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RESUMO

As espécies Byrsonima intermedia (“‘murici-mirim”) e Terminalia catappa
(“castanholas”) apresentam comprovadamente atividades antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antiulcerogénica, analgésica e cicatrizante e possuem em sua composigao
taninos, flavondides e acidos fendlicos. Essas espécies sao potenciais candidatas para a
producao de fitoterapicos e dessa forma sdo necessarias metodologias de analise que
identifiquem a constituicdo quimica dessas espécies, como impressdes digitais
(fingerprintings), para comprovagao da identidade e controle de qualidade utilizando, por
exemplo, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Apesar da importancia
atribuida a essa técnica, grandes volumes de solventes toxicos s&o gerados por ano,
como a acetonitrila (MeCN) e metanol (MeOH), aumentando os custos de tratamento
desses residuos além da sua manipulagao poder ocasionar danos a saude dos analistas.
Uma alterativa eficiente de reduzir esses impactos € a aplicagdo dos conceitos da
Quimica Verde (QV). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi substituir o MeOH por
etanol (EtOH) em analises por CLAE-DAD para a obtengao de fingerprintings de extratos
hidroalcoodlicos das folhas de B. Intermedia e T. catappa, utilizando uma abordagem
multiparamétrica, aplicando os conceitos da QV. Para isso foi empregada a quimiometria
nas analises por CLAE-DAD, utilizando Planejamento Fatorial Fracionario e
Planejamento do Composto Central. Apos a otimizagdo do modelo foram identificadas as
substancias majoritarias de ambas as espécies por comparagao dos espectros UV e
tempo de retengdo com padrdes auténticos. Este trabalho demonstrou que foi possivel a
substituicdo da MeOH por EtOH sem necessidade de modificagdes no equipamento,
apenas alterando o solvente a partir de condi¢gdes otimizadas, visando o melhor
desempenho e menor impacto ambiental do método. Os métodos verdes desenvolvidos
foram comparados com os métodos da literatura pela métrica HPLC-EAT a fim de avaliar
o impacto ambiental gerado e quanto maior o score obtido pela métrica, mais poluente é o
método. Os métodos desenvolvidos obtiveram score entre 27 e 30, enquanto que os
métodos da literatura obtiveram score entre 47 e 50. Além de apresentar menor impacto
ambiental, a utilizagcdo do EtOH em analises de matrizes complexas, demonstrou
seletividade semelhante ou superior a do MeOH, permitindo a identificacdo dos

constituintes presentes nos extratos, sendo entdo uma opcdo menos téxica e sustentavel.

Palavras-chave: Byrsonima intermedia, Terminalia catappa, cromatografia liquida,
quimica verde, cromatografia verde, quimometria, planejamento fatorial, fingerprint.



ABSTRACT

The species Byrsonima intermedia ("murici-mirim") and Terminalia catappa
("castanets") have shown antimicrobial, anti-inflammatory, antiulcerogenic, analgesic and
cicatrizant activities and have tannins, flavonoids and phenolic acids in their composition.
These species are potential candidates for the production of phytotherapics, and therefore,
analytical methodologies are needed to identify the chemical constitution of these species,
such as fingerprintings, for proving identity and quality control using, for example, High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Despite the importance attached to this
technique, large volumes of solvents are generated per year, such as the toxic solvent,
acetonitrile, increasing the costs of treatment of the waste generated and its handling can
cause damages to health and the environment, and an efficient way to reduce these
impacts is the application of the concepts of Green Chemistry. Despite the importance
attached to this technique, large volumes of toxic solvents are generated per year, such as
acetonitrile (MeCN) and methanol (MeOH), increasing the costs of treatment of these
wastes and their manipulation may cause damage to the health of analysts. An efficient
alteration to reduce these impacts is the application of the concepts of Green Chemistry
(GC). In this context, the objective of this work was to replace the MeOH by ethanol
(EtOH) in CLAE-DAD analyzes to obtain fingerprintings of hydroalcoholic extracts from the
leaves of B. intermedia and T. catappa, using a multiparametric approach, applying the
concepts of GC. For this, the chemometry was used in the analyzes by HPLC-DAD, using
Fractional Factorial Design and Central Compound Design. After the optimization of the
model the major substances of both species were identified by comparison of UV spectra
and retention time with authentic standards. This work demonstrated that it was possible to
replace the MeOH with EtOH without modifications in the equipment, only changing the
solvent from optimized conditions, aiming at the best performance and lower
environmental impact of the method. The methods developed obtained a score between
27 and 30, whereas the literature methods obtained a score between 47 and 50. In
addition to having a lower environmental impact, the use of EtOH in complex matrix
analyzes showed similar or higher selectivity than MeOH, allowing the identification of the

constituents present in the extracts, being a less toxic and sustainable option.

Key words: Byrsonima intermedia, Terminalia catappa, liquid chromatography, green

chemistry, green chromatography, quimometry, factorial planning, fingerprint.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Plantas com principios bioativos sdo aquelas que possuem alguma agao sobre
outros seres vivos e seu efeito pode se manifestar tanto pela sua presenga em um
ambiente quanto pelo uso direto de substancias delas extraidas. Dentro deste conceito,
enquadram-se as plantas medicinais, aromaticas, condimentares, inseticidas, repelentes,
téxicas, entre outras (MOREIRA, 2010).

A utilizagcado de plantas como fonte de substancias terapéuticas se deu de forma
empirica pela populagdo, principalmente pelo povo do campo. Essa utilizagdo mais
simpléria pela populagdo caracterizou, no ponto de vista tecnologico de farmacos
sintéticos, como um atraso tecnoldgico, o qual era tratado também como curandeirismo,
acarretando um certo descaso ao se falar em fitoterapicos (GURIB-FAKIM, 2006).

Porém, com o passar do tempo, e com a maior procura por substancias com
propriedades bioativas, a fim de diminuir os gastos com a sintese de novos farmacos, a
terapéutica vegetal ganhou muita atengdo no meio cientifico, o que acarretou um maior
fomento para o segmento, ja que estudo quimico, farmacolégico, toxicoldgico e clinico das
plantas se faz necessario para referencia-las quanto a sua eficacia e as possiveis
contraindicagdes ou efeitos adversos (GURIB-FAKIM, 2006).

Nesse sentido, uma espécie que vem se destacando € a Byrsonima intermedia A.
Juss. (Figura 1), encontrada no cerrado, conhecida popularmente como “murici-mirim” (do
Tupi Guarani que quer dizer: arvore pequena). Na natureza se apresenta na forma de um
arbusto com no maximo 1,60 m de altura, com copa desuniforme e caule de cor castanho
acinzentado (OLIVEIRA et al.; 2007). Suas folhas sdo simples, coriaceas, glabras na face
superior e pubescentes na face inferior e com apice ou ponta lanceolada (FERRI, 1969).
Suas flores sdo bem vistosas e amarelas, mas adquirem coloragdo alaranjada quando
velhas. Sé&o ciclicas, formando cachos de 10 a 15 cm, em numero de 15 a 35 flores
dispostas em pequenos racemos (JOLY, 1977). Seu florescimento ocorre entre os meses
de outubro a dezembro (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).
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Fonte: Ricardo Cardim

E uma espécie frutifera, onde seus frutos apresentam dimensées de 7,70 -11,00
cm x 7,77- 10,78 cm, com massa da matéria fresca de 0,29 — 0,71 g de sabor adocicado
e suculentos (SOUTO; OLIVEIRA, 2005).

O género Byrsonima apresenta baixa taxa de germinagéo, a emergéncia lenta das
plantulas e dorméncia tegumentar das sementes, o que dificulta seu cultivo, porém sao
plantas de facil adaptacao, se desenvolvendo bem em solos areno-argilosos, com clima
quente e boa ventilagdo (PIMENTEL GOMES, 2005; PINTO; BERTOLUCCI, 2002;
MONTEIRO, ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005). Esse género pertence a familia
Malpighiaceae que compreende aproximadamente cerca de 60 géneros e 1.200 espécies
com 50% sendo encontradas no Brasil (AGUIAR et al., 2005; JOLY, 1977).

O uso tradicional do murici-mirim (B. intermedia) é pelo consumo do cha da casca
do caule e folhas como antisséptico, antimicrobiana, anti-hemorragica, cicatrizante,
antiulcerogénica, anti-inflamatério, antifebrifugo, adistringente e no tratamento de diarreia,
disenteria e infecgcbes cutdneas (PINTO; BERTOLUCCI, 2002; MONTEIRO;
ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005; RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

Estudos farmacoldégicos comprovaram atividades antimicrobiana, atividade anti-
inflamatdria, agdo antiulcerogénica, atividade analgésica e efeito cicatrizante e relatado
pequeno efeito mutagénico (CARVALHO, 2010; MICHELIN et al., 2008; SANNOMIYA et
al., 2007; SANTOS et al., 2006, 2007).

Estudos da quimica de B. intermedia relatam a presencga de catequinas, derivados
de quercetina, acido galico e galato de metila em suas raizes (SANNOMIYA et al., 2004).
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Foi evidenciado também a presenga de pirogalico, pirocatequinas e B-amirina em suas
raizes (BONZANI DA SILVA, 1970a e 1970b). E lupeol e B-amirina nas folhas secas
(FELICIO et al., 1995), e seu dleo floral é rico em &acidos graxos livres e o principal
constituinte identificado foi o acido birsénico (REIS et al., 2007).

Outra espécie que se destaca como medicinal € a Terminalia catappa (Figura 2),
conhecida popularmente como castanhola, amendoeira, chapéu-de-sol, guarda-chuva,
chapéu-de-praia, améndoa-da-india, amendoeira-do-para, arvore-da-noz, sete-copas e
noz-da-praia. Se apresenta na natureza como uma arvore de grande porte, medindo de
12 a 15 metros de altura, € uma espécie caducifdlia, de tronco ereto, suas folhas sao
alternas, grandes, agrupadas a espagos ao longo dos ramos e nas extremidades,
ovaladas, coriaceas, verdes e marrom-avermelhadas de 12 a 25 centimetros de
comprimento. Seus frutos sao elipsoides, amarelos-esverdeados ou rosa-arroxeados com
pouca polpa. As sementes (améndoa) sao duras, comestiveis, envoltas por uma casca
fibrosa que contém um dleo fino (LORENZI, 2003).

Figura 2. Arvore da espécie Terminalia catappa.

Fonte: C. Elevitch
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O género Terminalia pertence a familia Combretaceae, sendo originaria da Malasia,
e maior distribuicdo no continente africano. Ndo ha uma quantidade exata no numero de
espécies e géneros pertencentes a essa familia, alguns autores citam essa familia
contendo cerca de 475 espécies e 20 géneros (MARQUETE; VALENTE, 1997), outros
citam cerca de 500 espécies e 14 géneros, sendo que no Brasil ha a ocorréncia de 64
espécies (STACE, 2010).

O uso tradicional da T. catappa é realizado pela utilizagdo do fruto na producéo de
xarope (MOREIRA et al., 2002), porém utiliza-se as folhas e caule, dependendo da regiao
onde se encontra, no tratamento de bronquite, problemas nos rins, diarreia, dores na
coluna e tratamento para redugao de peso ( RIBEIRO et al., 2014; SANTOS et al., 2012).

Estudos farmacolégicos comprovaram atividades anticancer, antioxidante, anti-HIV,
acao hepatoprotetora, anti-inflamatorio, antidiabético e afrodisiaca (CHEN et al., 2000; LIN
et al., 1997, 2000; MASUDA et al., 1999; RATNASOORIYA, 2000; TAN et al., 1991).

Estudos quimicos de T. catappa relatam a presenca de terpenoides como acido
ursolico e acido 2a, 3B, 23-triidroxiurs-12-en-28 oico, acido galico, acido chebulagico,
acido elagico, cianidina-3-glicosideo, taninos como punicalagina, punicalina, tergalagina,
corilagina (elagetanino) e flavondides como vitexina, isoorientina e rutina (BASNET et al.,
1993; FAN et al., 2004; HECHT et al., 1992; KASIWADA et al., 1993; TAN et al., 1991;
TEOTIA; SINGH, 1997).

Pelas atividades farmacolégicas comprovadas, as espécies citadas possuem
potencial para producgao de fitoterapicos.

Assim como em medicamentos alopaticos, a producédo de fitoterapicos necessita
de controles rigidos de qualidade em que a identidade e quantidade dos principios ativos
sejam aquelas que apresentaram as atividades cientificamente comprovadas. Ainda, as
plantas possuem dezenas e até centenas de constituintes quimicos, sendo consideradas
matrizes complexas, além de existirem espécies visualmente parecidas mas com
composicdo quimica totalmente diferentes e consequentemente com atividades
diferentes, podendo até apresentarem contrarias (MARQUETE; VALENTE, 1997).

A presenca de componentes ativos nos extratos ou fitoterapicos dependem de
acoes externas, como por exemplo, o ambiente onde se encontra a espécies, o clima, e
também acdes realizadas para a obtencdo dos extratos, como por exemplo a secagem do
material, lavagem, pulverizagdo, também os meétodos de extracéo utilizados, o que pode

promover a extracado de componentes nao necessarios, e a nao extragao daqueles mais
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importantes. Assim, € possivel determinar a identidade de uma espécie vegetal pelo seu
fingerprinting (FUNARI et al., 2014; STACE, 2010).

Também conhecido como “impressao digital’, o fingerprinting € um conceito que
envolve a utilizagdo de técnicas ou conjunto de técnicas acopladas (técnicas hifenadas)
que permite a identificacao rapida de diferentes substancias ou classes de substancias
que compdem uma amostra. As técnicas utilizadas para a obtencao da “impressao digital”
de uma amostra podem ser técnicas espectroscépicas (ultravioleta, fluorescéncia,
infravermelho, ressonancia magnética nuclear, etc.) e espectrométricas (espectrometria
de massas) acopladas ou as técnicas cromatograficas (cromatografia liquida, gasosa ou
supercritica). Quanto maior o numero de técnicas acopladas, maior € a quantidade de
informagdes sobre as substancias presentes na amostra (FUNARI et. al., 2014).

Segundo Alaerts e colaboradores (2010), a Organizagdao Mundial de Saude aceita a
utilizacao de fingerprinting como forma de avaliagao da qualidade e identidade de plantas
medicinais desde 1991. Devido a relacdo custo/beneficio a maioria dos laboratérios
‘comerciais” utiliza a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada,
principalmente, ao detector de arranjo de fotodiodos (DAD) para a separagéo,
identificacado e quantificagdo de substancias no ambito quimico, farmacéutico, entre outros
(GABER et al., 2011).

Segundo GABER e col. (2011) estima-se que até o ano de 2011, o numero de
instrumentos CLAE ao redor do mundo chegou a marca de 130.000 unidades,
evidenciando sua importancia nas diversas analises de separacado e identificacdo de
substancias.

Na literatura ha muitos trabalhos envolvendo o desenvolvimento de métodos para
obtencao de fingerprinting de espécies vegetais medicinais por cromatografia liquida, o
que comprova a popularidade e a importancia dessa técnica (ALAERTS et al., 2007;
CHEN et al., 2010; FAN et al., 2006; JI et al., 2005; KONG et al., 2009; LI et al., 2007,
2010; LIANG et al., 2010; WEI et al., 2010; XIE et al., 2007; YE et al., 2009).

Porém, a maioria dos métodos cromatograficos desenvolvidos utilizam solventes
que, apesar de eficientes no processo de separagdo, sdo altamente toxicos, e a
quantidade de residuos gerados nas andlises dessas centenas de milhares de
equipamentos podem acarretar sérios danos ao meio ambiente, além de proporcionar
ambiente insalubre para os analistas.

Acetonitrila ou o cianeto de metila (MeCN) é o solvente organico mais utilizado

atualmente em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por causa de suas



21

caracteristicas unicas, como a dissolugao de uma ampla gama de solutos, baixa acidez,
baixa viscosidade, reatividade quimica minima, baixa absorbancia na regido do
ultravioleta e compatibilidade com a espectrometria de massas (CASSINI, 2013; LANCAS,
2009). A obtencdo da acetonitrila se da através da produgcédo de fibras e resinas de
acrilico, sendo um subproduto dessa reagao. Possui toxicidade aguda, € carcinogénica e
prontamente absorvida quando em contato com a pele, espalhando-se por todo o corpo
rapidamente; possui moderada temperatura de ebuli¢do (82 °C) e seu vapor pode agredir
os pulmdes em caso de inalagdo. A intoxicagdo por MeCN pode causar graves efeitos
sistémicos, pois o cianeto (produto de degradacdo da MeCN) é um potente inibidor da
cadeia transportadora de elétrons (CASSINI, 2013; SIGMA-ALDRICH, 2011).

O metanol ou alcool metilico (MeOH), segundo solvente orgéanico mais utilizado na
CLAE, pode causar intoxicagao através das vias respiratorias, digestivas e cutaneas,
sendo rapidamente absorvido e distribuido por todos os tecidos, e concentrando-se nos
tecidos com alto conteudo hidrico, como por exemplo os fluidos cérebro-espinhal e
intraocular. O efeito toxico do MeOH no homem decorre da combinacédo entre o sistema
nervoso central e a acentuada acidose, provocada pela formagao do acido férmico e de
formaldeidos, os quais sdo nocivos para células da retina. Quando inalado, promove
disturbios locais como irritacdo, coceira na pele, dermatite e eczema de pele, dor de
cabecga, fadiga, insbnia, vertigens, entre outras, podendo chegar a causar cegueira. A
exposicao crbnica de MeOH combinada com a de mondxido de carbono pode levar a
arteriosclerose cerebral (CARDOSO, 1995).

O Tetrahidrofurano (THF), o terceiro solvente organico mais utilizado na CLAE,
possui toxicidade aguda para via oral, dérmica ou por inalagdo, pode promover danos
graves aos olhos, como irritagdo grave, podendo causar danos irreparaveis. Além disso, o
THF causa irritacdo dérmica, dermatite e edemas em caso de contato prolongado. E
classificado como carcinogénico e a exposi¢ao repetida a inalacdo pode causar irritagao
do trato respiratorio, da membrana da mucosa, efeitos no figado, rins e produzir estado
narcético (CASQUIMICA, 2011, CETESB, 2016)

Diante dos fatos expostos, pode-se concluir que a utilizagdo de solventes toxicos
na cromatografia liquida principalmente em analises de rotina como controle de qualidade
(identificagcdo e quantificacdo), pode acarretar enormes prejuizos ao meio ambiente e a
saude dos analistas.

Dessa preocupacgao de preservagao ambiental surgiu o conceito de quimica verde,

que segundo a Unido de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure and
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Applied Chemistry - IUPAC) pode ser definida como: “A invencédo, desenvolvimento e
aplicagcédo de produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a geragao
de substancias perigosas” (GABER et al., 2011; TSUKUI; REZENDE, 2014;
ZORZANELLI; MURI, 2015).

O conceito de quimica verde surgiu nos Estados Unidos pela Environmental
Protection Agency (EPA) em colaboragdo com a Americam Chemical Society (ACS) e o
Green Chemistry Institute, com programas que visavam a prevengao e controle de
poluentes (TSUKUI; REZENDE, 2014).

Quimica Verde é definida como o desenho, o desenvolvimento e a implementacgao
de produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso ou geragdao de
substancias nocivas a saude humana e ao ambiente (ANASTAS; WARNER, 1998;
ANASTAS; EGHBALI, 2010; LENARDAO et al., 2003). Os produtos ou processos da
Quimica Verde podem ser divididos em trés grandes categorias: (i) uso de fontes
renovaveis ou recicladas de matéria-prima; (ii) aumento da eficiéncia de energia, ou a
utilizacdo de menos energia para produzir a mesma ou maior quantidade de produto e (iii)
evitar o uso de substancias persistentes, bioacumulativas e toxicas (ANASTAS; EGHBALLI,
2010).

Inicialmente, Paul Anastas e John Warner inseriram 12 principios da Quimica Verde
em 1998, que foram:

1.Prevencéao da geragao de residuos;

2.Economia de atomos;

3.Sintese de produtos menos perigosos;
4.Planejamento de produtos seguros;

5.Evitar o uso de solventes e auxiliares, quando néo;
6.Busca pela eficiéncia de energia;

7.Uso de fontes renovaveis de matéria prima;
8.Evitar a formacgao de derivados;

9.Utilizagao de catalisadores;

10.Planejamento para a degradacao;

11.Analise em tempo real para a prevencgao da poluicao.

12.Quimica intrinsecamente segura para a prevencgao de acidentes.

Pragmaticamente, visto que alguns dos conceitos e principios da Quimica Verde,

conforme idealizados por Anastas e Werner segundo as necessidades da quimica
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sintética, ndo podem ser diretamente aplicados a Quimica Analitica, a exemplo da ideia
de ‘economia de atomos’ (principio 2). Desse modo, esses principios precisaram ser
reformulados e revisados visando uma aplicabilidade mais ampla (TOBISZEWSKI,
MECHLINSKA; NAMIESNIK, 2009, 2010; NAMIESNIK, 2000).

Nesse contexto, foram inseridos 12 principios da Quimica Analitica Verde (QAV),

idealizados por Gatuszka e colaboradores (2013):

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

3. Medicbes in situ sao priorizadas;

4. Processos e operagdes analiticas devem ser integrados;

5. Métodos automatizados e miniaturizados sao preferiveis;

.6. Deve-se evitar derivacao;

7. Geragcdo 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 seguranga do analista deve aumentar.

Esses 12 principios da QAV facilitaram a aplicagdo dos conceitos da Quimica
Verde na cromatografia liquida e para isso podemos adotar duas estratégias principais:
(1) redugado do volume desses solventes e (2) substituicdo por solventes menos toxicos
(GABER et al., 2011; TSUKUI; REZENDE, 2014; ZORZANELLI; MURI, 2015).

A estratégia (1) pode ser alcangada utilizando colunas cromatograficas menores e
mais eficientes. Essas colunas acarretam maiores pressdes no sistema cromatografico,
podendo ser aplicadas na Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE). A estratégia
(2) pode ser atingivel pela utilizacdo de solventes menos tdxicos, como o etanol (EtOH).

Embora a estratégia (1) possa diminuir significativamente ou até eliminar, no caso
da combinagao das estratégias (1) e (2), a utilizagdo de solventes toxicos, o equipamento
necessario para a aplicagdo CLUE é muito mais custoso que o da CLAE devido aos
componentes menores (tubulagdes, colunas, celas de detectores, etc) e sua capacidade
de suportar pressdes acima de 400 bar. Esse fato pode impossibilitar a aplicacdo de

métodos menos poluentes por pequenos laboratérios. Com isso, a estratégia (2) aplicada
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a CLAE seria mais abrangente e teria maior impacto na redugao de residuos toxicos
gerados (GABER et al., 2011; TSUKUI; REZENDE, 2014; ZORZANELLI; MURI, 2015).

A substituicdo dos solventes organicos téxicos mais comuns, conforme citado
anteriormente, por um menos téxico como EtOH, por exemplo, ndo € uma tarefa trivial no
desenvolvimento de métodos cromatograficos para a CLAE, devido a diferenga de
seletividade e maior viscosidade. O grande desafio estd em encontrar uma combinagao
de parametros cromatograficos que permita obter separagdes tdo eficiente quanto os
meétodos que utilizaram os solventes organicos tradicionais.

Uma estratégia rapida, racional e eficiente para o desenvolvimento de métodos
cromatograficos é a utilizagdo da quimiometria, utiizando uma abordagem
multiparamétrica para determinar as condi¢des 6timas dos parametros cromatograficos da
CLAE. Esse campo especifico da quimica visa o planejamento e otimizagcao de condi¢cbes
experimentais e extrair informagdes importantes de um conjunto determinado de dados a
partir de ferramentas estatisticas, matematicas e computacionais, garantindo a
maximizacgéo da confiabilidade e validagdo de um método analitico (RIBEIRO et al., 2007;
TEOFILO; FERREIRA, 2005).

Pode-se utilizar como artificio para planejamentos experimentais — sejam fatoriais
completos ou fracionarios — a disposi¢cao de dados quimicos em planilhas eletrénicas de
softwares gratuitos ou pagos que facilitam calculos e manipulagbes algébricas,
processamento e visualizagcdo de informagdes, elaboragdo de tabelas e plotagem de
graficos. Estas permitem a determinagdo, por uma triagem, de variaveis (de niveis
arbitrarios) com efeitos importantes em um sistema quimico estudado e a quantificagao de
sua influéncia individual ou integrada na resposta desejada através de calculos matriciais
e uso de anadlise de variancia, ou ANOVA, por exemplo. Assim, torna-se possivel o
entendimento do comportamento do processo/sistema quimico, geralmente regido e/ou
definido por uma fungdo matematica empirica cuja elucidagao possibilita a otimizagcéo do
sistema e obtencdo de um método 6timo de analise a partir da selecdo das variaveis mais
significativas (RIBEIRO et al., 2007; TEOFILO; FERREIRA, 2005).

Percebe-se, entdo, que a utilizagdo da quimiometria no processo de
desenvolvimento de métodos cromatograficos para a CLAE possui as premissas da
Quimica Verde, pois é uma estratégia eficiente, rapida e proporciona menor consumo de
energia e reagentes.

Com o intuito de desenvolver métodos com solventes sustentaveis, o EtOH seria

uma alternativa para a substituicdo dos solventes téxicos utilizados comumente na CLAE.
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Além de possuir uma producédo sustentavel, sendo amplamente produzido no Brasil,
principalmente no interior do estado de S&o Paulo, o EtOH é um solvente de baixa
toxicidade e biodegradavel.

E embora essas espécies, ainda, ndo estao relacionadas na Renisus (Relagao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS), B. intermedia e T. catappa
possuem comprovadamente importantes atividades farmacoldgicas, sendo interessantes
candidatas para compor a Renisus e espécies potenciais para a produgao de

fitoterapicos.
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2 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver métodos de analise eficientes,
verdes e de menor custo para a obtencao de impressdes digitais de extratos das folhas de
B. Intermedia e T. catappa por CLAE-DAD, utilizando uma abordagem multiparamétrica e

aplicando os conceitos da Quimica Verde.
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3 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério de Sintese Orgéanica e Processos da
Faculdade de Ciéncias de Bauru, coordenado pelo Prof. Dr. Daniel Rinaldo, e no
Laboratério de Fitoquimica do Instituto de Quimica de Araraquara, coordenado pela Profa.

Dra. Lourdes Campaner dos Santos.

3.1 Reagentes utilizados

Solventes grau PA: acetato de etila (Synth ®), acido acético glacial (Synth ®) e
EtOH (Synth®);

Solventes grau HPLC: EtOH (TEDIA ®) e agua ultrapurificada tipo Il

Padroes de metabdlitos secundarios: todos os padrdes utilizados para
identificacdo das bandas cromatograficas nos perfis de B. intermedia e T. catappa foram
isolados e identificados, em estudos anteriores, por outros alunos do nosso grupo de

pesquisa.

3.2 Equipamentos

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de foto diodos
(CLAE-DAD) da marca Jasco® equipado com bomba quaternaria modelo PU — 2089 Plus,
detector DAD modelo MD — 2010 Plus, injetor automatico modelo AS — 2055 Plus, coluna
analitica de fase reversa C1g Phenomenex Luna (250 x 4,6 mm, 5 ym) com uma pré
coluna da mesma marca e fase estacionaria (2 x 7,8 mm). A agua ultrapurificada tipo lll foi
obtida de um ultrapurificador Direct-Q3 UV Smart (Waters®).

A aquisicdo e processamento dos dados cromatograficos foi realizada com o

software ChromNAV (Cromatec®).
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3.3 Preparacgao do extrato de B. intermedia e T. catappa

As folhas da T. catappa foram coletadas na orla da praia da cidade de Santos-SP,,
no més de abril de 2010, identificadas por Paulo Salles Penteado, sendo arquivada e
registrada como (M Tomar 01) no Herbarium da Universidade Santa Cecilia (HUSC), com
autorizacado do IBAMA sob o n°® 33152.

As folhas foram trituradas e armazenadas em recipientes devidamente fechados e
ao abrigo da luz. Os materiais triturados foram utilizados para a preparagédo dos extratos
hidroalcoodlicos (EHA) na proporgéo 1:10 (material vegetal/mistura extratora) 10 g de T.
catappa foram imersos em uma mistura extratora de EtOH/H20 (7:3, v/v) durante 144
horas. A mistura extratora foi substituida a cada 48 horas.

ApOs a extracdo, os liquidos extratores foram evaporados em evaporador rotativo

sob presséao reduzida a 40° C.

3.4 Preparo de amostras (clean-up) dos extratos hidroalcodlicos de B.
Intermedia e T. catappa

O preparo das amostras para analises por CLAE foram utilizados cartuchos Strata
Cis E (6 mL, 500 mg, 55 um, Phenomnex®) e microfiltros em disco de 0,45 ym de PTFE
(Chromafil® Xtra).

Os procedimentos avaliados para o desenvolvimento dos clean-up estao ilustrados

no esquema 1.
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Esquema 1. Procedimentos utilizados para o desenvolvimento dos clean-up dos extratos de B.

intermedia e T. catappa.
Clean-up 1

50 mg de ‘
extrato
J

Solubilizada em 2 mL de

9:1 (Agua/EtOH)
Solugdo 25 mg/mL
+ Cartucho C18
12 Eluicdo 22 Eluigdo 32 Eluigdo
3mL9:1 3mL1:1 3 mL 100%
Agua/EtOH Agua/EtOH EtOH
Fragdo 9:1 Fragdo 1:1 Fragdo 100%
g
A:
&Z“O < b‘c,‘?((\
* 2, ° O
6}( w <(<(,
2 e &

Analise em CLAE

Clean-up 3

50 myg de extrato

Solubilizado em 5 ml
de agua + ulirassom

solucdo 10 mg/mil

adicao de 2 ml

de acetato de etila

Separacao em duas
fases: acetato &
agua

Pass? Remocio da
repetido 3x fase acetato

Fase aguosa com
a presenca dos
taninos.

_—

Clean-up 2

50 mg de
extrato |

Solubilizada em 2 mL
de 7:3 [EtOH/Agua)

Solucdo 25 mg/mlL +
Cartucho C18

Unica eluicdo

Iml 7:3 EtOH/Agua

r

Fracdo 7:3

FTFE 0,45 pm

Anéalise em CLAE

Fracac acetato (6 mL)

Clean-up 2

Analise em CLAE
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3.5 Analises por CLAE para avaliagao dos preparos de amostra

Nas analises que avaliaram a eficiéncia dos diferentes preparos de amostra (clean-
up), o modo de eluicdo utilizado foi gradiente com a seguinte programacao da fase mével:
95:5 a 0:100 % (H20+0,5 % HAc : EtOH, v/v) em 60 minutos com vazdo de 1 mL.min"' e

temperatura de 35 °C.

3.6 Analise de precisao dos métodos desenvolvidos

A analise de precisdo dos métodos desenvolvidos foi realizada de acrodo com as
recomendacgdes da Resolugao da ANVISA (RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017) e
com o guia do ICH (International Conference on Harmonisation), em que foram avaliadas
a repetibilidade, precisdo instrumental e precisdo intermediaria dos métodos
desenvolvidos (ANVISA, 2017; ICH, 2005.).

Para o procedimento de repetibilidade, foram realizados nove experimentos,
utilizando as mesmas concentragbes para cada fragdo (aproximadamente 10 mg/mL).
Para precisao instrumental e intermediaria, foram realizados também nove experimentos,
utilizando trés concentragcdées de amostra (aproximadamente 5 mg/mL; 10 mg/mL e 20 mg/
mL) como nivel baixo, médio e alto, realizando triplicatas para cada concentracédo, e em
dias diferentes. A avaliacdo da qualidade do método se deu partir do desvio padrao
relativo (DPR) utilizando como parémetros a area total das bandas no cromatograficas e
os tempos de retencdo das bandas classificadas como padrdo interno (maiores
intensidade dentro do cromatograma).

A obtencado das areas relativas de cada banda e dos tempos de retengdo foram
realizadas pelo software ChromNAV. Onde os parametros utilizados para essa finalidade

foram:

Tabela 1. Parametros ChromNAV.

Parametro Valor Unidade
Sensibilidade de inclinagao 10,00 MV/sec
Largura da inclinagao 10,000 min

Area minima 40000 uV*sec

Altura minima 1000 MV/min
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Dessa forma, foi utilizado a area total de bandas cromatograficas para cada
experimento e o tempo de retengdo das bandas cromatograficas principais (maior

intensidade).

3.7 Técnicas de planejamento e analise de experimentos

3.7.1 Planejamento Fatorial Fracionario

A partir dos dados obtidos com o procedimento descrito no item 3.5 foi possivel a
determinacdo para os parametros aplicados na realizagdo do Planejamento Fatorial
Fracionario para ambas as espécies utilizando como variaveis a % inicial de etanol; %
final de etanol, temperatura, % acido acético na agua e vazao, conforme Tabelas 2 3. Os
valores dos niveis de cada variavel (parametros cromatograficos) foram estipulados com
base no tempo de retengcdo da primeira e ultima banda cromatografica presente nos
cromatogramas do clean-up de ambas as espécies. Utilizando a codificagéo -1, 0 e +1
compreendendo os niveis: baixo, médio e alto, respectivamente, obtendo as condicbes

para os 20 experimentos gerados para cada espécie (Tabela 4).

Tabela 2. Variaveis (parametros cromatograficos) e niveis estabelecidos na triagem para o desenvolvimento
do método de eluicado verde por CLAE de B. Intermedia.

Niveis
Variaveis

-1 0 +1
X1. % inicial de EtOH 5 6 7
X2. % final de EtOH 40 50 60
X3. Temperatura das analises (°C) 30 45 60
X4. % de AcOH 0,70 0,55 1,00
X5. Vazao (mL.min"") 0,60 0,80 1,00

Tabela 3. Variaveis (parametros cromatograficos) e niveis estabelecidos na triagem para o desenvolvimento
do método de eluigdo verde por CLAE de T. catappa.

Niveis
Variaveis
-1 0 +1
X1. % inicial de EtOH 5 7,5 10
X2. % final de EtOH 20 25 30
X3. Temperatura das analises (°C) 30 45 60
X4. % de AcOH 0,1 0,55 1,0

X5. Vazdo (mL.min") 0,6 0,8 1,0
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Tabela 4. Planejamento fatorial fracionario (2,>") para avaliagéo dos efeitos dos parametros cromatograficos

das analises de B. intermedia e T. catappa por CLAE.

Experimento X1 X2 X3 X4 X5
1 -1 -1 -1 -1 +1
2 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 +1
5 -1 -1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 +1
1" -1 +1 -1 +1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1

PC1 0 0 0 0 0
PC2 0 0 0 0 0
PC3 0 0 0 0 0
PC4 0 0 0 0 0

3.7.2 Planejamento do Composto Central

Dado a identificagdo das variaveis com maior impacto sobre a separagdo dos
metabdlitos secundarios a partir do planejamento anterior para B. intermedia (Tabela 5) e
T. catappa (Tabela 6), foi realizado o Planejamento do Composto Central, onde foi
acrescentado dois pontos axiais codificados como +1,68 e -1,68 para a espécie B.
intermedia (Tabela 7) e +1,41 e -1,41 para a espécie T. catappa (Tabela 8).

O tratamento estatistico e os graficos de superficie de resposta foram processados
utilizando software GNU Octave 4.2.1, Design Expert 11 (Stat-Ease©), Excel 2013
(Microsoft, USA).
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Tabela 5. Fatores (variaveis) e niveis estabelecidos para o Planejamento do Composto Central para o
desenvolvimento do método de elui¢cdo verde por CLAE de B. intermedia.

Variaveis

X2. % final de EtOH

X3. Temperatura das analises (°C)

X5. Vazao (mL.min")

Niveis
-1,68 -1 0 +1  +1,68
33 40 50 60 67
22 30 45 52 60
0,5 06 08 1,0 1,1

Tabela 6. Fatores (variaveis) e niveis estabelecidos para o Planejamento do Composto Central para o

desenvolvimento do método de eluicdo verde por CLAE de T. catappa.

Variaveis

Niveis

-1,41

X2. % final de EtOH
X5. Vazao (mL.min")

15,90 20,00 30,00 40,00 44,10
1,00

0,44

-1

0,60

0

+1

1,40

+1,41

1,56

Tabela 7. Condicbes para os experimentos do planejamento do composto central das folhas de B.

intermedia.

Exp. X2 X3 X5
1 -1 (40%) 1(30°C) 1 (0,6 mL/min)
2 1 (60%) -1 (30°C) 1 (0,6 mL/min)
3 1 (40%) 1 (52°C) 1 (0,6 mL/min)
4 +1 (60%) +1 (52°C) -1 (0,6 mL/min
5 -1 (40%) 1(30°C) +1 (1,0 mL/min
6 +1 (60%) -1 (30°C) +1 (1,0 mL/min)
7 -1 (40%) 1 (52°C) +1 (1,0 mL/min)
8 +1 (60%) +1 (52°C) +1 (1,0 mL/min)
9 -1.68 (33%) 0(41°C) 0 (0,8 mL/min)
10 +1.68 (67%) 0 (41°C) 0 (0,8 mL/min)
11 0(50%) -1.68 (22°C) 0 (0,8 mL/min)
12 0(50%) +1.68 (60°C) 0 (0,8 mL/min)
13 0(50%) 0(41°C) -1,68 (0,5 mL/min)
14 0(50%) 0 (41°C) +1,68 (1,1 mL/min)
PC1 0(50%) 0(41°C) 0 (0,8 mL/min)
PC2 0(50%) 0 (41°C) 0 (0,8 mL/min)
PC3 0(50%) 0(41°C) 0 (0,8 mL/min)
PC4 0(50%) 0 (41°C) 0 (0,8 mL/min)

Nota:X2. % final de EtOH; X3. Temperatura das analises; X5. Vazéo.
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Tabela 8. Condi¢bes para os experimentos do planejamento do composto central das folhas de T. catappa

Exp. X2 X5
1 1 (20%) -1 (0,60 mi/min)
2 +1 (40%) -1 (0,60 ml/min)
3 -1 (20%) +1 (1,40 ml/min)
4 +1 (40%) +1 (1,40 ml/min)
5 0 (30%) 0 (1,00 mi/min)
6 0(30%) 0 (1,00 ml/min)
7 0 (30%) 0 (1,00 mi/min)
8 1,41 (15,90%) 0 (1,00 mi/min)
9 0 (30%) -1,41(0,44 ml/min)
10 +1,41 (44,10%) 0 (1,00 mi/min)
11 0(30%) +1.41 (1,56 ml/min)

Nota: X2. %final de EtOH; X5. Vazao.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Desenvolvimento de método verde para analise de B. intermedia

4.1.1 Avaliagao do preparo de amostras (c/lean-up) das folhas de B.
Intermedia

O EHA das folhas de B. intermedia foi submetido a dois métodos de clean-up com
extracdo em fase sélida (EFS), utilizando cartuchos Strata C+1g para a remogao de possi-
veis interferentes que pudessem ficar adsorvidos na coluna de fase reversa do sistema
CLAE, prejudicando a eficiéncia da coluna e reduzindo o seu tempo de vida util, além de
interferir na resposta dos metabdlitos secundarios de interesse.

Nos testes realizados, buscou-se um procedimento rapido, simples, com a utiliza-
¢ao de solventes e reagentes, de baixa ou nenhuma toxicidade, capazes de concentrar o
maior numero de metabdlitos secundarios em uma unica fragao.

Para avaliar a eficiéncia do clean-up foi utilizada a CLAE-DAD cujas condigdes es-
tdo descritas na secéo 3.5.

Nas analises por CLAE-DAD, a agua da fase movel foi acidificada com acido acéti-
co a fim de se evitar o encaudamento nas bandas cromatograficas com a supressao de
ionizacdo dos metabdlitos secundarios de carater acido presentes no EHA de B. Interme-
dia, como: flavondides e catequinas (LIRA, 2007; MACIEL; PINTO; JUNIOR, 2002). A es-

colha do acido acético (AcOH) e do EtOH foi baseada na classificacdo “verde” nos guias



35

“ACSGCI — Green Solvent Selection Guide” (HENDERSON et al., 2011) e do “Pfizer Medi-
cinal Chemistry — Solvent Selection Guide” (ALFONSI et al., 2008).

A primeira avaliagéo foi realizada com o fracionamento do EHA de B. Intermedia
ilustrado no Esquema 1 como “clean-up 1”.

No cromatograma da fracao (fr.) 9:1 é possivel observar a presenga de bandas de
maior intensidade com baixo tempo de retencéo, que sugere a presenca de substancias

com polaridade elevada (menor interagdo com a fase estacionaria).

Figura 3. Cromatograma da fr. 9:1 do clean-up do EHA das folhas de B. intermedia [Sistema CLAE-DAD;
coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym), pré-coluna C18 (2 x 7,8 mm); Solvente A: H,O + 0,5
% AcOH; Solvente B: EtOH. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vaz&o de 1,00 mL min™'; A=254 nm.
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No cromatograma da fr.1:1 (Figura 4) é possivel observar a presenca de bandas
com tempos de retencdo médios, caracterizando a presenca de substancias de média
polaridade.
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Figura 4. Cromatograma da fr. 1:1 do clean-up do EHA das folhas de B. intermedia [Sistema CLAE-DAD;
coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym), pré coluna C18 (2x7,8 mm); Solvente A: H,O + 0,5%
AcOH; Solvente B: EtOH. Gradiente de 5-100% de B em 60 min; vaz&o de 1,00 mL min™'; A=254 nm.
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No cromatograma da fr. 100% EtOH (Figura 5) é possivel observar que as bandas

cromatograficas presentes possuem baixa intensidade, podendo estar relacionada com
baixa concentracao na fragao.
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Figura 5. Cromatograma da fr. 100% EtOH do clean-up do EHA das folhas de B. intermedia [Sistema CLAE-
DAD; coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym), pré-coluna C18 (2 x 7,8 mm); Solvente A: H,O +
0,5 % AcOH; Solvente B: EtOH. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vaz&o de 1,00 mL min™"; A=254 nm.
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Com o objetivo de diminuir o numero de etapas e o consumo de reagentes, foi
realizado uma segunda avaliacdo de clean-up (Esquema 1, “clean-up 2”) levando em
consideragao a composicao das fragdes analisadas no primeiro experimento.

No cromatograma da fr. 3:7 (Figura 6), foi possivel observar a presenga das
substancias da fr. 9:1e fr. 1:1 pela comparacédo dos tempos de retencéo e espectros UV.

Nesse novo procedimento, observa-se que foi possivel concentrar as substancias
representativas do extrato em uma unica fragdo, com apenas uma eluicdo. Esse método
possibilitou o preparo da amostra de B. intermedia em menor tempo € com menor
desperdicio de solventes, obedecendo os principios da Quimica Verde. Portanto, foi o

escolhido para ser utilizado nas proximas etapas do trabalho dessa espécie.
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Figura 6. Cromatograma da fr. 7:3 do segundo método de clean-up avaliado para o EHA das folhas de B.
intermedia [Sistema CLAE-DAD; coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym), pré-coluna (2 x 7,8
mm); Solvente A: H,O + 0,5 % AcOH; Solvente B: EtOH. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vazao de
1,00 mL min™; A=254 nm.
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Em todas as analises realizadas por CLAE no desenvolvimento do clean-up, foi
possivel observar grande absorgéo na linha de base dos cromatogramas na regido de 10
a 20 min, que pela analise dos espectros UV poderia estar relacionada com a presencga
de grande quantidade de taninos.

Para melhorar a linha de base, realizamos particao liquido-liquido agua/acetato de
etila (5:2, v/v), em escala reduzida (total de 6 mL), do EHA antes da extragcdo em fase
sélida para a reducédo da quantidade de taninos (Esquema 1, “clean-up 3”; RODRIGUES,
2007). A escolha do acetato de etila foi baseada em sua classificacdo verde nas métricas
da ACS e Pfizer.

ApOs realizada a particao liquido-liquido, a fracao acetato foi seca e submetida a
extragcao em fase sdlida, utilizando o procedimento “clean-up 2” (Esquema 1).

Como é possivel observar no cromatograma (Figura 7), com a particao realizada foi

possivel obter uma melhora significativa da linha de base entre a regido de 10 a 20 min.
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Figura 7. Cromatograma da fr. 3:7 (segundo método) do clean-up avaliado para o EHA das folhas de B.
intermedia [Sistema CLAE-DAD; coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um); pré coluna C18
(2 x 7,8 mm); Solvente A: H,O + 0,5 % AcOH; Solvente B: EtOH. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min;
vazao de 1,00 mL min™'; A=254 nm.
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4.1.2 Triagem de variaveis de B. Intermedia

Para a determinacédo dos efeitos dos parametros cromatograficos na separagao
dos constituintes do EHA das folhas de B. intermedia por CLAE-DAD, utilizando EtOH e
agua como fase mével, foi realizado um planejamento fatorial fracionario de cinco fatores
e dois niveis (Tabela 2).

O planejamento fatorial fracionario utilizado, com dois niveis e cinco fatores (2v5")
e quatro pontos centrais, resultou em vinte experimentos (Tabela 4).

Uma das vantagens de aplicar esse tipo de planejamento é que se realiza apenas
uma fracdo dos experimentos que seriam empregados (aproximadamente metade, em
comparagao com o planejamento fatorial Completo), o que estd de acordo com as
premissas da Quimica Verde.

As respostas utilizadas para a determinacdo das variaveis de maiores efeitos na
separagao dos metabdlitos secundarios do EHA de B. intermedia foram o numero de

bandas cromatograficas presentes nos cromatogramas dos experimentos e a funcgao-
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resposta GCFR (Green Chromatographic Fingerprint Response, Equacao 1; FUNARI et
al., 2014).

Equacao 1. Fungao-resposta GCFR (Green Chromatographic Fingerprint Response).

FP n
—_— x m—
GCFR = n (MP) (f)

Em que n é o numero total de bandas cromatograficas de um dado cromatograma,
X € 0 expoente de n (onde dependendo do objetivo, pode-se aumentar ou diminuir a im-
portancia de n aplicando valores de 0, 1 e 2, podendo dessa forma realizar comparativo
entre valores de forma mais eficiente), t € o tempo total de execuc¢do, FP € o numero de
bandas cromatograficas na secdo do cromatograma com menos bandas cromatograficas
e MP é o numero de bandas cromatograficas (a razdo entre FP e MP indica o quao unifor-
me é a distribuicdo do numero de bandas cromatograficas no cromatograma). Em resu-
mo, o GCFR contém trés termos complementares e foi projetado para maximizar o nume-
ro de bandas cromatograficas e sua distribuicdo em todo o cromatograma, enquanto tam-
bém tenta maximizar o nimero de bandas cromatograficas por minuto de analise. Quanto
maior a pontuagao de GCFR para uma dada analise, melhor (FUNARI et al., 2014).

Baseado no perfil cromatografico e composicédo quimica relatada em artigos cien-
tificos, optaou-se por fixar o tempo de analise em 30 min, considerando ser tempo sufici-
ente para separar a quantidade de metabdlitos presentes no EHA das folhas de B. Inter-
media. O volume de injecdo e concentragdo da amostra também foram fixados com valo-
res de 20 yL e 1 g.L-' (10 mg/mL), respectivamente.

Como é possivel observar, o experimento que apresentou maior numero de bandas
cromatograficas e GCFR foi experimento 14 (Tabela 9).

Visualmente, podemos observar que o experimento citado possui 0 cromatograma

com algumas das melhores distribuigdes de bandas cromatograficas (Figura 8 e 9).
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Tabela 9. Respostas obtidas dos cromatogramas do planejamento fatorial fracionario de dois niveis e cinco
fatores (2,°") do EHA das folhas de B. intermedia.

GCFR GCFR
Exp. X1 X2 X3 X4 X5 N°de Bandas

(x=1) (x=2)
1 -1 -1 -1 -1 +1 16 6,6 106,2
2 +1 -1 -1 -1 -1 15 6,6 98,4
3 -1 +1 -1 -1 -1 20 8,9 177,8
4 +1 +1 -1 -1 +1 21 7,4 154.,4
5 -1 -1 +1 -1 -1 17 8,6 145,6
6 +1 -1 +1 -1 +1 18 5,4 97,2
7 -1 +1 +1 -1 +1 17 1,3 21,8
8 +1 +1 +1 -1 -1 17 4,0 68,2
9 -1 -1 -1 +1 -1 14 4,9 68,6
10 +1 -1 -1 +1 +1 16 51 81,9
1" -1 +1 -1 +1 +1 18 54 97,2
12 +1 +1 -1 +1 -1 14 4,9 68,6
13 -1 -1 +1 +1 +1 19 5,6 105,5
14 +1 -1 +1 +1 -1 19 10,8 205,8
15 -1 +1 +1 +1 -1 18 3,1 55,5
16 +1 +1 +1 +1 +1 18 1,4 24,3
17 0 0 0 0 0 20 7,2 143,6
18 0 0 0 0 0 20 7,2 143,6
19 0 0 0 0 0 20 7,2 143,6
20 0 0 0 0 0 20 7,2 133,4

Nota: X1. % inicial de EtOH; X2. % final de EtOH; X3. Temperatura das analises; X4. % de AcOH; X5. Vazao.

As respostas analisadas representam uma leitura quali e quantitativa de uma

relagdo entre o numero de picos e a sua distribuicdo por todo o cromatograma em um

determinado intervalo de tempo. E uma abordagem de extrema relevancia no

desenvolvimento de métodos cromatograficos de extratos vegetais, bem como de outras

matrizes complexas. Quanto maior o valor obtido de GCFR para uma determinada

analise, melhor a distribui¢do dos picos ao longo do cromatograma.
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Figura 8. Cromatogramas da triagem de variaveis de B. Intermedia dos experimentos 1 a 10.
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Continuacao figura 9.

150000

: Experimento 19 | Experimento 20

100000 100000

50000 4 50000 A

T T 1
P AP
0 o 0.0 15k 240 = el 00 50 100 150 200 250 30,0

Intensidade [uv]

Tempo de retencdo [min] Tempo de retencdo [min]

Os dados foram processados no programa gratuito GNU Octave® ver. 4.0.0., em
que foi possivel determinar os efeitos para os numeros de bandas, GCFR (x=1) e GCFR
(x=2).

Como é possivel observar no grafico normal da resposta numero de bandas
cromatograficas (Numero de picos; Figura 10), os contrastes que apresentaram efeitos
significativos foram os referentes aos fatores X2 (% final de EtOH); X3 (Temperatura da
analise) e X5 (Vazao), sendo este ultimo interagindo com a X3 (X35). Nos graficos de
probabilidade normal das respostas GCFR (X=1) e GCFR (x=2) (Figura 10), os fatores X3
e X5 apresentaram maiores efeitos. Visto que os fatores em destaque estao relativamente

afastados da linha, significando que os mesmos possuem uma maior intensidade sobre os

componentes do extrato.
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Figura 10. Grafico dos valores dos efeitos calculados para: resposta N° de bandas cromatograficas (Picos),

GCFR (x=1),GCFR (x=2).
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O fator X2 (% final de EtOH) interfere na taxa de aumento de EtOH na fase movel,

ou seja, interfere diretamente na forca de eluicdo da fase mével. Maiores taxas de
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aumento de EtOH proporcionam maior forga de eluicdo e, portanto, as substancias
interagem menos com a fase estacionaria, podendo provocar co-eluigdo de substancias, o
que diminui o numero de bandas no cromatograma, além de ocasionar eluicdo das
substancias em menor tempo prejudicando a distribuicdo das bandas ao longo do
cromatograma. As menores taxas de aumento de EtOH provocam o efeito inverso, porém,
menores taxas podem resultar em analises com tempo muito longo e bandas alargadas
prejudicando a resolugéo.

A Temperatura (X3) é um fator mais complexo, pois seu valor € inversamente
proporcional a viscosidade da fase modvel, diretamente proporcional ao aumento da
solubilidade dos analitos na fase movel e também diretamente proporcional ao niumero de
equilibrios dos analitos com a fase movel e fase estacionaria [interfere no numero de
pratos tedricos (N) e com aumento da temperatura ocorre o estabelecimento de um prato
tedrico mais rapidamente]. Valores muito altos de temperatura pode ocasionar em
eluicdes mais rapidas que pode provocar co-eluicdes e valores menores pode provocar
maiores tempos de elui¢do, prejudicando a resolugao.

O X5 corresponde a vazao da fase movel e, segundo Snyder (2010), com a
diminuicdo da vazado ha um aumento dos numeros de pratos teoricos, ou seja, ocorre
maior numero de equilibrios entre as interagdes das substéncias com a fase estacionaria
e fase movel que proporciona maior eficiéncia na separagdo. Além disso, a vazdo também
interfere na pressao do sistema, com o aumento da vazao acarreta o aumento da pressao
e em sistemas CLAE ao se utilizar EtOH, mais viscoso que MeCN, pode exceder a
pressdo maxima de 40 Mpa. E conforme pode ser observado nos experimentos
realizados, os que apresentaram menor vazao foram os com as melhores respostas
(Tabela 9). Devido a esses fatos, essas trés varaveis foram submetidas a avaliagdes mais
precisas com maior numero de niveis pelo Planejamento do Composto Central (CCD).

Obteve-se um experimento com pontuacdo de GCFR acima dos demais
experimentos, demonstrando condicdes ideais com relacédo as variaveis nao itendificadas
nos graficos, porém, nao foi aplicada essas condigdes identificadas, devido a
preocupagao com o impacto ambiental gerado pela metodologia a ser desenvolvida.

Portanto, a otimizagdo dos parametros cromatograficos deve ser realizada por um
estudo heuristico do sistema para que seja alcangado os valores o6timos desses

parametros.
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4.1.3 Planejamento do Composto Central (PCC) do EHA das folhas de B.
Intermedia

Assim, visto a necessidade de obter informag¢des mais precisas das variaveis
importantes, foi realizado o Planejamento do Composto Central (CCD), composto pelas
trés variaveis (fatores) descritas como principais e com acréscimo de dois eixos axiais,
assim as variaveis foram avaliadas em cinco niveis, codificados como (-1,68) como taxa
menor e (+1,68) como taxa maior, promovendo uma abrangéncia maior (Tabela 5), e
sendo um refinamento do Planejamento Fatorial Fracionario. A combinagao desses novos
niveis totalizou 18 experimentos (Tabela 6).

Com a realizagao dos experimentos nas condigcdbes mostradas na Tabela 10,
foram obtidos os resultados conforme Tabela 10, sendo o experimento 7 o que apresentou

maior valor de GCFR.

Tabela 10. Respostas obtidas dos cromatogramas do planejamento do composto central do EHA das folhas
de B. intermedia.

N° GCFR GCFR
Exp X2 X3 X5
Bandas (x=1) (x=2)
1 -1 -1 -1 17 6,7 114,6
2 +1 -1 -1 17 6,7 114,6
3 -1 +1 -1 19 10,8 205,8
4 +1 +1 -1 16 5,1 81,9
5 -1 -1 +1 17 8,6 145,6
6 +1 -1 +1 17 8,6 145,6
7 -1 +1 +1 22 11,2 2457
8 +1 +1 +1 21 1,5 32,5
9 -1,68 0 0 18 10,8 194 .4
10 +1,68 0 0 21 4,6 96,5
11 0 -1,68 0 16 8,5 136,5
12 0 +1,68 0 19 4,3 81,7
13 0 0 -1,68 16 6,6 106,2
14 0 0 +1,68 18 6,9 123,7
CP1 0 0 0 19 8,8 166,3
CP2 0 0 0 19 8,8 166,3
CP3 0 0 0 19 8,8 166,3
CP4 0 0 0 19 8,8 166,3

Nota:X2. % final de EtOH; X3. Temperatura das analises; X5. Vazao.

Apods o tratamento dos dados obtidos e calculado a varidncia de cada valor de
numero de bandas, GCFR (x=1), GCFR (X=2), obteve-se a tabela ANOVA (Tabelas 11, 12
e 13).
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Tabela 11. Tabela da Andlise de Variancia (ANOVA) para GCFR (x=2).

Parametros SQ GL MQ Teste F F tabelado

Regressao 126.247,51 9 14.027,50

2,23 3,38
Residuo 50.221,75 8 6.277,72
Total 176.469,26 17
Erro Puro 0 3 0
Falta de Ajustes 50.221,75 5 10.044,35 9.01
Variagao Explicada 0,7154 R 0,8458 ’
Maxima variagao 1 R
explicavel maximo

Nota:SQ = Soma quadratica; MQ = Média quadratica; GL = Grau de Liberdade.

Tabela 12. Tabela da Analise de Variancia (ANOVA) para GCFR (x=1).

Parametros SQ GL MQ Teste F F tabelado

Regressao 191,77 9 21,31

. 2,53 3,39
Residuo 67,31 8 8,41
Total 259,08 17
Erro Puro 0 3 0
Falta de Ajustes 67,31 5 13,46 9.01
Variagao Explicada 0,74 R 0,86 ’
Maxima variagao 1 R
explicavel maximo

Nota:SQ = Soma quadratica; MQ = Média quadratica; GL = Grau de Liberdade.

Tabela 13. Tabela da Anélise de Varidncia (ANOVA) para n° de bandas cromatograficas.

Parametros SQ GL MQ Teste F F tabelado

Regressao 115,58 9 12,84

4,63 3,39
Residuo 22,19 8 2,77
Total 137,78 17
Erro Puro 0 3 0
Falta de Ajustes 22,19 5 4,44 9.01
Variagcao Explicada 0,84 R 0,92 ’
Maxima variagao 1 R
explicavel maximo

Nota:SQ = Soma quadratica; MQ = Média quadratica; GL = Grau de Liberdade.
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Analisando as tabelas ANOVA (Tabelas 11, 12 e 13) é possivel verificar que o
modelo proposto possui erro puro (que se refere a variabilidade intrinseca das analises)
igual a zero, evidenciando que os experimentos CP1, CP2, CP3 e CP4, que
correspondem aos pontos centrais (réplicas) foram exatos.

Ao comparar os valores do teste F (relagcdo entre a variavel dependente e
independente) na relagcdo entre os valores de regressao/residuo, foi observado que o
valor calculado encontra-se abaixo do tabelado (3,38), demonstrando que o modelo n&o
esta otimizado (FILHO, 2015).

Ja com relacao a falta de ajuste/erro puro, nao foi possivel a realizagédo do teste F
devido ao erro puro ser zero, podendo, dessa forma, atribuir a falta de ajuste presente a
dificuldade do modelo em prever, neste caso, o valor de GCFR para cada condicdo
apresentada. Outro fator que pode explicar a falta de ajuste do modelo é a variancia
explicada com valor de 0,7154 (representando 71,54 % da variagao, e 28,46% ¢é explicado
pelo residuo), que idealmente seu valor deveria estar préximo de 1 (maximo explicado
pela regressao). Na Tabela 10, pode-se observar, também, baixa variagcdo nos numeros
de bandas obtidos para cada experimento, com isso mudangas nos valores das variaveis

pode nao acarretar variagao significativa nos resultados.

Figura 11. Cromatogramas do planejamento do composto central, experimentos de 1 a 10.
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Continuacao figura 11.
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Continuacao figura 11.
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 10, o experimento que
apresentou 0 maior numero de bandas e maior valor de GCFR foi o experimento 7,

resultando no perfil cromatografico ilustrado na Figura 13.
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Figura 13. Peril cromatografico 6timo do EHA das folhas de B. infermedia.
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A partir dos dados obtidos com a triagem de variaveis e do planejamento do
composto central, foi possivel a determinacdo de equacdes matematicas para o modelo
gerado (Equacgdes 2 e 3), de acordo as repostas avaliadas, com o intuito de determinar as
condigdes mais eficientes para a separagao dos metabdlitos de B. intermedia. Para a
resposta GCFR (x=1) ndo foi possivel obtencdo da equacédo, pois o0 modelo gerado a
partir desses dados néo identificou coeficientes significativos.

A partir das equagdes foi possivel obter as superficies de respostas, nas quais as
regides em vermelho representam as condigdes necessarias para se obter as maiores

respostas (Figura 15).

Equacao 2. Modelo matematico do método desenvolvido, com base na resposta GCFR (x=2).
GCFR (X=2): 202,43 (+42,86) — 86,61(1 64,29) *X12
*X12 — representa a interagdo entre a variavel X1= % final EtOH e a X2 = Temperatura.

Equacao 3. Modelo matematico do método desenvolvido, com base na resposta N° de picos.

Numero de bandas = 20,11 1,17y + 1,93 1,34y X2 +1,50 0,05y X23

* X23 — representa a interagdo entre a variavel X2= Temperatura e X3 = Vazao
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e 2) e (b: nimero de bandas cromatograficas.

59,48

€ Vazao (mL/min) 0.632 31,76 B: Temperatura (°C)

0464 22,52

A % final EtOH dada como 6tima pelo grafico de superficie para a resposta GCFR

(X=2) é a que representa a area mais elevada

do grafico (regido vermelha), onde,

teoricamente estdo as melhores condi¢des, desse modo foi escolhido o valor de 33,97% e

66,11% de %final EtOH como valores otimizados. Da mesma forma foi escolhido o valor

para Temperatura, com os valores 23,34°C e 58°C, e a vazao foi selecionada com valor

de 1,12 mL/min.

Dessa forma as condi¢gdes indicadas nos

configuragcdes conforme tabela 14:

Tabela 14. Condicdes otimizadas calculadas.

graficos da figura 14, obteve-se as

Fatores Condicgao 1 Condigao 2
% inicial EtOH 5,0 %* 5,0 %*
% final EtOH 33,97%** 66,11%**
Temperatura 23,34°C** 58°C**
Vazao 1,12 mL/min** 1,12 mL/min**
% ac. Acético na agua 0,1 %* 0,1 %*

* Valores fixados para o CCD.

**Valores otimizados com os graficos de superficie;
Condigéo 1: representado pela Figura 14a.
Condigéo 2: representado pela Figura 14b.
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Como ¢é possivel observar na tabela 15, a condicdo 02 foi a que apresentou
maiores respostas (numero de bandas e GCFR) e melhor resolugdo entre as bandas
majoritarias (Figura 15), sendo portanto a condicdo 6tima para obtengcdo do perfil

cromatografico de B. intermedia.

Tabela 15. Experimentos baseados nos graficos de superficie de resposta.

Condigéao Numero de bandas GCFR (x=1) GCFR (x=2)
01 17 6,7 114,6
02 21 13,4 280,6

Figura 15. Perfis cromatograficos dos experimentos otimizados.
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Continuacao figura 15.
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4.2 Desenvolvimento de método verde para analise de T. catappa

4.2.1 Avaliagao do preparo de amostras (clean-up) das folhas de T. catappa
por CLAE-DAD

Para o clean-up do EHA das folhas de T. catappa foi realizado o mesmo
fracionamento inicial executado para B. intermedia (Esquema 1, “clean-up 17).

Porém, apds anadlise dos cromatogramas (Figura 14) das fragdes foi possivel
observar que a fragdo fr. 1:1 contempla, qualitativamente, os mesmos compostos
presentes nas outras duas fragdes (fr. 9:1 e fr. 100%).
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Figura 16. Cromatogramas das fragdes do clean-up avaliado para o EHA das folhas de T. catappa [Sistema
CLAE-DAD; coluna Phenomenex Luna C1g (250 x 4,6 mm, 5 ym); pré coluna C1s (2 x 7,8 mm); Solvente A:
H20 + 0,5 % AcOH; Solvente B: EtOH. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vaz&o de 1,00 mL min™;

——Fracdo 1-1 - CH5

1000000 T

500000

Intensidade [uV]

Tempo de retencio [min]

200000

100000

Intensidade [uV]

A=254 nm;
——Fragdo §-1 - CHS
0 ,4‘LJ WJ‘L A
T T T T T T
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0

0.0 10.0 20,0 30.0 40.0 50.0 60.0

Tempa de retencda [min]

—— Fragio 100% - CHS

Intensidade muito baixa, ndao
sendo possivel analisar os
espectros UV.

-

- » £ =" " K > -
. -
\/ . .
L] |
“&\»A\«‘_. ' '
3

0.0

—T T T
10.0

~ .
T e .

0.0 30.0 {r====w3"" s

Tempo de retenclo [min]

4.2.2 Triagem das variaveis de T. catappa

Para a determinacdo dos efeitos dos fatores cromatograficos na separagéo dos

constituintes do EHA das folhas de T. catappa também foi aplicado um planejamento

fatorial fracionario de cinco fatores e dois niveis (Tabela 4).

O procedimento utilizado para obtencdo desses valores (Tabela 8) foi o mesmo

utilizado na triagem das variaveis para a B. Intermedia. Para a T. catappa, também foi

utilizado cinco variaveis no planejamento fatorial fracionario, diferenciando nos valores
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dos niveis devido a diferengca da composi¢cao quimica entre os extratos. A combinagao
desses niveis deram origem ao planejamento apresentado na Tabela 4.

As respostas utilizadas nesse planejamento foram, também, numero de bandas e a
funcao-resposta GCFR. O tempo de analise foi fixado em 30 minutos para as analises
cromatograficas com volume de injecdo de 20 pL e concentragdo de amostra de 1 g.L"
(10 mg/mL) respectivamente.

A partir dos cromatogramas (Figuras 20 e 21) obtidos, realizou-se a contagem de

picos para obtencao de seus respectivos valores de GCFR (Tabela 16).

Tabela 16. Respostas obtidas dos cromatogramas do planejamento fatorial fracionario de dois niveis e cinco
fatores (2V*") do EHA das folhas de T. catappa.

GCFR GCFR

Exp. X1 X2 X3 X4 X5 N°de bandas

(x=1) (x=2)
1 -1 -1 -1 -1 +1 22 16,1 354,9
2 +1 -1 -1 -1 -1 19 7,0 133,4
3 -1 +1 -1 -1 -1 22 13,4 295,8
4 +1 +1 -1 -1 +1 28 19,6 548,8
5 -1 -1 +1 -1 -1 17 5,3 89,3
6 +1 -1 +1 -1 +1 20 10,9 218,2
7 -1 +1 +1 -1 +1 31 30,0 931,0
8 +1 +1 +1 -1 -1 21 11,0 231,5
9 -1 -1 -1 +1 -1 23 13,6 312,0
10 +1 -1 -1 +1 +1 22 11,2 2457
11 -1 +1 -1 +1 +1 34 23,9 811,0
12 +1 +1 -1 +1 -1 26 16,5 429,6
13 -1 -1 +1 +1 +1 23 16,2 371,8
14 +1 -1 +1 +1 -1 18 6,9 123,7
15 -1 +1 +1 +1 -1 22 13,4 295,8
16 +1 +1 +1 +1 +1 27 10,2 276,3
17 0 0 0 0 0 23 13,6 312,0
18 0 0 0 0 0 23 13,6 312,0
19 0 0 0 0 0 21 13,4 280,6
20 0 0 0 0 0 24 16,2 389,9

Nota: X1. % inicial de EtOH; X2. % final de EtOH; X3. Temperatura das analises; X4. % de AcOH; X5.
Vazao.

Os experimentos 7 e 11 foram os que apresentaram maiores valores nas

respostas avaliadas.
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Figura 17. Cromatogramas da triagem de variaveis de T. catappa dos experimentos 1 a 10.
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Figura 18. Cromatogramas da triagem de variaveis de T. catappa dos experimentos 11 a 20.
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Pelos dados obtidos, foi possivel obter os graficos de probabilidade normal de

probabilidade para determinacao das variaveis de maiores efeitos sobre a separacao dos

compostos do EHA das folhas de T. catappa (Figura 19).
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Figura 19. Grafico dos valores dos efeitos calculados para a resposta N° de bandas cromatograficas

(picos), GCFR (x=2) e GCFR (x=1).
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Analisando os graficos acima, é possivel observar que as variaveis X2 (% final de
EtOH) e X5 (Vazao) foram as que apresentaram maiores efeitos em todas as respostas
analisadas e, portanto, foram submetidas ao Planejamento do Composto Central.

As demais variaveis nao identificadas nos graficos (Figura 19), tiveram suas
condigdes otimas obtidas através dos experimentos realizados no planejamento fatorial
fracionario, porém, com a preocupagdo do impacto gerado pelo método, ndo foram

especificamente aplicadas no planejamento do composto central.

4.2.3 Planejamento do Composto Central (CCD) do EHA das folhas de
T. catappa.

Com a identificacdo de quais variaveis se mostraram mais importantes na
separacao dos metabdlitos do extrato, deu-se prosseguimento no tratamento dos dados
obtidos, dessa forma foi realizado o Planejamento do Composto Central (PCC) mantendo
as variaveis identificadas anteriormente.

A Tabela 6 (secédo 3.7.2) apresenta as condicbes empregadas nessa etapa e a
combinagao desses novos niveis resultou em 11 experimentos (Tabela 8 — se¢éo 3.7.2).

Com a realizagao dos experimentos nas condicbes mostradas na tabela 17, foram
obtidos os resultados conforme Tabela 17, com a presenca de dois experimentos com

valores de GCFR elevados

Tabela 17. Respostas obtidas dos cromatogramas do planejamento do composto central do EHA das folhas
de T. catappa.

GCFR GCFR

Exp. X2 X3 N° Bandas

(X=1) (X=2)
1 -1 -1 21 11,0 231,5
2 +1 -1 28 22,6 634,2
3 -1 +1 24 16,2 389,9
4 +1 +1 31 30,0 931,0
5 0 0 25 13,9 347,2
6 0 0 25 13,9 347,2
7 0 0 25 13,9 347,2
8 -1,41 0 16 5,1 81,9
9 0 -1.41 22 13,4 295,8
10 +1.41 0 32 23,4 747,3
11 0 +1.41 33 30,3 998,3

Nota: X2. %final de EtOH; X5. Vazao.

A Figura 20 representa as condigdes empregadas, relacionadas na Tabela 18.
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Figura 20. Cromatogramas do planejamento do composto central.
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Finalizado o tratamento dos dados obtidos e calculado a varidncia de cada
resposta de numero de bandas, GCFR (x=1), GCFR (x=2), obteve-se a tabela ANOVA
(Tabelas 18, 19 e 20).

Tabela 18. Tabela da Analise de Variancia (ANOVA) para GCFR (x=2).

Parametros SQ GL MQ Teste F F tabelado
Regressao 845.047.79 5 169.009,5
6 22,88 5,05
Residuo 36.941,31 8 7.388,26
Total 881.989,10 10
Erro Puro 0 2 0
Falta de Ajustes 36.941,31 3 12.313,77 ] 19.16
Variagao Explicada 0,96 R 0,98
Maxima variagao 1 R
explicavel maximo

Nota:SQ = Soma quadratica; MQ = Média quadratica; GL = Grau de Liberdade.

Tabela 19. Tabela da Analise de Variancia (ANOVA) para GCFR (x=1).

Parametros SQ GL MQ Teste F F tabelado
Regressao 609,47 5 121,89
Residuo 23,09 8 4,62 26,40 205
Total 632,56 10
Erro Puro 0 2 0
Falta de Ajustes 23,09 3 7,70 ] 19.16
Variagao Explicada 0,96 R 0,98
Maxima variagao explicavel 1 R maximo 1

Nota:SQ = Soma quadratica; MQ = Média quadratica; GL = Grau de Liberdade.

Tabela 20. Tabela da Analise de Varidncia (ANOVA) para n° de bandas cromatogréficas.

Parametros SQ GL MQ Teste F F tabelado
Regressao 239,51 5 47,90
Residuo 21,03 8 4,21 1,39 505
Total 260,55 10
Erro Puro 0 2 0
Falta de Ajustes 21,03 3 7,01 ] 19.16
Variagcao Explicada 0,92 R 0,96
Maxima variagao explicavel 1 R maximo 1

Nota:SQ = Soma quadratica; MQ = Média quadratica; GL = Grau de Liberdade.
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Analisando o conjunto de dados, verifica-se a auséncia de erro puro (variabilidade
intrinseca das analises), dessa forma, ndo podendo ser associado a isso a falta de ajuste
presente no modelo. E possivel observar também a falta de ajuste do modelo para essa
espécie, comparando os valores do teste F tabela com o calculado, onde, o F calculado
esta abaixo do tabelado.

Apesar da variagao explicada compreender valores proximo a 1 (onde 1 representa
o0 maximo explicado), ainda assim, o residuo é elevado, sendo esse outro fator
determinante para avaliagdo da falta de ajuste, ou seja, a falta de otimizacdo do método.

A falta de otimizagcdo do modelo pode ser explicada pela pouca variabilidade do
numero de bandas cromatograficas e consequentemente valores de GCFR.

Da mesma forma, a partir dos dados obtidos com os comparativos entre os
planejamentos (triagem de variaveis e planejamento do composto central), foi possivel a

determinacao das equagdes matematicas das respostas avaliadas.

Equacgao 4. Modelo matematico do método desenvolvido, com base na resposta GCFR (x=2).
GCFR (X=2)Z 382,38 (+ 86,66) +235,95 (* 72,98)*X1 +181,25 (* 72,98)*X2+1 43,59(1 83,30)*X22

*X22 — representa a interacdo entre a variavel X2= Vazao.
*X1 = % final EtOH.

Equacao 5. Modelo matematico do método desenvolvido, com base na resposta GCFR (x=1).
GCFR (X=1) = 14,50 (1 2,01+6,41 (+ 169)"X1+4,55 (: 1,60)"X2+4,30 (x 103" X22

*X22 — representa a interagdo entre a variavel X2= Vazao.
*X1 = % final EtOH.

Equagao 6. Modelo matematico do método desenvolvido, com base na resposta GCFR (x=1).
N° picos = 24,59 ;1,83 + 4,58z 154" X1 + 2,70 (2 1,54 X2
*X2 = Vazéo.
*X1 = % final EtOH.

A partir das equagdes determinadas foram plotadas as superficies de resposta
(Figura 21), possibilitando obter as condigbes que maximizam as respostas avaliadas.
Condi¢des obtidas nas duas regides mais intensas no grafico (vermelho) da

resposta GCFR (x=2) e numero de bandas cromatograficas
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Figura 21. Grafico com base no GCFR (x=2), GCFR (x=1) e nUmero de bandas cromatograficas
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Apos analise das superficies de reposta, foram obtidos trés condi¢des para o fator

%final EtOH e uma condi¢ao para o fator vaz&o (Tabela 22).

Tabela 21. Condicbes obtidas a partir das superficies de resposta.

Fatores Condicao 1 Condicao 2 Condicao 3
% inicial EtOH 5,0 %* 5,0 %* 5,0 %*
% final EtOH 14% ** 29%** 45%**
Temperatura 30°C* 30°C* 30°C*
Vazao 1,64 mL/min** 1,64 mL/min** 1,64 mL/min**
% ac. Acético na 0,1 %* 0,1 %* 0,1 %*
agua

*Valores fixados no PCC;
**Valores otimizados com os graficos de superficie.

Como é possivel observar na tabela 23, a condicdo 03 foi a que apresentou
maiores respostas (numero de bandas e GCFR) e menor tempo de analise (comparando
a ultima banda cromatografica em cada cromatograma), o que gera menores dispéndios
de solventes e energia (Figura 22), sendo portanto a condigdo 6tima para obtengédo do

perfil cromatografico de T. catappa.

Tabela 22. Experimentos baseados nos graficos de superficie de resposta.

Condigao Numero de bandas GCFR (x=1) GCFR (x=2)
01 21 11 231,5
02 31 23,1 717,2

03 32 26,5 849,5




Figura 22. Cromatogramas das condigbes determinadas pelas superficies de resposta.
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Continuacao figura 22.
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4.3 Analise de precisao dos métodos desenvolvidos

Deve-se ressaltar que a avaliacdo da precisdo dos métodos desenvolvidos é
importante para elucidar a confiabilidade nos dados apresentados e devido a necessidade
de verificacdo da qualidade do método em questdo, examinando as possiveis fontes de
variabilidade em uma ou em varias respostas do método, para que assim, possa ser
aplicado com base nos objetivos desejados ( ALAERTS et al, 2007; FUNARI et al., 2014;
HEYDEN et al., 2001; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 1996).

Nesse procedimento especifico foram avaliados a repetibilidade, que representa a
concordancia entre resultados de medi¢cdes sucessivas do mesmo método, utilizando as
mesmas condi¢cdes de medigao; precisao instrumental, que representa a dispersao dos
resultados entre os experimentos independentes, utilizando uma mesma amostra,

amostras semelhantes ou padrdes.

Para determinagdo do desvio padrdo relativo (DPR) utilizou-se a equagao 7.

Utilizando a area total de bandas cromatograficas em cada cromatograma.
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Equagao 7. % desvio padrao relativo (%DPR).

Desvio Padrio
)* 100

WORR= ( Média

Para a repetibilidade do método abordado para a espécie B. Intermedia foi obtido
um valor de 1,76% de DPR, que, em se tratar de matriz complexa, esse valor representa
um desvio baixo, com relagao as areas das bandas cromatograficas.

Para a precisao instrumental, foi seguido a determinagcdo da ANVISA, onde é
necessario a avaliagao de no minimo trés niveis de concentragao (baixo, médio e alto) em
triplicata, resultando em nove determinacdes, dessa forma englobando toda a gama
analitica em estudo.

Os resultados estao expressos na Tabela 23.

Tabela 23. Valores de % DPR para Precisao Instrumental

Experimento Desvio Padrao Média % DPR

1* 397184 4091177 9,7
2 461661 4037288 11,4
3* 629266 3764761 16,7
4** 442865 8952215 4,9
5** 376666 8675067 4,3
6** 425965 8761507 4,9
T+ 1762578 16307878 10,8
g 1252388 16009672 7,8
L 1940229 15855758 12,2

* areas baseadas na concentracdo de 5 mg/ml; **areas baseadas na concentragcdo de 10 mg/ml; *** areas
baseadas na concentragdo de 20 mg/mi

Os resultados obtidos se ddo em relagao a concentragdes diferentes e analises em
dias diferentes, obtendo dessa maneira a precicdo instrumental. Levando isso em
consideracao ao analises os valores de DPR, n&o ha discrepancia tdo pronunciada entre
as areas utilizadas, visto que, como ha coeluicdo de bandas, acarretando aumento do

erro ao se calcular a area referente a cada banda cromatografica.

Para a T. catappa a repetibilidade apresentou valor de 5,35%, valor que
relativamente baixo, quando analisado os cromatogramas dessa espécie, dado a

quantidade de substancias presente em seu extrato, ocasionando sobreposicado de
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bandas, podendo ser a causa da maior area calculada pelo software, acarretando em

maiores erros.

Os resultados para precisao instrumental estdo descritos na Tabela 24.

Tabela 24. Valores de % DPR para Precisao Instrumental

Experimento Desvio Padrao Média %DPR

1* 6089380 56143092 10,8
2* 5498896 58142242 9,5
3* 14667238 51992732 28,2
4** 2750362 110719759 2,5
5** 3644332 112666632 3,2
6** 5593345 112685062 5,0
i 8193915 225999700 3,6
gr** 5433540 229564916 24
L 3082597 228854402 1,3

* areas baseadas na concentracdo de 5 mg/ml; **areas baseadas na concentragcdo de 10 mg/ml; *** areas

baseadas na concentragao de 20 mg/ml.

Analisando a Tabela 24 ¢é possivel perceber valores mais elevados, que
representam maior dispersdo dos resultados, podendo ser justificado pelas areas
calculadas, acarretando maior erro nos calculos posteriores. Outro fato que pode ser
vizualizado na tabela acima é que o valor do desvio diminui com o aumento da
concentracdo da amostra. Fato que segundo Snyder,(2010) a concentragdo da amostra
interfere na aparéncia, ndo somente na intensidade da banda cromatografica, como

também no tempo de retencao.

Os mesmos parametros foram calculados utilizando o tempo de retencdo das

bandas cromatograficas com maior intensidade.

Para repetibilidade para a B. intermedia, o DPR dos tempos de retencao foi de
0,67%, podendo ser classificado como bom, pois demonstra a similaridade dos tempos

onde cada substancia deixou a coluna cromatografica.

Para as precisdes instrumental e intermediaria, foram utilizados o tempo de

retencado das bandas selecionada, como descrito nas Tabelas 25, 26 e 27.
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Tabela 25. Valores de % DPR para Precisé@o Instrumental para as bandas selecionadas (Dia 1).

Banda cromatografica Desvio Padrao Média %DPR
1 0,09506 20,5689 0,5
2 0,14004 21,0489 0,7
3 0,15076 21,5344 0,7
4 0,0925 22,437 0,4
5 0,09662 22,8689 0,4

Tabela 26. Valores de % DPR para Precisé@o Instrumental para as bandas selecionadas (Dia 2).

Banda cromatografica Desvio Padrao Média %DPR
1 0,06182 20,4375 0,3
2 0,03586 20,86 0,2
3 0,03505 21,345 0,2
4 0,03662 22,2938 0,2
5 0,0377 22,7175 0,2

Tabela 27. Valores de % DPR para Preciséo Instrumental para as bandas selecionadas (Dia 3).

Banda cromatografica Desvio Padrao Média %DPR
1 0,08162 20,4789 0,4
2 0,03708 20,9 0,2
3 0,03873 21,3833 0,2
4 0,3841 22,3 0,2
5 0,04062 22,7567 0,2

Analisando os dados referente ao tempo de retencdo, fica evidente a baixa
dispersdo do resultados quando comparado com o valor obtido referente as areas,
deixando claro o erro propagado nos calculos das areas totais, e também

demonstrando a precisdo das analises.

De forma semelhante, para a repetibilidade para a método da T catappa,
apresentou valor de 1,79% de desvio para o tempo de retencdo das bandas

cromatograficas, que pode ser classificado como um valor baixo.

Para a precisao instrumental, os resultados aparecem nas Tabelas 28, 29 e 30.
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Tabela 28. Valores de % DPR para Precisé@o Instrumental para as bandas selecionadas (Dia 1).

Banda cromatografica Desvio Padrao Média %DPR
1 0,00601 1,99111 0,3
2 0,05725 5,19444 1,1
3 0,07172 6,83778 1,0
4 0,09579 9,14667 1,0
5 0,09203 11,8422 0,8
6 0,342 18,4211 1,9

Tabela 29. Valores de % DPR para Preciséo Instrumental para as bandas selecionadas (Dia 2).

Banda cromatografica Desvio Padrao Média %DPR
1 0,010929064 1,99222 0,5
2 0,053385391 5,14667 1,0
3 0,051099032 6,80111 0,8
4 0,109936851 9,08889 1,2
5 0,12715913 11,7622 1,1
6 0,170912583 18,4489 0,9

Tabela 30. Valores de % DPR para Precisé@o Instrumental para as bandas selecionadas (Dia 3).

Banda cromatografica Desvio Padrao Média %DPR
1 0,005 1,98333 0,3
2 0,030459445 5,21556 0,6
3 0,058404718 6,89111 0,8
4 0,04055175 9,23778 0,4
5 0,065277187 11,9411 0,5
6 0,096623554 18,8611 0,5

Observando os valores de DPR para esse método é possivel afirmar que houve
pouca variacdo entre os tempos de retencdo de cada banda selecionada, nao

apresentando nenhuma dispersao significativa.
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4.4 Comparativo entre os métodos de referéncia e os novos métodos
desenvolvidos para obtencdo dos perfis cromatograficos das espécies
estudadas

4.4.1 B. intermedia

Santos et al. (2012) obtiveram o perfil cromatografico do extrato metandlico das
folhas de B. intemedia (Figura 23), utilizando: fase mével: MeOH + TFA 0,1% (B) e H,O +
TFA 0,1% (A), coluna Phenomenex® Synergi Hydro RP18 (250x4,6 mm e 4 pym de
didametro interno), vazdo de 1 mL/min; comprimento de onda de 270 nm; sistema de
eluicado de 0-20 % de B (20 min), 20 % de B (isocratico por 3 min), 20-50 % de B (37 min)
e 50-100 % de B (5 min), totalizando 65 min.

Nesse trabalho, os autores relatam a identificacdo das bandas cromatograficos do

perfil como sendo derivados do acido galico e derivados da quercetina.

Figura 23. Perfil cromatogréfico de referéncia da espécie B. Intermedia (SANTOS et al., 2012). Identificagao
das bandas cromatogréficas: (1) acido galico, (2) acido 3,4-di-O-galoilquinico, (3) galato de metila, (4)
catequina, (5) epicatequina, (6) acido 1,3,5-tri-O-galoilquinico, (7) acido 1,3,4,5-tetra-O-galoilquinico, (8)
quercetina-3-O-B-galactopiranosideo, (9) quercetina-3-(2”-0O-galoil)-O-p-galactopiranoside, (10) quercetina-
3-0O-a-arabinopiranosideo e (11) quercetina-3-0O-(2” -O-galoil)-a-arabinopiranosideo.
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2012.

No perfil do método cromatografico verde desenvolvido (Figura 24), foi possivel

identificar as principais bandas relatadas no trabalho de Santos et al. (2012) por
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comparagao dos espectros UV e tempos de retengdo com padrboes auténticos, sendo
elas: (1) acido galico, (2) acido 1,3,5-tri-O-galoilquinico, (3) acido 1,3,4,5-tetra-O-
galoilquinico, (4) quercetina-3-(2”-O-galoil)-O-B-galactopiranosideo, (5) quercetina-3-O-3-
galactopiranosideo, (6) quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo e (7) quercetina-3-(2”-O-

galoil)-a-arabinopiranosideo (Figura 25).

Figura 24. Perfil cromatografico verde desenvolvido para a espécie B. Intermedia e espectros UV das
principais bandas cromatograficas.
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Figura 25. Estruturas das substanci~~ i~~ntificadas no perfil cromatografico verde de B. intermedia.
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De acordo com a definicdo publicadas pela Anvisa (RDC 26 de 13 de maio de
2014), marcador é: “substancias ou classe de substancias (ex.: alcaloides, flavonoides,
acidos graxos, etc.) utilizadas como referéncia no controle da qualidade da matéria-prima
vegetal e do fitoterapico, preferencialmente tendo correlagao com o efeito terapéutico. O
marcador pode ser do tipo ativo, quando relacionado com a atividade terapéutica do
fitocomplexo, ou analitico, quando ndo demonstrada, até o momento, sua relacdo com a
atividade terapéutica do fitocomplexo”.

Portanto, o método cromatografico verde desenvolvido para analise do extrato das
folhnas de B. intermedia possibilita a identificagdo inequivoca dos principais metabdlitos
secundarios e, com isso, pode ser uma alternativa de baixo custo e impacto ambiental

para realizar o controle de qualidade de extratos (e possivel fitoterapico) dessa espécie.

4.1.2 T catappa

Dentre os trabalhos publicados que envolvem o estudo de T. catappa, os dados
publicados por Mininel et al. (2014a e 2014b) foram os que apresentaram os melhores
perfis cromatograficos do extrato hidroalcodlico das folhas (Figura 26), em que os autores
também relatam o isolamento e identificagdo dos cinco principais metabdlitos secundarios
desse extrato: anbmeros de punicalagina e punicalina, além do acido elagico. As
condigdes utilizadas pelos autores para a obtencédo do perfil cromatografico foram: fase
mével H,O (A) e MeOH (B), gradiente de 5-50 % de B em 40 min e isocratico de 50 % de
B por 20 min, totalizando 60 min de analise, vazdo de 1 mL/min, coluna Synergi Hydro

Phenomenex® RP18 (250 x 4,6 mm, 4 um) e pré-coluna (4 x 3 mm, 5 um).
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Figura 26. Perfil cromatografico de referéncia da espécie T. catappa (MININEL et al., 2014a; 2014b).
Identificacdo das bandas cromatograficas: (1 e 2) andbmeros a e B da punicalagina, (3 e 4) anébmeros a e 3

da punicalagina e (5) acido elagico.
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Fonte: Adaptado de MININEL et al., 2014a e 2014b.

Assim como no perfil do método cromatografico verde desenvolvido para B.

intermedia, no perfil verde de T. catappa (Figura 27) também é possivel identificar as

principais bandas relatadas no trabalho de referéncia (MININEL et al., 2014a; 2014b) por

comparacao dos espectros UV e tempos de retengdo com padrbes auténticos, sendo

elas: (1 e 2) a e B — punicalagina, (3 e 4) a e  — punicalina, (5) rutina e (6) acido elagico

(banda 6) (Figura 28).

Embora o flavonoide rutina nao tenha sido relatado por Mininel et al. (2014a;

2014b), esse flavonoide foi identificado no perfil cromatografico verde e também foi

isolado do extrato etandlico das folhas de T. catappa por LIN et al. (2000).

Observando os perfis de referéncia e o verde, é possivel notar que o perfil verde

possui maior numero de bandas cromatograficas. Portanto, o método desenvolvido

mostrou-se melhor performance cromatografica.
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Figura 27. Perfil cromatografico verde desenvolvido para T. catappa e espectros UV das principais bandas
cromatograficas.
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4.5 Aplicagao da métrica HPLC-EAT.

O HPLC-EAT (Environmental Assessment Tool) € uma ferramenta de avaliagéo
ambiental (Equacao 8), distribuida gratuitamente, que visa quantificar o impacto ambiental
de métodos cromatograficos (GABER et al., 2011).

Equacao 8. Fungcdo HPLC-EAT.

HPLC—EAT =S1ml+HIml+ Elml+ S2m2+ H2m2 + E2m2+...+5nmn +
Hnmn + Enmn

Os termos “S”, “H” e “E” sao seguranga, saude e fatores ambientais,
respectivamente, por “n” niumero de solventes com a massa “m” usados numa analise
cromatografica especifica. Quanto menor € o valor de HPLC-EAT, menor é o impacto

ambiental do método cromatografico.

Com a utilizagado da métrica HPLC-EAT, foi quantificado o impacto ambiental entre
os métodos desenvolvidos e os métodos de referéncia de B. infermedia (SANTOS et al.,
2012) e T. catappa (MININEL et al., 2014a; 2014b). Os dois métodos desenvolvidos

apresentaram score menor que os métodos de referéncia (Tabela 32).
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Tabela 31. Comparacéao entre os valores obtidos pela fungdo HPLC-EAT dos métodos desenvolvidos e dos
métodos de referéncia de B. intermedia e T. catappa.

Espécie score HPLC-EAT score HPLC-EAT
Método desenvolvido Método de Referéncia
B. intermedia (SANTOS et al., 2012)
27,55 47,34
T. catappa (MININEL et al., 2014a)
30,74 50,75

Como é possivel observar (Tabela 33), os métodos desenvolvidos apresentaram
scores aproximadamente duas vezes menor do que os métodos de referéncia. Nesse
contexto, os métodos desenvolvidos apresentam um impacto ambiental menor. Isso pode
ser explicado, principalmente, devido aos scores do EtOH serem relativamente favoraveis
aos do metanol no que refere aos fatores seguranga (S), saude (H) e impacto ambiental
(E) da meétrica utilizada: enquanto o EtOH é considerado uma alternativa de menor
impacto ambiental para ser utiizada em CLAE devido a sua baixa toxicidade e
biodegradabilidade, o MeOH pode causar intoxicagdo através das vias respiratorias,
digestivas e cutdneas (CARDOSO, 1995). Além disso, os métodos desenvolvidos com
EtOH consumiram menor volume de solvente organico na fase movel sendo 10,70 mL e
12,28 mL nos métodos de B. intermedia e T. catappa, respectivamente, enquanto que os
métodos de referéncia dessas duas espécies consumiram 16,80 mL e 21,00 mL de

MeOH, respectivamente.
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5 CONCLUSOES

Os métodos de clean-up desenvolvidos para os EHAs das folhas de B. intermedia
e T catappa mostraram-se simples, rapido e de baixo impacto ambiental, utilizando
pequena quantidade de amostra e solventes/reagentes verdes.

Além disso, os métodos cromatograficos desenvolvidos foram eficientes e também
apresentaram baixo impacto ambiental para obtengao do perfil cromatografico (impressao
digital ou fingerprint) do extrato hidroetandlico das folhas de B. intermedia e T. catappa.

Os métodos foram obtidos a partir de uma abordagem multiparamétrica e
heuristica, nas quais parametros de separagao e ambientais foram considerados de modo
simultaneo. Durante o processo de desenvolvimento dos fingerprinting, os experimentos
foram rigorosamente selecionados e executados com EtOH, conhecido por sua baixa
toxcidade e biodegradabilidade.

Embora EtOH seja mais viscoso que MeOH (solvente empregado nos trabalhos
comparados nas secbes 4.1.3 e 4.2.3) os métodos mostraram-se compativeis com
equipamentos para CLAE comuns, com pressao abaixo de 400 bar, e com eficiéncia
semelhante, no caso de T. catappa superior, aos trabalhos da literatura com os mesmos
propositos.

Os métodos verdes desenvolvidos sao vantajosos em relagdo aos métodos da
literatura porque possuem seletividade semelhante, permitindo identificar os principais
constituintes, ndo geram riscos a saude dos analistas na manipulagdo dos solventes e os
residuos gerados nao necessitam de tratamento de alto custo. Esses beneficios séo
justificados pelo fato desses métodos utilizarem EtOH como solvente organico que possui
baixa toxicidade, sua producdo € sustentavel (produzido a partir da cana-de-agucar) e
possui baixo custo no estado de Sdo Paulo, principalmente na regido de Araraquara e
Bauru.

Portanto, a migracdo de métodos em CLAE poluidores por métodos mais “verdes”
nao requer grandes modifica¢gdes na instrumentagcdo em CLAE geralmente empregada,
mas requer uma abordagem diferente no desenvolvimento do método, na qual o conceito
de “performance cromatografica” considere a separagao cromatografica em conjunto com

aspectos ambientais.
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Ainda, embora B. intermedia e T. catappa nao estejam na Renisus, elas sao
espécies que apresentam atividades farmacoldgicas promissoras e com isso, essas
espéecies possuem potenciais para producdo de fitoterapicos. Em controles de qualidade
de fitoterapicos realizam-se inumeras analises de diversos lotes que podem gerar grande
quantidades de residuo. Esses métodos poderdo contribuir para diminuicdo desses

residuos.
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