dados onde concentra-
cdo de um determinado componente € igual a zero, ou seja, onde ndo esta
presente o analito de interesse) do componente a ser resolvido, ou seja, todas
as linhas fora a da janela de concentracdo. Com essa informag¢do, um vetor
representando a variacdo espectral do componente de interesse ndo correla-
cionado a todos os outros componentes € obtido. Este vetor, combinado a-
propriadamente com o conjunto de dados originais, produz o perfil de con-
centracdo procurado. A SFA recupera o perfil de resposta pura de cada com-
ponente. O conhecimento da janela de concentracdo ¢ usado de uma forma

que cada espectro puro € calculado como a intersec¢do de dois subespagos

com somente 0 composto a ser resolvido em comum. HELP recupera, uma
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de cada vez, tanto o perfil de concentracdo quanto o espectro para cada
componente. O inicio se dd ao encontrar a regido de concentragdo do com-
ponente a ser resolvido. Esta regido fornece diretamente o espectro do com-
ponente e o perfil de concentracdo pode ser recuperado utilizando-se apro-
priadamente a regido seletiva e a janela de concentra¢ao zero. A matriz € re-
duzida pela subtragdo da contribuicdo do sinal do componente resolvido, o
que ajuda a encontrar novas regides seletivas para outros componentes na
matriz reduzida que nao sdo apresentadas no conjunto de dados originais.

Os algoritmos mais recentes sdo usualmente evolucdes de aproxima-
coes geradoras, como Resolucao de ProjecOes Ortogonais (Orthogonal Pro-
jection Resolution — OPR), derivado de WFA® ou Anilise de Vetores Para-
lelos (Parallel Vector Analysis — PVA), derivada de SFA”. A partir das bre-
ves descricoes dos métodos acima, nota-se facilmente que o ponto chave é a
correta definicdo da janela de concentragdo. Em termos de aplicabilidade, a
principal limitacao destes métodos vem do fato de que os conjuntos de dados
necessitam ter uma direcdo seqiiencial de concentragdo (a concentragdo de-
ve variar de forma ordenada) onde a janela de concentracdo possa ser razoa-
velmente bem estabelecida, ou seja, o campo de aplicacdo € restrito a analise
de sistemas evoluciondrios (processos, cromatografia). Todavia, quando o
conjunto de dados apresenta as propriedades adequadas na sobreposicdo tan-
to da concentracio quanto dos espectros do componente’®, estes métodos
fornecem solugdes tnicas e corretas. Uma vantagem adicional também estd
relacionada com a recuperacdo de um perfil de concentracdo ou espectro de
cada vez, tornando esses métodos uteis quando a meta é obter apenas infor-
macao parcial do sistema, como 0s espectros puros ou os perfis de concen-

tragdo puros de certos componentes.
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4.5.3 — Aproximacoes Iterativas
As aproximagdes de resolugdo iterativa sdo consideradas como os mé-

todos de MCR mais populares devido a sua flexibilidade para lidar com va-
rios tipos de arranjos de dados e problemas quimicos, além da habilidade pa-
ra acomodar informacdes externas no processo de resolucdo. Todas elas di-
videm um passo comum na otimizacio (das matrizes C e/ou S') que inicia
com as estimativas iniciais de C e 8" que evoluem dando perfis com formas
quimicamente significativas, adaptadas de acordo com as informagdes qui-
micas ou matematicas incluidas no processo de otimizacdo sob as formas de
restricdes. A andlise de fatores de alvo iterativo (Iterative Target Factor A-
nalysis -ITTFA®) e a Resolu¢do Multivariada de Curvas com os Minimos
Quadrados Alternados (MCR-ALS — Multivariate Curve Resolution with Al-

ternating Least-Squares’>®'

) foram as primeiras aproximacdes, embora ou-
tras metodologias com diferentes principios, como a Andlise de resolucao de
fatores (Resolving Factor Analysis — RFA®) tenham aparecido posterior-
mente. Melhoramentos gerais aplicdveis a maioria dos métodos iterativos
acima estdo ligados as explicagdes apresentadas nos proximos paragrafos.
Restri¢des, definidas como propriedades quimicas ou matematicas que
devem manter os perfis resolvidos, continuam evoluindo e sendo pesquisa-
das. As melhorias obtidas até recentemente incluem a definicdo de novos ti-
pos de restricdes e progressos em suas implementacdes, em uma tentativa de
modificar os perfis da forma mais harmoniosa possivel. Em adi¢do as restri-
coes cldssicas de ndo-negatividade, unimodalidade, fechamento (closure) e
restri¢coes de igualdade ligadas a seletividade ou ao uso de perfis conhecidos,
a contribuicdo mais notdvel tem sido a introdu¢do de restricdes de modela-
gem dura (hard-modeling) A Figura 8 apresenta de forma resumida o fun-

cionamento de algumas das restri¢des mais utilizadas.
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Figura 8 — Restricdes comumente utilizadas em aproximagdes iterativas.

Os sistemas podem ser definidos como de modelagem dura (hard-
modeling) ou de modelagem flexivel (soft-modeling). Os modelos duros a-
justam dados quimicos de acordo com modelos rigidos construidos a partir
de expressOes matematicas que podem definir um comportamento fisico-
quimico ou, num sentido geral, a forma de um sinal ou um perfil. Para fazer
1ss0, toda a variacao do conjunto de dados deve ser descrita por aquele mo-
delo particular. Hoje em dia, os modelos duros t€ém sido introduzidos em
MCR como restri¢cdes para atuar de uma forma parcial ou total na concentra-
c¢ao ou perfis de resposta. O principal beneficio € que esses modelos podem
ser utilizados para descrever apenas uma parte da variacdo do conjunto de

dados (por exemplo a evolucdo de alguns componentes) enquanto o resto do



sistema (0s componentes remanescentes) podem ser modelados por modelos
flexiveis. Estas restricoes permitem a modelagem dura dos processos na pre-
senca de interferentes (modelados por modelos flexiveis) além do calculo de
parametros fisico-quimicos como resultados adicionais do MCR. Devido a
eficdcia desse tipo de restricdo, a ambigiiidade nos perfis resolvidos € supri-
mida ou significativamente minimizada. Assim as chances para resolver per-
fis de concentragcdo muito sobrepostos sdo substancialmente aumentadas.
Exemplos de restricdes de modelos duros incluem a incorpora¢ao de mode-
los cinéticos®, modelos enzimdticos®* ou equilibrios® nos perfis de concen-
tracdo e inclusao de modelos de formas de sinais, como funcdes em forma
de picos para medidas voltamétricas®® ou decaimentos de curvas exponenci-
ais em dados de RMN-DOSY"®’.

Como mostra a Figura 8, os perfis tém sua forma modificada pela a-
cdo das restri¢des. Quanto mais dificil € a modificacdo, mais o perfil se dis-
tancia da forma que ele tem na realidade. Quando as correcdes por restri¢oes
sao muito abruptas, podem aparecer diferencas no processo de otimizacao e
o efeito da restricdo pode ndo ser tdo positivo quanto se espera. A implemen-
tacdo das restrigoes deve incorporar uma forma harmoniosa para modificar a
forma do perfil e permitir certa flexibilidade no preenchimento das condi-
coes para levar em consideragdo o ruido experimental ou para efeitos ins-
trumentais nas medidas. Um bom ajuste tem sido alcang¢ado pela implemen-
tacdo de diferentes niveis de tolerancia e aplicacdo de fungdes de penalidade.
Estas melhorias tém sido particularmente importantes em sistemas comple-
x0s, onde perturbagdes na forma natural dos perfis podem afetar mais signi-
ficativamente a convergéncia e a aplica¢do de restri¢des de igualdade (por
exemplo restricdes que incorporam informagdes em uma forma de perfil

parcial ou totalmente conhecido), devido a pequenas diferencas inevitdveis
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entre a forma real do perfil e a referéncia conhecida. No entanto, aproxima-
coes classicas de substituicdo que também permitem niveis varidveis de tole-
rancia sdo interessantes pela sua tendéncia em permitir maior flexibilidade
na combinagdo das restricdes aplicadas e na escolha dos perfis ou direcoes a
serem consideradas. Além disso, sua aplicagdo em sistemas que obedecem
naturalmente as restricbes impostas também levam a um melhor ajuste
quando a convergéncia € alcancgada.

Um grande marco em MCR foi a extensao desses métodos para além
dos conjuntos de dados bidimensionais. Problemas cldssicos de ambigiiida-
des em MCR sao reduzidos significativamente com a possibilidade de anali-
sar estruturas mais ricas em informacodes (dados tridimensionais ou matrizes

de dados aumentadas pelas linhas e/ou colunas — ver Figura 9).
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Figura 9 — Modelo bilinear de MCR aumentado (a) pelas linhas, (b) pelas colunas e (c)
pelas linhas e pelas colunas a0 mesmo tempo.

A fusdo dos dados ou andlises multi-conjuntos sdo nomes recentemen-
te formulados para medidas de conjuntos provenientes de um ou mais expe-

rimentos monitorados por diferentes técnicas, porém, bem antes desses no-
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mes serem apresentados, o MCR ja tinha sido aplicado a estes e a outros ti-
pos de arranjos de dados fundidos”’. A fusdo de dados facilita freqiientemen-
te a interpretacdo de dados de natureza hifenada ou multi-modo dos instru-
mentos atualmente disponiveis (acoplamento de varios sistemas de deteccao
ou a aquisicdo de varias respostas em um tempo). Além desses dados, outros
tipos de arranjos aumentados de dados, como multi-batelas ou conjuntos de
dados multi-processados, podem ser agrupados produzindo resultados i-
gualmente interessantes. Tendo em mente a idéia basica de resolug¢ao, por
exemplo, a recuperacdo da informacdo dos componentes puros a partir de
um conjunto de dados niao se deve esquecer que muitos métodos multi-
modo, como PARAFAC™, PARAFAC2¥, TUCKER™, tem sido freqiiente-
mente usados com o propdsito de resolu¢do, mesmo nao possuindo a mesma
denominagdo classica de MCR. Quando MCR estendido ou métodos multi-
modo sdo aplicados com proposito de resolucdo, podem ser obtidas informa-
coes quantitativas relacionadas ao conjunto de dados. A quantificacdo por
MCR apresenta vantagens com respeito a aproximacoes classicas de calibra-
cdo multivariada, ndo necessitando nem do conhecimento nem da inclusdo
de interferentes no modelo de calibracao, além da possibilidade de se utilizar
um ntimero reduzido de padrdes (até mesmo um). O uso estendido de MCR
com propositos quantitativos tem promovido estudos nos parametros tipicos
de qualidade de quantificagdo e também a proposicdo de novas aproxima-
coes que usam perfis de concentragdo resolvidos por MCR como entrada em
métodos de calibracdo bi ou multi-modo em vez dos conjuntos de dados bru-

tos.
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4.5.4 — Matrizes aumentadas®
Os espectros muitas vezes podem ser dados ruidosos, o que dificulta a

determinacao do posto de uma matriz composta por este tipo de informagao
(espectral). Como resultado, a estimativa do posto a partir da decomposi¢ao
em valores singulares (Singular Value Decomposition — SVD) ndo € uma ta-
refa trivial. Efetivamente, € necessario distinguir entre as componentes signi-
ficativas, ou seja, os auto vetores com grande variancia e aqueles correspon-
dentes ao ruido. Na pratica, uma matriz de dados € considerada de posto
completo se o posto estimado for igual ao niimero de espécies quimicas pre-
sentes, considerando-se este nimero conhecido. Além disso, existem diver-
sas situagOes experimentais em que a matriz pode ter deficiéncia de posto.
Isso significa que este posto estimado é diferente do numero de espécies
quimicas presentes. Este seria o caso de um processo onde varios compostos
tém sinais colineares ou perfis de concentragdo idénticos, como € o caso, por
exemplo, de espécies em coelui¢do, que dificilmente podem ser distinguidas.
H4 mais dificuldades sutis; a deficiéncia de posto pode ser causada por pro-
blemas de linha de base quando os dados sio centrados na média.

Matrizes aumentadas podem ser definidas como uma forma de juncao
entre duas ou mais matrizes de dados bilineares de sistemas diferentes, que
partilham de alguns ou de todos os seus compostos em uma terceira direcao,
que representa a diferenca qualitativa ou quantitativa entre as amostras. Ana-
lisar simultaneamente diferentes misturas dos mesmos compostos, em dife-
rentes condi¢des fisicas ou quimicas, como pH ou tempo, € uma maneira in-
teligente e confidvel para extrair informacdes sobre as individualidades dos
sistemas. Espectros puros, relacionados com a ordem comum do conjunto de
dados aumentados pelas colunas, sdo considerados invariantes € a matriz

desdobrada C permite aos perfis de cada composto na dire¢do da concentra-
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cdo, serem diferentes para cada matriz (ver Figura 9). Como o posto pode
ser diretamente estimado por SVD em matrizes aumentadas, a comparagao
dos resultados obtidos em diferentes matrizes permite eventualmente detec-
tar a deficiéncia de posto. Além disso, escolhendo a matriz a ser acrescenta-
da a matriz de interesse, como por exemplo a fusdo desta ultima com pa-
drdes, fornece uma maneira de quebrar a deficiéncia de posto, permitindo a
detec¢do de qualquer contribuicdo quimica no conjunto de dados aumenta-
dos. Esta aproximacgao deve ser coerente com outras informagdes prévias so-
bre o sistema, em especial a correspondéncia entre as espécies em cada ma-
triz unitaria. Naturalmente, a estimativa do posto s6 faz sentido se houver
uma ordem inerente aos dados do sistema, normalmente uma ordem na aqui-
sicdo dos espectros que compdem a matriz. A partir da estimativa confidvel
do numero de contribui¢des e os perfis da concentragcdo inicial, MCR-ALS
realiza uma otimizacdo por minimos quadrados alternados das matrizes de
concentragcao e espectros sob restricoes, ligando fatores abstratos com fontes

de variagdes quimicas.

4.5.5 — Ambiguidades no MCR

Embora o MCR possa apresentar resultados muito satisfatorios em
medidas experimentais brutas, os perfis recuperados podem ser afetados pe-
las intensidades das ambigiiidades e ou das rota¢des. Voltando ao modelo de

MCR:

D=CS"
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A equacdo pode ser escrita como:

D =CTT!ST

onde T € uma matriz de transformacao, fornecendo:
D=CS" onde C=CTeS" =T'S"

Esta é a formulacdo matematica da ambigiiidade rotacional, a qual
significa que podemos obter a mesma solucdo otimizada na descricdo do
conjunto de dados D usando os conjuntos de perfis (C e S) com formas dife-
rentes dos verdadeiros (C e S). Mesmo na auséncia de ambigiiidade rotacio-

nal, a Equacgdo 14 pode ser escrita como:
D= Zn:[ki G j(kiSiT) [15]

Isso significa que a diade de perfis resolvidos (c;, s;) para cada com-
ponente puro pode apresentar perfis como os procurados, no entanto k; vezes
menores, (1/k;)c;, ou maiores, ks.'. A extensdo da ambigiiidade pode ser sig-
nificantemente diminuida ou até suprimida pelo uso de restricdes. Quanto
mais restrito € um sistema, menos possibilidades de combinagdes de perfis
podem preencher as condicdes de formas e intensidade requeridas, ajustando
de forma otimizada o conjunto de dados D.

A ambigiiidade tem sido um dos maiores problemas do MCR. Somen-
te recentemente tem havido tentativas sélidas para avaliar a extensdao desse
fendmeno nos perfis resolvidos de MCR”"**. A ambigiiidade é dependente

dos componentes e dos perfis e, dentro do mesmo conjunto de dados, € pos-
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sivel encontrar componentes ou perfis com falta de ambigiiidade e outros
que a possuam em uma grande extensdo de ambiguidade. Algumas das ulti-
mas tendéncias optam por determinar cada componente separadamente com
os limites méximo e minimo das bandas de solucdes mais adequadas para a
diade de perfis resolvidos. A idéia geral € encontrar os limites das diades dos
perfis que fornecem as contribui¢des mdximas € minimas dos componentes
do sinal global medido. Os limites madximo e minimo devem corresponder
aos perfis que respeitam as restricdes e devem ser parte do conjunto global
de perfis incluindo todos os componentes e reproduzindo o conjunto de da-
dos com o ajuste 6timo. Todas essas condi¢Oes sdao estabelecidas sob dife-
rentes formas de problemas de otimizacdo, e essas abordagens sdao vélidas
para conjuntos de dados com nimero de componentes ilimitados.

Outras metodologias questionam onde os limites minimos € maximos
realmente aproximam todos os perfis vidveis possiveis e, se definidos como
maximo e minimo da contribui¢io do sinal, se eles realmente representam as
solucdes extremas. Em lugar de limites, estas aproximagdes alternativas
mostram as bandas ou a drea somando todas as solucdes vidveis usando fer-
ramentas visuais ou conceitos de geometria para esse proposito. No entanto,
sua aplicabilidade estd restrita até o momento para sistemas com 2 ou 3
componentes.

De um modo geral, independente da quantidade ou a da falta de ambi-
giiidade nas solugdes, uma fonte comum de incerteza nos resultados vem do
erro nas medidas experimentais. Encontrar expressdes analiticas que possam
ajudar na avaliacdo da propagacdo do erro nos perfis resolvidos por MCR ¢é
extremamente dificil, mas existem estratégias para obter estimativas aproxi-
madas do erro ligado aos resultados de resolugio’”. A maioria dessas estra-

tégias tem como foco a obtengdo das estimativas dos erros como média de
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um grande nimero de medidas simuladas ou repeticdes reais. Simulagdes de
repeticdes podem incluir: resolucdes repetidas de matrizes de dados com al-
gumas linhas ou colunas perdidas ou até com matrizes inteiras perdidas”,
resolucdes de conjuntos de dados particulares depois de terem sido adicio-
nados ruidos as medidas (métodos de adi¢do de ruidos)” ou construcdo de
replicatas adicionando ruido a um conjunto de dados simulados livre de rui-
dos ou reproduzidos (aproximagio de Monte Carlo)”. Apesar da incerteza
induzida nos perfis resolvidos por ambigiiidade e por efeitos de ruido surgi-
rem a partir de fontes distintas, devendo assim ser estimados separadamente,
ha uma pequena diferenca entre os dois quando o ruido se torna muito amplo
devido a ambigiiidade induzida pela defini¢do errada da janela de espectros e

concentracao.

4.5.6 — Aplicacoes

Em geral observa-se que o MCR ¢ uma ferramenta que pode auxiliar
no tratamento e interpretacdo de dados provenientes de andlises mais sim-
ples, tais como fotodegradagdes monitoradas por espectrofotometria na regi-
do UV-Vis””" como andlises de dados mais complexos (provenientes de

equipamentos hifenados).

e .. ey P 8
O MCR foi inicialmente utilizado para andlises de processos™” ou,

usando uma expressao mais geral, para sistemas evolutivos multicomponen-

tes. Exemplos tipicos de MCR variam desde o monitoramento de reacdo em

98,101
1

Zz . 1 . . . .
escala de laboratério'™ ou em escala industria com muitos tipos de e-

99102 103,104

quipamentos hifenados e analises

105,106

, como andlises por cromatografia
por inje¢do em fluxo . Estas aplicacOes ainda constituem os campos

mais comuns de uso de MCR. Com o progresso em instrumentacdo analitica
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os processos tendem a ser monitorados por estratégias multitécnicas™® (vindo
de instrumentos multi-respostas ou de medidas separadas) obtendo-se assim
conjuntos de dados multi-batelados ou de muitos experimentos. Estas estra-
tégias tém melhorado grandemente o entendimento de processos complexos,

86,107 : . :
, 0s quais podem incluir eventos

como aqueles envolvendo biomoléculas
acontecendo em niveis muito diferentes e que necessitam de um monitora-
mento de varias técnicas especificas diferentes. O monitoramento de proces-
sos tem atualmente sido realizado por medidas bidimensionais, tais como
RMN-2D'® RMN-DOSY-2D¥, com diversos tipos de medidas eletroqui-
micas'” e espectroscopias rapidas''’.

. . 111
A espectroscopia de imagem’

tem emergido na ultima década co-
mo uma medida experimental muito poderosa devido a informacdo espaci-
almente dependente na composi¢cdo da amostra. Compostos que se encon-
tram na superficie podem ser monitorados e a meta da andlise dos dados €
fornecer mapas confidveis de distribuicdo e caracterizacdo dos compostos
puros na imagem. Esse tipo de problema pode ser resolvido com grande éxi-
to com a aplicagdo de MCR, desde que a variacdo dos dados da imagem res-
ponda ao modelo bilinear que descreve qualquer espectro em um pixel na
imagem como combinagdo linear da contribui¢do do sinal de seus compo-
nentes. Utilizar um cubo de dados de imagem (x x y x z) adequado para ana-
lise por MCR requer somente o desdobramento do cubo em uma tabela de
dados que contenha todos os espectros dos pixels. Depois da andlise de reso-
lucdo, os espectros puros dos constituintes sdo recuperados bem como seus
mapas de distribui¢do puros relacionados, uma vez que os perfis em C sdo
dobrados de volta para recuperar a estrutura espacial da imagem original. A
Resolucdo de imagem por MCR tem ganhado relevancia durante os ultimos

112,11 ~ . ~ .
anos''>'" e os esforgos estdo agora focados no uso da informagéo espacial,

66



vinda de métodos exploratérios baseados na anélise de posto local das dreas
da imagem ou da aplicacdo de ferramentas de classificacao de pixels, sob a
forma de restri¢des especificas para imagem.

Dados biolégicos também fazem parte de um campo relevante de a-
plicacdo de MCR. Esse método tem sido aplicado para a andlise e interpreta-
¢do de processos biolégicos, tais como o desdobramento de protefnas''*'"
ou interacdes de drogas com o DNA''®. Para sistemas biolégicos onde ne-
nhum modelo fisico-quimico geral estd disponivel, o MCR encontra uma

nova drea de desafio no tratamento de dados dmicos (gendmica, protedmica,

metabolomica e afins).
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5. Efeito da Radiacao Ultravioleta
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5.1 — Plantas

Para os experimentos, foram utilizadas plantas da familia Malvaceae
denominadas Hibiscus acetosella, Hibiscus Sabdariffa e Malvaviscus Pen-
duliflorus como fonte de antocianinas. Os hibiscos foram coletados no Jar-
dim Experimental do Departamento de Quimica da Universidade Estadual

de Londrina.

5.1.1- Caracteristicas das Plantas
5.1.1.1-Hibiscus Acetosella

—

Figura 10 — Fotos de plantas da espécie Hibiscus acetosella.

» Nome Popular: Falso Roselle, Hibisco
» Familia: Malvaceae

> Género: Hibiscus
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»  Espécie: Hibiscus acetosella Welw. ex Ficinus

» Herbario onde foi depositada a exsicata: Herbéario da Universidade Es-
tadual de Londrina (FUEL)

» Numero de registro da exsicata: FUEL 33816

»  Origem: Londrina

» Local da coleta: jardim da Universidade Estadual de Londrina

5.1.1.2-Hibiscus Sabdariffa

Figura 11 — Fotos de plantas da espécie Hibiscus sabdariffa.

Nome Popular: Roselle,Vinagreiro, Azeda, Hibisco

>

» Familia: Malvaceae

»  Geénero: Hibiscus

» Espécie: Hibiscus Sabdariffa L.

» Herbario onde foi depositada a exsicata: Herbario da Universidade Es-
tadual de Londrina (FUEL)

» Nuamero de registro da exsicata: FUEL 37275
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>
>

Origem: Londrina

Local da coleta: jardim da Universidade Estadual de Londrina

5.1.1.3- Malvaviscus penduliflorus DC

YV V VYV V

>

Figura 12 — Fotos de plantas da espécie Malvaviscus penduliflorus.

Nome Popular: Chapéu de Turco, Dormideira.
Familia: Malvaceae

Género: Malvaviscus

Espécie: Malvaviscus penduliflorus DC.

Herbario onde foi depositada a exsicata: Herbario da Universidade Es-

tadual de Londrina (FUEL)

>
>
>

Numero de registro da exsicata: FUEL 33818
Origem: Londrina

Local da coleta: jardim da Universidade Estadual de Londrina
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5.1.2 — Coleta

As plantas foram coletadas no jardim da Universidade Estadual de
Londrina, armazenadas a 10° C por dois dias e trazidos a Campinas, onde os

extratos foram preparados imediatamente apds a entrega das amostras.

5.2 — Extracao

Ap06s otimizacdo da quantidade de amostra, foram preparadas as solu-
coes estoque. Para a amostra de Hibiscus acetosella foram macerados 40g de
calices da flor em 250 mL de dlcool etilico (PA) com HCI 0,1% (v/v) e fil-
trados em papel de filtro comum. Para as amostras de Hibiscus Sabdariffa e
Malvaviscus Penduliflorus seguiu-se o mesmo procedimento, pesando-se

44¢g de calices.

5.3 - Limpeza das amostras

As solugdes contendo o extrato de cdlices das flores foram concentra-
das em rota-evaporador a 45 °C durante 1 h. Em seguida, o concentrado foi
passado por uma coluna (50 x 4 cm) contendo adsorvente XAD-7 para a ex-
tracdo de acgucares e outras impurezas. A Coluna foi lavada com 2 litros de
agua ultra-pura. As solucdes de arraste (Fase mdvel) foram 4dgua ultra-pura e
em seguida metanol, com a elui¢do das antocianinas sendo efetuada pela

passagem de metanol.
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5.4 — Reagentes

Foram utilizados 4gua ultra pura, 4cido cloridrico concentrado (Nu-
clear 36,5 —38%), acido citrico (Sigma C-0759), fosfato monobdsico de po-
tdssio  (Synth  99%), tetraborato de so6dio (Ecibra  97%),
Tris(hidroximetil)aminometano (Sigma T1378), cloreto de potéssio (Synth),
hidréxido de sédio (Nuclear, 95%). Para a retirada de agticares e outros in-
terferentes das amostras, foi utilizada resina nao-i6nica adsorvente poliméri-

ca Amberlite XAD-7 (Aldrich) e Metanol (Labcenter, HPLC/SPECTRO).

5.5 — Preparo das Solucoes Tampdo

As solugdes tampédo''’ em 13 valores de pH foram preparadas mistu-
rando-se diferentes volumes das solu¢des de HCl e NaOH em um volume
fixo de “solucio universal”. A solucdo universal'’ foi constituida de 50 mL
de uma solug¢do com 21,01 g/L de 4cido citrico, 13,61 g/L. de fosfato mono-
basico de potéssio, 19,07 g/L de tetraborato de so6dio, 12,11 g/L de trishidro-
ximetilaminometano e 7,46 g/L. de cloreto de potdssio, a qual € adicionada x
ml de HCI 0,4 mol.L"' ou NaOH 0,4 mol.L"', seguido por uma diluicdo para
200 mL. Os valores de pH utilizados nos experimentos variaram de 1,90 até
12,42, adicionando-se quantidades diferentes de dcido ou base, dependendo
do valor de pH desejado. O pH foi medido com um medidor de pH portétil e

ajustado para os valores apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores de pH das solucdes tampdo'"’.

Adicao de HCI Adicao de NaOH
0,4M 0,4M

2,50

5.6 - Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: balanga analitica BOSCH modelo
SAE200, Rotavapor, coluna cromatogréafica (50 cm x 4 cm), lampada de
Xendnio com emissdo entre 200 e 750 nm Ocean Optics®, medidor de pH
portatil Marte MB-10, espectrofotometro ultravioleta-visivel Agilent modelo

8453 de arranjo de diodos.
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5.7 — Medidas Espectrais na regid@o UV-Vis

Para a aquisi¢do dos espectros do extrato de Hibiscus acetosella, adi-
cionou-se 40 uL da solugdo estoque de hibisco em 2 mL da solucao tampao
dentro de uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho dptico. No caso das
amostras de Hibiscus sabdariffa, foram adicionados 105 puL do extrato. Os
volumes foram medidos com micropipetas e a solu¢do resultante foi imedia-

tamente monitorada apds a mistura sob agitacdo constante.

Os espectros de absor¢do foram registrados no intervalo de 190 a
1100 nm utilizando o espectrofotometro Agilent UV-VIS, velocidade de agi-
tacdo mantida em 800 rpm, com temperatura mantida constante em 25° C. O
pH do meio foi medido no inicio e no final de cada andlise. Este procedi-

mento foi repetido para cada uma das solugdes tampao.

5.7.1 — Aparato para radiagdo ultravioleta

A radiacao ultravioleta foi gerada por uma lampada de Xenonio, emi-
tindo radiac@o na regidao de 220 a 750 nm. A lampada foi utilizada como em
uma fonte para emissao de radiagdo proveniente de um equipamento Ocean
Optics®. O espectro da lampada estd apresentado na Figura 13. O equipa-
mento foi fixado em pedestal com garras sobre a célula contendo a amostra,
de forma que a radiacdo incidisse diretamente sobre a solu¢do de modo a
impedir que a radiagdo emitida pela 1ampada ndo interferisse nas medidas,

como mostra a Figura 14.
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Figura 13 — Espectro da 1ampada utilizada como fonte de radiagdao UV.

Figura 14 — Esquema montado para incidir radiacdo UV sobre a amostra durante o moni-
toramento
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5.8 — Programa Computacional

Os dados experimentais foram processados utilizando o programa Ma-
tLab 7.0 ® com aplicacdo das ferramentas de PLS toolbox 4.0 ® e as ferra-
mentas para a aplicacdo de MCR-ALS disponibilizadas pelos Professores
Doutores Roma Tauler Ferré e Anna de Juan através de sua pagina de inter-

11
net 8.
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5.9 — Resultados e Discussdao

De acordo com a literatura, as principais espécies de antocianinas en-

contradas desde o meio 4cido até o alcalino sdo cation flavilico (AH™), ani-

drobase quinoidal (A), quinoidal ionizada (A), pseudobase carbinol (B), cis-

chalcona (Cc), cis-chalcona ionizada (Cc), trans-chalcona (C,) e trans-

chalcona ionizada (C;), e a forma estrutural destas espécies estdo apresenta-

das na Figura 15.

O Acucar O Acucar
OH OH

Cation Flavilico (AH*) Cis-Chalcona ( C¢)

O"Acucar
OH

Pseudobase Carbinol (B) Cis-Chalcona lonizada ( C¢")

R R
‘0
HO - o
O O seucer O o O O soucar O
= - 7 R
OH o) ‘0 o}

Trans-Chalcona ( C;) Trans-Chalcona lonizada ( Cy )

O Acucar

Anidrobase Quinoidal (A)

O Acucar

Quinoidal lonizada (A")

Figura 15 - Principais estruturas das antocianinas em meio aquoso: cdtion flavilico
(AH"), anidrobase quinoidal (A), quinoidal ionizada (A’), pseudobase carbinol (B), cis-
chalcona (C¢), cis-chalcona ionizada (Cc¢), trans-chalcona (Cy), trans-chalcona ionizada

(Co). R1 e R2 sdo usualmente H, OH ou OCHs.
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5.9.1 — Analises de Matrizes individuais

Os extratos das plantas Hibiscus acetosella, Hibiscus sabdariffa e
Malvaviscus penduliflorus foram monitorados no intervalo de 190 a 1100
nm. Para o tratamento quimiométrico, os conjuntos de dados foram rearran-
jados na forma de matrizes de 239 x 531, ou seja, 239 espectros (tempos)
por 531 valores de absorbancia (em diferentes comprimentos de onda), utili-
zando-se assim o intervalo de 220 a 750 nm. As amostras foram analisadas
durante 120 minutos, medindo-se espectros a cada 30 segundos. Os espec-
tros foram monitorados com o tempo, com € sem exposi¢ao a radiagao ultra-
violeta. Ap6s rearranjo dos dados, as matrizes foram comparadas utilizando-
se 0 método MCR-ALS para a obten¢do dos valores de concentracao relati-
va, assim como os espectros dos compostos puros referentes aos componen-
tes presentes na amostra. Para a aplicacdo de MCR-ALS, utilizou-se PURE
como método de estimativa inicial dos perfis de concentracio e espectro pu-
ro. No entanto, foi realizado anteriormente uma Anélise de Componentes
Principais (PCA) e Decomposi¢do em Valores Singulares (SVD) para se es-
timar o posto da matriz em cada valor de pH. Os resultados obtidos para ca-
da extrato serdo discutidos a seguir. Para facilitar a leitura do texto, os dados
referentes as amostras ndo expostas a radiagcdo ultravioleta serdo denotados
com a letra S, enquanto que os referentes 4 exposicdo a esta radiacdo serdo
simbolizados pela letra D. As espécies estdo relacionadas com as cores dos
espectros: a presenca da mesma cor em valores diferentes de pH simbolizam

a presenca da mesma espécie nesses diferentes meios.
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5.9.1.1 — Influéncia de radiacao UV em amostras de Hibiscus Acetosella

A Tabela 2 apresenta o nimero de componentes principais necessa-
rios para explicar a variancia total capturada para as matrizes relativas as
amostras de Hibiscus acetosella sem (S) e com exposi¢ao (D) a radiagao
UV, em solugdes tampdo com diferentes valores de pH. Observou-se que,
em valores de pH mais baixos, a amostra que recebeu radiagdo UV apresen-
tou em média 1 componente principal a mais que a amostra monitorada sem
exposicao a radiacdo para descrever praticamente toda a varincia dos dados.
Em meio levemente acido até levemente alcalino, o nimero de componentes
principais € diferente para as amostras nas diferentes condic¢des, indicando
que a radiacdo deve exercer influéncia na composi¢ao da amostra. Em meio
alcalino, a amostra apresenta aproximadamente o mesmo nimero de fatores
na maioria dos valores de pH para as duas condicdes. No entanto, nem sem-
pre o nimero de componentes principais de uma amostra esta estritamente
relacionado ao nimero de contribui¢des quimicas presentes na amostra, po-
dendo estar também relacionado ao ruido inerente as medidas, impurezas e
outras causas que podem levar a necessidade de mais componentes para des-
crever a variancia total. Isso mostra que € necessdrio um conhecimento qui-
mico do sistema e, em casos envolvendo matrizes de dados (sistemas quimi-
cos) mais complexas, de ferramentas computacionais que possam auxiliar na

andlise e interpretacdo do sistema em questao.
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Tabela 2 — Numero de componentes principais em seus respectivos valores
de pH para as amostras de Hibiscus acetosella sem e com expo-
sicdo a radiacdo Ultravioleta.

pH 25°C  N°de PCs* pH 25°C  N°de PCs*

01 2,50 2 2,42 3
03 5,12 4 5,12 4

05 7,22 4 7,12 3

07 8,67 2 8,47 2

* PCs = niimero de componentes principais necessario para explicar 100% da variancia dos dados

A Andlise de Componentes Principais Multi-modo (MPCA) foi reali-
zada para verificar a similaridade entre as matrizes de dados, e os resultados
estdo apresentados na Figura 16. Para a aplicacdo de MPCA, as matrizes fo-
ram ordenadas em forma de um arranjo tridimensional do tipo: pH x Tempo

x Comprimento de onda (nm).

Para a amostra sem exposi¢do a radiacdo UV, S, a primeira compo-
nente principal (PC2) explica 97,28% da variancia total dos dados e separou
as matrizes referentes ao meio acido (valores de pH 1,90, 2,50 e 3,98) da-
quelas referentes ao meio neutro e alcalino. As amostras referentes a0 meio
levemente alcalino (valores de pH 8,67, 9,32, 9,88 e 10,80) apresentam mai-
or similaridade quando comparadas as demais amostras separadas pela se-

gunda componente principal.
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Figura 16 — MPCA para as amostras de Hibiscus acetosella em diferentes valores de pH
nao expostas radiacao UV.

Para os dados do extrato quando exposto a radiagao UV, condicdo D,
trés grupos sdo separados pelas duas primeiras componentes principais, co-
mo mostra a Figura 17. Considerando-se como primeiro grupo aquele com-
posto pelas matrizes referentes aos valores de pH 4,08, 5,12 e 6,12, nota-se
que com a diminui¢do da disponibilidade de prétons no meio, as matrizes
comecam a se assemelhar com o segundo grupo, que € composto pelas ma-
trizes referentes aos valores de pH 8,16, 8,47, 9,32 e 9,75. Este comporta-
mento € similar ao observado para o extrato sem influéncia de luz UV, no
entanto, para as amostras com radiacdo, os grupos apresentam-se mais niti-

damente separados.
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Figura 17 — MPCA para as amostras de Hibiscus acetosella em diferentes valores de pH
expostas a radiagdo UV.

Analisando-se os dados das amostras sem e com exposicdo a radia¢io
UV simultaneamente, € possivel separar a maioria das matrizes. A Figura
18 apresenta os resultados da aplicacdo de MPCA para os dados das amos-
tras sem e com exposicdo a radiacdo UV. Os grupos similares se encontram
proximos, mantendo a mesma forma de quando foram analisados (com e
sem exposicao a radiacdo UV) individualmente. No entanto, a andlise das
amostras sob as diferentes condicdes analisadas simultaneamente mostra que
a matriz de dados representada pela sigla s3 (amostra ndo exposta a radiagao
com valor de pH = 5,12) encontra-se no mesmo grupo da amostra exposta a
radiacdo, o que representa a existéncia de grande similaridade entre estas

matrizes, dando indicios de que neste grupo devem estar presentes as mes-
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mas espécies e com comportamento bastante semelhante. Observa-se no en-

tanto pela Figura 16 que a mesma amostra parece ser andmala ao conjunto.

-30 .

Escores em PC2 (2.63%)

1 1 1 1 1 1
120 130 140 150 160 170 180
Escores em PC1 (95,22 %)

190 2,50 398 5,12 6,13 7,22 8,12 8,67 9,32 988 10,80 11,83 12,42

pH 242 4,08 5,12 6,12 7,12 816 847 932 975 1093 11,70 12,72

Figura 18 — MPCA para as amostras de Hibiscus acetosella em diferentes valores de pH
sem exposi¢ao (sX) e com exposic¢ao a radiacdo UV (dX).

Para entender mais sobre cada uma das amostras analisadas nos dife-

rentes valores de pH, € necessario buscar maiores informacdes sobre a com-
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posicdo (os espectros e comportamento cinético) das substancias envolvidas.
Com as informacoes sobre a similaridade entre as matrizes, obtidas a partir
dos resultados de MPCA e com as informacdes obtidas sobre o posto (o nua-
mero de contribui¢cdes quimicas) da matriz (amostra) a partir das andlises por
PCA, foi realizada uma decomposi¢ao em valores singulares (SVD) para a-
judar na escolha do nimero de componentes necessarios para explicar a va-
riancia dos dados na amostra. Em seguida, foi aplicado o método de resolu-
cdo multivariada de curvas com os quadrados minimos alternados (MCR-

ALS).

Como descrito anteriormente, para que se aplique MCR-ALS, € ne-
cessdrio que se tenha uma estimativa inicial dos espectros ou das concentra-
coes dos componentes presentes. Apesar da dificuldade na determinacao e-
xata do nimero de contribui¢cdes quimicas determinadas neste passo, o pro-
cesso € facilitado quando se tem conhecimento do sistema quimico em anali-
se. No caso das antocianinas, em meio extremamente acido (pH entre 1 e 2),
segundo a literatura™, a espécie predominante deve ser o cdtion flavilico
(AH"). Em estudos realizados anteriormente''” foi demonstrado que proprie-
dades estruturais importantes das antocianinas podem ser obtidas a partir de
dados espectrais, incluindo a natureza da antocianidina, a posi¢ao de ligacao
da molécula de agucar no anel e informagdes sobre a acilagcdo por acidos or-
ganicos. Apesar de algumas variagdes, a maioria das antocianidinas mais
comuns, quando em meio dcido, apresentam a banda de maior absor¢ao na
regido visivel proxima a de 520 nm, caracteristica da absorcdo do céation fla-
vilico. Esta informacao pode ser muito util no monitoramento desta espécie

quanto a sua transformacao\equilibrio com outra forma estrutural.
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Para valores de pH ligeiramente acima de 2 as formas de antocianinas

10,11 estas

presentes devem estar em equilibrio, e de acordo com a literatura
formas sdo cétion flavilico e o carbinol (B), relacionadas por uma constante

de hidratacdo (K;), como mostra a equacdo 14:

AH'

B [14]

Neste caso, com o conhecimento do pH do meio, a estimativa inicial
para os calculos com MCR-ALS fica facilitada. Apds ter-se uma estimativa
inicial do numero de fatores para a matriz, MCR-ALS pode ser aplicado para
a obtencdo de informagdes sobre os espectros puros de espécies presentes e

suas respectivas concentragoes.

De acordo com a andlise de PCA e SVD para a amostra ndo exposta a
radiacdo, a primeira componente principal (PC1) explica praticamente toda a
variancia dos dados. Dessa forma, ndo foi possivel a aplicagdo de MCR. O
espectro que representa a espécie presente nesta solucao estd apresentado na

Figura 19 —a, e deve ser atribuido a forma céation flavilico.

Para a amostra irradiada por luz UV, Figura. 19 — b, a andlise por
PCA e SVD sugere a presenca de 3 espécies. Pela observagao dos resultados
da aplicacdo de MCR-ALS para os espectros recuperados (Figura 19 — b),
PC3 pode ser atribuido a uma outra espécie, que pode ser um intermediario.
Dessa forma, a espécie presente no inicio da andlise (AH" - linha vermelha
sOlida) se transforma em outra espécie, que de acordo com os resultados de-
ve ser incolor (B — linha de cor bege pontilhada), passando por um produto

intermediério (linha vermelha pontilhada).
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Figura 19 — a - Espectro presente na amostra de Hibiscus acetosella ndo exposta a radia-
¢do UV (condi¢do S) em pH 2,50. b Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplica-
¢do de MCR-ALS na matriz de dados de Hibiscus acetosella com exposicao a radiacao
UV (condi¢do D) em pH 2,42.

Para a matriz de dados na condi¢do S em pH 3,98, a anélise dos resul-
tados de PCA e SVD sugere também a presenca de uma tnica espécie. As
informagdes obtidas pela aplicacdo de Pure, utilizado para obtengdo da esti-
mativa inicial, confirmam a existéncia de apenas 1 espécie: ao considerar-se
2 espécies, observa-se que os dois espectros recuperados pela aplicacdao de
MCR-ALS sdo exatamente iguais. Para este conjunto de dados o espectro
que representa a espécie presente estd apresentado na Figura 20 - a. O es-
pectro novamente refere-se ao cation flavilico, que se apresenta estavel sob

as condicdes impostas durante 2 horas de monitoramento.

Para a matriz de dados na condi¢do D em pH 4,08, a andlise dos resul-
tados de PCA e SVD sugere a presenca de 3 espécies. Os resultados da apli-
cacdo de MCR-ALS para esta matriz estd ilustrado na Figura 20 — b.
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Figura 20 — a- Espectro representante da espécie presente na amostra de Hibiscus aceto-
sella sob condi¢do S em pH 3,98. b - Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplica-
¢do de MCR-ALS na matriz de dados de Hibiscus acetosella sob condicao D em pH 4,08.

Os espectros recuperados se assemelham aos encontrados no meio an-
terior, no entanto, a espécie intermedidria neste caso, deve ter estrutura simi-
lar aquela observada para o Carbinol (espécie B), ou seja, incolor (espécie
representada pela linha pontilhada em bege). A cinética da reacdo € similar a

observada para o meio anterior tanto para a amostra S quanto para a amostra

D.

Em meio levemente 4cido, pH 5,12, o comportamento apresentado foi
bastante parecido ao comportamento apresentado em pH 3,98 — 4,08 ao mo-
nitorar-se a amostra principalmente na condi¢do D. Para a amostra na condi-
cdo S o cation flavilico comeca a se transformar em outra espécie, no entan-
to, a aplicacdo de PCA e SVD sugerem que apenas 1 fator € suficiente para
explicar praticamente toda a variancia dos dados. Para a amostra sob condi-
cdo D a aplicacdo de PCA e SVD sugerem a presenga de 3 espécies. A Fi-

gura 21 — a apresenta o espectro que deve representar a espécie presente pa-
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ra a amostra sob condicao S, enquanto a Figura 21 — b apresenta os espec-
tros e os perfis cinéticos para as espécies recuperados por MCR-ALS neste

meio para a condi¢ao D.

Neste meio a intensidade de absorbancia na regido de 525 nm, carac-
teristica da forma cétion flavilico, € reduzida em comparac¢ao aos meios ana-
lisados anteriormente (pH entre 2 e 4) enquanto a regido ultravioleta tem a
absorbancia aumentada na mesma proporcao da diminui¢do observada para a
regido visivel. Os resultados apresentados pela aplicacio de MCR-ALS nos
dados da amostra irradiada sugerem que o equilibrio pode ser representado

pelo esquema apresentado na Figura 22.
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Figura 21 — a- Espectro representante da espécie presente na amostra de Hibiscus aceto-

sella sobcondi¢dao S em pH 5,12. b - Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplica-
¢do de MCR-ALS na matriz de dados de Hibiscus acetosella sob condi¢ao D em pH 5,12
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Cation Flavilico (AH*) Pseudobase Carbinol (B)
(Colorido) (Incolor)

Figura 22 — Possiveis transformacgdes ocorridas em pH 5,12 para antocianinas de Hibis-
cus Acetosella: sugestio baseada em informacgdes da literatura e observacdo dos espectros
recuperados pela aplicagdo de MCR-ALS.

Com o aumento do pH, as estruturas das antocianinas vao mudando e
passam a nao absorverem na regidao visivel em pH em aproximadamente de
6 — 7. Para este meio, encontram-se presentes formas incolores que predo-

. . .. 120
minam sobre as formas anidrobase quinoidal (A)

. Neste valor de pH, o
equilibrio ocorre principalmente entre as espécies Carbinol e Quinoidal, po-
rém, as Chalconas come¢am a aparecer. Tanto a espécie Carbinol quanto as
Chalconas nio absorvem na regido visivel do espectro, ao contrario da espé-

cie Quinoidal.

Para o meio com pH 6,1 os resultados da aplicacdo de PCA e SVD
nos dados da amostra na condic¢ao S sugerem a presenca de 2 espécies. Neste
mesmo meio, a aplicacdo de PCA e SVD para a matriz de dados na condi¢ao
D sugerem a presencga de 3 espécies (em PCA 3 fatores explicam 100% da
variancia dos dados). A aplicagdo de MCR-ALS recuperou os perfis apre-

sentados na Figura 23 — a para a condi¢do S e - b para a condi¢ao D.
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Figura 23 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus acetosella referentes ao pH 6,12 nas condigcdes -a - S e b
-D.

O deslocamento da banda, que em meio 4cido apresentava maximo
(na regido visivel) em 525 nm, para a regido entre 520 e 580 nm apresenta
indicios de que ocorreu uma transformacao na estrutura das moléculas do
meio. Além dessa observacao, os resultados de cinética recuperados pela a-
plicacdo de MCR-ALS mostram que tanto na condi¢ao S quanto na condi¢ao
D a amostra perde a cor rapidamente, sendo que na amostra irradiada este
processo ocorre de forma mais rdpida, contando com o aparecimento de uma

forma intermediaria.

Para este meio, sugere-se que as transformacgdes observadas através
dos espectros e perfis cinéticos recuperados pela aplicacdo de MCR-ALS

(Figura 23) possam ser representadas pelo esquema apresentado na Figura
24.

93



Anidrobase Quinoidal (A)
(Colorido)

R
o
HO

R'
OH"
~u O-Acucar

OH
Pseudobase Carbinol (B) Cis-Chalcona (C¢)
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Figura 24 — Possiveis transformacgdes ocorridas em pH 6,12 para antocianinas de Hibis-
cus Acetosella: sugestdo baseada em informacgdes da literatura e observagdo dos espectros
recuperados pela aplicacdo de MCR-ALS.

Em pH 7,22 (condicdo S) e 7,12 (condi¢do D), os resultados da apli-
cacao de PCA e SVD sugerem a presenca de 4 e 3 espécies, respectivamen-
te, para explicar a variancia total dos dados. Em condicao S, para se saber
qual o numero do posto (nimero de espécies quimicas presentes) fez-se a
aplicacdo de MCR-ALS considerando-se 2, 3 e 4 fatores. Os resultados mos-
traram que apenas dois fatores trazem informacdes quimicas, e que, portanto
o numero de espécies presentes nestas condicdes deve ser 2. Os outros fato-
res devem estar relacionados a modelagem de ruidos. Para a amostra na con-
dicdo S os resultados de MCR-ALS sao similares aos observados em pH

6,22, indicando que as mesmas espécies podem estar presentes.

Na condicdo D a aplicacao de PCA e SVD sugerem outra vez a pre-

senca de 3 espécies. Os resultados obtidos para os espectros mostraram-se
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muito semelhantes aos observados para a amostra na solu¢io tampao anteri-
or (pH 6,12), no entanto, a cinética apresenta algumas diferencas interessan-
tes: a substancia colorida (A) transforma-se mais lentamente em substancia
incolor (B e/ou Cc¢). A Figura 25 apresenta os resultados da aplicacdo de

MCR-ALS —a para a condi¢do S e - b para a condi¢do D para este meio.

: ©
" £ —
« 0.15 &
3 \ g
H 6
a £ 01} g |V
2 \.a\ E 4
2 005 §
. ‘ 8 2
| . 0 » <
[ — T, - 3 !
0 b F e o F com bl
220 280 340 400 460 520 580 640 700 760 0 15 30 45 60 75 2P0 105 120
Comprimento de onda, nm Tempo, min
0.2 8
g {
s 0.15[% 56 |
:N ¢ "
b 8 o0aly 84 ot
2 \-\ g //
g I
2 0.05 R § 2t 1 =
| i I < | | |
0 L e ‘ 3 7 L
220 280 340 400 460 520 580 640 700 760 0 15 3 45 60 75 20 105 120

Comprimento de onda, nm Tempo, min

Figura 25 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus acetosella referentes a - ao pH 7,22 na condi¢do S e b —
pH 7,12 na condic¢édo D.

Em meio levemente basico, pH 8,12 (condi¢dao S) — 8,16 (condicao
D), os resultados da aplicacao de PCA e SVD sugerem a presenca de 2 espé-
cies para explicar praticamente toda a varidncia dos dados. A partir dos re-
sultados de MCR-ALS foi possivel notar diferencas nos espectros: para a
amostra na condi¢do S a banda de méxima absor¢do na regido visivel se des-
loca para a regido proxima a 570 nm, enquanto que para a substincia inco-
lor, a banda em 340 nm ganha intensidade. Para a amostra na condi¢do D,
também verifica-se aumento na intensidade em 340 nm, e observa-se no es-

pectro da espécie colorida o deslocamento da banda de médxima absor¢cdo
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(visivel) para as proximidades da regido de 570 nm. Além disso, para as du-
as condi¢Oes observa-se o surgimento de uma banda em 460 nm. A Figura
26 apresenta os resultados da aplicacio de MCR-ALS — a para a condi¢do S
e - b para a condicao D. Neste meio, espera-se que estejam presentes estrutu-
ras predominantemente na forma de chalconas (incolores) e anidrobases (co-
loridas). A partir deste meio as anidrobases comecam a aparecer em sua

forma ionizada, como mostra a Figura 27.
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Figura 26 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus acetosella referentes a - ao pH 8,12 na condi¢do S e b —
pH 8,16 na condi¢do D.

Cis-Chalcona (C¢) Anidrobase Quinoidal (A) lonizacéo das anidrobases
(Incolor) (Colorido) (Colorido)

Figura 27 — Possiveis transformagdes ocorridas em pH 8,1 para antocianinas de Hibiscus
Acetosella: sugestao baseada em informacdes da literatura e observagdo dos espectros
recuperados pela aplicagdo de MCR-ALS.
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Para o pH 8,67, a aplicacdao de PCA e SVD sugerem a presenga de 2
espécies para a amostra nao irradiada (S). A andlise por PCA e SVD da a-
mostra exposta a radiacdo UV (D) igualmente sugere a presenca de duas es-
pécies. A aplicacdao de MCR-ALS recuperou os espectros e os perfis cinéti-
cos apresentados na Figura 28 — a para a condi¢do S e - b para a condi¢io
D. Os resultados para a amostra na condi¢ao S, Figura 28 — a, nao apresen-
tam nenhuma alteracdo em relacdo aos resultados observados na andlise des-
ta amostra para o meio anterior (pH 8,12), enquanto que para a condi¢do D
observa-se um incremento na banda situada em 460 nm. Esta alteracdo pode
estar relacionada as diferentes formas de ioniza¢do das quais as anidrobases

podem ser submetidas, neste caso, por influéncia da radiacao.
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Figura 28 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus acetosella referentes a - ao pH 8,67 na condicdo S e b —
pH 8,47 na condicao D.
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Em pH 9,32, os resultados da anédlise de componentes principais e da
decomposi¢ao em valores singulares no conjunto de dados referente a amos-
tra na condi¢do S sugere que 1 componente explica praticamente toda a vari-
ancia dos dados. Dessa forma, ndo foi possivel a aplicacio de MCR — ALS e
0 espectro que representa a espécie para este meio sob condicdo S esta apre-
sentado na Figura 29 — a. Para a condi¢do D a aplicacdo de PCA e SVD su-
gerem que devem estar presentes 2 espécies. Os espectros e seus respectivos
perfis cinéticos, recuperados por MCR — ALS para a amostra sob condi¢do
D estao apresentados na Figura 29 — b. Para a amostra sob efeito de radia-
cdo UV, o espectro com banda de absor¢do na regido visivel € convertido em
um espectro com banda intensa apenas na regido UV (substincia incolor).
Para este meio, sugere-se que as transformagdes ainda estejam relacionadas
as diferentes formas de anidrobase quinoidal (coloridas) e as chalconas (in-

colores), como mostrado na Figura 27.
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Figura 29 — a -Espectro representante da espécie presente na amostra de Hibiscus aceto-
sella sob condi¢do S em pH 9,32. b Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplica-
¢do de MCR-ALS na matriz de dados de Hibiscus acetosella sob condi¢cdo D em pH 9,32.
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A andlise de componentes principais € SVD da amostra em condicao
S no valor de pH 9,88 indica que 1 componente explica praticamente toda
variancia dos dados. Neste meio, pH 9,75, os resultados da aplicacdo de
PCA e SVD nos dados da amostra sob condicdo D sugerem a presenca de 3
componentes para explicar a variancia dos dados. Para a matriz na condi¢ao
S o espectro que representa a espécie presente estd apresentado na Figura 30
— a. Para a matriz na condi¢dao D, a aplicacdo de MCR-ALS recuperou um
terceiro perfil de uma possivel forma intermedidria (Figura 30 — b). No en-
tanto, de modo geral, nota-se que a reacdo € bastante similar a da Figura 29
— b, exceto no que diz respeito a cinética desta reacdo: em pH 9,75 a inci-
déncia de radiagdo ultravioleta acelera a reacdo fazendo com que a forma co-
lorida seja convertida em forma incolor mais rapidamente do que em pH

9,32.
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Figura 30 — a- Espectro representante da espécie presente na amostra de Hibiscus aceto-
sella sob condi¢do S em pH 9,88. b Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplica-
¢do de MCR-ALS na matriz de dados de Hibiscus acetosella sob condi¢cdo D em pH 9,75.
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Em pH 10,80, a aplicacdo de PCA e SVD nos dados da amostra em
condicdo S mostra que sdo necessarios 2 componentes principais para expli-
car toda a variancia dos dados. Para a amostra na condicao D a andlise por
PCA e SVD sugerem a presenca de 3 componentes. O perfil cinético e os
espectros recuperados por MCR-ALS para a amostra nas duas condi¢des es-
tdo apresentados na Figura 31. Para a amostra em condicdo S, Figura 31 —
a, nota-se que os espectros sdo ainda muito similares, dando indicios de que
ambos podem estar relacionados a mesma espécie. Apesar da falta de infor-
macodes para este meio, propde-se que as substancias comegam a se apresen-
tar de forma desprotonada a partir de valores de pH mais elevados. A amos-
tra ndo irradiada aparentemente apresenta as mesmas caracteristicas obser-
vadas para a amostra analisada em meio com pH 9. A amostra exposta a ra-
diacdo UV, Figura 31 — b, apresenta diferencas em relacdo a mesma amos-
tra ndo exposta. A primeira delas € o deslocamento batocromico da banda de
maxima absorbancia na regido visivel para 580 nm, além de diferencas sutis
na regido ultravioleta do espectro representado pela linha em cor verde. Pe-
quenas diferencas também distinguem o espectro representado pela linha a-
zul-claro pontilhada do representado pela linha verde, no entanto, ambos nao
absorvem na regido visivel. Para este meio, sugere-se que possa estar acon-
tecendo equilibrios de 1onizacao e de isomeria, como o caso da cis Chalcona
(Cc) em equilibrio com a trans-Chalcona (Cr), além dos equilibrios envol-
vendo as anidrobases em suas possiveis formas ionizadas, como mostra a

Figura 32.

100



0.2 12
| : :
= 10 =
« 0.15 T R
S e 8 S~ Y
a $ o1 2 6 e
AN g, e N
< 0.05 g ) R
c PS4 \
0 "y 3 ok : T
220 280 340 400 460 520 580 640 700 760 0 15 30 45 60 75 20 105 120
Comprimento de onda, nm Tempo, min
0.2[ © 8
2 g
@ 015 s e\ e
3 s \ . "
b $ o1 84 - Steey
8 [ :\\ / T ugs, -
Fl T . 5y
< 005 | g2rs ><r AT
| £ | [
0 L 3 o OM S bl 1)
220 280 340 400 460 520 580 640 700 760 0 15 30 45 60 75 20 105 120

Comprimento de onda, nm Tempo, min

Figura 31 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus acetosella referentes a - ao pH 10,80 na condicdo S e b —
pH 10,93 na condicdo D.
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Figura 32 — Possiveis transformagodes ocorridas a partir de pH 10 para antocianinas de

Hibiscus Acetosella: sugestdo baseada em informacdes dos espectros recuperados pela
aplicagao de MCR-ALS.

Para pH 11,83, a aplicagdo de PCA mostrou a necessidade de 2 fatores
para explicar a variancia dos dados para a amostra na condicdo S e 3 fatores
na condi¢do D para explicar a variancia dos dados. A aplicacdo de SVD con-
firmou o nimero de componentes indicados por PCA. A Figura 33 apresen-
ta os espectros e os perfis cinéticos recuperados pela aplicacdo de MCR-
ALS para os dados da matriz — a na a condicao S e - b para a condi¢do D. A

Figura 33 — a, referente a amostra ndo exposta a radiacdo UV, apresenta
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perfis diferentes daqueles observados no meio anterior, com deslocamento
batocromico da banda de méxima absorbancia na regido visivel para a regiao
de 580 nm e o surgimento de uma espécie incolor. Esta mesma espécie inco-
lor pode ser encontrada na Figura 33 — b, referente a amostra exposta a radi-
acdo. A banda de maxima absorbincia na regido visivel sofre outro deslo-
camento batocromico com diminui¢do da banda observada anteriormente en-
tre 450 e 500 nm. Uma terceira espécie, representada pela linha verde, que
aparece como forma intermedidria, difere da espécie incolor representada
pela linha em verde-clara apenas na regido UV também foi recuperada por
MCR-ALS. Para este meio as espécies presentes devem estar em suas for-
mas ionizadas, portanto, os equilibrios existentes neste meio devem estar re-
lacionados as formas de chalconas cis e trans ionizadas, além de anidroba-

ses, também em sua forma ionizada.
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Figura 33 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicagdo de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus acetosella referentes a - ao pH 11,83 na condicdo S e b —
pH 11,70 na condig¢do D.
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Para o meio alcalino, pH acima de 12, a aplicacdo de PCA na matriz
de dados da amostra ndo exposta a radiacdo UV mostrou a necessidade de 3
fatores para capturar 100% da variancia dos dados. Para a amostra exposta a
radiacdo UV aplicacdo de PCA nos dados também mostrou a necessidade de
3 fatores para explicar 100% da variancia dos dados. A aplicacdo de SVD
estd de acordo com os resultados obtidos por PCA, sugerindo a presenga de
3 espécies tanto para a amostra em condi¢do S quanto para a condicdo D.
Aplicando-se MCR-ALS nos dados das amostras nas duas condicoes, foi
possivel recuperar os espectros e os perfis cinéticos apresentados na Figura
34. Observa-se que os resultados foram muito similares, no entanto, a cinéti-
ca da reacao exposta a radiagdo UV ¢€ ligeiramente mais rdapida que a cinética

da amostra ndo exposta.
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Figura 34 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus acetosella referentes ao meio com pH acima de 12 nas
condi¢ées -a -Seb - D.

Para este meio espera-se que as estruturas das antocianinas estejam

presentes apenas em suas formas ionizadas, portanto, baseando-se nos resul-
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tados obtidos por MCR-ALS para os espectros e pelos equilibrios indicados
nos perfis cinéticos, propde-se que as espécies cis-chalcona ionizada, trans-
chalcona ionizada e anidrobase quinoidal ionizada estejam presentes em e-

quilibrio, como mostra a Figura 35.

R
O O O-Acucar O o 0
= R ~
o o)

Trans-Chalcona lonizada (Cl-) Cis-Chalcona lonizada (Cc-) Anidrobase Qm(ngll)(ilglnlggl)zada (A-)

Figura 35 — Possiveis transformacdes ocorridas em pH acima de 12 para antocianinas de
Hibiscus Acetosella: sugestdo baseada em informacdes dos espectros recuperados pela
aplicacao de MCR-ALS.
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5.9.1.2 — Influéncia de radiacao UV em amostras de Hibiscus Sabdariffa

Para o Hibiscus Sabdariffa, a aplicacdo de PCA em cada uma das so-
lucdes tampao em diferentes valores de pH estd apresentada na Tabela 3.
Nas discussdes sobre a amostra de Hibiscus sabdariffa serdo realizadas
comparagOes com os resultados obtidos para a amostra de Hibiscus acetosel-

la.

Tabela 3 — Numero de componentes principais em seus respectivos valores
de pH para as amostras de Hibiscus Sabdariffa sem e com radi-
acdo Ultravioleta.

pH 25°C  N°de PCs* pH 25°C  N°de PCs*

11,83 11,70

* PCs = niimero de componentes principais necessario para explicar 100% da variancia dos dados

09 9,88 3 9,75 2
i1 : 3 , 3

A Andlise de Componentes Principais Multi-modo (MPCA) foi reali-
zada para verificar a similaridade entre as matrizes de dados, e os resultados
estdo apresentados na Figura 36, para a amostra de H. sabdariffa sem radia-

cao (S), e Figura 37 para a amostra exposta a radiacdo UV(D).
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Para a amostra de Hibiscus sabdariffa nao exposta a radiacdo UV, a
primeira componente explica 96,49% da variancia total dos dados, e separou
as matrizes referentes ao meio acido (valores de pH 1,90, 2,50 e 3,98) da-
quelas referentes ao meio neutro e alcalino, assim como os resultados obti-
dos para a planta estudada anteriormente (Hibiscus acetosella). Observa-se
também que as amostras referentes ao meio levemente alcalino (valores de
pH 8,12, 8,67, 9,32, 9,88 e 10,80) apresentam maior similaridade quando
comparadas com as demais amostras, separadas pela segunda componente
principal. No entanto, as amostras representadas pelos nimeros 7 ¢ 8 (pH

8,67 € 9,32, respectivamente) foram separadas pela PC2.

25 T T T T T

15 .

Escores em PC2 (2.38%)

K 1 1 1 o,
45 50 55 60 65 70~ 75

Escores em PC1 (96,49 %)

Figura 36 — MPCA para a amostra de Hibiscus sabdariffa nao exposta a radiacdo UV.

Para o extrato sob radiagdo UV, 5 grupos sdo separados pelas duas
primeiras componentes principais. Observa-se que os grupos foram separa-
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dos em mais 4cidos (valores de pH 2,42 e 4,08), praticamente neutros (valo-
res de pH 6,12 e 7,12), levemente 4cido / levemente alcalino (valores de pH
5,12, 8,16 e 8,47), alcalino (valores de pH 9,32 e 9,75) e extremamente alca-
linos (valores de pH 10,93, 11,70 e 12,72). Ao se analisar PC1 x PC2, foram
separados os valores mais extremos, tanto para meio acido quanto para alca-
lino, dos meios intermedidrios. Os valores de pH 2,42, 4,08, 9,32, 9,75,
10,93, 11,70 e 12,72 ficaram em quadrantes separados dos valores 5,12,
6,12, 7,12, 8,16 e 8,47. Comparando-se os resultados da aplicagao de MPCA
para as amostras nas condi¢des S e D, nota-se que para as amostras D os

grupos apresentam-se melhor separados.
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Escores em PC1 (97,90%) !

Figura 37 — MPCA para a amostra de Hibiscus sabdariffa exposta a radiagao.
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A Figura 38 apresenta os resultados da aplicacdo de MPCA para os
dados das amostras nas duas condi¢des (S e D) analisados simultaneamente.
Os dados das amostras das matrizes expostas e ndo expostas a radiagcdo UV
foram separadas, de modo que amostras que possuem valores de pH equiva-
lentes apareceram nos mesmos quadrantes. Ao analisar PC1 x PC2, foram
separados 0 meio dcido do meio intermediario (levemente 4cido / neutro /
levemente alcalino) e o alcalino. Os resultados da aplicacdo de MPCA para
as amostras nas condi¢des S e D mostram boa separagdo, permitindo dife-
renciar as amostras que sofreram exposi¢do a radiacdo UV daquelas que ndo

foram expostas.

Assim como para a amostra da planta analisada anteriormente, a partir
das informagdes obtidas sobre a similaridade entre as matrizes, inferidas a-
pOs as andlises de MPCA, as informacgdes sobre o posto da matriz por PCA e
SVD, além do conhecimento da amostra e dos resultados obtidos para a a-
mostra anterior, foi aplicado o MCR-ALS. Como descrito anteriormente, pa-
ra antocianinas em meio extremamente 4cido (pH entre 1 e 2), a espécie pre-
dominante deve ser o cation flavilico (AH"). Entdo, apds a estimativa inicial
do numero de fatores para cada matriz, aplicou-se MCR para a obtengdo de
informagdes sobre os espectros puros das espécies presentes e suas respecti-

vas concentracdes (0s perfis cinéticos).
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Figura 38 — MPCA para as amostras de Hibiscus sabdariffa na condi¢do S (x) e D (x).

Em pH 2,50, a Andlise de Componentes Principais dos dados da ma-
triz referente a amostra em condi¢cdo S mostra que 1 componente explica
praticamente toda a variancia dos dados. A decomposicao em valores singu-
lares (SVD) apresenta resultados que igualmente sugerem que apenas 1
componente explica a maior parte da variancia dos dados. Dessa forma, nao
foi possivel a aplicacao de MCR-ALS. O espectro que representa a espécie
presente nesta solucdo estd apresentado na Figura 39 —a.
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Para a amostra em condi¢do D a aplicacdo de PCA mostra que s@o ne-
cessarios 2 componentes para explicar a variancia dos dados. A Figura 39 —
b apresenta os resultados da aplicagcdo de MCR-ALS na matriz de dados re-
ferente a condi¢ao D para o pH 2,42. Observa-se que na condi¢do D para es-
te meio durante 120 minutos de monitoramento, as antocianinas provenien-
tes do Hibisco sabdariffa sdo mais estdveis que as observadas na amostra de

Hibiscus acetosella.
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Figura 39 — a- Espectro presente na amostra de Hibiscus sabdariffa sob condicdo S em
pH 2,50. b Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacdo de MCR-ALS na ma-
triz de dados de Hibiscus sabdariffa sob condicdo D em pH 2.,42.

Aplicando-se PCA na matriz de dados da amostra ndo exposta a radi-
acdo UV em pH aproximadamente 4,0, foram necessarios 2 PCs para expli-
car a variancia total. A decomposi¢do SVD igualmente sugere a presencga de
2 fatores. No entanto, ao aplicar-se MCR-ALS verificou-se que apenas uma
espécie pode ser recuperada, indicando que o segundo fator sugerido por

PCA e SVD deve referir-se aos ruidos inerentes a andlise. O perfil espectral
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encontrado neste meio estd apresentado na Figura 40 — a. Para a amostra
exposta a radiagao UV, a aplicacdo de PCA utilizou 2 PCs para explicar a
variancia dos dados, e a aplicacdo de SVD igualmente sugere a presenca de
2 componentes. A aplicacdo de MCR-ALS nos dados da amostra em condi-
cdao D recuperou os espectros e os perfis cinéticos apresentados na Figura
40 — b. Observa-se que os resultados foram bastante semelhantes aos obtidos
para o Hibiscus acetosella. Portanto, da mesma forma que para a amostra
anterior neste meio, sugere-se que o espectro pertence a forma colorida ca-

tion flavilico (AH").
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Figura 40 — a- Espectro presente na amostra de Hibiscus sabdariffa sob condicdo S em
pH 3,98. b Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacdo de MCR-ALS na ma-
triz de dados de Hibiscus sabdariffa sob condicdo D em pH 4,08.

Em pH 5,12 a aplicacdo de MCR-ALS mostra que o comportamento
cinético apresentado pelas espécies presentes neste meio foi mais rapido pa-
ra a amostra na condi¢do S que para a condicdo D, como mostra a Figura

41. As andlises por PCA e SVD sugerem a utiliza¢do de 2 fatores tanto para
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a amostra na condi¢do S quanto para a condi¢do D. Considerando o equili-
brio proposto pela Figura 22, ao contrario do ocorrida na planta anterior-
mente analisada, a amostra na condi¢do S desloca o equilibrio mais rapida-

mente da forma colorida cétion flavilico (AH") para a forma incolor carbinol

(B).
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Figura 41 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes ao pH 5,12 nas condi¢des: @ -Se b -
D.

Como descrito anteriormente, em meio com pH entre 6 e 7 as estrutu-
ras das antocianinas mudam de forma a ndo absorverem na regido visivel.
Para a amostra na condicdo S em pH aproximadamente 6,1 a aplicacdao de
PCA e SVD indicam presenca de 3 fatores. Para a amostra na condi¢do D a
aplicagdo de PCA utilizou 2 componentes para explicar a variancia dos da-
dos. No entanto a decomposi¢do em valores singulares apontou para a pre-
senca de 3 fatores. Para comprovar o ndmero do posto desta matriz, foi apli-
cado MCR-ALS utilizando-se 3 fatores na tentativa de se recuperar espec-

tros com informacdo quimica.
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A aplicacdo de MCR-ALS recuperou os perfis apresentados na Figu-
ra 42 — a para a condic@o S e - b para a condicao D. A partir dos resultados
foi possivel concluir que o terceiro fator apontado na decomposi¢do por
SVD também traz informacdes quimicas. Para este meio também foi verifi-
cado que a cinética da rea¢do € mais condizente com os resultados obtidos
para este mesmo meio na andlise do Hibiscus acetosella: a cinética da amos-

tra exposta a radiagao UV € mais rapida que para a amostra nao exposta.

Como esperado para este meio, as formas estruturais se modificam ra-
pidamente e o equilibrio é deslocado para as formas incolores, que predomi-
nam neste valor de pH. Também € possivel inferir dos resultados para os es-
pectros recuperados que, para a amostra na condicdo S, o terceiro espectro
(representado pela linha em cor bege) ndo se assemelha a nenhum espectro
obtido para o hibisco anteriormente analisado, mesmo considerando outros

valores de pH.
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Figura 42 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes ao pH aproximadamente 6,1 nas
condigdes -a - S e b —D.
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Neste valor de pH os espectros recuperados por MCR-ALS para a
amostra de Hibiscus acetosella apresentaram um deslocamento batocromico
da banda que em meio neutro apresenta maximo (na regiao visivel) em 525
nm, para a regido entre 520 e 580 nm, o que ndo foi verificado para o Hibis-
cus sabdariffa. Desta forma, o equilibrio sugerido para este meio, diferente-
mente daquele para o Hibiscus acetosella (Figura 24), esta ilustrado na Fi-

gura 43.

O-Acucar
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Cation Flavilico (AH*) Pseudobase Carbinol (B) Cis-Chalcona (C¢)
(Colorido) (Incolor) (Incolor)

Figura 43 — Possiveis transformagdes ocorridas em pH aproximadamente 6,1 para anto-
cianinas de Hibiscus sabdariffa: sugestdo baseada na observagdo dos espectros recupera-
dos pela aplicagao de MCR-ALS.

Em pH 7,22 (condi¢do S) e 7,12 (condi¢ao D), a aplicacdo de PCA a-
presentou 3 componentes principais para explicar a variancia dos dados. A
decomposi¢ao em valores singulares confirmou os resultados indicados por
PCA. Os espectros e os perfis cinéticos recuperados por MCR-ALS para a
matriz de dados na condicdo S (Figura 44 — a) apresentam algumas diferen-
cas em relacdo aos observados no meio anterior (pH 6,1). O espectro repre-
sentado pela linha rosa apresenta um deslocamento batocromico sofrido pelo
espectro da regido de mixima absorcdo para o visivel (525 nm), anterior-
mente ilustrado em cor vermelha, para a regido de aproximadamente 550

nm. Esta mudancga sugere que ocorreu a transformagao da forma cétion flavi-
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lico (AH") para a forma anidrobase quinoidal (A). Na planta analisada ante-
riormente, este fendmeno foi observado em pH 6,1. Nos espectros recupera-
dos para a matriz de dados da amostra em condicao D (Figura 44 — b) o des-
locamento batocromico € menor. Além disso, os outros dois espectros repre-
sentam estruturas que nao absorvem na regido visivel. Portanto, para a con-
dicdo D, os espectros devem representar uma substancia que absorve na re-
gido visivel, que pode ser uma forma de anidrobase (espectro representado
pela linha rosada), e duas espécies que absorvem apenas na regidao UV, que
de acordo com o meio podem ser Carbinol (B) e Chalcona (C). A cinética
apresentada para a amostra na condi¢ao D € mais rdpida que para a condi¢ao
S, e para a amostra de Hibiscus acetosella, analisada anteriormente, esse fe-
ndmeno foi verificado em pH 6,1. Com base nos resultados, sugere-se que

equilibrios observados para esse meio podem ser descritos pela Figura 24.
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Figura 44 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicagdo de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes a - ao pH 7,22 na condi¢do S e b —
pH 7,12 na condig¢ado D.
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Para o meio levemente alcalino, pH 8,12 (condi¢do S) — 8,16 (condi-
cdao D), com andlise por PCA foram utilizados 2 e 3 fatores, respectivamen-
te, para explicar a variancia dos dados. A utilizacdo de SVD confirmou o
nimero de componentes. A aplicacdo de MCR-ALS recuperou os espectros
e os perfis cinéticos para a amostra na condi¢ao S (Figura 45 — a) e na con-
dicdo D (Figura 45 — b). Os espectros recuperados para a amostra na condi-
cdao D sdo muito semelhantes aos recuperados para a amostra em pH 7,12,
sendo que a maior diferenca dos resultados estd na cinética: para o pH 8,16 a
cinética € mais lenta que em pH 7,12. No entanto, para a amostra em condi-
cao S os espectros sao bastante diferentes dos recuperados para o meio ante-
rior: a amostra na condi¢do S apresenta o espectro representado pela linha
em rosa claro idéntico ao recuperado para a amostra de Hibiscus acetosella
na condi¢cdo D para este valor de pH. Este espectro apresenta um aumento na

intensidade em 460 nm.
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Figura 45 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes ao pH aproximadamente 8,1 nas
condi¢ées -a -Seb - D.
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Neste meio, devem estar presentes estruturas na forma de chalconas
(incolores) e anidrobases (coloridas), sendo que, como mostra o perfil ciné-

tico, o equilibrio se desloca na dire¢do da formac¢do das chalconas.

Para o pH 8,67, a aplicagdo de PCA mostrou que 1 PC foi suficiente
para explicar praticamente toda a variancia dos dados na amostra nao expos-
ta a radiacdo (S), enquanto a amostra exposta a radiacio UV (D) utilizou 3
fatores. O numero de componentes para a amostra nas duas condi¢des foi
confirmado por SVD. A aplicacio de MCR-ALS néo foi possivel para a
condi¢do S, e por isso 0 espectro que representa a espécie presente neste
meio esta apresentado na Figura 46 — a. Para a condi¢do D a aplicacio de
MCR-ALS recuperou os perfis cinéticos apresentados na Figura 46 — b. Pa-
ra a amostra na condi¢do S o espectro apresenta caracteristicas semelhantes
ao espectro apresentado pela amostra ndo irradiada em pH 8,1, representado
pela linha roxa. Para a amostra na condi¢do D o espectro apresenta além da
banda proxima a 580 nm, o aparecimento de uma banda em 460 nm. De a-
cordo com a cinética recuperada pelo método, a espécie colorida se trans-
forma em uma espécie incolor passando por uma forma intermedidria. Na
amostra no exposta a radiacio UV devem estar presentes apenas anidroba-
ses, enquanto que na amostra exposta a radiacdo, devem estar presentes, a-

Iém de anidrobases, as formas de chalcona cis e trans.
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Figura 46 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacdio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes a - ao pH 8,67 na condicdo S e b —
pH 8,47 na condic¢do D.

Em pH 9,32, a andlise de componentes principais no conjuntos de da-
do referente a amostra na condi¢ao S necessitou de 1 fator para explicar a
maior parte da variancia dos dados. A aplicacdao de PCA nos dados da amos-
tra em condicdo D utilizou 2 componentes para explicar a variancia dos da-
dos. A SVD confirmou o numero de componentes sugeridos por PCA. A
amostra na condicdo S ndo pode ser analisada por MCR-ALS por conter a-
penas uma espécie. A Figura 47 — a apresenta o espectro que representa a
espécie presente na amostra na condi¢do S em pH 9,32, enquanto que a Fi-
gura 47 — b apresenta os espectros e seus respectivos perfis cinéticos recupe-

rados pela aplicacdo de MCR-ALS para a condi¢do D.

Para a condi¢do S a regido de 220 a 400 nm do espectro € similar a do
espectro ilustrado pela linha lilds da amostra na condi¢ao D, Figura 47 — b.
Este porém ndo apresenta bandas definidas entre 400 e 750 nm. Os resulta-
dos para este meio foram idénticos aos obtidos para a amostra de Hibiscus

acetosella.
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Figura 47 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes ao pH 9,32 nas condi¢des -a -Se b -
D.

A andlise de componentes principais da amostra em condi¢ao S no va-
lor de pH 9,88 utilizou 3 PCs para descrever a variancia dos dados. A SVD
confirmou o nimero de componentes. Para os dados da amostra na condi¢ao
D a aplicacao de PCA utilizou 2 componentes para explicar a variancia, e
esse nimero de fatores foi confirmado por SVD. Para a amostra na condi¢ao
S, entre os espectros recuperados por MCR-ALS, € possivel observar o es-
pectro da forma cétion flavilico (AH"). Devido ao pH do meio nio existe a
possibilidade desta espécie estar presente. No entanto, como mostra os resul-
tados da cinética para esta forma (Figura 48 — a), a detec¢do de AH™ apenas
no primeiro instante do monitoramento ¢ devido ao fato de que a solucdo
“mae” (solugdo do extrato) estd em meio acido, com valor de pH 2, e ao adi-
cionar a amostra no tampao foi possivel detectar as formas existentes no
primeiro instante provavelmente por alguma falha inicial na agitagdo. Os ou-
tros dois espectros observados sd@o semelhantes aos observados para a amos-

tra em condi¢do D, porém, a amostra ndo exposta a radiacdo UV apresenta
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cinética mais rdpida, como mostra a Figura 48 —b. O resultado para a amos-
tra exposta a radiacdo se assemelha muito ao resultado obtido para a amostra
de Hibiscus acetosella para este meio, j& em comparagdo com a amostra em
condi¢do S, observa-se que para a planta anterior foi detectada apenas um
espectro, que durante o monitoramento de 120 minutos se apresenta mais es-

tavel.

Como neste meio € possivel encontrar as anidrobases em sua forma
1onizada, os espectros com bandas na regido visivel devem estar relaciona-
dos a estas formas coloridas, enquanto que os espectros ilustrados pela linha

de cor verde devem estar relacionados as chalconas.
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Figura 48 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes a - ao pH 9,88 na condicdo S e b —
pH 9,75 na condi¢do D.

Em pH 10,80, a aplicacao de PCA nos dados da amostra em condi¢do
S mostra que sdo necessdrios 2 fatores para explicar a variancia dos dados.

Da mesma forma, para a amostra na condi¢do D foram necessarios 2 com-
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ponentes. No entanto, para as duas condicdes, a decomposi¢do em valores
singulares indicou a possibilidade da presenca de um terceiro fator, o que
levou a aplicacdo de MCR-ALS considerando-se 3 componentes para as du-
as condic¢des. Para a amostra ndo exposta a radiacado, Figura 49 — a, o resul-
tado obtido foi idéntico ao obtido para o meio anterior, at€ mesmo no que
diz respeito a deteccao do céation flavilico no primeiro instante do monitora-
mento. Para a amostra na condi¢ao D, Figura 49 — b, o componente detecta-
do por SVD pode ser uma espécie intermedidria. No entanto, as espécies
presentes para este meio, de acordo com os resultados, devem ser as mesmas
verificadas para o meio anteriormente analisado: anidrobases ionizadas e
chalconas. Como as substincias comecam a se apresentar de forma despro-
tonada a partir de valores de pH mais elevados, a partir de pH 10 espera-se

que as espécies presentes devam estar em suas formas ionizadas.
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Figura 49 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicagdo de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes a - ao pH 10,80 na condi¢do S e b —
pH 10,93 na condig¢do D.
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Para pH 11,83, a andlise por PCA e SVD mostraram a necessidade de
3 fatores para explicar a variancia dos dados da amostra nas condi¢des S e
D. A Figura 50 apresenta os espectros e os perfis cinéticos recuperados pela
aplicagcdo de MCR-ALS para os dados da matriz — a na a condicdo S e - b
para a condicdo D. A Figura 50 — a, referente a amostra na condi¢ao S, a-
presenta perfis muito semelhantes aos observados no meio anterior, no en-
tanto com um espectro ndo detectado anteriormente. Para a amostra na con-
dicdo D, Figura 50 — b, a banda em 580 nm aumenta em intensidade en-
quanto que a banda em aproximadamente 480 nm diminui. O mesmo espec-
tro detectado no meio anterior referente a uma espécie incolor foi recuperado
para a amostra nas duas condi¢des (espectro ilustrado em verde claro), e po-
de ser atribuido as espécies chalcona, sendo que para este meio, as estruturas
devem estar em suas formas ionizadas. Para a condi¢do D, uma terceira es-
pécie, representada pela linha verde escura que aparece como um possivel
intermediério, difere da espécie incolor representada pela linha em verde cla-
ro apenas na regido UV. Os equilibrios existentes neste meio devem estar
relacionados as formas de chalconas cis e trans ionizadas, além de anidroba-
ses, também em sua forma ionizada. Os resultados observados na Figura 50
— b, relativos a condicdo D, se assemelham aos resultados obtidos para o Hi-
biscus acetosella neste mesmo valor de pH. Portanto, sugere-se que possa
estar acontecendo equilibrios de ionizacdo e de isomeria entre a forma cis
Chalcona (C¢) e a trans-Chalcona (Cr), além dos equilibrios envolvendo as
anidrobases em suas possiveis formas ionizadas, ilustrado anteriormente na

Figura 32.
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Figura 50 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes a - ao pH 11,83 na condi¢do S e b —
pH 11,70 na condi¢ao D.

Para o meio extremamente alcalino, pH acima de 12, a aplicacdo de
PCA na matriz de dados da amostra ndo exposta a radiacio UV mostrou a
necessidade de 3 fatores para explicar a variancia dos dados. Esse niimero
foi confirmado pela aplicacdo de SVD. A aplicacdo de PCA nos dados da
amostra exposta a radiagdo UV também mostrou a necessidade de 3 fatores
para explicar a variancia dos dados. Os resultados para a aplicagdo de MCR-
ALS nos dados das amostras nas duas condi¢des estdo apresentados na Fi-
gura 51. Da mesma forma que para o Hibiscus acetosella analisado anteri-
ormente, os resultados foram muito similares entre as condicoes S e D, apre-

sentando diferencas sutis nas bandas dos espectros.
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Figura 51 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicagdo de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Hibiscus sabdariffa referentes ao meio com pH acima de 12 nas
condicdes -a -Seb - D.

Da mesma forma que para a planta anterior, para este meio as espécies
cis-chalcona ionizada, trans-chalcona ionizada e anidrobase quinoidal ioni-

zada devem estar presentes em equilibrio, como mostrado na Figura 35.
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5.9.1.3 — Influéncia de radiacao UV em amostras de Malvaviscus Pendu-

liflorus

A aplica¢do de PCA em cada uma das solu¢bes tampao para a amostra
de Malvaviscus Penduliflorus estd apresentada na Tabela 4. Os resultados
obtidos para esta amostra serdo discutidos na forma de comparagdo com 0s
resultados das amostras de Hibiscus acetosella e Hibiscus sabdariffa na
condi¢do de ndo exposi¢do a radiacdo UV (S) e exposicao a radiagdo UV

(D).

Tabela 4 — Numero de componentes principais em seus respectivos valores
de pH para as amostras de Malvaviscus Penduliflorus sem e
com exposicao a radiacao Ultravioleta.

0 8,12 8.
0 9,32 9,3

08 9% 2 93 3
10,80 10,93

12 12,42 3 12,72 4

2 2 8 2
4 2 12 2
8 2 2 3
10 3 , 3

* PCs = niimero de componentes principais necessario para explicar 100% da variancia dos dados

A Andlise de Componentes Principais Multi-modo (MPCA) foi reali-

zada para verificar a similaridade entre os dados. Para a amostra sem exposi-
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cdo a radiacdao UV, os resultados estdo apresentados na Figura 52, e para a

amostra irradiada Figura 53.
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Figura 52 — MPCA para a amostra de Malvaviscus penduliflorus ndo exposta a radiagdo
UVv.

Para a amostra de Malvaviscus sem agdo de luz UV, a primeira com-
ponente explica 95,68% da variancia total dos dados, enquanto a segunda
componente explica 2,25%. Ao analisar-se PC1 x PC2, sdo formados quatro
diferentes grupos de matrizes. Considera-se que o primeiro grupo € referente
ao meio acido (valores de pH 2,50 e 3,98), o segundo ao meio intermedidrio
(de levemente acido até levemente alcalino: valores de pH 6,13, 7,22, 8,12 e

8,67), o terceiro grupo € formado pelos valores de pH 9,32 e 9,88, e o quarto
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grupo se refere as amostras de pH 10,80 e 11,83. Nestas condi¢des, a amos-
tra analisada em pH 12,42 ndo apresenta similaridade com nenhuma outra.
As amostras representadas do grupo de valores intermediarios de pH e a a-
mostra em pH 12,42 se apresentam separadas no mesmo quadrante (PC1),

porém, pela distancia entre elas, nota-se que nao ha similaridade.

Para o extrato sob radiacdo UV, analisando-se PC1 x PC2, considera-
se que 4 grupos sdo separados como sendo mais similares. Os grupos sepa-
rados nestas condi¢des se assemelham aos grupos separados pela amostra
ndo exposta a radiacdo: o primeiro grupo se separou como meio dcido (valo-
res de pH 2,42 e 4,08), o segundo como meio levemente 4cido até neutro
(valores de pH 5,12, 6,12 e 7,12), o terceiro grupo € formado pelos valores
de pH 9,32 e 9,75, e o quarto grupo refere-se as amostras de pH 10,93 e
11,70. A amostra analisada em pH 12,72 ndo apresenta similaridade com
nenhuma outra. Os valores de pH de 2,42 até 9,32 sdo separados por PCl1,
enquanto os valores de 9,75 até 12,72 sao separados por PC2.

Comparando-se os resultados da aplicacdo de MPCA nos extratos das
diferentes plantas em condicdes S e D, nota-se que a separagdo ocorrida nos
dados da planta Malvaviscus penduliflorus ndo exposta a radiacio (S) asse-
melha-se a observada para a espécie Hibiscus sabdariffa exposta a radiagdo
(D), e o comportamento de Malvaviscus na condi¢do D assemelha-se ao ob-

servado para Hibiscus acetosella na mesma condicao (D).
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Figura 53 — MPCA para a amostra de Malvaviscus penduliflorus sob radiacdo UV.

A Figura 54 apresenta os resultados da aplicagdo de MPCA para os
dados das amostras sem e com exposi¢ao a radiacdo UV analisados simulta-
neamente. Ao se analisar PC1 x PC2, foram separados o meio dcido com le-
vemente alcalino do meio alcalino e também do meio extremamente alcali-
no. Comparando-se os resultados da aplicacdo de MPCA para as amostras
sem e com radiacdo UV, nota-se que existe uma grande semelhanca na for-
ma de separacdo das amostras, e possibilita visualizar que se trata de diferen-
tes matrizes de dados. Comparando-se os resultados da aplicagdo de MPCA
nos extratos das diferentes plantas sem e com radiagdo UV, nota-se que a
separacdo ocorrida assemelha-se a observada para a espécie Hibiscus sabda-
riffa. Porém, neste caso, a PC1 separou os dados da matriz irradiada, en-

quanto a PC2 os dados da matriz ndo exposta a radiacdo.

128



Eu T T T T T

20 .

201 .

Escores em PC2 (6,50%)
=]

401

_Eu 1 1 | | —_—
80 100 120 140 160 180 200

Escores em PC1 (89,93 %)

2,50 398 5,12 6,13 722 8,12 867 932 988 10,80 11,83 12,42

pH 242 4,08 5,12 6,12 7,12 816 847 932 975 1093 11,70 12,72

Figura 54 — MPCA para as amostras de Malvaviscus penduliflorus na condi¢do S (n) e
na condic¢do D (n).

ApOs a estimativa inicial do nimero de fatores para cada matriz foi
aplicado MCR-ALS para a obtenc@o de informagdes sobre os espectros das
substancias puras e suas respectivas concentragdes, assim como foi feito pa-

ra as plantas analisadas anteriormente.
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Em pH 2,50, a anélise por PCA e SVD nos dados da amostra nio ex-
posta a radiacdo mostra que 1 componente é suficiente para explicar a vari-
ancia dos dados. Dessa forma, nao foi possivel a aplicacdo de MCR-ALS. O
espectro que representa a espécie presente neste meio estd apresentado na
Figura 55 - a. Para a amostra exposta a radiacdao UV, a aplicacdo de PCA e
SVD sugerem a existéncia de 3 componentes. No entanto, aplicacdo de
MCR-ALS mostrou que a 3* componente deve servir apenas para a modela-
gem dos ruidos, e por isso foram considerados apenas 2 fatores, como mos-
tra a Figura 55 - b. Para esta planta, o extrato mostra que o maximo de ab-
sor¢ao na regido visivel estd proximo a 510 nm, o que indica que deve estar
presente uma antocianina diferente daquela encontrada para as plantas anali-

sadas anteriormente.

A estabilidade da forma céation flavilico, predominante em meio acido,
na condi¢do S (Figura 55 - a) concorda com os resultados obtidos para as
antocianinas das plantas anteriormente analisadas neste meio nesta mesma
condicdo, porém, o extrato de Malvaviscus é aparentemente mais estivel
quando submetido a radiagdo UV. Observa-se na Figura 55 - b. que a dimi-
nuicdo da regido visivel € proporcional ao aumento na regidao ultravioleta, o
que pode indicar um equilibrio entre as formas colorida (cétion flavilico) e

incolor (carbinol).
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Figura 55 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes a - ao pH 2,50 na condicao S e
b — pH 2,42 na condi¢do D.

A aplicacdo de PCA e SVD na matriz de dados da amostra ndo expos-
ta a radiacdo UV em pH aproximadamente 4 mostra que deve estar presente
apenas uma espécie. Dessa forma, o método MCR-ALS nao pode ser aplica-
do neste conjunto de dados. O espectro que representa a espécie presente
neste meio € idéntico ao recuperado no meio anterior, e estd apresentado na
Figura 56 — a. Para esta condi¢do, as antocianinas presentes em Malvaviscus
Penduliflorus mostram-se tao estdveis quanto aquelas encontradas no Hibis-
cus acetosella, sendo que ambas sdo mais estdveis que as antocianinas moni-
toradas no Hibiscus sabdariffa. Ao aplicar-se PCA e SVD nos dados refe-
rentes a amostra sob condi¢do D, sugere-se a presenca de 2 espécies. Da
mesma forma que para a amostra em condi¢@o S, os resultados obtidos com
a utilizacdo de MCR-ALS sao idénticos aos obtidos para o meio anterior e
estdo ilustrados na Figura 56 - b. Para este meio, espera-se que esteja pre-
sente a forma cdtion flavilico (AH"), e por isso sugere-se que o espectro re-

presentado pela linha continua em cor vermelha seja da espécie cation flavi-
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lico. Como discutido anteriormente, a linha pontilhada pode sugerir o deslo-

camento do equilibrio para a forma carbinol (B).
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Figura 56 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes ao pH aproximadamente 4 nas
condicdes S (a) e D (b).

Para o meio com pH 5,12 os resultados foram bastante similares aos
obtidos para o Hibiscus acetosella, como ilustrado na Figura 57 — a para a
condi¢do S e b para a condi¢do D. A aplicagdo de PCA e SVD nas matrizes
de dados sugere a presenca de apenas 1 espécie para a condi¢do S e 2 formas
que para a condicdo D. Para este meio, a amostra sob condi¢do S apresenta
resultado similar ao observado para Hibiscus acetosella enquanto que para a
condi¢do D, Figura 57 — b, apresenta resultados parecidos aos observados
para a amostra de Hibiscus Sabdariffa. A amostra na condi¢do S segue esta-
vel durante o monitoramento de 120 minutos. O equilibrio proposto para es-
te meio deve envolver as formas cdtion flavilico (AH") e carbinol (B), como

mostrado anteriormente no esquema apresentado na Figura 22.
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Figura 57 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes ao pH 5,12 nas condicdes - a -
Seb-D.

Em pH 6,1, os resultados da andlise por PCA e SVD nos dados da
amostra na condi¢do S sugerem a presenca de 2 componentes enquanto que
para a condi¢do D a os resultados sugerem a presenca de 3 componentes. A
aplicacdo de MCR-ALS para as condi¢des S e D estdo apresentadas na Fi-
gura 58 — a e b, respectivamente. Para este meio, encontram-se presentes
algumas formas incolores que predominam sobre as formas coloridas cha-
madas de anidrobase quinoidal (A). Como as estruturas presentes neste meio
sdo formadas a partir do deslocamento de equilibrio da forma cétion flavilico
(AH™), este mesmo também pode ser detectado neste meio. Neste valor de
pH, o equilibrio ocorre principalmente entre as espécies Carbinol (incolor) e
Quinoidal (colorida), porém, as Chalconas (incolores) podem comecar a apa-
recer. Os equilibrios mais provdveis para este meio foram apresentados ante-

riormente na Figura 24.
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Figura 58 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes ao pH aproximadamente 6,1
nas condi¢des -a - S e b —D.

Em pH 7,22 a aplica¢do de PCA nos dados da amostra em condi¢do S
mostram que 2 componentes explicam praticamente toda a variancia dos da-
dos, o que € confirmado pela aplicacdo de SVD. A aplicacdo de PCA e SVD
na matriz de dados da amostra em condi¢do D também sugere a presenca de
2 componentes. Os resultados da aplicacdo de MCR-ALS para os dois casos
estdo apresentados na Figura 59 — a (condicdo S) e b (condi¢ao D). Os per-
fis cinéticos recuperados mostram que as espécies coloridas estdo presentes
apenas nos primeiros instantes da reacao, tanto para a amostra na condicao S
quanto para a condi¢do D. Os espectros obtidos para a planta Malvaviscus
penduliflorus apresentam perfis diferentes dos recuperados para Hibiscus
acetosella e Hibiscus sabdariffa para este meio, entretanto, é possivel notar
o deslocamento batocomico sofrido em igual extensdo entre Malvaviscus

penduliflorus e Hibiscus acetosella. A principal diferenca no perfil dos es-
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pectros obtidos estd no aparecimento da banda na regido proxima a 410 —

420 nm.
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Figura 59 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes a - ao pH 7,22 na condicao S e
b —pH 7,12 na condi¢do D.

Para os valores de pH 8,12 (condi¢ao S) — 8,16 (condi¢ao D), os resul-
tados da aplicacdo de PCA e SVD sugerem a presenca de 2 e 3 componen-
tes, respectivamente. Os resultados da aplicacao de MCR-ALS, apresentados
na Figura 60, mostram que para as duas condi¢des a banda de mdxima ab-
sor¢do na regido visivel sofre um efeito batocrémico, se deslocando para a
regido proxima a 570 nm. Os espectros recuperados para Malvaviscus pen-
duliflorus, em pH 8,12, estdo de acordo com os obtidos para a amostra de
Hibiscus acetosella quando exposta a radiacdo UV, e com o Hibiscus sabda-
riffa para a amostra ndo exposta. A espécie que, na amostra em condicao S

aparece aumentando sua concentracdo com o tempo (ilustrada pela linha be-
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ge), aparece como uma possivel espécie intermedidria na amostra em condi-

cao D.
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Figura 60 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes ao pH aproximadamente 8,1
nas condi¢des -a - S e b -D.

Para o meio com pH 8,67, a aplicacdo de PCA nos dados da amostra
sob condic¢do S utilizou 2 PCs para explicar 100% da variancia: PC1 99,46%
e PC2 0,54%. Para a amostra exposta a radiacdo UV (D) foram utilizados 3
componentes. Os resultados de SVD confirmaram o nimero de componentes
sugeridos pela aplicacdo de PCA. Dessa forma, aplicagdo de MCR-ALS re-
cuperou o0s espectros e os perfis cinéticos apresentados na Figura 61 — a pa-

ra a condi¢do S e - b para a condicdo D.
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Figura 61 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes a - ao pH 8,67 na condicdo S e
b — pH 8,47 na condi¢do D.

Os espectros recuperados para a amostra na condicdo S sdo bastante
similares aos encontrados no meio anterior (pH 8,1). A amostra na condi¢io
D, no entanto, apresenta um espectro diferente de todos aqueles que ja foram
encontrados (espectro ilustrado pela linha rosada). A cinética apresentada
para este espectro mostra que esta substincia deve estar presente, em peque-
na quantidade, apenas no inicio do monitoramento, podendo ser uma espécie
proveniente do meio acido, que pode ser detectada no primeiro instante da
mistura quando se estd adicionando a amostra na solu¢do tampao. Tanto nes-
te meio quanto para o meio anterior, devem estar presentes estruturas pre-
dominantemente na forma de chalconas (incolores) e anidrobases (colori-

das).

Valores de pH mais elevados favorecem a formacao das anidrobases,
que sdo espécies que absorvem na regido visivel do espectro, e nestas condi-

coes devem aparecer em suas formas ionizadas. Em pH 9,32, a andlise de
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componentes principais aplicada ao conjunto de dados referente a amostra
na condi¢do S necessitou de 2 PCs para explicar a variancia total. Da mesma
forma, a aplicacdo de SVD sugere a presenca de 2 componentes para esta
condi¢do. Os resultados da aplicacdo de PCA e SVD sugerem a presencga de
3 componentes na condi¢do D. A aplicacdo de MCR recuperou os espectros
e seus respectivos perfis cinéticos apresentados na Figura 62 — a para a con-
dicdo S e b para a condi¢do D. Observa-se no perfil cinético recuperado para
a condicdo D um comportamento distinto: uma das espécies diminui sua
concentra¢io, aumentando em seguida. De acordo com trabalhos realizados
anteriormente'”' esse comportamento ocorre devido uma mudanca de ordem
da reacdo decorrente de uma reagcdo consecutiva, a qual pode ser interpretada
de duas formas diferentes. A primeira considera que na solucido existe uma
mistura de anidrobase ionizada (A’) e cis-chalcona (Cc), sugerindo que o
primeiro estagio corresponde a formagao de Cc por A™ da mistura, enquanto
que o segundo representa a formacao de C¢ por Cc. A ultima conversao de-
ve proceder via A" desde que A’ seja convertido para C¢, mais rapidamente
que para Cc. Se esta andlise estiver correta, as absorvancias nos estagios ra-
pido e lento devem ser proporcionais as concentracoes de A” e Cc, respecti-
vamente. Outra interpretacdo para este comportamento cinético, seria consi-
derar a presenca de uma outra espécie que absorve no mesmo comprimento
de onda, uma vez que as antocianinas ndo foram isoladas. De acordo com
Maestri'>, a luz pode causar a interconversdo entre espécies. Sendo assim,
considerando que estes experimentos tenham sido realizados em pH fixo, e

ndo com varia¢do de pH como reportado por McClelland'**'*

, podemos in-
ferir a principio que esta reacdo consecutiva possa ser devido a interconver-
sdo das espécies por incidéncia de luz. Para reforgar a teoria de que a inter-

conversao e, portanto, a mudanga de ordem, deve ser causada pela incidén-
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cia de radiacdo, Carlsen e Stapelfeldt'** comprovaram a existéncia de pro-
cessos fotoquimicos na degradagdo das antocianinas do extrato da Sambucus
nigra L. pela luz ultravioleta. Eles concluiram que o rendimento quantico
para a foto-degradagdo é dependente somente do comprimento de onda da

radiagao.

Este modelo também tem sido aplicado com sucesso no estudo cinéti-
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Figura 62 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes ao pH 9,32 nas condicdes - a -
Seb-D.

Os resultados da aplicagdo de MCR-ALS mostram que a variacao nos
espectros acontece na regido de 280 a 400 nm, tanto para a amostra na con-
dicdo S quanto na condi¢do D. Como todos os espectros recuperados apre-
sentam bandas na regido visivel, os mesmos sdo atribuidos as anidrobases

ionizadas.
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A aplicagdo de PCA e SVD na amostra sob condicdo S em pH 9,88
sugere a presenca de 2 componentes. Para os dados da amostra sob condi¢ao
D a anélise por PCA e SVD igualmente sugerem a presenca de 2 espécies.
Os espectros e seus respectivos perfis cinéticos recuperados por MCR-ALS
foram bastante similares aos encontrados em pH 9,32, e estdo apresentados
na Figura 63 — a para a condi¢do S e b para a condi¢do D. Devido a seme-
lhancga observada, propde-se que os equilibrios presentes devem envolver as
mesmas anidrobases presentes no meio anterior. Um fato interessante obser-
vado neste meio é que a cinética da amostra exposta a radiagdo UV € mais

lenta que para a amostra ndao exposta.
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Figura 63 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes a - ao pH 9,88 na condicdo S e
b —pH 9,75 na condicao D.

A andlise de componentes principais para os dados da amostra ndo
exposta a radiacdo em pH 10,8 utilizou 3 componentes para explicar a vari-

ancia dos dados. A andlise por SVD destes dados igualmente sugere a pre-
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senca de 3 espécies. Para a amostra exposta a radiacdo a andlise dos resulta-
dos de PCA e SVD também sugerem a presenca de 3 componentes. Os es-
pectros e o perfil cinético recuperados por MCR-ALS estdo apresentados na
Figura 64 — a para a condi¢ao S e b para a condi¢do D. Para este meio, as
principais alteracdes nos espectros com relagdo aos espectros obtidos no
meio anterior acontecem na regido entre aproximadamente 300 e 430 nm. A
espécie que aparece como provavel intermedidria na amostra sob condicdo S
(linha rosa pontilhada na Figura 50 — a) apresenta o mesmo perfil espectral
presente desde o principio do monitoramento na condi¢do D (linha rosa soéli-
da na Figura 64 — b). Novamente é possivel verificar pelos perfis cinéticos

recuperados por MCR-ALS uma possivel mudanca de ordem da reagao.
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Figura 64 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes a - ao pH 10,80 na condi¢do S
e b — pH 10,93 na condi¢do D.

Em pH 11,83 a andlise por PCA mostrou a necessidade de 2 fatores
para explicar a variancia dos dados da amostra na condi¢do S e 3 fatores na

condi¢do D. No entanto, para a amostra ndo exposta a radia¢dao, a decompo-
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sicdo em valores singulares indicou a possibilidade de um terceiro fator. A
Figura 65 apresenta os espectros e suas respectivas evolugdes durante o
monitoramento, recuperados por MCR-ALS para as amostras na condicdo a
— S e b D. Os espectros sao idénticos aos observados em pH aproximada-
mente 10,9, tanto para a condi¢cdo S quanto para a condi¢cao D, e novamente

é possivel observar uma rea¢do com mudanca de ordem'*.
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Figura 65 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas
matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes a - ao pH 11,83 na condi¢do S
e b —pH 11,70 na condi¢do D.

Em pH acima de 12 os resultados da aplicacao de PCA e SVD na a-
mostra sem exposi¢do a radiagdo sugerem que 3 fatores explicam pratica-
mente toda a variancia dos dados. Sob condi¢do D os resultados de PCA
mostram a necessidade de 4 fatores para explicar praticamente toda a varian-
cia dos dados, no entanto, a aplicacio de MCR-ALS mostrou que a conside-
racdo do 4° fator para a amostra em condicdo D gera um perfil exatamente

igual ao do 3°. Dessa forma, foram considerados apenas 3 fatores. Os resul-
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tados da aplicacdo de MCR-ALS para as duas condicdes estdo apresentados
na Figura 66. Os perfis dos espectros € suas respectivas cinéticas sao muito
parecidos, no entanto, comparando com os resultados das amostras de Hibis-
cus acetosella e Hibiscus sabdariffa para este valor de pH, os espectros sao
diferentes: a banda presente na regido entre 400 e 460 nm ndo aparece nestas
amostras, e além disso, a regido ultravioleta apresenta bandas diferentes das
encontradas para as amostras anteriores. De qualquer forma, devido o pH do
meio, sugere-se que o equilibrio aconteca entre as formas cis-chalcona ioni-
zada (C¢), trans chalcona ionizada (Cy) e anidrobases ionizadas (A%). Para
a amostra exposta a radiacdo UV, a cinética apresenta novamente uma pos-

sivel mudanca de ordem da reagio'*', como explicado anteriormente.
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Figura 66 — Espectros e perfil Cinético recuperados pela aplicacio de MCR-ALS nas

matrizes de dados de Malvaviscus penduliflorus referentes ao meio com pH acima de 12
nas condi¢cdes -a - Se b - D.
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5.9.2 — Analises de Matrizes Aumentadas

Como se pode observar para as andlises realizadas para as matrizes
individuais, o problema de deficiéncia de posto, ou seja, 0 nimero de espé-
cies presentes na mistura € um dos pontos mais dificeis de resolver. Isso se
deve ao fato de que a maioria dos métodos de andlise de fatores foi desen-
volvida baseando-se em sistemas nos quais nio existe deficiéncia de posto®.
Por exemplo, métodos baseados na decomposicdo de valores singulares fa-
lham na detec¢do do niimero correto de contribui¢do quimica em uma matriz
simples onde existe grande similaridade entre os espectros das espécies ou
perfis de concentracdo que evoluem ao mesmo tempo. Para resolver esse
problema, a estratégia das matrizes aumentadas pode ser uma ferramenta
muito simples, versatil e poderosa. Esta técnica consiste em organizar as ma-
trizes umas sobre as outras, formando uma nova matriz com dimensoes
(IxK, J), onde I é o nimero de tempos (espectros) obtidos em cada pH, J € o
nimero de comprimentos de onda de cada espectro e K € o nimero de ma-
trizes diferentes incluidas na andlise simultinea. Essa forma de aumentar as
matrizes permite analisar a variabilidade entre as amostras com diferentes
valores de pH, resumindo a informagao nos dados com respeito as varidveis
e suas variacoes espectrais. A Figura 67 apresenta a forma em que as matri-

zes foram aumentadas neste trabalho.
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Figura 67 - Forma de aumento das matrizes utilizadas para a aplicagao de MCR-ALS

5.9.2.1 — Analises de Matrizes Aumentadas para Hibiscus acetosella

A aplicacdo de MCR-ALS nos dados da amostra de Hibiscus acetosel-
la sem exposicdo a radiagdo UV, possibilitou a deteccdo de 8 possiveis espé-
cies, enquanto que para a amostra exposta foram detectadas 9. Neste caso, a
maior vantagem de se aplicar a estratégia das matrizes aumentadas (capitulo
4, secao 4.5.4) esta na possibilidade em detectar quais espécies sa0 comuns
em diferentes valores de pH, e como estas espécies evoluem em diferentes
valores de pH, além de facilitar a observacao do efeito da exposicao a radia-
cdo UV. A parte superior da Figura 68 apresenta o espectro puro resolvido
por MCR-ALS para o cation flavilico. A parte de baixo da Figura 68 apre-
senta a evolugdo desta espécie com o tempo e pH quando a amostra foi ana-
lisada com exposicao (linha pontilhada) e sem exposi¢do (linha continua) a

radiacao UV para os 24 experimentos (matrizes de dados) analisados simul-
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taneamente. A evolugdo dos perfis cinéticos (concentragao relativa) apresen-
tado por esta espécie indica que a radiacdo acelera a degradacdo do cation
flavilico, tornando esta espécie mais instavel com o aumento do pH.

O comportamento observado estd de acordo com o esperado para esta
espécie, que deve estar presente somente em meio acido. O aumento obser-
vado no perfil de concentragdo em meio alcalino € causado por ajustes da
equacdo, como por exemplo o uso de restri¢cdes (nesse caso a ndo negativi-
dade), pois sabe-se que o cdtion nao pode estar presente em valores de pH

elevados.
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Figura 68 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para o cétion flavilico (AH") presente na amostra de Hibiscus acetosella com exposi¢io
(linha pontilhada) e sem exposicdo a radiacao UV (linha continua).

A anadlise por MCR-ALS detectou a presenca de uma espécie que pa-
rece ser um intermedidrio entre o cdtion flavilico e outra estrutura, que pode

ser uma forma de anidrobase ou a forma carbinol. Esta espécie esta presente
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em meio 4cido e aumenta sua concentragdo com a degradacio do cation fla-
vilico. Sua maior estabilidade € verificada no intervalo de valores de pH que
vai de 2,4 até 6,1 e para valores de pH acima disso, esta ndo é mais detecta-
da. A parte superior da Figura 69 apresenta o espectro puro resolvido por
MCR-ALS e a parte inferior a evolugdo desta espécie com o tempo e pH
quando a amostra foi analisada em condi¢do S (linha continua) e em condi-
cdao D (linha pontilhada) para os 24 experimentos (matrizes de dados) anali-

sados simultaneamente.

0.2

0.15

Absorbancia

0
220 280 340 400 460 520 580 640 700 760
Comprimento de onda, nm

=== NAO Exposta a radiacdo UV

8 120min
< { ..... Exposta a radiacdo UV

e
-

Concentragdo Relativa

o
oLt | seat -~ gy A4 3 ra 11 13 7, PIPPPELL ome™" . pesne
24 4.0 5.1 6.1 71 8.1 8.5 9.3 9.8 10.9 1.8 12,6 12.6
pH

Figura 69 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para um intermedidrio presente em meio dcido na amostra de Hibiscus acetosella na con-
dicdo S (linha continua) e D (linha pontilhada).

Como em toda reacdo envolvendo equilibrio quimico, a diminui¢ao na
concentracao do cétion flavilico em meio 4cido implica no aumento da con-
centracdo de outra(s) substincia(s). Neste caso, além do intermediario apre-
sentado na Figura 69 a aplicacdo de MCR-ALS mostra que acontece o au-
mento do carbinol (B), apresentado na Figura 70. Os resultados apresenta-

dos na parte inferior da figura, onde estd apresentada a evolucdo da concen-
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tracdo com o tempo e pH, mostram que a evolucdo do carbinol ndo € influ-
enciada pela exposi¢ao a radiagdo, e além disso, que esta espécie deve estar
presente em meio neutro com maior estabilidade: a concentracdo aumenta

com o aumento de pH, apresentando maior estabilidade entre pH 5 e 7.
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Figura 70 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para o Carbinol (B) presente na amostra de Hibiscus acetosella na condicao S (linha con-
tinua) e D (linha pontilhada).

Como mostrado na secao sobre andlise individual de matrizes, a partir
do meio neutro comecam a aparecer as chalconas. A aplicagdo de MCR-
ALS utilizando a estratégia das matrizes aumentadas recuperou o espectro e
os perfis de concentracdo com sua evolug¢do em relagdo ao tempo e pH para
uma substincia que aparece em meio neutro (pH 6,1), que diminui de con-
centracdo a partir do meio alcalino (pH 9,8), como mostra a Figura 71. Com
base na literatura e nos resultados obtidos para as matrizes individuais, suge-
re-se que o perfil espectral, com caracteristicas de a uma substincia que nao
absorve na regido visivel, e o comportamento apresentado por esta espécie,

seja proveniente da forma cis-chalcona. A amostra exposta a radiacio UV
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apresenta-se menos intensa que para a amostra ndo exposta. Assim, a radia-

cao parece influenciar de forma a inibir a formagao destas espécies.

0.2}

0.15—

01—

Absorbancia

0.05

T
|
|
. r —
220 280 340 400 460 520 580 640 700 760
Comprimento de onda, nm

NAO Exposta a radiacdo UV
e — W | Exposta a radiacdo UV

Concentragdo Relativa
N )

.4 4.0 5.1 6.1 71 8.1 8.5 9.3 9.8 10.9 11.8 12,6 126

Figura 71 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma provavel Chalcona (C), presente na amostra de Hibiscus acetosella na condi¢dao
S (linha continua) e D (linha pontilhada).

Em meio neutro podem estar presentes, além das chalconas, formas de
anidrobase quinoidal (A), provenientes do cation flavilico. De acordo com
os resultados obtidos para as matrizes individuais, estas formas podem surgir
em pH neutro, no entanto com baixa estabilidade. A aplicacdo da estratégia
de matrizes aumentadas em MCR-ALS recuperou o espectro para uma espé-
cie que absorve na regido visivel, com as caracteristicas citadas anteriormen-
te, sugerindo que esta espécie seja uma forma de anidrobase quinoidal (A).
A parte superior da Figura 72 apresenta o espectro puro resolvido por M-
CR-ALS para estd espécie. A parte de inferior apresenta a evolucdo desta
espécie com o tempo e pH quando a amostra foi analisada com exposi¢ao
(linha pontilhada) e sem exposi¢do (linha continua) a radiacdo UV para os

24 experimentos (matrizes de dados) analisados simultaneamente. A espécie
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detectada aparece a partir de pH 6,1 mostrando-se bastante instavel at¢ pH
9,3 tanto para a amostra na condi¢do S quanto para a condicdo D. A partir
deste meio, a amostra ndo exposta a radiacao (S) € mais estavel que a amos-
tra exposta a radiacdo (D).

A aplicacao de MCR-ALS recuperou também o espectro e sua evolu-
cdo com tempo e pH para uma espécie que surge em meio neutro (pH 6,1 —
7), tendo sua intensidade aumentada gradualmente até pH 11,8, como mostra
a Figura 73. O mesmo comportamento € observado tanto para a amostra em
condi¢do S quanto em condi¢cdo D. De acordo com o perfil espectral sugeri-
do para a espécie chalcona apresentado na Figura 71 e pelo comportamento
cinético observado, sugere-se que esta possa ser uma forma de chalcona io-

nizada ou um isomero (a chalcona — Cr).
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Figura 72 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para a forma Quinoidal (A), presente na amostra de Hibiscus acetosella na condi¢do S
(linha continua) e D (linha pontilhada).
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Figura 73 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma forma de chalcona (C), presente na amostra de Hibiscus acetosella na condi¢dao
S (linha continua) e D (linha pontilhada).

Em meio alcalino as espécies devem aparecer em suas formas ioniza-
das. No entanto, para este meio, ndo hd muita informacao disponivel a res-
peito dos espectros das espécies presentes. A aplicacdo de MCR-ALS recu-
perou o espectro e o perfil cinético de uma espécie que ndo absorve na regi-
ao visivel do espectro e que aparece em meio extremamente alcalino, como
mostra a Figura 74. Devido a estas caracteristicas, sugere-se que se trata do
espectro e comportamento cinético de uma forma de chalcona ionizada (C).

Em meio extremamente alcalino a solu¢do contendo antocianinas é
colorida. Dessa forma, a aplicacado de MCR-ALS recuperou perfis cinéticos
e espectros diferentes para a amostra nas condi¢des S e D. A amostra na
condi¢do S apresentou o perfil representado pela linha continua em azul, en-
quanto a amostra na condi¢do D apresentou o perfil representado pela linha
pontilhada, como mostra a Figura 75. As referidas espécies surgem em meio

levemente alcalino (pH 8,1), onde mostram estabilidade baixa. A amostra

151



ndo exposta a radiacdo tem sua estabilidade aumentada em meio alcalino,

porém diminui sua concentragdo apos os 120 minutos de monitoramento.
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Figura 74 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma forma de chalcona ionizada (C°), presente na amostra de Hibiscus acetosella na
condi¢do S (linha continua) e D (linha pontilhada).
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Figura 75 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS

para formas de anidrobase ionizada (A’), presentes na amostra de Hibiscus acetosella na
condi¢@o S (linha continua) e D (linha pontilhada).
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A aplicagdo de MCR-ALS nos dados da amostra exposta a radiacio
apresentou em meio alcalino um espectro que nado foi detectado para a amos-
tra ndo exposta a radiacdo. Este espectro e sua evolu¢do com o tempo e pH

esta apresentado na Figura 76.
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Figura 76 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para forma de anidrobase ionizada (AY), presente na amostra de Hibiscus acetosella na
condicdo D.

5.9.2.2 — Analises de Matrizes Aumentadas para Hibiscus sabdariffa

A aplicacdo de MCR-ALS nos dados da amostra de Hibiscus sabda-
riffa na condi¢cdo S possibilitou a detecc@o de 7 possiveis espécies, enquanto
que para a amostra exposta foram detectadas 2 espécies a mais, ou seja, 9
espécies. A parte superior da Figura 77 apresenta o espectro puro resolvido
por MCR-ALS para o cation flavilico, enquanto que a parte inferior mostra a
evolucdo desta espécie com o tempo e pH quando a amostra foi analisada
com exposi¢do (linha pontilhada) e sem exposicdo (linha continua) a radia-

cdo UV para os 24 experimentos (matrizes de dados) analisados simultane-
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amente. Da mesma forma que para o Hibiscus acetosella, a evolu¢do dos
perfis cinéticos (concentracdo relativa) apresentada por esta espécie indica
que a radiacdo acelera a degradacdo do cation flavilico, tornando esta espé-
cie mais instdvel com o aumento do pH. Observa-se também sua presenca
em pH 9,8 devido a um possivel erro na homogeneizagdo da mistura no pri-

meiro instante do monitoramento (como explicado na se¢do anterior).
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Figura 77 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para o cation flavilico (AH") presente na amostra de Hibiscus sabdariffa na condi¢do S
(linha continua) e D (linha pontilhada).

O espectro e sua evolugdo com tempo e pH da espécie carbinol (B)
também foi recuperado pela aplicacdo de MCR-ALS utilizando a estratégia
das matrizes aumentadas, como mostra a Figura 78. O surgimento e desapa-
recimento da espécie acontece de acordo com o observado para a planta an-
teriormente analisada. No entanto, para a amostra na condi¢do D o equilibrio
com a espécie cation flavilico em meio acido € mais evidente: enquanto o

cation flavilico tem a concentragdo diminuida, o carbinol aumenta.
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Figura 78 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para o Carbinol (B) presente na amostra de Hibiscus sabdariffa na condi¢do S (linha con-
tinua) e D (linha pontilhada).

A aplicacdo de MCR-ALS detectou a presenca de uma espécie em
meio neutro com caracteristicas de uma provavel chalcona: um espectro que
ndo absorve na regido visivel e que estd em equilibrio com a espécie carbi-
nol. A Figura 79 apresenta o espectro e os perfis de concentracdo com sua
evolugcdo em relacdo ao tempo e pH para esta substiancia, que com base na
literatura e nos resultados obtidos para as matrizes individuais, pode ser uma
chalcona. A amostra exposta a radiacdo UV aparentemente sofre 0 mesmo
efeito que a amostra ndo exposta. No entanto, foi detectado um espectro para
uma espécie que aparece em meio neutro, nao detectada para a amostra nao
exposta. Baseando-se nas caracteristicas do perfil espectral e no meio em
que esta substincia esta presente, supde-se que esta estrutura possa ser de
uma forma de chalcona. A Figura 80 apresenta o perfil espectral e a evolu-

cdo com o tempo e pH para esta substancia.
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Figura 79 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma provavel Chalcona (C), presente na amostra de Hibiscus sabdariffa na condi¢ao
S (linha continua) e D (linha pontilhada).

o
IS

o
@

Absorbancia
°
n
T
[

T

340

400 460 520

Comprimento de onda, nm

580

640

700 760

0.5

Concentracéo Relativa

i
8.16 8.47 9.75

pH

10.93

11.70 12.72

12.72

Figura 80 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma substancia presente na amostra de Hibiscus sabdariffa na condi¢ao D.

Em meio neutro as anidrobases também podem ser detectadas. Estas

espécies sao provenientes da perda de um préton do cétion flavilico. A apli-

cacdo de MCR-ALS recuperou dois perfis espectrais diferentes, porém que

surgem em meio neutro com caracteristicas de substancia colorida. Devido a
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essa caracteristica e por comparacdo com os resultados obtidos nas anélises
individuais das matrizes, sugere-se que os perfis espectrais com suas respec-
tivas evolugdes de tempo e pH apresentados nas Figuras 81 e 82 devem ser
atribuidos a diferentes formas de anidrobase quinoidal. Com base no meio
em que surgem e desaparecem as espécies, a anidrobase presente na Figura
82 deve sofrer a perda de um préton a mais que da Figura 81: a substancia
apresentada na Figura 82 predomina em meio com pH mais elevado. Infere-
se ainda da Figura 82 que, apesar de apresentar maior intensidade, a amos-

tra quando exposta a radia¢do é mais instavel que a amostra ndo exposta.
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Figura 81 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma anidrobase Quinoidal (A), presente na amostra de Hibiscus sabdariffa na con-
dicdo S (linha continua) e D (linha pontilhada).

Além das formas de anidrobase citadas anteriormente, uma outra for-
ma que absorve na regido visivel do espectro e surge em meio neutro foi de-
tectada. De acordo com a evolucdo com pH e tempo recuperados pela apli-
cacdo de MCR-ALS apresentados na parte inferior da Figura 83, sugere-se

que a substincia presente seja uma anidrobase que sofre a perda de um outro
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proton. Observa-se que esta forma de anidrobase tem sua degradagdo acele-

rada quando exposta a radiagao UV.
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Figura 82 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma anidrobase Quinoidal ionizada (A"), presente na amostra de Hibiscus sabdariffa
na condi¢do S (linha continua) e D (linha pontilhada).
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Figura 83 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma anidrobase Quinoidal ionizada (A2°), presente na amostra de Hibiscus sabdarif-
fa na condi¢ao S (linha continua) e D (linha pontilhada).
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Para o meio alcalino, esta planta apresenta resultados semelhantes aos
obtidos com a aplicacio de MCR-ALS para o Hibiscus acetosella. Com a
aplicacdo da metodologia foi possivel recuperar o espectro e sua evolucao
com tempo e pH para uma espécie que surge em meio neutro (pH 6,1 — 7),
tendo sua intensidade aumentada gradualmente até o meio mais alcalino (pH
acima de 12), como mostra a Figura 84. O mesmo comportamento € obser-
vado tanto para a amostra na condicdo S quanto na condi¢do D. Da mesma
forma que para a planta anterior, sugere-se que esta espécie seja uma forma

de chalcona ionizada.
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Figura 84 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma forma de chalcona (C), presente na amostra de Hibiscus sabdariffa na condi¢ao
S (linha continua) e D (linha pontilhada).

A aplicagdo de MCR-ALS nos dados da amostra exposta a radiacao
UV foi encontrada uma outra espécie ndo detectada na amostra ndo exposta
a radiacdo, como mostra a Figura 85. O espectro mostra que se trata de uma
substancia colorida, e o perfil cinético mostra que esta substincia é bastante

instavel, apresentando uma estabilidade relativamente moderada em valores
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de pH entre 7 e 8. Devido a essas caracteristicas, supde-se que se trata de

uma anidrobase.
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Figura 85 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma substancia presente na amostra de Hibiscus sabdariffa na condi¢do D.

5.9.2.3 — Analises de Matrizes Aumentadas para Malvaviscus pendulifo-
rus

Como mostrado anteriormente nas analises realizadas para as matrizes
individuais, a antocianina majoritaria presente na amostra de Malvaviscus
penduliflorus € diferente da encontrada nas outras plantas estudadas, portan-
to, os espectros devem ser ligeiramente diferentes dos obtidos para estes hi-
biscos. A aplicacio de MCR-ALS nos dados da amostra de Malvaviscus
penduliflorus na condicao S possibilitou a detec¢do de 6 possiveis espécies,
enquanto que para a amostra exposta foram detectadas 8. O espectro do cé-
tion flavilico, presente em meio 4cido, e sua evolucdo com tempo e pH recu-
perados pela aplicacio de MCR-ALS estd apresentado na Figura 86. Em
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compara¢ao com as outras plantas analisadas, a amostra de Malvaviscus
penduliflorus apresenta maior estabilidade para a forma céation flavilico na
condi¢do S (linha continua). Para a condi¢dao D (linha pontilhada) a amostra

apresenta-se mais instavel, da mesma forma que os outros hibiscos.
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Figura 86 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para o cdtion flavilico (AH") presente na amostra de Malvaviscus penduliflorus na condi-
¢d0 S (linha continua) e D (linha pontilhada).

Foi recuperado pela aplicacio de MCR-ALS um espectro e sua res-
pectiva evolucdo com tempo e pH, com caracteristicas semelhantes ao en-
contrado para a espécie carbinol (B) nas amostras anteriores. A Figura 87
apresenta o surgimento e desaparecimento dessa espécie que € semelhante
ao observado para a planta anteriormente analisada. No entanto, para a a-
mostra na condicdo D o equilibrio com a espécie cdtion flavilico em meio
acido € mais evidente: enquanto o cation flavilico tem a concentragdo dimi-

nuida, o carbinol aumenta.
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Figura 87 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para o Carbinol (B) presente na amostra de Hibiscus sabdariffa na condi¢do S (linha con-
tinua) e D (linha pontilhada).

O espectro que pode ser atribuido a uma forma de chalcona para Mal-
vaviscus penduliflorus foi recuperado com a aplicacio de MCR-ALS, e esta
apresentado na Figura 88. A parte superior da figura, onde estd apresentado
o espectro dessa substancia, mostra que se trata de uma espécie incolor, en-
quanto que a inferior da figura, que apresenta a evolu¢do com o tempo e pH,
mostra que esta espécie tem maior estabilidade em valores de pH entre 6,1 e
8,1. O perfil da evolugdo para esta substancia € bastante similar ao observa-
do para esta mesma espécie nas amostras dos Hibiscus analisados.

Uma substancia que surge em meio neutro foi detectada por MCR-
ALS para a amostra na condicao D, e o perfil do espectro assim como sua
evolugdo com tempo e pH estdo apresentados na Figura 89. Pelas caracteris-
ticas apresentadas por esta substancia, como bandas na regido visivel do es-
pectro, e pela observacdo dos resultados obtidos para as analises individuais

das matrizes, sugere-se que a substincia seja uma anidrobase quinoidal em
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uma forma ionizada (A"), surgindo em meio neutro, pH 6,12, e desaparecen-

do em meio alcalino, pH 10,93.
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Figura 88 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma provavel Chalcona (C), presente na amostra de Malvaviscus penduliflorus na
condi¢@o S (linha continua) e D (linha pontilhada).
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Figura 89 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS

para uma provavel anidrobase quinoidal ionizada (A") presente na amostra de Malvavis-
cus penduliflorus na condic¢ao D.
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Em meio levemente alcalino ocorre o surgimento de uma substancia
que possui caracteristica de uma anidrobase. Os espectros e sua respectiva
evolugdo com o tempo e pH, recuperados pela aplicacdo de MCR-ALS estao
apresentados na Figura 90. O espectro apresentado na parte superior da fi-
gura mostra que se trata de uma substincia colorida, enquanto que a evolu-
cdo com tempo e pH, apresentada na parte inferior, indica que em valores de
pH acima de 7 é possivel detectar a presencga desta espécie. Esta substancia é
estdvel em meio alcalino (em valores de pH entre 9,3 e 11,8). No entanto,
quando exposta a radiacdo UV, esta substincia torna-se instavel. Nas andli-
ses individuais das matrizes, observou-se que esta espécie aparece como
uma forma intermedidria em matrizes expostas a radia¢do. Devido as carac-
teristicas apresentadas, acredita-se que se trate de uma anidrobase quinoidal

em uma de suas formas ionizadas
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Figura 90 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma provével anidrobase quinoidal ionizada (A™) presente na amostra de Malvavis-
cus penduliflorus condi¢@o S (linha continua) e D (linha pontilhada).
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A aplicacdo de MCR-ALS recuperou um espectro e os perfis de con-
centragao com sua evolugao em relagdo ao tempo e pH para uma substancia
que aparece predominantemente em meio alcalino. O espectro apresentado
na parte superior da Figura 91 mostra que se trata de uma substancia colori-
da enquanto a parte inferior, que apresenta informacdes sobre a evolugio
com tempo e pH, mostra que a substancia tem estabilidade moderada entre
pH 9,3 e 10,9, sendo instdvel em valores de pH mais elevados. Quando ex-
posta a radiacdo nota-se que a estabilidade € bastante afetada, tornando a
amostra bastante instdvel. De acordo com os valores de pH onde predomina,

esta espécie deve aparecer em equilibrio com a espécie apresentada na Figu-

ra 90.
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Figura 91 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS

para uma provavel anidrobase quinoidal ionizada presente na amostra de Malvaviscus
penduliflorus condi¢do S (linha continua) e D (linha pontilhada).

Em valores de pH acima de 12, a andlise individual das matrizes mos-

tra a presenca de uma espécie que aumenta em concentracio com o tempo.
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Aplicando-se a estratégia das matrizes aumentadas na amostra na condi¢ao
D foi possivel recuperar o espectro de uma substancia com essas caracteris-
ticas, como mostra a Figura 92. A parte superior, que apresenta 0 espectro
dessa substancia, mostra que se trata de uma forma ndo colorida. A parte in-
ferior, que representa a evolugdo da espécie com alteracdo de tempo e pH,
mostra que tal espécie aparece em meio alcalino, e que aumenta exponenci-
almente sua concentra¢do para o meio com pH acima de 12. Devido a essas
caracteristicas € com base nas andlises individuais e nos resultados obtidos
para as outras amostras, sugere-se que esta substincia seja uma forma de

chalcona ionizada.
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Figura 92 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma provdvel chalcona ionizada (C’) presente na amostra de Malvaviscus penduli-
florus na condi¢do D.

Outra espécie detectada em meio extremamente alcalino recuperada
pela aplicacdo de MCR-ALS estd apresentada na Figura 93. Esta espécie

aparece em pH acima de 10 e aumenta sua estabilidade com o tempo, como
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mostra a parte inferior da figura. Esta espécie apresenta comportamento pa-
recido ao da espécie encontrada para a amostra na condi¢do D apresentada
na Figura 92, no entanto, quando esta mostra é submetida a radiacdo, a es-
pécie se transforma em outra. Este fato pode ser confirmado pela anélise in-
dividual da matriz de dados para esta amostra em pH acima de 12. Devido as
caracteristicas da substancia apresentadas nesta andlise, sugere-se que esta
espécie seja outra forma de chalcona ionizada, podendo ser um isdmero da

espécie encontrada na Figura 92.
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Figura 93 — Espectro e respectivo comportamento cinético recuperados por MCR-ALS
para uma provavel anidrobase quinoidal ionizada (A™) presente na amostra de Malvavis-
cus penduliflorus condi¢@o S (linha continua) e D (linha pontilhada).

A andlise dos resultados da aplicacdo de MCR-ALS nos dados das
amostras das diferentes plantas sugerem que as espécies incolores sa0 menos
influenciadas pela radiacdo UV que as espécies coloridas. De acordo com os
resultados, a maioria das espécies incolores tem sua degradacdo acelerada

pela incidéncia de radiacdo UV.
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6. Calculo de Constantes Aparentes de

equilibrio por MCR-ALS em Dados de

Analise por Injecao em Fluxo
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A utilizacdo de MCR-ALS também foi aplicada para dados gerados
por Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis)

126,127 o7 . o7 .
nas amostras de Hibiscus acetosella, Hibiscus

com gradiente de pH
sabdariffa e Malvaviscus penduliflorus. As andlises por injecdo em fluxo fo-
ram realizadas com temperatura mantida a 25° C, monitorando-se durante 10
minutos, incluindo as etapas de limpeza e preenchimento do sistema com

uma nova amostra.

6.1 — Procedimento experimental

Em um sistema FIA a aplicacdo de modelos de calibra¢do de segunda
ordem pode ser feita adquirindo espectros na regiao do ultravioleta - visivel
(UV-Vis) ao longo do tempo. Contudo, a dimensao de tempo deve apresen-
tar informagdes sobre diferentes perfis. Isso pode ser feito provocando-se um
gradiente de pH no qual estejam contidas as espécies que se pretende moni-
torar. Para a construcao deste sistema, foram utilizadas 3 valvulas solendides
de trés vias que operam a 12 Volts e consomem 3 Watts, uma bomba peris-
taltica IPC com tubos de Tygon e tubos de politetrafluoroetileno (PTFE)
com 0,8 mm de didmetro interno (1/32 polegadas), uma fonte de 12 Volts
com poténcia de 24 Watts, um suporte, jungdes em “T” e uma camara de
mistura constituida de acrilico, além de um agitador magnético comum. A
saida do fluxo do sistema descrito acima, representado na Figura 94, pode
ser acoplada a uma célula de fluxo e os espectros obtidos em func¢io do tem-

po em espectrofotometro.
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O sistema deve ser montado de modo que a amostra caminhe continu-
amente através da cela de fluxo, sofrendo uma dilui¢do prévia constante. O

gradiente de pH € gerado injetando-se uma solucdo aquosa de KoHPOy4 de

concentrac¢do 0,05 mol L-! através de uma alca de injecao de 31,5 cm, equi-

valente a 160 pL, e utilizagdo de uma solucdo aquosa de H3PO4 com con-

centracao 0,01 mol L1, como carregador. Em uma das jungdes, deve haver
uma confluéncia do dcido com a amostra diluida, e ap6s a inje¢do, a amostra

conflui com o seguimento que contém a solugdo de KoHPO4 gerando o

gradiente de pH.

@ uro,
@ no

. Amustra
Para a cela de

Fluxe/espectrofotometro Bomba

]
Reatar + barra de .
agitacio ﬁﬂﬁ .
¥

- .
Agitador magmético

Vibhula 1

Figura 94 - Esquema do sistema FIA a ser utilizado. L e D indicam saida do fluxo com
as valvulas ligadas ou desligadas, respectivamente.

Na Figura 94 ¢é apresentado o esquema do sistema FIA proposto. O

controle das vdlvulas € unificado, de forma que sdo ligadas ou desligadas to-
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das a0 mesmo tempo. Inicialmente carrega-se o sistema com os fluidos cor-
respondentes a cada segmento do FIA. Quando as valvulas estdo desligadas,

a solugdo de H3PO4 estd passando pela al¢ca de inje¢do. Assim que as valvu-
las sdo ligadas, o fluxo da solu¢do de H3PO4 € desviado pela vélvula sole-

ndide 3 e por succdo as valvulas solendides 1 e 2 permitem o preenchimento

da alca de injecdo pela solucao de KoHPO4. Apos as vdlvulas serem desli-

gadas, o volume de solucdo da alca € entdo injetado no sistema. A dispersao

do KoHPO4 no H3POy4 gera um gradiente de pH no fluxo. A dispersdo é um

fendmeno caracteristico do FIA, e ocorre em fun¢do do escoamento laminar
dos fluidos dentro do sistema e em funcdo do reator. O fendmeno pode ser
observado na Figura 95, onde os tons de cinza representam quantitativa-
mente a presenca do K,HPO, injetado, e a parte branca representa o carrega-
dor (solucdo de H;PO,). A dispersdo € caracterizada pelo perfil parabdlico.
Dentro do reator esse perfil € homogeneizado dando origem a um fluxo com
concentragdo de K,HPO, varidvel, o que leva a uma variacdo do pH (gradi-

ente).

arabdlico

Figura 95 - llustragc@o do fendmeno de dispersdo que ocorre em um sistema FIA.

Estado inicial Meio do perfil Extremo
{tempo = 0 5) parabdlico do perfil
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6.1.2 - Calibracao do sistema FIA

A fim de garantir que o intervalo de pH do gradiente seja adequado
para os compostos de interesse, o gradiente de pH do sistema foi calibrado
utilizando-se 23 solucdes tampao em uma faixa de pH de 1,9 até 12,4. Essa
calibracao foi realizada utilizando-se uma mistura de indicadores acido-base.
Para a calibracdo, as solucdes tampdo devem ser posicionadas para alimentar
a linha com maior vazao no sistema FIA (linha de d4gua na Figura 94) e uma
solu¢do de indicadores no caminho de menor vazao (a amostra), € 4gua nos
outros caminhos. As solucdes tampao utilizadas devem ser constituidas co-
mo aquelas apresentadas na Tabela 1 deste trabalho, e a solu¢do de indica-

dores composta de uma solugdo aquosa de azul de timol 5,36 x 10™ mol L,
vermelho de metila 2,33 x 10* mol L-1 azul de bromo timol 3x10-4 mol L e
fenolftaleina 1,57 x 107 mol L'l, diluidos em etanol e neutralizados com

NaOH 0,05 mol L-1.

Para encontrar os valores de pH no sistema em fluxo, constréi-se um
modelo de calibragdo multivariada baseado no método dos minimos quadra-
dos parciais (PLS). O conjunto de calibragdo do modelo PLS constitui-se
dos 23 espectros das solugdes tampao com seus respectivos valores de pH na
saida do sistema FIA. Desta maneira, os espectros obtidos a cada segundo

apos a injecdo do KoHPO4 foram relacionados aos valores de pH através da

calibracdo feita utilizando PLS. Pode-se verificar o intervalo de valores de
pH alcangado no gradiente (entre 1,9 e 12,4), assim como a relagdo “tempo

de inje¢ao”/pH.
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As injecOes de fluxo foram realizadas em triplicata e para a aplicacdo
de MCR-ALS, foi utilizada a regidao de 220 a 750 nm e os tempos de 115 a
185 segundos.

O ajuste do modelo PLS desenvolvido, onde foram utilizadas 3 varia-
veis latentes com os dados centrados na média, possibilitou a previsao dos
valores de pH com concordancia bastante satisfatéria, como mostra a Figura
96. A partir do modelo PLS foram previstos os valores de pH gerados pelo
gradiente no sistema FIA, e os resultados estdo apresentados na Figura 97.
Ap06s o ajuste do modelo, os dados obtidos pela andlise por injecdo em fluxo
das diferentes amostras foram tratados com a aplicacdo de MCR-ALS para
obten¢do dos espectros das substancias presentes e suas respectivas concen-
tracdes evoluindo com o gradiente de pH. Foram utilizados os primeiros 22
segundos de monitoramento porque além facilitar a visualizagdo dos resulta-

dos, contém todos os valores de pH.
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Figura 96 — Ajuste do modelo PLS para previsdo de valores de pH em Analise por Inje-
¢do em Fluxo.
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Figura 97 — Valores de gradiente de pH previstos pelo modelo PLS para Anélise por In-
jecdo em Fluxo.

6.2 — Resultados e discussdo:

Para que se pudesse estimar os valores de pK para cada equilibrio, foi

considerado para um 4cido fraco:

_ [HF])[AT]
s = [14]
Assim temos que:
— - _ +1 _ 1o 4]
logK, = —log[H™] — log [15]

[HA]
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Que pode ser simplificada para:

— pH — log 4!
PK, = pH —log .= [16]

Quando a concentragdo das espécies € igual, temos que:
Pk, =pH [17]

Dessa forma, os valores de pK foram estimados quando as concentra-
coes das espécies sao iguais.

Neste trabalho, nao foi realizada uma separacdo severa das antociani-
nas presentes na amostra, o que impossibilita o cdlculo de uma constante es-
pecifica ou a identificacdo de uma estrutura. No entanto, de acordo com uma
pesquisa realizada por Kong e colaboradores'*®, as antocianinas encontradas
em maior abundancia na natureza sdo os glucosideos de cianidina, delfinidi-
na e pelargonidina, respectivamente. Os autores'>® afirmam ainda que estas
antocianinas estdo distribuidas em 80% das folhas pigmentadas, 69% das
frutas e 50% das flores. Dessa forma, os resultados obtidos devem represen-
tar o grupo ou a antocianina predominante. Com base nos resultados obtidos
nas andlises individuais e por matrizes aumentadas realizadas anteriormente
e analises por PCA e SVD, foram considerados 8 fatores para a aplicacdo de
MCR-ALS na amostra de Hibiscus acetosella. No entanto, um dos espectros
nao fornece nenhuma informagdo quimica. Por isso foi entdo considerada a
presenca de 7 espécies. A aplicacdo de MCR-ALS recuperou os espectros
apresentados na Figura 98. Observa-se que os espectros recuperados, apesar

de bastante ruidosos na regido ultravioleta do espectro (abaixo de 300 nm),
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coincidem com aqueles encontrados para as andlises anteriores (matrizes in-
dividuais e aumentadas) das amostras. Para o calculo das constantes de equi-
librio a partir dos resultados das andlises por MCR-ALS foi utilizado o in-
tervalo de tempo de monitoramento entre 1 e 23 segundos por conter todos
os valores de pH. Nos célculos com MCR-ALS foram utilizadas as restri-
coes de ndo-negatividade e closure (fechamento). Como a regido entre 220 e
250 nm se encontrava muito ruidosa, os espectros foram cortados a partir de
250 nm. Os perfis de concentragdo evoluindo com o tempo estdo apresenta-
dos na Figura 99. Para facilitar o célculo das constantes de equilibrio, fez-se
a relacao entre o tempo e valores de pH. Assim, estdo apresentados na Figu-

ra 100 os perfis de concentracdo evoluindo com o pH.
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Figura 98 — Espectros recuperados por MCR-ALS para anélise FIA da amostra de Hibis-
cus acetosella.
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Figura 99 — Perfis de concentracdo recuperados por MCR-ALS para andlise FIA da a-
mostra de Hibiscus acetosella.

Pela Figura 100 observa-se que as espécies cétion flavilico e carbinol
apresentam concentracoes relativas iguais em valor de pH aproximadamente
igual a 2,52. De acordo com as equacoes 14 a 17, o valor de pK pode ser es-
timado para o equilibrio entre as formas cétio flavilico (AH") e carbinol (B)
da antocianina predominante no Hibiscus acetosella € 2,52. A forma carbi-
nol € gerada a partir de uma hidrélise do cation flavilico, e por isso esse e-
quilibrio € representado pela sigla K;. Na literatura, valores proximos a este
a 25°C sao atribuidos a forma malvidina ligada é uma glucose (3,01 —
2,51)'%. 0 equilibrio 4cido-base (K,) sofrido pela forma cétion flavilico
(AH") para gerar a forma anidrobase (A) da antocianina malvidina -3- glu-

130,131
2" com valor

cosideo € relatado por Raymond Brouillard e colaboradores
de pK, = 4,25. Os resultados da andlise por MCR-ALS dos dados do Hibis-
cus acetosella apresentam para este equilibrio um valor de pK, = 4,37. Além
dos cdlculos efetuados por Brouillard, outros trabalhos realizados com o in-
tuito de estimar constantes de equilibrio para as transformacdes ocorridas

nas antocianinas podem ser citados, como por exemplo Borkowski e colabo-
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radores' %, que calcularam faixas de valores de pK(s) para diferentes antoci-
aninas, além de Redus e colaboradores'*® ¢ Pina e colaboradoresl34, que além
do calculo dessas constantes realizam estudos para elucidar as transforma-
coes estruturais sofridas pelas antocianinas.

Além dos equilibrios relatados, o sistema apresenta outros equilibrios
envolvidos. Um equilibrio em particular pode muitas vezes nao ser detectado
devido a velocidade em que ele acontece: o equilibrio entre as formas Carbi-
nol (B) em cis-Chalcona (C¢) acontece muito rapidamente. Alguns autores'*
acreditam que no equilibrio entre as formas AH" ¢ B também est4 presente a
forma Cc. Considera-se assim que na solugdo existe uma mistura de B e C,
como mostra a Equagdo 18. Esta reacdo consecutiva também pode ser inter-
pretada de formas diferentes. A primeira considera que na solu¢io existe
uma mistura de B e C¢, sugerindo que o primeiro estadgio corresponde a for-
macdo de AH" por B da mistura, enquanto que o segundo representa a for-
magdo de AH" por Cc. A ultima conversdo deve proceder via B_ desde que B

seja convertido para AH", mais rapidamente que para Cc.

N Lento Répido‘ C
AH" < B < C [18]

Se esta andlise estiver correta, as absorbancias nos estigios rapido e
lento devem ser proporcionais as concentragdes de B e Cc, respectivamente.

Assumindo que as duas espécies estejam em equilibrio, podemos escrever,
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Aabsor¢aq lenta)_ [Ccl K

_K, 19
[B] [19]

Aabsorgdq rapida)

Como este equilibrio refere-se a uma reacdo de tautomerismo, este
ndo pode ser calculado diretamente pela equacao 17.

Dessa forma, valores de constantes aparentes puderam ser calculados
considerando-se os resultados da aplicagio MCR-ALS (Figura 100) para
algumas espécies em regides onde estas apresentam a mesma concentragado,
e em alguns casos, como em reagdes de tautomerismo e isomeria, pelas dife-
rentes proporgdes das espécies, como explicado anteriormente para o calculo
da constante aparente de equilibrio tautomérico entre B e Cc. As constates

aparentes de equilibrio calculadas estdo apresentadas na Tabela 5.
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Figura 100 — Intervalo contendo perfis de concentragdo variando com o pH recuperados
por MCR-ALS para anélise FIA da amostra de Hibiscus acetosella.
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Tabela 5 — Constantes aparentes de equilibrio encontradas apos a apli-
cacio de MCR-ALS nos dados de Hibiscus acetosella.

Equilibrio pK K (estimado) Literatura
AHt* 2 B+ H* 2,52 K, =3,02x 107 Brouillard""!
AHt 2 A+ H* 4,37 K,=4,27x 107 Brouillard"'

A=A +H" 7,975 1,12x10® Brouillard’

A= Cp 13,684 2,07 x 10 Nio consta

Os valores das constantes calculadas apresentam boa concordancia
com valores propostos pela literatura. A comparacao de alguns valores, prin-
cipalmente os referentes ao meio alcalino nao pode ser realizada, pois estes
ndo estdo disponiveis. Sabe-se que o valor das constantes € influenciado pe-
los grupos ligados &s hidroxilas das antocianidinas, no entanto, a partir das
informagdes obtidas pela aplicacio de MCR-ALS para a planta Hibiscus a-
cetosella e da comparacdo com os valores para as constantes apresentados

pela literatura, sugere-se que a antocianina predominante seja a malvidina.

Para a amostra de Hibiscus sabdariffa a decomposicdo em valores
singulares (SVD) indicou a possibilidade de 5 fatores. Sabendo que a exis-
téncia de ambigiiidade entre os espectros € grande no sistema analisado, fez-
se o teste para quantidades maiores e menores que os valores indicados por
SVD. O aumento no nimero de fatores para um nimero acima de 5 faz com
que a aplicacdo de MCR-ALS indique espectros idénticos, e quando se utili-
za um numero menor que 5, os perfis de concentragdo aparecem mal resol-
vidos. A aplicagdo de MCR-ALS foi realizada considerando-se 5 espécies
presentes, € os espectros recuperados estdo apresentados na Figura 101 en-

quanto a Figura 102 apresenta o perfil de concentra¢des variando com o pH.
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Considerando-se que as chalconas apresentam equilibrio rdpido com a forma
B além de outras formas isoméricas (devido as possiveis ioniza¢des ou perda
de prétons) foram realizadas algumas tentativas de aumento de fatores que
como descrito anteriormente, resultaram em espectros iguais. Algumas for-
mas de antocianinas somente podem ser observadas apds um determinado
tempo de reacdo, como € o caso do equilibrio entre B e Cc. De acordo com
os resultados das anélises individuais, observa-se que as antocianinas prove-
nientes do Hibiscus sabdariffa sao instiveis em comparacdo com as do Hi-
biscus acetosella, o que provavelmente impossibilitou a detec¢do de mais
espécies no sistema. Da mesma forma que para a planta anterior, foram cal-
culadas as constantes para os equilibrios sugeridos pelos resultados da apli-
cacdo de MCR-ALS. Os valores encontrados estdo apresentados na Tabela

6.

— AH4

A-

—CC-

Absorbancia

! w-\i —— O
220 280 340 400 460 520 580 640 700 760
Comprimento de onda, nm

Figura 101 — Espectros recuperados por MCR-ALS para analise FIA da amostra de Hi-
biscus sabdariffa.
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Figura 102 — Perfis de concentracdo recuperados por MCR-ALS para andlise FIA da
amostra de Hibiscus sabdariffa.

Tabela 6 — Constantes aparentes de equilibrio encontradas apés a apli-
cacao de MCR-ALS nos dados de Hibiscus sabdariffa.

Equilibrio pK K
AHt 2B+ HY 3,673 2,12x 10*
AHt =2 A+ H* 4,525 2,99 x 107

A=A +H* 6,797 1,60 x 107

A~ =Cr 12,67 2,14 x 10"

De acordo com os valores para as constantes aparentes de equilibrio
encontrados para as antocianinas do Hibiscus sabdariffa, supde-se que ou se
trata de uma antocianina diferente da predominante no Hibiscus acetosella

ou os grupos ligados (agucares, dcidos) sao diferentes.

A decomposi¢do em valores singulares da matriz de dados da amostra
de Malvaviscus penduliflorus indica que 6 espécies devem estar presentes.
Da mesma forma que para a planta anterior, nao foi possivel detectar todas
as espécies encontradas na andlise individual das matrizes, possivelmente

pelo curto tempo de reagdo permitido pelo fluxo.
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Os espectros recuperados pela aplicacdo de MCR-ALS nos dados da
amostra de Malvaviscus penduliflorus estao apresentados na Figura 103 e os
perfis de concentracio variando com o pH na Figura 104. A partir dos perfis
de concentracdo foram calculadas as constantes para os equilibrios sugeri-

dos, e os valores para as constantes estdo apresentados na Tabela 7.
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Figura 103 — Espectros recuperados por MCR-ALS para andlise FIA da amostra de Mal-
vaviscus penduliflorus.
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Figura 104 — Perfis de concentracdo recuperados por MCR-ALS para andlise FIA da
amostra de Malvaviscus penduliflorus.
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Os valores encontrados para as constantes foram similares aos obtidos
para o Hibiscus acetosella, no entanto, percebe-se pelos espectros que se tra-
ta de outra antocianina, o que ndo permite concluir sobre qual € a antociani-
na predominante em Malvaviscus penduliflorus. Os resultados mostram que
o método de MCR-ALS ¢ bastante eficiente para se trabalhar com misturas
de substincias mesmo em sistemas envolvendo equilibrios complexos, como

¢ o caso dos equilibrios envolvendo antocianinas.

Tabela 7 — Constantes aparentes de equilibrio encontradas apos a apli-
cacio de MCR-ALS nos dados de Malvaviscus penduliflorus.

Equilibrio pK K
AHt* 2B+ HY 2,06 8,81 x 107
AHt = A+ H* 4,37 427 x 107

A=A +H* 8,62 2,40 x 10”
A~ =2C; 13,50 3,16 x 10"

A andlise dos resultados obtidos pela aplicacio de MCR-ALS para as
diferentes amostras, considerando-se as andlises individuais, a estratégia das
matrizes aumentadas e o cédlculo das constantes de equilibrio, sugere que os
equilibrios existentes devem ocorrer a partir da espécie cdtion flavilico
(AH"), presente em meio dcido, transformando-se em carbinol (B) ou em
equilibrio com as anidrobases (A) com o aumento gradativo do pH do meio.
A espécie carbinol (B) aparece em equilibrio com formas de chalcona (C), a
partir de valores de pH acima de 8, comecam a aparecer espécies em suas
formas ionizadas. De acordo com essas suposi¢des, sugere-se que os equili-
brios envolvendo as antocianinas encontradas nas amostras de Hibiscus ace-

tosella, Hibiscus sabdariffa e Malvaviscus penduliflorus, em meio aquoso
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possam ser representadas pelas equagdes de equilibrio apresentadas na Figu-

ra 105.

Cation Flavilico (AH*) Anidrobase Quinoidal (A) lonizacao das anidrobases
(Colorido) ° (Colorido) (Colorido)
¥/ 0
. QY
o : OH" H*|| OH-
- Hy0 [+ H20 R H*1 R

Pseudobase Carbinol (B) Cis-Chalcona (C¢) Anidrobase Quinoidal lonizada (A")
(Incolor) (Incolor) (Colorido)
OH
H* H+1LOH R

R R
HO O 0-Agucar O o o 0 O-Actcar (o} -0 "
Pz , O P ‘ ,
R R O-Acucar
OH o) o 0 o
Trans-Chalcona (Cy) Trans-Chalcona lonizada (C;) Cis-Chalcona lonizada (C¢)
(Incolor)

Figura 105 — Possiveis transformagdes estruturais sugeridas para antocianinas em meio
aquoso em func¢do do pH.

187



7. Conclusoes
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O trabalho desenvolvido mostra que a aplicagdo do método quimiomé-
trico de Resolu¢do de Curvas Multivariadas (MCR) aplicado a dados
cinéticos com monitoramento na regido do ultravioleta-visivel pode ser
uma ferramenta muito ttil no estudo de antocianinas provenientes de

Hibiscus acetosella, Hibiscus sabdariffa e Malvaviscus penduliflorus.

O auxilio da Andlise de Componentes Principais (PCA) e Decomposi-
cdo em Valores Singulares (SVD) foi fundamental na escolha do nu-

mero de espécies presentes em cada situacdo estudada.

O método de Andlise de Componentes Principais Multi-modo (MPCA)
proporcionou uma visualizagc@o global das cinéticas monitoradas, mos-
trando a separacdo de grupos de acordo com o valor do pH e exposi¢ao

a radiagdo ultravioleta.

Para a maior parte dos meios estudados (diferentes valores de pH), a
radiacdo ultravioleta acelera a reacdo e favorece a formacdo de produ-
tos intermedidrios, nao visualizados nos extratos das plantas analisadas

sem radiacao.
A estratégia das matrizes aumentadas tornou possivel uma visualizagdo
geral de quando cada espécie esta presente e quando ela desaparece no

decorrer tempo em todos os valores de pH.

A implantagdo do sistema de gerag¢do automatizada do gradiente de pH

por Andlise por Injecdo em Fluxo tornou possivel com o auxilio do
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MCR-ALS a estimativa dos valores de pKa em cada equilibrio das es-

pécies presentes.

Foi demonstrado que com a aplicacdo destas metodologias conjuntas €
possivel:

» Investigar o comportamento cinético e as transformacoes estrutu-
rais das antocianinas em diferentes valores de pH.

» Determinar o perfil espectral bem como as concentracdes relativas
das espécies em equilibrio em diferentes valores de pH;

» Identificar algumas das espécies envolvidas no equilibrio quimico
no intervalo de pH 2-12.

» Calcular constantes aparentes de equilibrio.

» Mostrar que a radiagdo influencia na cinética das antocianinas para

a maioria dos meios estudados.

Além disso, a aplicacdo destas metodologias conjuntas permitiu extra-
ir informa¢des mesmo se tratando de uma mistura complexa. Isto nédo se-
ria possivel mediante aplicacdo de métodos analiticos convencionais co-
mo também nao seria possivel obter os valores das constantes de equili-
brio com valores muito proximos daqueles obtidos em solugdes de anto-

cianina purificada.
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