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RESUMO

Cynara scolymus L. € uma espécie vegetal com propriedades farmacoldgicas importantes na
manutencdo da saude humana em razdo da multiplicidade de compostos quimicos, ou
metabolitos secundarios, presentes em sua constituicdo. Para controle de qualidade dessa planta
e seus derivados e comprovacdo de sua autenticidade, a exemplo dos medicamentos
fitoterapicos, geralmente sdo utilizadas abordagens multicomponentes que possibilitam a
obtencdo de uma impressao digital confidvel da espécie para fins regulatorios. Nesse contexto,
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE) é a técnica analitica mais empregada e a
acetonitrila (MeCN) se notabiliza como solvente mais utilizado no desenvolvimento de tais
métodos de analise, o que acarreta em consideraveis impactos ao meio ambiente. Diante desse
cenario, esse trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de um método em CLAE
para o extrato hidroetanolico das folhas de alcachofra visando aplicar principios da Quimica
Analitica Verde, com o uso de etanol (EtOH, uma alternativa mais ambientalmente amigavel)
como modificador organico e a partir de uma perspectiva heuristica em razdo da complexidade
da matriz. Preparou-se por maceracdo o extrato hidroalcodlico das folhas de alcachofra.
Utilizou-se Extracdo em Fase Sélida (EFS) para desenvolver uma metodologia em clean-up
envolvendo diferentes proporcbes de misturas binarias de EtOH/H20 e, apds a elucidacdo da
metodologia mais seletiva para os analitos de interesse, realizou-se uma triagem de cinco
variaveis cromatograficas por meio de um Planejamento Fatorial Fracionario de resolucéo V.
As varidveis estatisticamente significativas foram investigadas em um planejamento Doehlert,
e as respostas monitoradas foram o nimero de picos cromatogréaficos (n) e a distribuicdo destes
ao longo do cromatograma (GCFR). Modelos quadraticos foram estimados, tiveram o ajuste
avaliado e as condi¢des cromatograficas 6timas — 5% de porcentagem inicial de EtOH (solvente
B) como solvente organico no gradiente e 35°C de temperatura de anélise - foram elucidadas
através de suas respectivas superficies de resposta. Experimentos confirmatérios realizados em
triplicata comprovaram a otimizacdo e a capacidade preditiva dos modelos. O método
desenvolvido teve impacto ambiental menor e melhor performance cromatografica do que o
método de referéncia. Por fim, o método desenvolvido foi validado qualitativamente e se
mostrou aplicavel até mesmo a equipamentos CLAE convencionais, desde que em pressdes

méximas de 15 MPa.

Palavras chave: Cynara scolymus. Fingerprinting cromatografico. Planejamento experimental.

Quimica Analitica Verde



ABSTRACT

Cynara scolymus L. is a plant species with important pharmacological properties in the
maintenance of human health due to the multiplicity of chemical compounds, or secondary
metabolites, present in its constitution. For quality control of this plant and its derivatives and
proof of its authenticity, e.g. herbal medicines, multicomponent approaches that allow the
obtaining of a reliable fingerprint of the species for regulatory purposes are often used. In this
context, High Efficiency Liquid Chromatography (HPLC) is the most used analytical technique
and acetonitrile (MeCN) highlights as the solvent most used in the development of these
methods of analysis, which results in considerable environmental impacts. In view of this
scenario, this work had as main goal the development of a HPLC method for the hydroethanolic
extract of artichoke leaves aiming to apply principles of Green Analytical Chemistry, with the
use of ethanol (EtOH, a more environmentally friendly alternative) as organic modifier and
from a heuristic perspective due to the complexity of the matrix. The hydroalcoholic extract of
the artichoke leaves was prepared by maceration. Solid-Phase Extraction (SPE) was used to
develop a clean-up methodology involving different proportions of binary EtOH / H2O mixtures
and, after elucidating the more selective methodology for the analytes of interest, five
chromatographic variables were screened by means of a Fractional Factorial Design of
resolution V. Statistically significant variables were investigated in a Doehlert design, and the
monitored responses were the number of chromatographic peaks (n) and their distribution along
the chromatogram (GCFR). Quadratic models were estimated, their fit was evaluated and
optimal chromatographic conditions - 5% of initial percentage of EtOH (solvent B) as organic
solvent in the gradient and 35 ° C of analysis temperature - were elucidated through their
respective response surfaces. Confirmatory experiments performed in triplicate confirmed the
optimization and predictive capacity of the models. The developed method was
environmentally friendlier and with better efficiency in relation to the reference method. Finally,
the method was validated qualitatively according to international recommendations and proved
to be applicable even with non-state-of-the-art HPLC equipments, at maximum pressures of 15
MPa.

Keywords: Cynara scolymus. Chromatographic fingerprinting. Design of Experiments. Green

Analytical Chemistry
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1 INTRODUCAO

1.1 Alcachofra

A alcachofra (Cynara scolymus L.) é uma planta perene e herbacea que geralmente
atinge de 1 a 1,75 metros de comprimento e pertence a familia Asteraceae (também conhecida
como Compositae), subdividida em aproximadamente 920 géneros que abrangem cerca de 19
mil espécies de distintas peculiaridades. E caracterizada por folhas grandes, talos longos com
algumas ramificacGes e um grande e volumoso capitulo floral formado por um receptaculo
carnoso e, implantadas sobre calices com brécteas, ha vérias flores que aparecem durante o
verdo e apresentam uma tonalidade que varia de azul a purpura. A espécie, que deve ser
cultivada por volta do outono e inverno e possui um tempo de germinacdo de 15 dias, tem
preferéncia por solos humosos, silicosos, argilosos, profundos, drenados e com pH por volta de
6,5; além de um ambiente rico em umidade, sol e protegido de ventos fortes (ALONSO,1998;
CASTRO,1995; NOLDIN et al.,2003; COSTA et al., 2009; SCHUTZ et al, 2004).

Cultivada principalmente na Europa, onde suas inflorescéncias imaturas (folhas
carnosas e receptaculos) sdo um ingrediente importante da dieta mediterranea, a alcachofra é
considerada um Patrimdnio Cultural Intangivel da Humanidade. Também tem sido cultivada ha
mais de um século na América do Sul, onde sua producdo apresenta constante crescimento
(LOPEZ-MOLINA et al., 2005; LUTZ, HENRIQUEZ, ESCOBAR,2011; UNESCO, 2010;
ROMANI et al., 2005). A espécie é reconhecida como um vegetal saudavel e nutritivo visto que
sua constituicdo reune &cidos fendlicos, proteinas, minerais, fibras e fruto-oligossacarideos.
(ROMANI et al., 2005, PANDINO et al., 2010, WU et al., 2013, ZHU, ZHANG, LO, 2004).

Figura 1: Cynara scolymus L. (alcachofra)

Fonte: Portal da Revista Globo Rural na internet?

!Disponivel em: < http://revistagloborural.globo.com/GloboRural/0,6993,EEC1705452-1641,00.html>. Acesso
em 17 ago. 2017.
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Também, os extratos de folhas de alcachofra tém sido usados na medicina popular por
séculos, principalmente devido as suas atividades coleréticas, diuréticas e hipocolesterolémicas
ou exercendo papel como suplementagdo alimentar (BUNDY et al., 2008; FRITSCHE et al.,
2002; RODRIGUEZ, GIMENEZ, VASQUEZ, 2002). Consequentemente, uma multiplicidade
de preparacbes farmacéuticas e suplementos alimentares contendo as folhas e flores de
alcachofra estdo disponiveis no mercado (SCHUTZ et al., 2006). Esses usos tradicionais tém
apoio por investigacdes cientificas ao longo dos anos. Por exemplo, propriedades
antimicrobianas, inibicdo do estresse oxidativo e dispepsia, acdo hipoglicémica e melhora os
sistemas gastrointestinal e urinario também s&o reportados na literatura (SCHUTZ et al., 2006;
ZHU et al., 2004; ZAPOLSKA-DOWNAR et al., 2002; MARAKIS et al., 2002; HOLTMANN
et al., 2003; FANTINI et al., 2011). As atividades bioldgicas da espécie tém sido associadas
com metabolitos secundarios tais como &cidos cafeoilquinicos (como o acido 1,3-Di-O-
cafeoilquinico, ou cinarina), flavonoides (como a luteolina-7-rutinosideo) e lactonas
sesquiterpénicas, a exemplo da cinaropicrina (ZHU et al., 2004; BUNDY et al., 2008; NOLDIN
etal., 2003; COSTA et al., 2009).

No Brasil, sobretudo devido as suas propriedades farmacol6gicas e ao uso
generalizado como alternativa terapéutica, a alcachofra é uma das 71 plantas medicinais
presentes na Relacdo Nacional da Plantas de Interesse do SUS (Renisus), uma lista divulgada
pelo Ministério da Saude em 2009, cuja finalidade é orientar estudos e pesquisas que subsidiem
a elaboracéo de fitoterapicos de baixo custo ,0s quais ,apds receberem aprovacéao pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),tornem-se disponiveis a populacéo (BIBLIOTECA
VIRTUAL EM SAUDE, 2009).

1.2. Fingerprints cromatograficos

O desenvolvimento de medicamentos seguros e eficazes a partir de plantas é uma
tarefa dificil visto que o material vegetal pode ser constituido de multiplos compostos que
interajam de modo sinérgico no que se refere a sua influéncia nas propriedades globais da
espécie (LIANG, XIE, CHAN 2004; LIANG, XIE, CHAU. 2010; QIAN et al., 2007, XIE et al.,
2006). Nesse contexto, deve-se priorizar uma abordagem multicomponente para padronizacao
e controle de qualidade de plantas medicinais e seus derivados, bem como 0 monitoramento de

seu processo de extracao.

Com o objetivo de atender a tais propdsitos, varias agéncias internacionais, a exemplo
da US Food and Drug Administration (FDA), European Medicines Evaluation Agency (EMEA)
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e até mesmo a Organizacdo Mundial da Saude sugerem o desenvolvimento de fingerprints,
(impressbes cromatogréficas),estratégias Uteis que indicam um padrdo distintivo de picos
visando a comprovacao de autenticidade e a identificagdo de compostos, 0s quais apresentam
variacdes relacionadas a sazonalidade, cultivo e secagem do material vegetal, no caso de
matrizes complexas como as plantas. Assim, o fingerprint, combinado com técnicas adequadas
de deteccdo, pode ser usado para atestar os efeitos terapéuticos originarios dos metabolitos
secundarios da planta (LI et al.,2006; THE EUROPEAN AGENCY FOR THE EVALUATION
OF MEDICINAL PRODUCTS 2001; TISTAERT, DEJAEGHER, VANDER HEYDEN, 2011;
US FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2004, ORGANIZAQAO MUNDIAL DA
SAUDE,1991; LIANG, XIE, CHAU,2010).

De modo pragmatico, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), integrada
a espectroscopia UV (Ultravioleta) ou MS (Espectrometria de massas), se notabiliza como a
técnica analitica mais utilizada para separacdo, quantificacao e identificacdo de substancias de
interesse para analises multicomponentes ou desenvolvimento de fingerprints cromatograficos
em razdo de suas vantagens como facil operacdo, alta resolucdo, seletividade, sensitividade,
automatizacao e capacidade de andlise de varias substancias. Entretanto, os pesquisadores
geralmente tém usado solventes como acetonitrila (MeCN) em tais estudos, incluindo os de C.
scolymus. Embora seja dotada de propriedades fisico-quimicas desejaveis do ponto de vista
cromatografico, como alta miscibilidade em agua, baixo comprimento de onda corte, baixa
viscosidade e habilidade de solvatar varios compostos, a acetonitrila é toxica e poluidora,
gerando residuos de alto custo e, por consequéncia, configurando um cenério contraditorio no
estudo de plantas medicinais (ALAERTS et al., 2010; NEUE, MENDEZ, 2007; TISTAERT,
DEJAEGHER,VANDER HEYDEN, 2011; WELCH et al., 2010; GABER et al., 2011;
HUTCHINSON et al., 2012; HENDERSON et al., 2011; TOBISZEWSKI, NAMIESNIK 2017,
FUNARI et al., 2014).

1.3. Planejamento de experimentos

Métodos cromatograficos para controle de qualidade de uma planta medicinal devem
ter seu desenvolvimento conduzido por uma perspectiva heuristica em razdo da complexidade
da matriz, e 0 uso de planejamento de experimentos (Design of Experiments, ou DoE) pode ser
proveitoso para se atingir tal objetivo (FUNARI et al., 2014). Em oposi¢do a abordagem
univariada (ou ‘tentativa e erro’), DoE é uma abordagem multifatorial que possibilita uma
avaliagdo simultanea, imparcial e sistematica de fatores de interesse no desenvolvimento do

método para fingerprinting, além da obtencdo de méxima informacao dos dados experimentais
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com um namero reduzido de experimentos, economizando tempo e recursos. Além disso, DoE
permite que os pesquisadores identifiquem interagdes entre os fatores investigados e construam
superficies de resposta, Uteis para prever condicdes experimentais consideradas otimas.
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; BREITKREITZ; SOUZA; POPPI, 2014).
Por fim, visando responsabilidade do ponto de vista ambiental, a selecdo de fatores a serem
avaliados, a funcdo e/ou resposta adotada a ser monitorada e até mesmo o planejamento
experimental escolhido devem considerar principios da Quimica Analitica Verde (Green
Analytical Chemistry ou GAC; GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK, 2013).

1.4. Quimica Analitica Verde

A Quimica Analitica Verde (GAC) suscitou a partir da Quimica Verde em 2000,
preocupada principalmente em tornar as préaticas laboratoriais mais ambientalmente amigaveis.
O aspecto mais desafiador desse ambito de estudo tem sido alcangar o equilibrio entre a
qualidade das andlises quimicas e os pardmetros ambientais. Pragmaticamente, alguns dos
conceitos e principios da Quimica Verde (conforme idealizados por Anastas e Werner, segundo
as necessidades da quimica sintética) ndo podem ser diretamente aplicados a Quimica Analitica,
a exemplo da ideia de ‘economia de dtomos’. Desse modo, esses principios precisaram ser
revisados e reformulados visando uma aplicabilidade mais ampla (NAMIESNIK, 2000;
ARMENTA; GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2008; KOEL; KALJURAND,2006;
ANASTAS; WARNER, 1998; TOBISZEWSKI; MECHLINSKA; NAMIESNIK, 2010).

Nesse contexto, os 12 principios da GAC, idealizados por Gatuszka e colaboradores (2013)

s80 0s seguintes:

1. Técnicas analiticas diretas devem ser utilizadas para evitar tratamento de amostra;
2. O tamanho e quantidade das amostras devem ser 0s minimos possiveis;

3. Medicdes in situ sdo priorizadas;

4. Processos e operagdes analiticas devem ser integrados;

5. Métodos automatizados e miniaturizados sdo preferiveis;

6. Deve-se evitar derivatizacao;

7. Geracao de uma grande quantidade de residuos deve ser evitada e um manejo adequado dos

mesmos deve ocorrer;

8. Métodos multi-analito ou multiparamétricos sao priorizados;



9. O gasto de energia deve ser minimizado;
10. O uso de reagentes oriundos de fontes renovaveis € prioritario;
11. Reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12. A seguranca do analista deve aumentar.

20
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho é desenvolver um método em CLAE-DAD para a obtengédo

de uma impressdo digital cromatografica representativa do extrato hidroetanolico de Cynara

scolymus L. com a aplicacdo de principios da Quimica Analitica \erde, de modo que a

abordagem utilizada seja heuristica, visando confiabilidade analitica com economia de tempo e

recursos mesmo diante da complexidade da matriz, e utilizando etanol (EtOH) como solvente

organico, uma alternativa biodegradavel, oriunda de fontes renovaveis e com producéo

abundante na regido de Bauru.

2.2 Objetivos especificos

Reproduzir um trabalho de referéncia da literatura (com MeCN como solvente na fase
movel) para nortear o desenvolvimento do método com EtOH como solvente organico;
Preparar o extrato hidroetandlico das folhas de Cynara scolymus;

Desenvolver metodologia em clean-up utilizando extracdo em fase solida (SPE) com
misturas binarias de EtOH e H,0;

Realizar a triagem de variaveis e a otimizacdo cromatografica através de planejamentos
experimentais e a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM);

Realizar a Analise de Variancia (ANOVA) e experimentos confirmatérios para
confirmar o ajuste dos modelos multivariados propostos e sua capacidade preditiva;
Quantificar o impacto ambiental e a performance cromatografica do método
desenvolvido com EtOH, estabelecendo comparacGes com o método da literatura;
Validar qualitativamente o fingerprinting metabdlico segundo recomendacgdes

internacionais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes utilizados:

Solventes grau PA: Acetona (Synth®), acetato de etila (Synth®), acido acético (Synth®) e

etanol (EtOH) (Synth®);

Solventes grau HPLC: Acetonitrila (MeCN) (TEDIA®), metanol (MeOH) (TEDIA®), EtOH

(TEDIA®), agua purificada em sistema Milli-Q e &cido trifluoroacético (TFA) (TEDIA®).

3.2 Pesquisa bibliografica para selecdo de método de referéncia para anélise do extrato

hidroetanolico das folhas de C.scolymus L.

Foram realizadas consultas minuciosas de artigos que envolviam métodos de anélise de
C. scolymus por CLAE nas bases de dados: Scielo, Web of Science, Google Scholar, SciFinder
e Athena (base de dissertacdes e teses da UNESP). Com base em critérios cromatogréaficos
como método de andlise, fase movel, fase estacionéria, vazdo, temperatura, parte da planta
usada para extra¢do e numero de picos obtidos no cromatograma, foi escolhido como trabalho
de referéncia o dos autores Negro e colaboradores (2012), o qual também apresenta separacao

e resolucdo desejaveis e picos com distribuicao gaussiana.

Nesse trabalho os autores estudaram as folhas e capitulos de C. scolymus.
Resumidamente, 0,5 g de cada amostra foram incubadas durante 1 ha 4 C em 5 mL de acetona:
EtOH: MeOH (70:15:15, v/v/v). O sobrenadante foi recolhido e o residuo foi ressuspendido em
5 mL de acetato de etila e incubado a 4°C durante 1 h. Os 2 sobrenadantes foram concentrados
separadamente até a secura em um evaporador rotativo, ressuspendidos com MeOH e reunidos
e aliquotas de 10 pL foram analisadas por CLAE. Nas analises por CLAE foram utilizadas uma
coluna analitica de fase reversa Luna C1g (Phenomenex®, 250 x 4.6 mm, 5 um, Torrance, Calif.,
U.S.A.), como fase estacionaria, e a fase movel era composta por ACN: H20 95:5 (v/v) +0,01%
de TFA (solvente B) e H20O + 0,01% de TFA (solvente A). O método de analise do trabalho de
referéncia possui tempo total de 47 minutos, com vazéo de 1,0 mL.min%, cuja programacéo de
eluicdo é 90: 10 (A: B) em 0 min variando para 50: 50 até 30 min, e variando novamente para
0:100 (A:B) até 30 min, ficando nessa proporcéo até 47 min. As analises foram realizadas em
um cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Beckman-Coulter System Gold®
(Fullerton, Califérnia, EUA). O cromatograma obtido pelos autores do artigo selecionado

apresentou 14 picos (Figura 2).
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Figura 2: Cromatograma do perfil das folhas de C. scolymus do trabalho de referéncia.
Fonte: Negro et al. (2012)

3.3 Obtencao do material vegetal

As folhas de C. scolymus L. foram cedidas pela empresa Centroflora Extratos Vegetais
(Lote: 200112.122), sediada na cidade de Botucatu-SP.

3.4 Preparacdo do extrato

As folhas de C. scolymus foram submetidas a moagem em moinho de facas e separadas
em particulas de tamanhos entre 250 a 850 um de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010).
O po6 da planta foi macerado: 9,9879 g do p6 foram imersos em 100,0 mL da mistura extratora
de EtOH/ H20 (7:3, v/v) na proporcdo 1:10 (material vegetal/mistura extratora) durante 144
horas. A mistura extratora foi substituida a cada 48 horas. Apds a extracdo, a solucdo foi
colocada em um evaporador rotativo, da marca Buchi®, sob pressdo reduzida, em temperatura
de 50 °C para eliminacdo dos solventes, resultando no extrato hidroalcodlico das folhas de C.
scolymus. O extrato foi transferido para um vidro tarado e deixado em de banho aquecido, da
marca Marconi®, a 45°C até completa eliminagdo de &gua, resultando em 2,8487 g de massa.

O extrato foi armazenado na geladeira a -8 °C para posteriores analises.
3.5 Clean-up do extrato hidroalcodlico das folhas de C. scolymus

Para avaliar a eficiéncia do clean-up aplicando principios da Quimica Analitica Verde,
foram utilizados os solventes EtOH e H>O e cartuchos Sep-pak Cis (500mg/3mL, 75 um, 70 A,
Strata-E, Phenomenex®). Foram avaliadas duas metodologias de clean-up: uma aplicando

apenas trés eluicbes e outra aplicando apenas uma eluicdo, sendo que em ambas foram




utilizados aproximadamente 50 mg de extrato. Na primeira metodologia, 50 mg do extrato
foram solubilizados em 2 mL de uma mistura de EtOH: H2O na proporgdo 1:9 (v/v). A
solubilizacéo foi assistida em ultrassom (equipamento Soniclean 2PS Sanders®) durante 30
minutos. O cartucho Cig foi ativado com EtOH, ambientado com 6 mL da fase movel 1:9
EtOH:H,O (v/v) e em seguida o sobrenadante da amostra foi aplicado no cartucho.
Posteriormente, a amostra no cartucho foi eluida com os solventes EtOH e H>O em trés
proporcdes diferentes e volumes de 2mL: EtOH: H>0 1:9 (v/v), EtOH: H.O 1:1 (v/v) e EtOH
100%. As fracBes obtidas foram denominadas: fr 1:9; fr 1:1 e fr 100% EtOH, respectivamente.
Na segunda metodologia, 50 mg do extrato foram solubilizados em 1 mL de uma mistura de
EtOH: H20 na proporcéo 7:3 (v/v), também com solubilizag8o assistida em ultrassom durante
30 minutos. O cartucho foi ativado com 6 mL de EtOH e o sobrenadante foi aplicado e eluido
com a fase movel EtOH:H>O 7:3 (v/v), resultando a fragdo ‘fr 7:3’. Todas as fragdes foram
filtradas em microfiltros de PTFE de poros de 0,45 pum (SimplePure — Allcrom®) e 10 uL de
cada uma foram injetadas no sistema CLAE-DAD no método de elui¢do de Negro et al. (2012),
com coluna analitica de fase reversa Luna Cis (Phenomenex® 250 x 4.6 mm d.i.,, 5 pm,
Torrance, Calif., U.S.A)).

3.6 Andlises multivariadas — Planejamento Fatorial Fracionario e Planejamento Doehlert

Inicialmente, cinco fatores foram avaliados através de um Planejamento Fatorial
Fracionario de resolugdo cinco (2v°?) para a triagem de variaveis (porcentagem inicial de EtOH
no gradiente, porcentagem final de EtOH no gradiente, temperatura de analise, porcentagem de
acido acético na agua e vazao), com niveis baseados nos tempos de retencdo do primeiro e
ultimo picos dos cromatogramas oriundos de andlises preliminares, conforme descrito na se¢éo
4.4. Em seguida, os fatores considerados estatisticamente significativos foram identificados
visualmente com o auxilio de graficos normais e foram avaliados através de um planejamento
Doehlert, visando a obtencdo de um modelo matematico que indicasse as condigdes
cromatograficas 6timas para um fingerprint representativo do extrato de alcachofra. Em ambos
os planejamentos se injetou 20 uL da fragdo ‘7:3’ e utilizou-se etanol como solvente organico
na fase movel. Duas respostas foram monitoradas: o ‘numero de picos’ contidos nos
cromatogramas dos ensaios experimentais (n) ¢ a funcdo ‘Green Chromatographic
Fingerprinting Response’ (GCFR), desenvolvida por Funari e colaboradores (2014) e definida
pela equacdo (1):
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GCFR = n*(FP/MP)(n/t) (Eq. 1)

Onde n é o nimero total de picos no cromatograma, x € um expoente de n (0, 1 ou 2
dependendo da importancia ou peso que se deseja dar para 0 nimero de picos obtidos), t € o
tempo total da corrida cromatogréfica, FP é o nimero de picos na metade do cromatograma
com menor nimero de picos e MP é o nimero de picos na metade do cromatograma com maior
numero de picos. A relacdo (n/t) fornece a eficiéncia do processo de obtencdo de informacéo
quimica, isto é, a informacdo adquirida (n) em razdo do tempo, além de uma visdo geral a
respeito do gasto de recursos. Desse modo, é possivel obter uma compensagdo entre a
quantidade de picos cromatograficos e sua distribuicdo homogénea no cromatograma, além do
tempo do ensaio experimental, da otimizagdo da extracdo de informacao quimica das analises
e da compatibilidade com o0 ambiente sustentavel e viscoso ocasionado pelo uso de etanol como

fase movel com colunas e equipamentos convencionais (FUNARI et al., 2014).

Ap0s os resultados obtidos, estimou-se 0s modelos empiricos locais que relacionavam
as variaveis significativas as respostas escolhidas por meio do Método dos Minimos Quadrados,
através do qual o quadrado dos residuos (ou a diferenca entre as respostas experimentais e as
previstas) seja 0 menor possivel (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2015).

Os coeficientes foram estimados segundo a equacao matricial (2):
b= (X*x)"1xY (Eq. 2)
Onde b é o vetor contendo os coeficientes de regressdo, X é a matriz dos coeficientes de
contraste, X'é a matriz transposta, (X*X)™ é a matriz resultante do produto entre X' e X inversa
e 'Y é o vetor contendo as respostas experimentais.

Ambos os planejamentos experimentais foram executados com coluna de fase reversa
(C18) XBridge, (150 x 4,60 mm, 4 um, Waters®, Irlanda) e pré coluna (4 x 3 mm, 5 pum,
Phenomenex, U.S.A)).

3.7 Avaliacéo dos ajustes dos modelos multivariados e de sua capacidade preditiva e
localizacdo da regido experimental 6tima através da Metodologia de Superficie de
Resposta (RSM)

Realizou-se a avaliagdo dos parametros dos modelos multivariados através de Analise
de Variancia (ANOVA) e utilizou-se a Metodologia de Superficie de Resposta visando

identificar visualmente condigdes cromatogréaficas étimas para o fingerprinting metabolico do
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extrato de C. scolymus. Todos os célculos matriciais estatisticos, incluindo os da secdo 3.6,
foram realizados com o auxilio dos softwares LibreOffice 5 (The Document Foundation, EUA),
GNU Octave 4.2.1, Matlab 2010a (Mathworks®, EUA) e Microcal Origin 6 (OriginLab®,
USA). Em seguida, experimentos confirmatérios (com a injecdo de 20 uL da fracdo 7:3 no
sistema CLAE) foram realizados objetivando uma avaliacdo da otimizacdo de parametros
cromatograficos e da capacidade preditiva dos modelos empiricos propostos.

3.8 Quantificacdo do impacto ambiental do método otimizado

Para quantificar o impacto ambiental do método desenvolvido com etanol para
impressdo digital cromatografica de alcachofra, empregou-se a métrica HPLC Environmental
Assessment Tool (HPLC-EAT), dada pela equacdo (3) e disponivel como software livre
(GABER et al., 2011). Trata-se de uma ferramenta simples que possibilita a quantificacdo do

impacto ambiental de um método com base nos solventes empregados.

HPLC —EAT =51ml1+ Himl+ E1ml 4+ 52m2 + H2m2 + E2m2+... +5nmn +
Hnmn + Enmn

(Eq. 3)

Onde S, H e E sdo seguranca, saude e fatores ambientais, respectivamente, por n nimero de

solventes com a massa m usados numa corrida cromatografica especifica.

Quanto menor é o valor de HPLC-EAT, mais ambientalmente amigéavel ¢ o método
cromatografico. No entanto, uma vez que tal métrica ndo considera a eficiéncia da separacao
cromatografica propriamente dita, aplicou-se uma métrica hibrida que relaciona a resposta
GCFR (relacionada com a qualidade da impressdo digital cromatografica) e a métrica HPLC-
EAT, de modo que, pragmaticamente, quanto maior a razdo entre o valor calculado para a
resposta GCFR e a métrica HPLC-EAT, maior é a performance do método que foi desenvolvido,
considerando simultaneamente 0s aspectos separagdo e sustentabilidade, inclusive permitindo
estabelecer comparacgdes entre métodos que possuam objetivos em comum (FUNARI et al.,
2014; GABER et al., 2011).

Especificamente, aplicou-se a métrica para quantificar o impacto ambiental entre o

método desenvolvido e 0 método de referéncia de Negro e colaboradores (2012).
3.9 Validacéo qualitativa do método desenvolvido para fingerprinting cromatografico

A validacdo do método otimizado ocorreu de acordo com as recomendacdes da

International Conference on Harmonisation (ICH, 2005), o qual se baseia a Agéncia Nacional
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de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para precisdo instrumental e repetibilidade das anlises. A
qualidade do método foi avaliada considerando o desvio padréo relativo (DPR) envolvendo (i)
a area total dos picos do cromatograma e (ii) as razdes entre o tempo de retencéo de cada pico
com area 4% maior da area total do cromatograma e o tempo de retencdo para um pico de
referéncia, indicado com um asterisco no fingerprint e selecionado pelo formato simétrico e
pela elevada resolucdo em relacdo ao pico adjacente. A selecdo dos pardmetros monitorados

baseou-se nos propostos por Funari e colaboradores (2014) para matrizes complexas.
3.10 Analises no sistema CLAE-DAD

As analises por CLAE foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
da marca Jasco (bomba PU-2089 Plus, amostrador AS-2055 Plus, forno de coluna CO-2060
Plus), um pré-aquecedor ((Thermo Fischer Scientific®, EUA) e um detector de arranjo de
fotodiodos (DAD, Jasco MD-2015 Plus) e um pré. Os dados cromatogréaficos foram acessados
e processados com a utilizagdo dos softwares ChromNAV (Jasco®, Japéo) e Openchrom®
(Lablicate GmbH, Alemanha).

O equipamento utilizado esta alocado no Laboratdrio de Bioquimica e Eletroanalitica
da Faculdade de Ciéncias da UNESP de Bauru, sob responsabilidade do Prof. Dr. Valdecir

Farias Ximenes.

As secdes 3.4 a 3.10 estdo resumidas na figura 3.
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Figura 3: Esquema representativo da metodologia empregada para desenvolvimento e validagdo do método cromatografico para fingerprinting do extrato de Cynara scolymus

5

por CLAE-DAD (autoria propria)
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4. Desenvolvimento, Resultados e Discussdes
4.1. Rendimento do extrato hidroalcoolico das folhas de C. scolymus
Com a maceracdo das folhas de C. scolymus foi possivel obter um rendimento de 28,5%

do extrato hidroalcodlico (Quadro 1).

Quadro 1. Rendimento do extrato em relacdo ao material vegetal coletado.

Folhas moidas 29,36629
P6 utilizado na extracdo |9,9879 g
Liquidos extratores 300,0 mL
Extrato 2,8487¢g
Rendimento 28,5%

A propor¢do dos componentes da mistura binaria utilizada na extracao (EtOH/H.0 7:3)
considerou a polaridade dos constituintes da matriz, segundo os compostos relatados na litera-
tura presentes nas folhas da espécie (NEGRO et al., 2012).

Figura 4: Extrato hidroetanélico das folhas de Cynara scolymus em frasco identificado (autoria prépria)

4.2. Reproduc¢do do método de referéncia para andlise do extrato das folhas de C. scolymus

A reproducdo do trabalho de referéncia foi realizada para verificagdo de possiveis in-
fluéncias das condi¢des climaticas, reagentes e marca de equipamentos nas analises, as quais
de fato ocorreram. Antes de iniciar cada analise, foi realizada uma anélise do branco para de-
tectar possiveis contaminantes nos solventes utilizados no preparo das amostras. A solucéo do
branco utilizada foi MeOH grau HPLC, eluido em um cartucho de Cig. O branco foi analisado
por CLAE-DAD com método de eluicdo descrito na se¢do 3.2. No cromatograma obtido (Figura
4) foram observados picos com areas muito baixas, podendo ser classificados como ruidos em

350 nm, desconsiderando os sinais referentes ao volume morto (tempo morto = 2,6 min). Desse
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modo, evidenciou-se a auséncia de contaminantes, tanto no MeOH quanto nos solventes utili-

zados na fase movel do sistema CLAE.

Response [mAU]
>

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Retention time [min]

Figura 5: Cromatograma do branco (MeOH 100%). Sistema CLAE-DAD descrito na se¢do 3.10, método de
eluicdo descrito na se¢do 3.2; A = 350 nm.

Na analise da amostra, obtida pelos procedimentos descritos no trabalho de referéncia
foi possivel observar uma diferenca significativa no tempo de retencdo e na area relativa dos
picos quando comparado o cromatograma da espécie analisada neste trabalho (Figura 6, espécie
cultivada no Brasil) com o da espécie estudada no trabalho de referéncia (Figura 2, espécie
cultivada na Italia).
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Figura 6: Cromatograma da amostra preparada a partir p6 das folhas de C, scolymus de acordo com os
procedimentos descritos no trabalho de referéncia (NEGRO et al., 2012). Sistema CLAE-DAD descrito na secéo
3.10; método de eluicdo descrito na se¢do 3.2, A = 350 nm
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Pela analise dos espectros UV (Figura 7) e ordem de eluigdo das substancias da amostra prepa-
rada na reproducéo foi possivel identificar e relacionar, por comparagdo com os dados croma-
tograficos e espectrométricos do trabalho de referéncia, os picos majoritarios no cromatograma,

conforme Quadro 2.

Quadro 2. Relacdo das substancias identificadas no trabalho de referéncia com as observadas na analise de repro-
ducéo.

Substancia NuUmero do pico no NuUmero do pico no

cromatograma da cromatograma do trabalho
reproducéo (Figura 4) de referéncia (NEGRO et
al., 2012; Figura 1)

. . ..
ac. 5-O-cafeoilquinico 1
Luteolina-7-O-rutinosideo 2
. . . ;-
ac. 1,5-di-O-cafeoilquinico 3 11
Derivado do &cido cafeico 4 12
Luteolina 5 14
1.500 N - 2.000 N
1ieej Pico 1 (9,00 min) 23200 T o00 Pico 2 (15,41 min)
1300 a0
1.4
§‘a°o°on 8 1.200
§ 800 238.0 nm § -~
700 1.000
500 800
400 600
20 400
100 200
o
-100 o
200 -200
200 220 240 260 280 2300 320 340 360 380 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
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1600  Pico 4 (17,61 min) 33Zonm 700 Pico 3 (16,56 min)
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Figura 7: Espectro UV das substancias numeradas no cromatograma da reproducao




32

A diferencga nos tempos de retencéo das substancias em relagdo a analise do trabalho de
referéncia pode estar relacionada com a temperatura ambiente, a fabricante dos solventes e
equipamentos (sobretudo CLAE, no que se refere ao diametro e comprimento de tubulagdes).
Embora ndo tenha sido informada no trabalho de referéncia, na reproducdo assumiu-se a
temperatura de analise como 25 °C. Talvez a temperatura das analises por CLAE do trabalho
de referéncia tenha sido diferente, o que interfere na viscosidade e, portanto, na seletividade
dos solventes utilizados na fase movel. As diferentes origens do material vegetal utilizado nos

experimentos comparados também pode ser um fator de influéncia nas discrepancias.

4.3 Clean-up do extrato hidroalcodlico das folhas de C. scolymus por CLAE-DAD

A metodologia de clean-up foi desenvolvida para remover compostos de baixa polari-
dade que podem ficar adsorvidos na coluna de fase reversa do sistema CLAE, prejudicando
assim efetividade na separacdo das substancias. A proposta foi o desenvolvimento de um pro-
cedimento rapido, simples e isento de solventes toxicos. Assim, o solvente organico escolhido
para aumentar a forca de eluicdo da agua em fase reversa foi o etanol. Para avaliar a forca de
eluicdo da mistura EtOH/H.0 nas anélises do extrato das folhas de C. scolymus por cartuchos
de fase reversa, foi realizado um fracionamento em trés proporc¢des diferentes de etanol e H.O
resultando em trés fragdes (fr. 1:9; fr. 1:1 e fr. 100% EtOH), conforme procedimento descrito
na secdo 3.4. Para identificar as substancias nas fragfes eluidas, as mesmas foram analisadas

por CLAE-DAD com método de eluicdo proposto pelo trabalho de referéncia.

300
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Intensity [mV]
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Retention Time [min]

Figura 8: Cromatograma da fragdo ‘1:9” preparada a partir do extrato hidroetandlico das folhas de C, scolymus
de acordo com os procedimentos descritos no trabalho de referéncia (NEGRO et al., 2012). Sistema CLAE-DAD

descrito na secédo 3.10; método de eluigdo descrito na se¢do 3.2, A = 350 nm
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A fragdo ‘1:9°, segundo o cromatograma, contém os analitos mais polares presentes na
matriz em relacdo as outras fragdes. A fracdo 1:1 e 100% contém os compostos de polaridade
intermedidria ou baixa presentes no extrato hidroalcodlico, conforme as figuras 8 e 9. Embora
0s cromatogramas de ambas as fragdes tenham diferencgas significativas entre si no que se refere
as areas dos picos, sdo qualitativamente similares, com excec¢do dos picos com tempos de re-
tencdo maiores que 40 minutos presentes no cromatograma da fragdo 100%, em razéo da menor
polaridade do eluente, porém com intensidade muito baixa, e com isso ndo foi possivel identi-

ficar a classe de metabolitos desses picos com andlise dos espectros UV.
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Figura 9: Cromatograma da fragdo ‘1:1° preparada a partir do extrato hidroetanolico das folhas de C, scolymus

de acordo com os procedimentos descritos no trabalho de referéncia (NEGRO et al., 2012). Sistema CLAE-DAD

descrito na secdo 3.10; método de eluigdo descrito na secdo 3.2, A = 350 nm
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Figura 10: Cromatograma da fragdo ‘100%’ preparada a partir do extrato hidroetanélico das folhas de C, scolymus
de acordo com os procedimentos descritos no trabalho de referéncia (NEGRO et al., 2012). Sistema CLAE-DAD
descrito na se¢do 3.10; método de eluicdo descrito na se¢do 3.2, A =350 nm
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Posteriormente, a fragdo 7:3, preparada segundo a metodologia 11 (conforme descrito na
secdo 2.4) foi analisada, apresentando maior seletividade para os analitos de interesse. O cro-
matograma obtido apresentou de modo conjunto os picos de polaridade alta, intermediaria e

baixa, apresentando um perfil mais similar ao contido no trabalho de Negro et al. (2012).
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Figura 11: Cromatograma da fragdo ‘7:3 preparada a partir do extrato hidroetandlico das folhas de C, scolymus
de acordo com os procedimentos descritos no trabalho de referéncia (NEGRO et al., 2012). Sistema CLAE-DAD

descrito na sec¢do 3.8; método de eluigcdo descrito na se¢do 3.2, A =350 nm

Embora as areas dos picos obtidos no cromatograma dessa fracdo sejam relativamente
diferentes em relacdo ao trabalho de referéncia e as fracdes 1:9 e 1:1, a impressdo digital cro-
matografica possui fins qualitativos, de modo que tal metodologia foi selecionada para o pre-

paro de amostra nas etapas subsequentes.

4.4. Analises preliminares para avaliacdo da forca de elui¢do do etanol

Para avaliar a influéncia da taxa de variacdo de EtOH (solvente organico) na separacao
dos picos correspondentes aos analitos de C. scolymus pela forca de eluicéo, aplicou-se trés
gradientes com fase mével composta por sistema solvente binario formado por EtOH (B) e
H>0 + 0,5% de &cido acético (A) no sistema CLAE descrito na se¢do 3.8 e com coluna analitica
de fase reversa (Cig) XBridge, (150 x 4,60 mm, 4 um, Waters®, Irlanda) e pré coluna (4 x 3
mm, 5 um, Phenomenex, USA).Os gradientes foram: 1) 95:5 (A:B, v/v) a 0:100 (A:B, v/V) ; 2)
95:5 (A:B, v/v) a 50:50 (A:B, v/v); 3) 95:5 (A:B, v/v) a 75:25 (A:B, v/v). O tempo, a

temperatura e a vazao dos experimentos foram fixados em 30 min, 35°C e 1 mL.min%,respec-
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tivamente. Foram acrescentados, ao fim dos 30 min dos gradientes, 10 minutos de limpeza (100%
de B em modo isocrético).

As trés analises preliminares (figuras 12,13 e 14) apresentaram um comportamento
previsivel, com uma melhor separacdo dos analitos conforme a taxa de variagdo do etanol se
tornava sucessivamente menor do primeiro ao terceiro gradiente.
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Figura 12: Cromatograma da ‘fr. 7:3” das folhas de C. scolymus. Gradiente 95:5 (A:B, v/v) a 0:100 (A:B, v/v);
35°C; vazdo 1 mL.min%; £ =350 nm.
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Figura 13: Cromatograma da ‘fr. 7:3” das folhas de C. scolymus. Gradiente 95:5(A:B, v/v) a 50:50 (A:B, v/V) ;
35°C; vazdo 1 mL.mint; £ =350 nm
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Figura 14: Cromatograma da ‘fr. 7:3” das folhas de C. scolymus. Gradiente 95:5 (A:B, v/v) a 75:25 (A:B, v/v) ;

35°C; vazdo 1 mL.mint; £ =350 nm.

Além dos fatores cromatograficos avaliados como varidveis na Tabela 1, os fatores
Concentragio da amostra e Volume de injecao foram atribuidos os valores de 0,025 g.mL* e 20
ulL, respectivamente.

Visando utilizar a menor quantidade possivel de energia, foi atribuido o tempo de
analise de 30 min para todos os experimentos, levando em consideracdo a complexidade da

amostra.

4.5. Triagem de variaveis

A partir do pressuposto de que em um sistema, diversos fatores (ou variaveis) podem
exercer influéncia em uma determinada resposta, experimentos para triagem sdo executados
com o interesse de se determinar a magnitude da influéncia dessas variaveis, e, eventualmente,
suas interacGes. A principio, seleciona-se as variaveis de provavel influéncia (fixando durante
todo o tempo as variaveis nao escolhidas), verifica-se a viabilidade de seu estudo, avalia-se 0s
custos e 0 tempo necessarios para a execucao de metodologia experimental escolhida e, por fim,
determina-se qual modalidade de planejamento fatorial serd utilizada. Os planejamentos
fatoriais podem ser completos ou fracionarios, podem ser executados determinando de modo
especifico os valores experimentais (ou niveis) utilizados para cada fator de interesse e possuem

aplicagOes distintas. Para estudar o efeito dos fatores sobre uma da resposta, manipulando os
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niveis (n) é necessario ter no minimo dois niveis diferentes. Dessa forma, os planejamentos
com dois niveis s30 os mais simples e empregados com frequéncia na literatura (TEOFILO,
FERREIRA, 2006; PEREIRA FILHO, 2015)

Um planejamento fatorial completo exige a realizacdo dos experimentos (ou ensaios)
em todas as combinagfes de niveis dos fatores. Nesse contexto, caso haja n niveis do fator 1,
n2 do fator 2, ..., e nk do fator k, o planejamento terd a forma de um fatorial nix n2 X ... X ng,
contendo o nimero minimo necessario de experimentos. Geralmente, os niveis dos fatores sdo
nomeados pelos sinais (-) para o nivel mais baixo e (+) para o nivel mais alto, estabelecidos de
acordo com os interesses e conhecimentos do pesquisador. O efeito das variaveis e suas
interacOes sdo calculados com a diferenca das médias das respostas no nivel alto (yi+)) e as
medias das observacfes no nivel mais baixo(yi.)) e o erro experimental pode ser estimado
através de experimentos repetidos. No entanto, o planejamento fatorial completo exige um
namero muito elevado de ensaios experimentais com muitos fatores de estudo envolvidos, e
nem sempre os efeitos de altas ordens em tais circunstancias (como planejamentos com k>4)
sdo relevantes. Assim, em certas situacdes, pode ser proveitoso a utilizacdo de um planejamento
fatorial fracionario para monitoramento de um sistema (BARROS NETO, SCARMINIO,
BRUNS, 2010; PEREIRA FILHO, 2015; TEOFILO, FERREIRA, 2006).

Planejamentos fatoriais fracionarios permitem obter informacdes Uteis a respeito dos
efeitos mais importantes (na maioria das vezes, as mesmas obtidas com um planejamento
fatorial completo) com um ndmero menor de experimentos. Eles apresentam a estrutura n«®
onde b é o tamanho da fracdo do planejamento, a qual possui influéncia no nimero de efeitos
estimados e no nimero de ensaios experimentais. Além disso, esse tipo de planejamento precisa
de uma selecgéo rigorosa dos experimentos a serem executados a partir de um fatorial completo
objetivando cobrir o0 maximo volume do dominio experimental e obter, por consequéncia,
conclusdes plausiveis com economia de tempo e recursos (BARROS NETO, SCARMINIO,
BRUNS, 2010; PEREIRA FILHO, 2015; TEOFILO, FERREIRA, 2006).

Apesar de nimero reduzido de experimentos acarretar em perdas de informacdes e
dificuldades de interpretacdo em virtude das confusGes entre efeitos principais das varidveis e
seus efeitos de interacdo (o que faz com que os efeitos aproximados sejam alternativamente
denominados contrastes), pode-se resolver esses infortunios com a realizacao de experimentos
complementares. Além disso, um fator que merece atencdo em planejamentos fatoriais
fracionarios é o conceito de resolucédo, definida por um nimero romano e relacionada a ordem

com que se desconsidera os efeitos. Com base em um exemplo de planejamento de dois niveis
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e cinco fatores, as resolucdes geralmente presentes sdo as seguintes (TEOFILO, FERREIRA,
2006):

1) Resolucdo Ill: Confunde efeitos de interacdo de segunda ordem (dois fatores) mas nao
confunde efeitos de primeira ordem (efeitos principais) entre si;

2) Resolucdo 1V: Nao confunde efeitos de primeira ordem entre si e nem com efeitos de
interacdo de segunda ordem, mas confunde efeitos principais com efeitos de interagdo de
terceira ordem (trés fatores) e efeitos de interacdo de segunda ordem se confundem entre si e
com outros efeitos;

3) Resolugéo V: Os efeitos de primeira ordem séo confundidos com efeitos de interacdo de
quarta ordem (quatro variaveis) e efeitos de segunda ordem sdo confundidos com efeitos de
interacdo de terceira ordem.

Também, existe a possibilidade de realizacdo de planejamentos fatoriais com ponto
central (nivel zero), no qual se insere um experimento no centro do planejamento e se emprega
o valor médio experimental dos niveis, tornando possivel quantificar o erro intrinseco e falta de
ajuste de um modelo empirico com um namero reduzido de réplicas (PEREIRA FILHO, 2015;
TEOFILO, FERREIRA, 2006).

Com base em tais pressupostos, os niveis dos fatores cromatogréaficos escolhidos para a

triagem, baseados em ensaios cromatograficos preliminares, estdo dispostos na tabela 1.

Tabela 1: Fatores (varidveis) e niveis estabelecidos para triagem de varidveis cromatograficas (planejamento

fatorial fracionario com 2 niveis e 5 fatores: 2,°%).

Fatores Niveis
-1 0 +1
X1. % inicial de EtOH 5 12,5 20
X2. % final de EtOH 25 37,5 50
X3. Temperatura de analise (°C) 35 57,5 80
X4. % acido acético na agua 0 0,25 0,5
X5. Vazdo (mL/min) 0,6 0,8 1,0

A matriz de coeficientes de contraste (contendo os niveis codificados de -1 a 1 para
tratamento de todas as variaveis com igual relevancia e os experimentos realizados) e os valores
experimentais dos niveis estdo na tabela 2 com as respectivas respostas investigadas (numero
de picos e GCFR) para o inicio do desenvolvimento do fingerprinting do extrato hidroetandlico
das folhas de alcachofra e os cromatogramas relativos aos experimentos estdo representados
nas figuras 15 e 16 (com excec¢do dos experimentos no ponto central, apenas realizados para

estimar o erro puro dos modelos).
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Exp. Fatores? Termos da resposta GCFR Resultadosd
X1 X2 X3 X4 X5 FP MP FP/MP n/t n GCFR(x=2)
1 1(5) -1(25) -1(35) -1(0) 1(1) 3 9 0,33 0,40 12 19,20
2 1 (20) -1(25) -1(35) -1(0) -1(0,6) 0 6 0 0,20 6 0
3 1(5) 1 (50) -1(35) -1(0) -1(0,6) 6 9 0,67 0,50 15 75,00
4 1 (20) 1 (50) -1(35) -1(0) 1(1) 0 7 0 0,23 7 0
5 1(5) -1(25) 1 (80) -1(0) -1(0,6) 2 9 0,22 0,37 11 9,86
6 1 (20) -1(25) 1 (80) -1(0) 1(1) 0 4 0 0,13 4 0
7 1(5) 1 (50) 1 (80) -1(0) 1(1) 0 8 0 0,27 8 0
8 1(20) 1(50) 1(80) -1(0) -1(0,6) 0 4 0 0,13 4 0
9 -1(5) -1 (25) -1(35) 1(0,5) -1(0,6) 7 10 0,70 0,57 17 114,64
10 1 (20) -1(25) -1(35) 1(0,5) 1(1) 1 11 0,09 0,40 12 5,24
11 -1(5) 1 (50) -1(35) 1(0,5) 1(1) 3 18 0,17 0,70 21 51,45
12 1(20) 1 (50) -1 (35) 1(0,5) -1 (0,6) 0 13 0 0,43 13 0
13 -1(5) -1(25) 1 (80) 1(0,5) 1(1) 1 9 0,11 0,33 10 3,70
14 1 (20) -1(25) 1 (80) 1(0,5) -1(0,6) 0 5 0 0,17 5 0
15 1(5) 1 (50) 1 (80) 1(0,5) -1(0,6) 0 13 0 0,43 13 0
16 1 (20) 1 (50) 1 (80) 1(0,5) 1(1) 0 6 0 0,20 6 0
PC1  0(12,5) 0 (37.5) 0 (57.5) 0 (0,25) 0(0,8) 2 7 0,29 0,30 9 6,94
PC2  0(12,5) 0(37.5) 0 (57.5) 0 (0,25) 0(0,8) 2 7 0,29 0,30 9 6,94
PC3  0(125) 0375  0(57.5)  0(025) 0(0,8) 2 7 0,29 0,30 9 6,94
PC4  0(125) 0(375  0(575)  0(025) 0(0,8) 2 7 0,29 0,30 9 6,94

X1 (Porcentagem inicial de EtOH), X2 (IPorcentagem final de EtOH), X3 (Temperatura, °C), X4 (Porcentagem de &cido acético na 4gua), X5 (Vaz&o, mL/min)
b Ponto central e replicata correspondente

C valores codificados fora dos parénteses e valores experimentais inseridos nos parénteses

d Dados coletados em 350 nm
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Com a matriz dos coeficientes de contraste (niveis codificados dos fatores) e as respostas
experimentais, estimou-se modelos de regressdo lineares através do Método dos Minimos
Quadrados. Dessa maneira, os modelos de regressdo foram estimados (em 95% de confianca)
e estdo os indicados nas equacoes (4) e (5).

n = 10,000 15666) = 3.125(20,784)%1 — 2625(50749) X3 + 1875 10,744) %5 —
3,125(40,724) X34 (Eq. 4)
GCFR(x = 2) = 15,343 (.5 4e) — 16,7901 cc36)% — 15750 4¢ 536 X5 —
7A9%46536) ¥s T 150934653 13 T 8.14%6536) Y15 — 7.37%16530) ¥2a T

0,725 (16536) X35 (Eq. 5)
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Figura 15: Cromatogramas 1a8da triagém de variaveis
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4.6 Andlise de Variancia (ANOVA) dos modelos empiricos lineares
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Os resultados de planejamentos experimentais permitem efetuar uma Analise de

Variancia (ou ANOVA, acrénimo para Analysis of Variance), conforme representada na tabela

3. Tal ferramenta permite a avaliacdo de varios pardmetros do modelo proposto com o auxilio
do Método dos Minimos Quadrados (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010;
BREITKREITZ, SOUZA, POPPI, 2014).
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Inicialmente, pode-se citar a Soma Quadratica de regressdo (SQR), vinculada os
coeficientes de regressédo gerados, onde se quantifica a diferenca entre os valores previstos pelo
modelo e a média das respostas experimentais. A Soma Quadratica dos Residuos (SQres ou
SQr) é proveniente da informacao ndo prevista pelo modelo e se refere a soma do quadrado das
diferencas entre os valores experimentais e 0s previstos. A soma de ambos os parametros se
iguala & Soma Quadrética Total, ou SQT (PEREIRA FILHO, 2015).

O Erro Puro pode ser quantificado através das réplicas realizadas no planejamento e
informa o erro intrinseco experimental. Ao se subtrair o erro puro de SQres, obtém-se a falta de
ajuste, definida como o grau de falta de habilidade do modelo empirico de se ajustar as respostas
experimentais (PEREIRA FILHO, 2015).

Tabela 3: Descricéo sucinta da Analise de Variancia (ANOVA)

Fonte de variacdo = Soma quadratica Graus de liberdade Legenda
(S.Q) (G.L)
SQR (Soma = ] p-1 P = nimero de
quadratica de Zifﬁe — ¥)- coeficientes
regresséo) =1
SQres (Soma o ] n-p n= nimero de
quadratica de Z{. yi— ¥)* experimentos
residuos) i=1
SQT (Soma - ) n-1 m= nimero de
quadratica total) Z{. ¥i — ¥)- experimentos
=1 independentes
Erro puro T . n-m ¥i= resposta prevista
ZZ{IU - }’z]_
i=1;=1
Falta de ajuste - m-p ¥= média das

ZZ{';T-*:- - )’ respostas

experimentais

Para cada um desses parametros pode-se relacionar um nimero de graus de liberdade,
definidos como o nimero de determinacdes independentes para a elucidacdo de um valor de
interesse. A razdo entre a fonte de variagdo e seus respectivos graus de liberdade informa
variancias, ou médias quadraticas (MQ), as quais podem ser comparadas através de um teste F
para a analise da qualidade do modelo proposto. Estabelecendo comparagfes entre a média
quadratica de regressdo e a média quadratica residual, para a confiabilidade do modelo ¢
importante que a primeira seja significativamente maior que a segunda, ou que o valor de F

calculado seja maior (convencional e idealmente, 10 vezes) que o valor de F critico, ou tabelado,
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tornando as variancias estatisticamente diferentes (BARROS NETO, SCARMINIO,
BRUNS,2010; PEREIRA FILHO, 2015).

O segundo teste F a ser realizado compara a Média Quadratica da Falta de Ajuste e a
Média Quadrética do Erro Puro. Se a razdo entre ambas (F calculado) for menor que F critico,
as médias quadréaticas sdo estatisticamente iguais, indicando que o modelo apresenta ajuste e
sua inaptiddo em informar as respostas experimentais se confunde com o erro intrinseco das
réplicas (PEREIRA FILHO, 2015).

Um outro parametro a se avaliar é a quantidade de informacdo, ou variacao total em
torno da média, que SQR reline em razdo de SQT, sendo numericamente igual a R? (coeficiente
de determinagéo). Desconsiderando o erro puro do de SQR e dividindo o valor obtido por SQT,
é possivel obter a maxima variacio explicavel (R? maximo), ou maxima quantidade de
informac&o que o modelo é capaz de explicar (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010,
PEREIRA FILHO, 2015).

Especificamente no que refere os modelos de regressdo para as respostas ‘nimero de
picos’ e ‘GCFR(x=2)’, respectivamente, segundo os testes F ambos apresentaram regressao
significativa (Com os valores de F calculado cerca de 14 e 5 vezes maiores que os valores
criticos para Fa,15 e F7,12) e presenca de ajuste (visto que os valores para F calculado sdo menores

que Fa11 e F111).

Tabela 4: Anélise de Variancia para 0 modelo empirico linear estimado para a resposta ‘numero de picos’ (n),

indicado pela expresséo (4)

ANOVA (n) Teste F (95%)
S.Q. G.L. M.Q. F calculado Fcritico
SQR 338,75 4 84,69
SQr 29,25 15 1,95 43,43 3,06
SQT 368 19
E. Puro 23 11 2,09
F. Ajuste 6,25 4 1,56 0.75 3,36
R? explicado 0,92 R 0,96

R? explicavel 0,94 R maximo 0,97



44

Tabela 5: Andlise de Varidncia para o modelo empirico linear estimado para a resposta ‘Green Chromatographic

Fingerprinting Response’ (GCFR(x=2)), indicado pela expresséo (5)

ANOVA (GCFR(x=2)) Teste F (95%)
S.Q. G.L. M.Q. F calculado F critico
SOQR 15678 7 2239,7
SQr 17275 12 143,96 15,56 291
SQT 17405 19 916,07
E. Puro 1374,7 11 124,98
F. Ajuste 352,8 1 352,8 2,82 4,84
R? explicado 0,90 R 0,95
R? explicavel 0,92 R maximo 0,96

Entretanto, sabe-se que o planejamento fatorial fracionario é aplicado de modo geral
para identificacdo de varidveis significativas em um sistema de estudo, visto que ele ndo permite
a estimativa da curvatura na superficie de resposta. Nesse contexto, para um estudo mais
detalhado das condi¢des experimentais ideais, sdo necessarios planejamentos mais sofisticados
e robustos com as variaveis identificadas como importantes na fase de triagem, com mais de
dois niveis experimentais, de modo que se modele e deslogque o sistema até a sua completa
otimizagdo, através de um ajuste fino (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010;
PEREIRA FILHO, 2015).

4.7 Gréficos de probabilidade normal

Para a discriminacdo visual entre as variaveis importantes e as ndo importantes nas
respostas escolhidas, foram utilizados graficos normais, cujo funcionamento é baseado na ideia
de probabilidade cumulativa. Por exemplo, considerando um valor hipotético xi, a area a
esquerda desse ponto que corresponde a probabilidade um valor de x ser menor ou igual a X1
num gréfico de distribui¢do normal padronizada (onde uma variavel aleatdria tem média zero e
variancia um) é a probabilidade cumulativa (ou acumulada).

O gréfico de probabilidade cumulativa numa distribuicdo normal tem o aspecto de uma
sigmoide (uma curva monotonicamente crescente de 0 a 1) numa escala cartesiana comum. Esta
sigmoide que pode ser linearizada expandindo simetricamente a escala no eixo das ordenadas
em torno do ponto que representa 50% da probabilidade acumulada (BARROS NETO,
SCARMINIO, BRUNS, 2010).

Uma vez que cada um dos 15 contrastes calculados (considerando apenas 0s principais
e 0s de segunda ordem como relevantes e da resolucéo V) se relaciona com areas iguais de uma

curva gaussiana, eles foram dispostos em ordem crescente e a area da gaussiana (normalizada
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em 1) é dividida por 15, de modo que cada &rea correspondente a um contraste tenha um valor
de 0,067 e cada um deles se relacione com o centro de cada area, como 0,033 e 0,967 para 0
menor e 0 maior contraste, respectivamente, por exemplo. A média das areas calculadas é
associada a um valor de Z, multiplo de valores determinados de desvio padrdo (PEREIRA
FILHO,2015)

Ao se linearizar a curva sigmoidal, considerando que os contrastes relacionados as
variaveis cromatograficas possuem uma distribuicdo normal com média zero, pode-se afirmar
gue 0s contrastes no centro que se ajustam relativamente bem a reta proximos ao ponto zero do
eixo das abscissas ndo possuem significado fisico. Os pontos relativamente distantes da reta
fariam parte de outra populagéo e sio significativos (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS,
2010).

(a) (b)

ud
13

T
-20 30

Contrastes Contrastes

Figura 17: Gréficos de probabilidade normal para os contrastes das varidveis cromatogréaficas para as respostas

() ‘niimero de picos’ e (b) ‘GCFR(x=2)’ obtidos no planejamento fatorial fracionario

Com base nesse pressuposto e com a observacao do grafico normal da resposta nimero
de picos (Figura 17a), os contrastes significativos foram os relativos aos fatores e interacdo X1,
X3, X4 e X34. No grafico normal da resposta GCFR (Figura 17b), os contrastes que
apresentaram efeitos significativos foram os dos fatores e interagdes X1, X3, X5, X35e X15¢e
X13. No caso da resposta GCFR, os calculos de ANOVA indicaram que contraste relacionado
a X24 tambem foi levemente significativo, mas como essa importancia estatistica ndo se

configura como real em termos praticos, ele foi mantido pelo rigor matematico nos modelos li-

40
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-neares mas descartado na fase de otimizacdo. Uma vez que ha dois intervalos de niveis, 0s
coeficientes dos modelos lineares equivalem a metade dos contrastes, assim como 0s
respectivos intervalos de confianca.

Os gréaficos permitiram conjecturas preliminares a partir do comportamento da matriz
no sistema cromatografico com base em Snyder e colaboradores (1997) e sob o ponto de vista
empirico. Em ambas as respostas, os fatores X1 e X3 foram 0s mais significativos na separacao
dos metabolitos, com contrastes negativos (de maior valor absoluto). A % inicial de EtOH (X1)
e a temperatura (X3), ao ser investigadas no nivel -1 para o +1, reduziram, em média, 6,25 e
5,25 a quantidade de picos cromatograficos e 33,58 e 31,50 o score da fungdo GCFR(x=2)),
respectivamente. Desse modo, infere-se que muito provavelmente os valores ideais para tais
variaveis sejam os relacionados aos niveis -1 (como € possivel notar nos experimentos 3,9 e 11
do Planejamento Fatorial Fracionario segundo a tabela Z, os quais obtiveram os maiores scores
para as respostas). Enquanto a mudanca de nivel -1 para +1 no que se refere a variavel X1
interferiu diretamente na forca de eluicdo da fase movel, para a varidvel X3 essa mudanca
ocasionou a eluicdo prematura dos picos em razdo do decréscimo da constante dielétrica da
agua, o que potencializou a sua interacdo com analitos apolares e intensificou a for¢a de eluicéo,
0 que também justifica a interacéo sinergica X13.

Avariavel X4 (porcentagem de acido acético na agua) apresentou um contraste positivo,
aumentando as respostas n e GCFR em, respectivamente, 3,75 e 8,87 unidades. O acido presente
na dgua pode ter provocado supressao de ionizacdo dos metabolitos de carater acido e, portanto,
melhorado a resolucdo dos picos. Em relacdo ao contraste (de valor -2) relativo a interacéo
antagbnica X34 na resposta n, o aumento da temperatura (X3) pode ter provocado uma
diminuicdo na ionizacdo do &cido na &gua (X4), o que consequentemente pode ter suprimido
com menor eficiéncia a ionizacdo das substancias de carater acido e com isso, reduzido o
namero de picos. A variavel X5 apresentou um contraste negativo para a resposta GCFR (-
14,75). Maiores valores de vazao podem retardar a difusdo do analito, resultar em menos pratos
teoricos e influenciar negativamente a separacao e distribui¢cdo cromatografica.

Notou-se um contraste positivo de 16,30 para a interacdo sinérgica X15 apresentou um
contraste positivo. Possivelmente, a diminuigédo da vazao diminuiu a taxa de variagéo do EtOH,
permitindo maior numero de equilibrios das interacdes das substancias com a fase estacionaria
e fase mdvel (aumento do nimero de pratos tedricos), 0 que proporciona maior eficiéncia na
separagdo das substancias e proporciona também, melhor distribuigdo. A interacdo sinérgica

X35 com contraste positivo (13,45) também se relaciona a quantidade de pratos tedricos.
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4.8. Planejamento Doehlert

Em determinadas circunstancias, o planejamento Doehlert ou matriz Doehlert ¢ uma
alternativa 1til para planejamentos experimentais de segunda ordem. Seus pontos seriam os
vértices de um hexagono oriundos de um simplex regular e, geralmente, numero total de
experimentos no planejamento correspondem a k2+k+pc em que: k € o nimero de fatores e pe
¢ o nimero de experimentos no ponto central. Ao se analisar as variaveis de interesse em mais
niveis em detrimento de outras consideradas menos importantes pelo experimentador € possivel
descrever um dominio experimental circular para duas variaveis, esférico para trés e
hiperesférico para quatro. Nesse contexto, acentua-se a uniformidade do espago (FERREIRA
et al., 2004; TEOFILO, FERREIRA, 2006).

Cada planejamento ¢ definido considerando o nimero de varidveis e os valores
codificados (Xi) da matriz experimental. A relacao entre os valores codificados e experimentais

¢ dada pela equagao (6):

5 — (z:-fz?) (Eq. 6)
[ S AZ= Jgd

Onde o termo Xj ¢ o valor codificado para o nivel do fator i, Z; é o seu experimental,
AZ; ¢ a distancia entre o valor experimental no nivel superior ou inferior, B4 ¢ 0 maior valor
limite codificado na matriz para cada fator e Z’ é o valor experimental no ponto central.

Em detrimento de outros planejamentos experimentais de segunda ordem, como o
Planejamento Composto Central (CCD) e o planejamento Box-Behnken, o planejamento
Doehlert se mostra o mais eficiente, considerando que eficiéncia nesse contexto signifique a
razdo entre o numero de coeficientes do modelo estimado (p) e a quantidade de
experimentos(n). O menor numero de experimentos para se chegar a condi¢cdo 6tima ocorre
porque o dominio da vizinhanga pode ser explorado pelo ajuste de poucos experimentos,
utilizando pontos experimentais ja realizados. No entanto, essa vantagem apresenta restrigoes:
apesar de ndo haver divergéncias significativas em seu uso mesmo que essas matrizes nao
apresentem ortogonalidade nem rotabilidade, utilizar o planejamento Doehlert com menos de
trés variaveis pode resultar em falta de ajuste do modelo estimado em razao do niimero reduzido
de ensaios experimentais (FERREIRA et al., 2004; TEOFILO, FERREIRA, 2006; PEREIRA
FILHO, 2015).

Uma vez que quatro variaveis foram as mais importantes, a matriz Doehlert ¢ uma
alternativa interessante para o deslocamento do sistema até a regido experimental de maior

numero de picos e melhor distribui¢do no fingerprint metabdlico a partir das folhas da planta
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de C. scolymus. Especificamente, as varidveis consideradas mais importantes (de maiores
contrastes, em moddulo) foram analisadas em mais niveis para se obter mais informagdes
quimicas da matriz. Além disso, embora X5 nao tenha indicado um contraste significativo, uma
avaliacdo estatistica da analise de variancia indicou que essa variavel poderia ser relevante para
o modelo e foi mantida no planejamento Doehlert. Os resultados obtidos estdo indicados na

tabela 6.



Tabela 6: Fatores e niveis investigados no Planejamento Doehlert e resultados obtidos

Exp. Fatores® Termos da resposta GCFR Resultadosd
X5 X1 X3 X4 FP MP FP/MP n/t n GCFR(x=1) GCFR(x=2)
1 1(1,0) 0(12,5) 0(57,5) 0(0,25) 0 0 0,30 9 0,00 0,00
2 0,5(0,9) 0,87 (20,0) 0(57,5) 0 (0,25) 0 8 0 0,27 8 0,00 0,00
3 0,5 (0,9) 0,29 (15,0) 0,82 (80,0) 0(0,25) 0 10 0 0,33 10 0,00 0,00
4 0,5 (0,9) 0,29 (15,0) 0,2 (63,1) 0,79 (0,50) 0 10 0 0,33 10 0,00 0,00
5 -1 (0,6) 0(12,5) 0(57,5) 0(0,25) 2 11 0,18 0,43 13 1,02 13,32
6 -0,5 (0,7) -0,87 (5,0) 0(57,5) 0(0,25) 3 15 0,2 0,6 18 2,16 38,88
7 -0,5(0,7) -0,29 (10,0)  -0,32 (35,0) 0 (0,25) 4 14 0,29 0,6 18 3,09 55,54
8 -0,5 (0,7) -0,29 (10,0)  -0,2(51,0) -0,79 (0) 2 13 0,15 0,5 15 1,15 17,31
9 0,5 (0,9) -0,87 (5,0) 0(57,5) 0 (0,25) 2 15 0,13 0,57 17 1,28 21,84
10 0,5 (0,9) -0,29 (10,0)  -0,82 (35,0) 0(0,25) 4 15 0,27 0,63 19 3,21 60,97
11 0,5 (0,9) -0,29 (10,0)  -0,2(51,9) -0,79 (0) 2 12 0,17 0,47 14 1,09 15,24
12 -0,5 (0,7) 0,87 (20,0) 0(57,5) 0(0,25) 0 8 0 0,27 8 0,00 0,00
13 0(0,8) 0,58 (17,5)  -0,82(35,0) 0 (0,25) 2 14 0,14 0,53 16 1,22 19,50
14 0(0,8) 0,58 (17,5) -0,2(51,9) -0,79 (0) 0 9 0 0,30 9 0,00 0,00
15 -0,5(0,7) 0,29 (15,0) 0,82 (80,0) 0 (0,25) 0 11 0 0,37 11 0,00 0,00
16 0(0,8) -0,58 (7,5) 0,82 (80,0) 0(0,25) 1 10 0,10 0,37 11 0,40 4,44
17 0(0,8) 0(12,5) 0,61 (74,4) -0,79 (0) 0 9 0 0,30 9 0,00 0,00
18 -0,5(0,7) 0,29 (15,0) 0,2 (63,1) 0,79 (0,50) 0 11 0 0,37 11 0,00 0,00
19 0(0,8) -0,58 (7,5) 0,2 (63,1) 0,79 (0,50) 2 11 0,18 0,43 13 1,02 13,32
20 0(0,8) 0(12,5) -0,61 (40,6) 0,79 (0,50) 2 12 0,17 0,47 14 1,09 15,24
pcib 0(0,8) 0(12,5) 0(57,5) 0(0,25) 1 10 0,10 0,37 11 0,40 4,44
pC2b 0(0,8) 0(12,5) 0(57,5) 0 (0,25) 1 9 0,11 0,33 10 0,37 3,70
pC3b 0(0,8) 0(12,5) 0(57,5) 0(0,25) 1 10 0,10 0,37 11 0,40 4,44
pC4b 0(0,8) 0(12,5) 0 (57,5) 0 (0,25) 1 11 0,09 0,40 12 0,44 5,24

a X5 (vazdo, mL min™), X1(IPorcentagem inicial de EtOH), X3 (Temperatura, °C), X4 (Porcentagem de acido acético na agua)
b ponto central e replicata correspondente

¢ Valores codificados fora dos parénteses e valores experimentais inseridos nos parénteses

d Dados coletados em 350 nm



Os cromatogramas correspondentes a cada experimento (com exce¢do das replicatas no ponto
central, realizadas apenas para estimar o erro dos modelos) estdo representados nas figuras 18

a 20.
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Figura 18: Cromatogramas 1 a 8 do Planejamento Doehlert
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Figura 19: Cromatogramas 9 a 16 do Planejamento Doehlert
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Figura 20: Cromatogramas 17 a 20 do Planejamento Doehlert

Os cromatogramas relativos as réplicas no ponto central, assim como na triagem de
variaveis, foram omitidos uma vez que apenas foram uteis para contabilizar o erro puro dos
modelos estimados.

A partir dos dados experimentais e das réplicas adicionais no ponto central visando o
calculo dos ajustes, com a utilizacdo do método dos minimos quadrados, foram estimados
modelos multivariados empiricos que relacionavam as variaveis estudadas e as respostas de

interesse (equagdes 7 e 8):

n= 11678 g74e) — 436114y 315)%; — 42014 5,473 3!343(12,1:1}1:3 (Eq.7)

GCFR(x =2) = — 18,921 1c ¢op) %) — 24,117 (15 gae) %3 + 21,569 1g05g) %2 +

291015|:i?,534}x3: + 32r26512115,369}x13 (Eq. 8)
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Nota-se a importancia das varidveis X1 e X3 (presentes nos modelos) a partir dos
resultados experimentais da tabela 6 ¢ dos modelos estimados, que deixaram claro que a
interacao sinérgica entre X1 e X3 influenciaram intensamente o nimero de picos ao longo do
cromatograma (segundo termo da resposta GCFR) bem como o numero de picos pelo tempo
(terceiro termo de GCFR), ao contrario das impressdes preliminares obtidas na triagem de

varidveis, a qual havia apontado a importancia de tal interacdo apenas para a resposta GCFR.

Os graus de liberdade para o erro puro e a falta de ajuste dos modelos consideraram as
réplicas auténticas no ponto central e as obtidas com a eliminagdo dos coeficientes nao

significativos (PEREIRA FILHO, 2015).

Tabela 7: Analise de variancia (ANOVA) do modelo empirico multivariado para a resposta ‘numero de picos’
(n), representado pela expressao (7)

ANOVA (n) Teste F (95%)
S.Q. G.L. M.Q. F calculado F critico
SQR 213,90 3 71,30
SQr 39,72 20 1,99 35,90 3,10
SQT 253,63 23
E. Puro 12 10 1,2
F. Ajuste 27,72 10 2,772 2,31 2,98
R? explicado 0,84 R 0,92
R? explicavel 0,95 R maximo 0,98

Tabela 8: Analise de varidncia (ANOVA) do modelo empirico multivariado para a resposta ‘Green
Chromatographic Fingerprinting Response’ (GCFR(x=2)), representado pela expressao (8)

ANOVA (GCFR (x=2)) Teste F (95%)
S.Q. G.L. M.Q. F calculado F critico

SQR 7095,28 4 1773,82
SQr 692,13 19 36,43 48,69 2,90
SQT 7787,41 23

E. Puro 258,41 11 23,49

F. Ajuste 433,72 8 54,22 2,31 2,95

R? explicado 0,91 R 0,95

R? explicavel 0,97 R maximo 0,98

Os testes F oriundos da Andlise de Variancia dos modelos (tabelas 7 e 8) indicaram que
os dois modelos apresentam regressao significativa (ja que os valores de F calculados paran e
GCFR (x=2) sdo cerca de 12 e 17 vezes maiores que os valores criticos de F ou F320 € F4,19;
respectivamente). Além disso, eles apresentaram presenca de ajuste (com os valores de F

calculados menores que os valores de F criticos). Desse modo, suas capacidades de previsao de
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condi¢des experimentais 6timas e descri¢do do comportamento da resposta escolhida em fungao

das variaveis presentes sao confidveis (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Os modelos quadraticos empiricos previram uma regido experimental 6tima em comum
(5% para X1 e 35 graus para X3), o que possibilitaria a obtengdo de 21 picos cromatograficos
e um score de 95,09 para GCFR(x=2), conforme ¢ possivel visualizar em suas respectivas
superficies de resposta (Figuras 21 e 22). Os modelos para GCFR(x=1) — estimados visando

uma analise mais detalhada - apresentaram falta de ajuste e foram descartados.

-0.8 -06 r -
0.4 0.2 0 02 0.4 06 0.8 1 Initial % of EtOH

Temperature(°C)
Figura 21: Superficie de resposta para o modelo quadratico multivariado relacionado a resposta numero de picos
(n) representado pela expressdo (7).

100
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40
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20

1 1 Initial % of EtOH

Temperature(°C)
Figura 22: Superficie de resposta para o modelo quadratico multivariado relacionado a resposta ‘Green

Chromatographic Fingerprinting Response’ (GCFR(x=2)) representado pela expressio (8).
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As conjecturas preliminares obtidas na triagem no que se refere a elevada importancia
das variaveis X1 e X3 em relacdo as outras estudadas e os niveis ideais (no caso, os menores
investigados) para maximizacao da quantidade de picos e sua distribuigdo homogénea no
cromatogramas foram comprovadas, sobretudo através dos cromatogramas 6 e 10.

Os experimentos confirmatérios da regido experimental 6tima foram realizados em
triplicata. Os valores de porcentagem final de etanol, porcentagem de 4cido acético na agua e
vazdo foram fixados, respectivamente, em 50%, 0,5% e 1 mL min™!. Apesar de nio serem
valores ideais sob o ponto de vista ambiental (0% de 4cido e vazio de 0,6 mL min™! seriam
preferiveis), sua escolha ocorreu levando em considerag@o o formato dos picos (mais simétricos
e proximos da distribuicdo Gaussiana) e melhores resolucdes obtidas com esses valores. Desse
modo, o método otimizado possui a seguinte condig@o: 5:95 a 50:50 de EtOH / H20 + acido
acético (v/v) em 30 min, com temperatura de 35°C e vazdo de I mL min™!. Com essas condigdes,
o0 sistema atingiu uma pressao maxima de aproximadamente 15 MPa.

Eventuais diferencas em relagdo as respostas da triagem podem ser justificadas com o
conserto do injetor e instalagdo de novo software para tratamento de dados no sistema CLAE
apos a execugao do fatorial fracionario, o que pode ter afetado a concentragao da amostra, o
numero de picos e sua distribui¢do no cromatograma. Como os experimentos do planejamento
Doehlert foram feitos no mesmo dia, considera-se as respostas dotadas de confiabilidade para

fins de otimizacgao.

4.9 Analise dos residuos matematicos dos modelos quadraticos

A otimiza¢do também pode ser confirmada através da observacdo do comportamento
dos residuos (diferenca entre os valores das respostas experimentais e previstas), visto que os
mesmos possuem muitos graus de liberdade. Ao se plotar os graficos dos valores experimentais
versus os residuos para os modelos lineares para as respostas ‘niimero de picos’ e ‘GCFR(x=2)’,
(figuras 23a e 24a) ¢ possivel perceber que os residuos apresentam uma certa tendéncia, -
também conhecida como heteroscedasticidade - aumentando de modo relativamente
proporcional ao aumento das respostas experimentais. Isso ¢ bem nitido para o grafico
envolvendo a resposta GCFR (x=2). Em contrapartida, no que se refere aos graficos de residuos
envolvendo os modelos quadraticos para ambas as respostas (figura 23b e 24b), os residuos
apresentam um aspecto mais aleatorio ao redor do zero no eixo das ordenadas (sobretudo para
a resposta GCFR), e s3o menores, situagdo considerada ideal para a confiabilidade de um

modelo (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS,2010; PEREIRA FILHO,2015).
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Figura 23: Graficos de residuos para o modelo linear para a resposta ‘nimero de picos’ (a) e para o modelo

quadratico para a resposta ‘ntimero de picos’ (b).
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Figura 24: Graficos de residuos para o modelo linear para a resposta ‘GCFR(x=2) (a) e para o modelo quadratico

para a resposta ‘GCFR(x=2) (b).

4.10. Perfil cromatografico (fingerprint) do extrato hidroetanoélico das folhas de Cynara

scolymus

Analisando os espectros UV dos picos majoritarios do perfil cromatografico do método

desenvolvido (Figura 25) e comparando com os espectros de padrdes auténticos analisados nas

mesmas condi¢des experimentais (Figura 26) € possivel determinar as classes dos metabolitos

como sendo derivados do acido cafeico (picos 1, 2, 4 € 5) e flavonoides, em especifico flavonas

devido a intensidade da banda I em relagdo a banda II (picos 3 e 6; MABRY, MARKHAM,

THOMAS, 1970). Em virtude do efeito batocromico provocado pela presenca do ion acetato

na fase movel para o método desenvolvido (responsavel pela aproximacao das bandas I e I1),

os espectros sao oriundos de analises cuja fase moével continha MeCN e TFA.
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Figura 25: Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico das folhas de Cynara scolymus L por CLAE-DAD em
K =350 nm. Coluna: XBridge,150x 4,6 mm. Fases méveis: H>O + 0.5% acido acético (A) e EtOH (B) no seguinte
gradiente: 5-50% B em 30 min. Vazdo: 1 mL min"!. Temperatura de analise: 35 °C; Concentragdo: 25 mg mL!;
Volume de Inje¢@0:20 puL Espectros UV dos picos majoritarios estdo dispostos no cromatograma.

Ao comparar os espectros UV (méaximos de absor¢do), area relativa dos picos, ordem
de eluicao e estruturas dos metabdlitos identificados no perfil obtido por Negro e colaboradores

(2012), foi possivel propor a identificagdo das substancias de acordo com o Quadro 3.
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Quadro 3: Picos majoritarios no cromatograma do extrato das folhas de alcachofra, tempos de retengdo e
respectivas identidades quimicas dos metabdlitos secundarios

N° do pico Tempo de retencio Identidade quimica
(tR)

1 6,8 min Acido 5-O- cafeoilquinico

2 14,1 min Acido 1,3-di-O- cafeoilquinico
3 14,3 min Luteolina-7-0O- rutinosideo

4 14,7 min Acido 1,5-di-O- cafeoilquinico
5 16,4 min Derivado do acido cafeico

6 21,7 min Luteolina

E importante salientar que o método desenvolvido visa obter uma impressdo digital

cromatografica qualitativa de uma matriz vegetal complexa. Nesse contexto, embora a

resolucao entre os picos 2, 3 € 4 ndo seja muito alta (Rs < 1,5), um grau de sobreposi¢dao ou

distribuicao ndo-gaussiana para os picos ¢ permitida se o pesquisador for capaz de identificar

de modo bem-sucedido a complexidade quimica da amostra, lidando com toda a informagao




59

quimica no cromatograma de modo conjunto (ALAERTS et al., 2010, JI et al., 2005; LIANG,
XIE, CHAU, 2010; KLEIN & RIVERA, 2000; GONG et al., 2003).

Com isso, podemos avaliar a seletividade do método utilizando o DAD como
satisfatoria, pois foi possivel obter dos espectros UV de cada pico citado e propor a identificagao
por comparagdo com dados de padrdes auténticos e informacdes espectrais apresentadas por

Negro e colaboradores (2012).

4.11. Impacto ambiental e performance cromatografica do método desenvolvido

Especificamente, aplicou-se a métrica HPLC-EAT para quantificar o impacto ambiental
entre o método desenvolvido e o método de referéncia de Negro e colaboradores (2012). Nesse
contexto, percebeu-se que enquanto o score em HPLC-EAT do método de referéncia era de
81,0; para o método desenvolvido o score era de apenas 19,6; acarretando, portanto, em um
impacto ambiental cerca de 4 vezes menor. Isso pode ser explicado principalmente devido aos
scores do EtOH relativamente favoraveis aos da acetonitrila no que refere aos fatores seguranga
(S), saude (H) e impacto ambiental (E) da métrica utilizada: enquanto o etanol é considerado
uma alternativa ambientalmente mais amigéavel para ser utilizada em CLAE devido a sua baixa
toxicidade e biodegradabilidade, MeCN ¢ toxica aos mamiferos e a vida aquatica
(HUTCHINSON et al., 2012; FRITZ, RUTH, KRAGL, 2009). Somado a tal fato, o método
desenvolvido com etanol consumiu 20,5 mL de EtOH, enquanto o método de referéncia
consumiu 23,2 mL de MeCN.

Em seguida, as razdes entre a resposta GCFR (x=2) e HPLC-EAT também foram
calculadas para ambos os métodos, possibilitando um ponto de vista heuristico do processo de
separacao, visto que considera de modo integrado parametros cromatograficos e ambientais
(FUNARI et al. 2014). Com a aplicag¢do dessa métrica hibrida, obteve-se o score de 4.72 +0.20
para o método desenvolvido com etanol e 0.02 + 0.00 para o método da literatura, confirmando

a maior performance do método proposto.

4.12. Validacao qualitativa do método desenvolvido
Como o objetivo era avaliar qualitativamente o método, a validacdo realizada foi para
verificar a precisdo e repetibilidade do novo método desenvolvido e, para isso, foram utilizadas

as recomendagoes da ICH.
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E importante ressaltar que representantes da comunidade cientifica, das indistrias e
agéncias reguladoras do Brasil (ANVISA), EUA (US-FDA) e Europa (EU) definiram os
parametros de validagao, que posteriormente foram uniformizados pela ICH.

Os valores de desvio padrao relativo no que se refere aos parametros avaliados, segundo
recomendacdes da ICH (2005) foram considerados satisfatorios. Os resultados obtidos foram

relatados nos paragrafos seguintes.

4.12.1. Precisdo instrumental

A precisao instrumental foi avaliada com nove inje¢des consecutivas da mesma amostra,
preparada conforme reportado na metodologia II da se¢do 3.5(50 mg de extrato por mL de
solucao de EtOH/H>O 7:3, eluidos com a mesma solu¢do em cartucho Cig, previamente
ativados e equilibrados, e filtracdo com microfiltro de PTFE, com concentracdo final de 25 mg
mL™1). O desvio padrio relativo (DPR) da 4rea total do cromatograma foi de 3,83%, enquanto

o valor maximo do DPR para o tempo de retencao relativo foi de 0,58%.

4.12.2. Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada usando nove injegdes consecutivas, variando as
concentracdes de extrato hidroetandlico nas amostras em niveis (5, 15 e 25 mg mL™,
aproximadamente) e trés replicatas para cada concentragdo. O DPR maximo da érea total do
cromatograma foi de 2,77%, enquanto o DPR maximo para o tempo de retengao relativo foi de

1,01%.

4.13. Principios da Quimica Analitica Verde (GAC) aplicados no desenvolvimento do
método

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e da extracdo em fase solida
(EFS) no desenvolvimento do método possibilitaram a aplicagdo do principio de nimero cinco
da GAC, o qual aconselha os pesquisadores a utilizar metodologias automatizadas e
miniaturizadas nos experimentos. A aplicacdo da CLAE acelerou o desenvolvimento do método
e a sua instrumentacdo automatizada evitou variacdes nas analises que poderiam comprometer
a otimizacdo. Além disso, a aplicagdo da EFS gerou um volume diminuto de residuos. Também,

em virtude da metodologia empregada e das propriedades fisico-quimicas dos metabolitos de



61

interesse, a aplicacdo de derivatizagdo nao foi necessaria, o que atende as recomendagdes do

principio de nimero 6 da GAC (GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK, 2013).

No que se refere aos aspectos ambientais, o Planejamento Doehlert ¢ uma das melhores
ferramentas para se obter modelos empiricos multivariados, visto que, em comparagdo com
outros planejamentos usualmente utilizados na literatura (Planejamento Composto Central e
Box-Behnken), o planejamento Doehlert usa um niimero reduzido de experimentos (PEREIRA
FILHO, 2015). Apesar de isso, em certas circunstancias, caracterizar uma desvantagem — visto
que o numero reduzido de experimentos reduz os graus de liberdade dos residuos — no caso
especifico do método desenvolvido isso ndo foi um problema visto que o menor numero de

graus de liberdade para os residuos foi 19.

Dessa maneira, a selecdo de um planejamento fatorial fraciondrio seguido de um
planejamento Doechlert visando otimizac¢do cromatografica aplica trés principios da Quimica
Analitica Verde (GAC): o principio 7, que afirma que a geragdo de uma grande quantidade de
residuos deve ser evitada; o principio 8, o qual diz que métodos multianalito (o que foi aplicado
com as respostas selecionadas para otimizagdo) ou multiparamétricos devem ser selecionados
e o principio 9, com a redugdo de energia utilizada, segundo Gatuszka e col., 2013 (em

comparagdo com outros planejamentos experimentais).

Por fim, a sele¢do do etanol como solvente e do acido acético como modificadores
organicos ao invés de acetronitrila ou metanol com &cido férmico ou trifluoroacético esta de
acordo com outros trés principios da GAC que recomendam que reagentes oriundos de fontes
renovaveis sdo preferiveis (principio 10), reagentes toxicos devem ser eliminados ou
substituidos (principio 11) e a seguranga do analista aumentada (principio 12). Portanto, o
desenvolvimento do método ambientalmente amigavel para a obtengdo de uma impressao
digital metabdlica de alcachofra possibilitou a aplicagdo de 8 dos 12 principios da Quimica
Analitica Verde, corroborando a consonancia do fingerprinting desenvolvido com os aspectos

ambientais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Foi desenvolvido um método cromatografico eficiente e ambientalmente amigavel para
se obter o perfil cromatografico (impressao digital ou fingerprint) do extrato hidroetandlico das
folhas de C. scolymus. O método foi obtido a partir de uma perspectiva multiparamétrica e
heuristica, na qual pardmetros de separacdo e ambientais foram considerados de modo
simultaneo. Durante o processo de desenvolvimento do fingerprinting, os experimentos foram
rigorosamente selecionados e executados com etanol, conhecido por sua baixa toxidade e
biodegradabilidade. Embora EtOH seja mais viscoso que MeCN (solvente empregado no
método de referéncia) o método mostrou-se compativel até mesmo com equipamentos para
CLAE comuns e mais eficiente que trabalhos da literatura com os mesmos propositos, desde
que a pressdao nao exceda 15 MPa e a temperatura de andlise seja proxima da temperatura
ambiente. Isso indica que a migracdo de métodos em CLAE poluidores por métodos mais
“verdes” nao requer grandes modifica¢des na instrumentagdo em CLAE geralmente empregada,
mas requer uma abordagem diferente no desenvolvimento do método, na qual o conceito de
“performance cromatografica” considere a separacdo cromatografica em conjunto com aspectos

ambientais.
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Abstract

The process to develop a chromatographic method for fingerprinting complex matrices should be performed through a multipa-
rameter approach that could lead to the desired separation and save environmental resources such as organic solvents and energy.
In other words, this process should be pursued by employing an optimized experimental design and having a response function
which takes into consideration separation parameters together with environmental parameters. Green Analytical Chemistry
principles should be pursued during all steps of the research. This work presents a heuristic approach to develop a high-
performance liquid chromatography method for fingerprinting an extract from leaves of Cynara scolymus L., a food plant
consumed worldwide. A fractional factorial design was used to identify relevant chromatographic variables followed by a
comprehensive design for optimization purposes (Doehlert design). A response function called green chromatographic finger-
printing response was employed to obtain a compromise between fingerprint quality and low environmental impact of the
method. This optimized approach led to the development of a robust and green method for fingerprinting C. scolymus by
HPLC-PAD. This method proved to be greener than the reference method reported in literature and compatible even with no
state of art HPLC instruments because the system backpressure did not exceed 15 MPa and the column temperature was 35 °C.

Keywords Metabolic fingerprinting - Green analytical chemistry - Experimental design - Doehlert - Optimization - Green liquid
chromatography

Introduction

Artichoke (Cynara scolymus L.) is an herbaceous plant main-
ly cultivated in Europe, where its fleshy leaves and receptacle
(known as “heads”) are an important ingredient of the
Mediterranean diet, and it has been considered as an
Intangible Cultural Heritage of Humanity. It also has been
cultivated for over a century in South America, where its
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production is increasing (Lopez-Molina et al. 2005; Lutz
etal. 2011; Unesco 2010; Romani et al. 2006). The artichoke
heads (fleshy leaves and receptacle) are consumed fried,
boiled, and/or steamed, and used in many recipes due to its
pleasant taste. It is a source of proteins, minerals, dietary fi-
bers, and fructo-oligosaccharides, etc. (Romani et al. 2006;
Zhu et al. 2004; Pandino et al. 2011; Wu et al. 2013).
Additionally, artichoke leaf extract has been used in folk
medicine for centuries, mainly due to its choleretic, diuretic,
and hypocholesterolemic activities (Rodriguez et al. 2002;
Fritsche et al. 2002; Bundy et al. 2008). These traditional uses
have been supported by scientific investigations over the
years. Antimicrobial, antioxidant, antiglycemic, and digestive
properties etc. have been reported for this plant (Zhu et al.
2004; Zapolska-Downar et al. 2002; Fantini et al. 2011,
Marakis et al. 2002; Holtmann et al. 2003). Its pharmacolog-
ical activities have been associated with compounds such as
caffeoylquinic acids (e.g., 1,3-Di-O-caffeoylquinic acid, or
cynarin), flavonoids (e.g., luteolin-7-rutinoside), and sesqui-
terpene lactones (e.g., cynaropicrin) (Zhu et al. 2004; Bundy
etal. 2008). A variety of pharmaceutical preparations and food
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supplements containing artichoke leaves and flowers are of-
fered on the market (Schiitz et al. 2006).

The development of safe and efficient medicines from
plants is a difficult task because plant materials can have mul-
tiple compounds that can even work synergistically (Liang
et al. 2004; Liang et al. 2010; Qian et al. 2007; Xie et al.
2007). A multicomponent approach should be preferred over
a single component one for standardizing and quality control-
ling a medicinal plant and its derived products. A proper chro-
matographic fingerprint is suggested by agencies such as the
US Food and Drug Administration (FDA), the European
Medicines Evaluation Agency (EMEA), and even World
Health Organization for this purpose (Li et al. 2010; The
European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
2006; Tistaert et al. 2011; US Food and Drug Administration
2004; World Health Organization 1991).

Thus, development of a chromatographic method for qual-
ity control of a medicinal plant should be driven by a heuristic
approach, and design of experiments (DoE) can fit this goal.
As opposed to a univariate (or trial-and-error) proposal, DoE
is a multiparameter approach that performs simultaneous, im-
partial, and systematic evaluation of all factors of interest,
where the number of experiments is minimized while maxi-
mum information is obtained from experimental data, saving
time and resources. DoE allows researchers to identify inter-
actions among the factors and to build useful response sur-
faces to predict the optimal experimental conditions (Myers
etal. 2016; Montgomery 2017). The selection of the factors to
be evaluated, the response function to be monitored, and even
the experimental design itself should consider green analytical
chemistry (GAC) concepts and principles (Gatuszka et al.
2013). In other words, a resource-saving approach should be
pursued from the method development process.

This work aimed to offer an efficient, green, and affordable
HPLC-PAD method for fingerprinting extracts of leaves of
C. scolymus. For that, (1) a multiparameter and multianalyte
approach was adopted, (2) the design of experiments was
rigorously selected to save energy and solvent during all the
method development process, (3) ethanol was selected as the
organic modifier, (4) standard HPLC conditions were
employed during all method development to be compatible
even with non-state-of-the-art instruments, and (5) the envi-
ronmental performance of the method was compared with a
reference method previously reported.

Experimental
Chemicals and Reagents

EtOH (HPLC grade; Tedia®, USA), ultrapurified water
(Millipore®, USA), and acetic acid (AcOH, AR grade;

@ Springer

Synth®, Brazil) were used as mobile-phase components and
extraction media in this work.

Plant Material

Authentic leaves of C. scolymus were kindly provided by
Centroflora Group (Lot 200112.122), located at the city of
Botucatu, SP, Brazil.

Extraction and Concentration

A portion of approximately 10 g of dry C. scolymus leaves
was extracted by maceration with three aliquots of 100 mL of
the binary mixture of EtOH/H,O (7:3, v/v) at 40 °C, with
constant stirring and replacement of the extractive solution
every 48 h, with a total extraction time of 144 h. The fluid
solutions were collected and concentrated at 40 °C by an
R-300 rotary evaporator (Buchi®, Switzerland) to obtain the
dried hydroalcoholic extract of C. scolymus leaves.

Pre-Treatment Using Solid Phase Extraction (SPE)

Samples were treated before injection in the HPLC system by
solid phase extraction (Sep-Pak C,g cartridge, Strata-E,
500 mg/3 mL; Phenomenex®, USA). The stationary phase
was activated with 6 mL of EtOH and equilibrated with
6 mL of EtOH/H,O (7:3, v/v). The equilibrated stationary
phase was then loaded with 50 mg of the hydroethanolic dry
extract of C. scolymus leaves (HECL) and eluted with 2 mL of
the equilibrating solution in order to eliminate chlorophylls
and other low-polarity compounds. This procedure was
adopted because the objective was to obtain a selective finger-
print of the high and middle polarity compounds with
phytotherapeutic properties. The sample at a concentration
of 25 mg mL ™" was filtered through a PTFE filter (0.45 pm,
25 mm; Phenomenex®, USA).

High-Performance Liquid Chromatography Analyses

HPLC analyses were performed using an HPLC-PAD appara-
tus (Jasco®, Japan), equipped with quaternary pump (model
PU-2089 plus), photodiode array detector (model MD-2010
plus), automatic injector (model AS-2055 plus), and column
oven (model CO-2060 plus). Separations were achieved in a
C,g column (XBridge, 150 x 4.60 mm i.d. x 5 um; Waters®,
Ireland) coupled to a C;g guard column (4 x 3 mm, 5 pum;
Phenomenex®, USA). The optimized method employed
0.5% acetic acid aqueous solution (A) and EtOH (B) at
1 mL min~' and 35 °C at the following gradient: 5-50% B
(0-30 min); 50-100% B (30-31 min); 100% B (41 min).
Equilibration of the stationary phase was achieved with 5%
B for 30 min. A 2-uL preheater (Thermo Fischer Scientific®,
USA) was coupled to the pre-column and kept in the column
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oven. Injection volume and column equilibration time were
fixed at 20 uL and 30 min, respectively. Chromatographic
data were accessed, processed, and handled employing
ChromNAV (Jasco®, Japan) and Openchrom® (Lablicate
GmbH, Germany) software. Statistical analyses, validation
of the empirical models, normal probability, and response sur-
face plots were performed using GNU Octave 4.2.1, Matlab
2010a (Mathworks®, USA), Microcal Origin 6 (OriginLab®,
USA), and LibreOffice 5 (The Document Foundation, USA)
software.

Multivariate Analyses—Fractional Factorial Design
and Doehlert Design

Initially, five chromatographic factors were screened by
means of a fractional factorial design (2V571) (Table 1).
Later, the statistically significant factors were inserted in a
Doehlert design (Table 2) with the aim of finding a mathemat-
ical model that could indicate an optimal point. Two responses
were monitored: number of peaks (n) and green chromato-
graphic fingerprinting response (GCFR, Eq. 1).

GCFR = n*(FP/MP)(n/t) (1)

where 7 is the total number of peaks of the chromatogram, # is
the total chromatographic run time, FP is the number of peaks
in the half-part of the chromatogram with fewer number of
peaks, and MP is the number of peaks in the other half-part of
the chromatogram with more peaks. The higher the GCFR
score, the better by means of global chromatographic optimi-
zation. Further information about GCFR is provided else-
where (Funari et al. 2014; Ji et al. 2005). Although any man-
ifestation with signal/noise (S/N) higher than 3 is considered a
peak in HPLC, only those with S/N higher than 100
(Openchrom® software) were taken into consideration for
both responses monitored in this work because this ratio
allowed UV spectra to be recorded, an important parameter
in this work.

Table 1 Factors and levels investigated in Fractional Factorial Design
on Screening Variables
Factors Levels

-1 0 +1
X1. Initial % of EtOH 5 12.5 20
X2. Final % of EtOH 25 375 50
X3. Temperature of analysis (°C) 35 57.5 80
X4. % acetic acid in H,O 0 0.25 0.5
X5. Flow rate (mL min ) 0.6 0.8 1.0

Measuring the Environmental Impact
of the Optimized Method

A metric called Environmental Assessment Tool (HPLC-EAT,
Eq. 2) was employed to estimate the environmental impact of
the method compared with other methods described in the
literature for similar purposes (Gaber et al. 2011).

HPLC—EAT = S1lml + Hlml 4+ Elm1 + §2m?2
+ H2m2 + E2m2 + ... + Snmn
+ Hnmn + Enmn (2)

where S, H, and E refers to a score attributed to each solvent
(1 —n) based on the impact on safety, health, and environ-
ment, respectively. Each score is multiplied by the mass (m)
of the solvent. Detailed information is provided elsewhere
(Gaber et al. 2011). The HPLC-EAT final score for a method
is easily calculated with free software provided by the authors
(Gaber et al. 2011). For this metric, a higher score indicates a
high environmental impact; therefore, the lower the score, the
better.

Validation of the Optimized Method

The validation of the optimized method followed
International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH Harmonised Tripartite Guideline 2005)
until repeatability analysis. The monitored parameters were
selected based on those proposed by Funari et al. (2014)
for complex matrices. Thus, the quality of the method was
checked by taking the relative standard deviation (RSD)
among (1) the total peak areas of the chromatograms and
(2) the ratios between the retention time of any peak with
an area >4% of the total peak area and the retention time
observed for a reference peak (indicated with an asterisk
in Fig. 3).

Results

Screening Variables—Fractional Factorial Design
2v5—1

According to normal probability plots (Fig. 1), variables X1,
X3, and X4 proved to be the most important variables for
number of peaks response, whereas the variables X1, X3,
and X5 proved to be the most important ones for GCFR re-
sponse. Although X5 did not present high significance in the
normal probability plot for GCFR (Fig. 1b), a statistical eval-
uation of results (ANOVA) shows that this variable could be
influential in the model; therefore, it was kept for the Doehlert
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Table 2  Four-factor Dochlert design factors and levels investigated with the following results
Run Factors® Terms of Eq. 1 Results®
X5 X1 X3 X4 n? FP MP FP/MP nlt n GCFR

1 1 (1.0) 0(12.5) 0(57.5) 0(0.25) 81 0 0 0.30 9 0.00
2 0.5(0.9) 0.87 (20.0) 0 (57.5) 0(0.25) 64 0 0 0.27 8 0.00
3 0.5(0.9) 0.29 (15.0) 0.82 (80.0) 0(0.25) 100 0 10 0 0.33 10 0.00
4 0.5(0.9) 0.29 (15.0) 0.2 (63.1) 0.79 (0.50) 100 0 10 0 0.33 10 0.00
5 —1(0.6) 0 (12.5) 0(57.5) 0(0.25) 169 2 11 0.18 0.43 13 13.32
6 —0.5(0.7) —0.87 (5.0) 0(57.5) 0(0.25) 324 3 15 0.2 0.6 18 38.88
7 —0.5(0.7) —0.29 (10.0) —0.82 (35.0) 0(0.25) 324 4 14 0.29 0.6 18 55.54
8 —0.5(0.7) —0.29 (10.0) —0.2(51.0) —0.79 (0) 225 2 13 0.15 0.5 15 17.31
9 0.5(0.9) —0.87 (5.0) 0(57.5) 0(0.25) 289 2 15 0.13 0.57 17 21.84
10 0.5 (0.9) —0.29 (10.0) —0.82 (35.0) 0(0.25) 361 4 15 0.27 0.63 19 60.97
11 0.5 (0.9) —0.29 (10.0) —0.2 (51.9) —0.79 (0) 196 2 12 0.17 0.47 14 15.24
12 -0.5(0.7) 0.87 (20.0) 0(57.5) 0(0.25) 64 0 8 0 0.27 8 0.00
13 0(0.8) 0.58 (17.5) —0.82 (35.0) 0(0.25) 256 2 14 0.14 0.53 16 19.50
14 0(0.8) 0.58 (17.5) -0.2(51.9) —0.79 (0) 81 0 9 0 0.30 9 0.00
15 -0.5(0.7) 0.29 (15.0) 0.82 (80.0) 0(0.25) 121 0 11 0 0.37 11 0.00
16 0(0.8) —0.58 (7.5) 0.82 (80.0) 0(0.25) 121 1 10 0.10 0.37 11 4.44
17 0(0.8) 0(12.5) 0.61 (74.4) —0.79 (0) 81 0 9 0 0.30 9 0.00
18 —0.5(0.7) 0.29 (15.0) 0.2 (63.1) 0.79 (0.50) 121 0 11 0 0.37 11 0.00
19 0(0.8) —0.58 (7.5) 0.2 (63.1) 0.79 (0.50) 169 2 11 0.18 0.43 13 13.32
20 0(0.8) 0(12.5) —0.61 (40.6) 0.79 (0.50) 196 2 12 0.17 0.47 14 15.24
cp1° 0(0.8) 0 (12.5) 0(57.5) 0(0.25) 121 1 10 0.10 0.37 11 4.44
Ccp2° 0(0.8) 0(12.5) 0(57.5) 0(0.25) 100 1 9 0.11 0.33 10 3.70
Cp3P 0(0.8) 0(12.5) 0(57.5) 0(0.25) 121 1 10 0.10 0.37 11 4.44
CP4° 0(0.8) 0(12.5) 0 (57.5) 0(0.25) 144 1 11 0.09 0.40 12 5.24

X5, flow rate (mL min”! ); X1, initial percentage of EtOH; X3, temperature (°C); X4, percentage of acetic acid on water

® Central point and correspondent replicate number

¢ Codified values are given without brackets and their following experimental values are indicated in brackets

dCollected at 350 nm

design. Variable X2 does not appear as significant, so it was
fixed at 50% of EtOH for the next step. Using these four

selected variables, linear models were calculated and the anal-

ysis of variance (ANOVA) at 95% of confidence revealed the
R? value (coefficient of determination) of 0.88 and 93.8% of

Fig. 1 Normal probability plots

for contrasts regarding a number
of peaks and b GCFR responses
in fractional factorial design
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response surface. This kind of model is employed mainly
to identify the relevant variables.

Optimization of Chromatographic Conditions
by Doehlert Design

Once the four most relevant variables were determined, a
Doehlert design was applied to optimize the chromatographic
conditions. The design itself as well as the outputs can be
found in Table 2. From this set of experiments, the variables
X4 and X5 were revealed to be not significant at 95% of
confidence. Thus, the following mathematical models were
built as a function of initial percentage of B (X1), the temper-
ature of the chromatographic run (X3) for number of peaks (#,
Eq. 3), and green chromatographic fingerprinting response
(GCFR, Eq. 4):

n=11.68(10.75=4.56(1131)X174.20(1131)X3
+3.34 (10 124 (3)
GCFR = —18.92(1s5 65%124.12 (5 653 + 21.571(5.06)X]
+29.02(27.58%3 + 32.27(41537)%13 (4)

R? and maximum explainable variance for Eq. 3 were 0.84
and 95.3% and for Eq. 4 were 0.91 and 96.7%. In addition,
experimental /' values for number of peaks () model were
35.84 (regression/residual) and 2.31 (lack of fit/pure error),
with critical values of 3.10 (F320.954) and 2.98 (F10.10.95%)
respectively. For GCFR model, experimental £ values were
48.69 (regression/residual) and 2.31 (lack of fit/pure error),
whereas critical values were 2.90 (F4 19.959) and 2.95
(Fs.11.95%), respectively, considering the degrees of freedom
and pure error related to replicates in central point and addi-
tional replicates obtained after the elimination of non-
significant coefficients (Pereira Filho 2015). These F' tests
showed that the regression is statistically significant because
the experimental F (regression/residual) is around 12 and 17
times the critical value for n and GCFR responses, respective-
ly. No lack of fit was observed for both models since Fy jyes <
Fiitical- Response surfaces were built from the Egs. 3 and 4
(Fig. 2). They predicted a common optimal for number of
peaks and GCFR with initial percentage of EtOH (X1) and
temperature of analysis (X3) at 5% and 35 °C, respectively.
This should lead to 21 peaks and a GCFR score of 95.09.
Thus, the whole chromatographic condition tested was 5—
50% of EtOH in 30 min, at | mL min ' and at 35 °C. The
percentage of acetic acid in water was fixed at 0.5% (v/v). This
condition was applied in triplicate, and the observed experi-
mental values were 19.33 +0.58 peaks and a GCFR score of
92.53 = 18.8, which are very close to the predicted values. A
representative chromatogram for the optimum point is shown
in Fig. 3.

Validation of the Optimized Method
Instrumental Precision

The instrumental precision was evaluated with nine consecu-
tive injections of the same sample at the concentration of
25 mg mL™" and the same vial (ICH Harmonised Tripartite
Guideline 2005). The RSD of the total peak area was 3.83%,
whereas the maximum value for RSD regarding relative re-
tention time was 0.58%.

Repeatability

Repeatability was also determined using nine consecutive in-
jections, varying sample concentrations in three levels and
three replicates for each level. Three samples with three dif-
ferent concentrations of vegetal material (5, 15, and
25 mg mL™") from HECL were prepared and each one of
those, in three different vials, were injected three times (ICH
Harmonised Tripartite Guideline 2005). The maximum RSD
of'the total peak area was 2.77%, whereas the maximum RSD
observed for relative retention time was 1.01%.

Discussion

Fractional factorial design was able to indicate four statistical-
ly relevant variables in a reduced number of experiments. The
Doehlert design led to satisfactory mathematical models for
both responses (number of peaks and GCFR). The common
predicted optimal point was later experimentally confirmed.
The optimal GCFR found increased 52% relative to the best
result obtained for the experiments circumvented in the orig-
inal experimental design (run 10, Table 2). This result con-
firmed the high quality of the mathematical models.

From the original set of experiments (Table 2), it became
clear that the synergistic interaction between X1 and X3
strongly influenced the distribution of the peaks across the
chromatogram (second term of GCFR, Eq. 2) as well as the
number of peaks per time (third term of GCFR, Eq. 2). From
Table 2, the highest values for these terms were obtained when
X1 and X3 were investigated in the lowest levels. The best
scores for both monitored responses (run 10 followed by the
runs 7 and 6, Table 2) were achieved when factors X1 or X3
was investigated at —0.87 and — 0.82, respectively, or 5% of
ethanol and 35 °C of oven temperature.

The fingerprint of HECL (Fig. 3) at 350 nm was found to
be dominated by compounds with UV spectra typical of com-
pounds derived from caffeic acid (peaks 1, 2, 4, and 5) and
flavones (peaks 3 and 6), which are classes of substances that
have already been reported for C. scolymus (Negro et al.
2012). This was important as the reported pharmacological
activities for this species rely on compounds belonging to
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Fig. 2 Response surface plots for a number of peaks and b GCFR responses at Dochlert design

these classes. With regard to the separation and resolution of
the peaks, it is important to emphasize that the developed
fingerprint has qualitative purposes. In this way, a degree of
overlapping and/or non-Gaussian normal distribution for
peaks are accepted if the researcher is able to successfully
access the chemical complexity of the sample and handle the
related data regarding all detected peaks (Alaerts et al. 2010; Ji
et al. 2005; Liang et al. 2010; Klein and Rivera 2000; Gong
etal. 2003). In fact, it was possible to obtain a good selectivity,
considering that we were able to analyze the UV spectrum of
each peak in all samples analyzed in the validation, including
in the evaluation of the repeatability parameter, where the
sample concentration varied from 5 to 25 mg mL ™" and the
chromatographic profile did not present changes. In this con-
text, the minor separation factor and resolutions for the devel-
oped fingerprint in relation to the reference method did not
damage selectivity.

Regarding environmental aspects, Doehlert design is a type
of DoE that is considered one of the best alternatives to obtain
mathematical model. The four-factor Doehlert design uses a
reduced number of experiments compared to central compos-
ite design and Box—Behnken. The disadvantage is that this
lower number of experiments decreases the number of degrees
of freedom for residuals. However, in our case, this was not a
problem since we had at least 19 degrees of freedom for
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residuals. Thus, the selection of a fractional factorial design
for screening variables and a Doehlert design for optimization
purposes are in accordance with three principles of GAC,
which state that the generation of a large volume of analytical
waste should be avoided (principle 7), that a multianalyte
(both response functions employed fit this point) or multipa-
rameter methods are preferred (principle 8), and that the use of
energy should be minimized (principle 9).

The selection of ethanol and acetic acid as organic modi-
fiers instead of the widely used acetonitrile and methanol plus
formic or trifluoroacetic acid was in accordance with other
three principles of green chemistry which state that reagents
obtained from renewable sources should be preferred (princi-
ple 10), toxic reagents should be eliminated or replaced (prin-
ciple 11), and that the safety of the operator should be in-
creased (principle 12).

The multivariate quadratic models (Eqgs. 3 and 4) indicated
that the lowest investigated levels for initial percentage of the
organic solvent (X1) and temperature of analysis (X3) should
lead to the best chromatographic fingerprint according to both
monitored responses. These also fit principles 7 and 9 of GAC
mentioned before. The variable X1 presented a high signifi-
cance for the optimization of the chromatographic separation
for both monitored responses because it is directly related to
the force of elution of the mobile phase (Snyder et al. 1997). In
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Fig. 3 HPLC-PAD fingerprint of C. scolymus (HECL) at A =350 nm.
Column: XBridge, 150 x 4.6 mm. Mobile phases: HyO + 0.5% acetic acid
(A) and EtOH (B) at the following gradient: 0—50% B in 30 min. Flow

this context, the higher investigated experimental value for
X1, the higher is the eluotropic force solvent system as mobile
phase and the lower the number of peaks and GCFR score.
Regarding the variable X3, where higher experimental values
are investigated in the runs, there occurs a decrease in viscos-
ity, changes in dielectric constant and pH of the mobile phase,
as well as the arrangement of the stationary phase ligands and
diffusion of the analytes (Heinisch and Rocca 2009; Dolan
2002; Snyder et al. 1997). As a consequence, a higher disso-
lution of the analytes in the solvents and lower interaction with
the stationary phase (decrease in the amount of analyte equi-
libria between the mobile and stationary phases) occur, pro-
moting co-elution of the peaks. This phenomenon also de-
creases the responses n and GCFR.

On the other hand, the levels of variables X4 and X5 were
fixed at 0.5% of acetic acid (A) and 1 mL min ', which were
not the best levels from a green chemistry standpoint. From
this perspective, 0% acetic acid and 0.6 mL min~' would be
preferred, but the decision for 0.5% acetic acid as A and 1 mL
min ' was made taking into consideration the improvement of

T T T T T T T T T T T T T T T T

15.0 30.0
min
rate: 1 mL min . Temperature of analysis: 35 °C; injection volume:

20 pL. UV spectra of the major peaks are provided over the
chromatogram

the peak shapes (avoiding ionization of acidic analytes) and
resolutions to values considered satisfactory to UV spectra
recording (e.g. run 11 in fractional factorial design and the
tested possible optimum points). It is well known that
employing an acid in the mobile phase can avoid ionization
of acidic analytes, as expected for HECL, and, thus, improve
peak shapes and resolution (Snyder et al. 1997).

A simple and freely available tool called HPLC-EAT (Eq.
2) was employed to quantify the environmental impact of the
method proposed here for the fingerprint of C. scolymus
(Gaber et al. 2011) compared to the reference method reported
in literature by Negro et al. (2012) for a similar purpose. This
method was selected as a reference method among other ones
available in the literature because in our opinion it presents the
best compound separation, resolution, peak shape, and online
UV spectra, employing acetonitrile (MeCN) as the mobile-
phase organic modifier, which is the most used organic sol-
vent in HPLC (thus, MeCN can be considered a reference
solvent in reverse phase liquid chromatography). In calcula-
tion, the pretreatment of the sample was taken into

@ Springer

402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421



AUTHORSSPROCHE":

422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448

449

450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467

468
469
470

Food Anal. Methods

consideration. The method proposed here and the reference
method presented scores of 19.6 and 81.0, respectively, which
evidenced the greenness of the method proposed here com-
pared to the reference method. That can be mainly explained
by the favorable scores of EtOH when compared with MeCN
regarding safety, health, and environmental impacts (Gaber
et al. 2011). EtOH is considered a greener alternative to
HPLC due to its relatively low toxicity and to its biodegrad-
ability. MeCN is strongly undesired from the green analytical
chemistry standpoint since it is toxic to mammals and aquatic
life (Hutchinson et al. 2012; Fritz et al. 2009). A minor impact
on HPLC-EAT scores was due to organic solvent consumption
in the methods under comparison. The method proposed here
consumed 20.5 mL of EtOH, whereas the reference method
consumed 23.2 mL of MeCN.

Later, the ratios between GCFR and HPLC-EAT were also
calculated for both methods. This ratio considers parameters
of separation given by GCFR with environmental parameters
given by HPLC-EAT, thus providing a more heuristic view of
the process of separation (Funari et al. 2014). According to
this hybrid metric, the higher the score, the better. Therefore, it
was applied for both methods under comparison, leading to
4.72+0.20 and 0.02 £ 0.00 for the method proposed here and
the reference method, respectively.

Regarding the instrumental precision and repeatability,
RSD values compatible with good methods for fingerprinting
complex samples were observed (Funari et al. 2014).

Conclusion

This work showed an efficient and less impactful way to obtain
a chromatographic fingerprint of a C. scolymus leaf extract.
This is because the method developed here was obtained from
a multiparameter approach and considered separation and en-
vironmental parameters at the same time. Throughout the de-
velopment process, lean experimental designs were selected,
as well as a low toxicity and biodegradable organic modifier
(ethanol). Although EtOH is more viscous than acetonitrile
(the organic solvent employed in the reference method), this
showed to be compatible even with non-state-of-the-art instru-
ments since it does not exceed 15 MPa of backpressure and the
temperature for analysis is very close to room temperature. It
shows that the migration of HPLC methods for greener ones
did not require changes in the HPLC instrumentation itself, but
it requires a change from a traditional method development
approach to a more heuristic one, where the concept of perfor-
mance considers parameters of separation in conjunction with
environmental parameters.
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