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RESUMO

Croton palanostigma, espécie pertencente a familia Euphorbiaceae, € uma arvore de
porte médio nativa da regido amazobnica do Brasil. A partir de estudos quimicos
realizados com essa espécie foram isoladas substadncias com propriedades
biologicamente Uteis para a sociedade, como os diterpenos aparisthmano e a
cordatina que apresentaram expressiva atividade antiulcerogénica similar a
cimetidina, um medicamento que combate Ulceras gastricas provocadas por
estresse. Neste trabalho foi realizado o estudo do processo de extracdo das cascas
do caule de Croton palanostigma, e avaliacdo de potencial alelopatico dos extratos
obtidos. No processo de extracéo foi utilizando o solvente acetato de etila em um
extrator construido em aco inoxidavel e com camisa para circulacdo de agua
aquecida, sob agitagdo constante, em escala laboratorial. Na analise do processo
tomou-se por base o modelo estatistico Box-Behken, com trés variaveis de entrada e
trés niveis, empregando-se temperatura, tempo de extracdo e relacdo de massa fixa
de material botanico seco por volume de solvente como os fatores de entrada, e
como respostas, o rendimento (Rd) de extrato obtido; a inibicdo de germinacao de
sementes de Mimosa pudica (IG;); e a inibicdo de germinacdo de sementes de
Senna obtusifolia (1G;). Os dados foram analisados com o auxilio do software
Statistica 7.0 (StatSoft USA). Quantificou-se a influéncia das variaveis operacionais
de entrada e suas interacées nas respostas, e a partir desses resultados observou-
se dentro do dominio experimental que apenas a variavel X; (relacdo de massa de
material botanico por volume de solvente) teve um efeito positivo para o rendimento
do processo. O estudo de atividade alelopética realizado com os extratos (1% m/v)
apresentou elevado potencial de inibicdo a germinagdo de sementes da espécie
invasora Mimosa pudica, acima de 50%, enquanto que, frente a espécie invasora
Senna obtusifolia, apenas quatro dos quinze extratos submetidos ao ensaio

apresentaram atividade alelopatica expressiva.

Palavras-chave: Croton palanostigma; processo de extracdo; alelopatia; rendimento

de extracao; planejamento Box-Behnken.



ABSTRACT

Croton palanostigma, species belonging to the family Euphorbiaceae, is a medium-
sized tree native to the Amazon region of Brazil. Chemical studies performed with
this species were isolation of substances with useful biological activity, such as the
diterpenes aparisthmano and cordatina that showed significant antiulcer activity such
as cimetidine, a drug that treats stomach ulcers caused by stress. This work was
conducted to study the extracting process of stem bark of Croton palanostigma, and
evaluation of allelopathic potential of the extracts. The extraction process was using
the solvent ethyl acetate in a stainless steel extractor jacketed for the circulation of
heated under constant agitation, in a laboratory scale. The process analysis was
based on the model-Box Behken with three input variables and three levels, using
temperature, extraction time and ratio of mass of dry plant material per volume of
solvent as the input factors and answers the income (Rd) extract obtained;
germination inhibition of the seeds of Mimosa pudica (IG;) and germination inhibition
of the seed of Senna obtusifolia (IG2). The data were analyzed using the software
Statistica 7.0 (StatSoft USA). The influence of the operating variables of input and
their interactions in the responses were quantified, and from these results, it was
observed within the experimental domain that only the variable X3 (mass ratio of plant
material per volume of solvent) had a positive effect on the process yield. The study
of the allelopathic activity performed with extracts (1% m/v) showed a high potential
inhibiting more than 50% of seeds the germination of the invasive species Mimosa
pudica, while using Senna obtusifolia as test plant, only four of the fifteen extracts

tested in the test showed significant allelopathic activity.

Keywords: Croton palanostigma; extraction process; allelopathy; extraction vyield;

Box-Behnken design;
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre as propriedades terapéuticas das plantas medicinais
obtidas a partir da medicina popular vem sendo acumulado durante séculos e esse
conhecimento empirico simboliza muitas vezes o0 Unico recurso terapéutico de varias
comunidades e grupos étnicos. O uso e a eficacia de plantas medicinais sédo atribuidos
as observacdes populares que contribuem de forma relevante para a divulgacdo das
virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais
gue produzem apesar de nao terem seus constituintes quimicos muitas vezes
conhecidos, mas tornando validas informacdes terapéuticas que foram sendo

acumuladas ao longo dos anos (MACIEL et al., 2002).

Além da importancia na medicina tradicional, as plantas podem fornecer para a
industria farmacéutica, direta ou indiretamente, 0s principios ativos que serao
comercializados como medicamentos. Por outro lado, o potencial farmacolégico das
plantas medicinais como fonte de medicamentos e farmacos é ainda, nos dias de hoje,
pouco explorado. Mesmo com 0 avanc¢o de novos processos de sintese organica e
biotecnologia (RATES 2001; VILLAS BOAS, GADELHA, 2007).

A utilizacdo de plantas como medicamento esta fundamentada em estudos
etnofarmacol6gicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular sobre
as propriedades farmacoldgicas (anti-inflamatéria, analgésica, antimicrobiana,
antiespasmaodica, antitérmica, laxativas, entre outras) de certas drogas vegetais,

indicam o potencial para o desenvolvimento de novos fitoterapicos (SCOPEL, 2005).

Segundo Novais e Costa, 2003, apesar do longo tempo que se conhece o
potencial curativo das plantas, apenas recentemente estas tornaram-s objeto de estudo
cientifico em que concerne as suas variadas propriedades medicinais. O conhecimento
a respeito dessas propriedades € requisito essencial para a transformacéo da planta
medicinal em um produto fitoterapico. Sendo assim, pesquisa com plantas medicinais
tem sido e continua a ser considerada uma alternativa importante na busca de novas

drogas com propriedades terapéuticas.

A Organizacdo Mundial de Saude - OMS define planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem

ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
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semissintéticos”. A diferenca entre planta medicinal e fitoterapica reside na elaboracao
da planta para uma formulagéo especifica, o que caracteriza um fitoterapico.

De acordo com a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, em sua portaria n°
6 de 31 de janeiro de 1995, fitoterapico é “todo medicamento tecnicamente obtido e
elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade
profilatica, curativa ou para fins de diagnostico, com beneficio para o usuario. E
caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos do seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto final acabado, embalado e
rotulado”. J& no caso do fitofarmaco, tem como definicdo “é a substancia ativa, isolada
de matérias-primas vegetais ou mesmo, mistura de substancias ativas de origem

vegetal”.

Para o desenvolvimento tecnoldgico de um produto fitoterdpico sdo necessarios
estudos prévios em diversas areas do conhecimento como estudos botanicos,
agrondmicos, quimicos, de atividade biolégica e desenvolvimento de metodologias
analiticas (NAVARRO, 2005).

A literatura revela que familia Euphorbiaceae contém uma grande diversidade de
produtos naturais que possuem diversas atividades farmacolbgicas, em especial o
género Croton, com uma vasta quantidade de constituintes quimicos como terpenoides,
flavonoides e alcaloides (PALMEIRA JUNIOR et al., 2005; SOUZA BRITO et. al., 1998).

Segundo Salatino et al., 2007, devido ao historico no senso popular de que
espécies de Croton apresentam propriedades terapéuticas, pesquisas foram
aprofundadas para o estudo do potencial farmacologico do género, e em especial
algumas espécies populares como a “sacaca” (C. cajucara) sobre 0s seus aspectos de
composicao quimica e suas atividades biologicas; “sangue do dragao” (C. lechleri e C.
draconoides sdo conhecidas assim pelo senso popular, devido apresentarem uma
seiva viscosa e avermelhada quando extraida da casca do caule), “urucuana” (Croton
urucurana), “marmeleiro-preto” (C. sonderianus), e demais espécies muito utilizadas na

medicina tradicional.

Estudos realizados com produtos naturais obtidos do género Croton tém
demonstrado propriedades antiulcerogénicas (LEWIS e HANSON, 1991) como, por
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exemplo, os diterpenos do tipo clerodano isolados de Croton sublyratus (KITAZAWA et
al., 1980). Experimentos realizados pelo grupo de pesquisa de produtos naturais da
UNICAMP (SP) mostraram que um norditerpeno com esqueleto clerodanico isolado das
cascas do caule de Croton cajucara Benth, denominado de trans-desidrocrotonina
(SIMOES et al., 1979), revelou expressiva atividade antiulcerogénica (SOUZA et al.,
1998).

A espécie Croton palanostigma Klotzsch denominada no senso popular como
“marmeleiro”, ou balsa-rana é conhecida por suas propriedades fitoterapicas, como no
tratamento de véarias doencgas, entre elas reumatismo, cicatrizacdo de feridas,
hemorragias, gastrites e Ulceras (AYALA et al., 2001). De acordo com Sandoval et al.,
2005, o latex oriundo das cascas do caule de Croton palanostigma € utilizado na
medicina tradicional por apresentar carater anti-inflamatério. Este latex € usado na
medicina tradicional para o tratamento de varias doencas, entre elas reumatismo,
cicatrizacdo de feridas, hemorragias, gastrites e Ulceras (ARELLANO, ESTRELLA,

MILLER apud AYALA et al., 2001).

Segundo Brasil (1999), a investigacdo quimica dos extratos hexanicos, extratos
diclorometéanicos e metanolico das cascas do caule de Croton palanostigma, levando
ao isolamento de diterpenos, triterpenos, esteroides e compostos aromaticos, 0s quais

estdo concentrados em sua maioria nessa parte da espécie.

Estudos revelaram que os diterpenos do tipo clerodano aparisthmano e
cordatina isolados de C. palanostigma apresentaram expressiva atividade
farmacoldgica em relacdo ao combate de Ulceras gastricas (HIRUMA LIMA et al.,
2000a; HIRUMA LIMA et al., 2001).

Face ao exposto, essa dissertacdo visa dar continuidade as pesquisas em
relacdo a espécie de Croton palanostigma, estudando-se o processo de extracdo das
cascas do caule dessa planta, visto que grande parte de componentes identificados em
estudos anteriores estdo mais concentrados nessa parte da planta. Para o processo de
extracdo o solvente escolhido foi o acetato de etila, o qual apesar de nao ter sido
testado em pesquisas anteriores apresenta polaridade préxima ao diclorometano,

sendo nao clorado e, portanto, apresenta menos prejudicial ao meio ambiente.
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As técnicas de planejamento e analises de experimentos sdao algumas das
ferramentas utilizadas para melhorar as caracteristicas de qualidade dos produtos ou
processos de fabricacdo, reduzir o nimeros de testes e otimizar o uso de recursos.
Outra ferramenta muito utilizada no processo e no desenvolvimento de produtos é a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), que consiste no uso de técnicas
matematicas e estatisticas de otimizagdo para melhorar e desenvolver processos na
obtencdo de um produto final de qualidade (BORROR; MONTGOMERY, 2000;
MONTGOMERY, 2001).

Desta forma, visando melhorar e determinar as condi¢cbes Otimas para o
processo de extragdo, dentro do dominio experimental estudado, foram utilizados
experimentos estatisticamente planejados para se determinar um melhor rendimento do
processo. O modelo de planejamento estatistico utilizado para o estudo desse
processo foi o Box-Behnken. Esse planejamento permite a constru¢cdo de um modelo
polinomial de segunda ordem para caracterizar ou otimizar um processo com um

menor namero de experimentos.

Os extratos obtidos das cascas do caule de Croton palanostigma, foram
submetidos a ensaios que foram realizados para avaliar o potencial alelopatico dos

mesmos, a fim de estudo preliminar para se caracterizar um possivel bio-herbicida.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o processo de extracdo das cascas do caule de Croton palanostima
Klotzsch utilizando acetato de etila como solvente, a partir de experimentos
estatisticamente planejados e investigar o potencial de atividade alelopatica dos
extratos das cascas do caule de Croton palanostigma frente as plantas invasoras de

pastagem Mimosa pudica e Senna obtusifolia.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar testes e arranjos experimentais que favorecam um melhor rendimento de

obtencao de extratos de acetato de etila de Croton palanostima.

v Determinar condi¢Bes 6timas de extracdo e avaliar influéncias das variaveis de
entrada como temperatura, tempo de extracdo e relagdo massa de material

botanico por volume de solvente utilizado na extracdo, nas respostas de:

Rendimento em percentagem de extrato ACOEt — Rd (%);
Inibicdo de germinacdo de sementes de Mimosa pudica — IG; (%);

Inibicdo de germinacdo de sementes de Senna obtusifolia — G, (%);
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CLASSIFICACAO BOTANICA DE Croton palanostigma:

* Reino: Plantae

» Divisdo: Magnoliophyta

» Classe: Magnoliopsida

* Ordem: Malpighiales

» Familia: Euphorbiaceae
» Subfamilia: Crotonoideae
» Género: Croton

» Espécie: Croton palanostigma Klotzsch.
3.2. DESCRICAO DA FAMILIA Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 300 géneros e 8900 espécies
identificadas (BITTNER et al., 2001). E uma familia essencialmente tropical que ocorre
em varios habitats diferentes, desde regides aridas a tropicos Uumidos. No Brasil,
estima-se a ocorréncia de 1.100 espécies e 72 géneros, habitando os mais diferentes
tipos vegetacionais (SOUZA, LORENZI, 2006).

Como resultado, as plantas desta familia, desenvolveram varias formas de vida,
incluindo ervas, arbustos, plantas suculentas e arvores com folhas alternadas, inteiras
ou partidas, em geral com estipulas, lactescentes ou ndo. Podem possuir flores
pequenas, dotadas de estames e frutos deiscentes ou ndo, entre outras caracteristicas
(ROGERIO et al. 2007). De acordo com Webter et, al. 1994, esta familia foi classificada
em cinco subfamilias: Crotonoideae, Oldfieldioideae, Ricinocarpoidae e

Euphorbioideae.

As espécies de Euphorbiaceae merecem destaque como uma familia de
importancia na medicina popular e econémica, especialmente na alimentacdo humana,
producéo de latex (borrachas), 6leos utilizados na indastria de tintas, plasticos, sabdes
duros, fibras sintéticas, pigmentos para tecidos, perfumes, batons e lubrificantes de
motores e turbinas especialmente os extraidos de espécies do género Ricinus L.

(MACHADO, 2007). Essa familia é conhecida em diversas partes do mundo por



22

7

propriedades terapéuticas e toxidade. A alta diversidade de efeitos descritos é um
reflexo da elevada diversidade quimica das plantas deste grupo (SALATINO et al.,
2007).

Estudos quimicos com espécies da familia Euphorbiaceae revelaram a presenca
de compostos quimicos biologicamente ativos variados, tais como flavonoides,
saponinas, terpenoides (di e triterpenoides), ésteres, alcaloides, glicosideos
cianogénicos, taninos, lecitinas e glicoproteinas (BITTNER et al., 2001; SOUZA et al.,
2005; ROGERIO et al., 2007; RAJESH et al., 2006).

3.3 DESCRICOES DO GENERO Croton.

Croton é um género com cerca de 1300 espécies, amplamente distribuidas em
regides tropicais do Novo e Velho Mundo. Varias espécies ha muito tempo
desempenham papel importante nos usos tradicionais de plantas medicinais na Africa,
Asia e América do Sul. As espécies desse género sdo geralmente odoriferas e contém
um latex caustico que causa dermatite e que pode ser venenoso. Podem ser ervas ou
arbustos (SALATINO, 2007). De acordo com Berry et al., 2005, o género é conhecido
por inflorescéncias geralmente racemosa com flores pistiladas e estaminadas
polisttmones, indumento com tricomas simples, estrelados ou escamiformes glandulas

peciolares e folhas senescentes.

Muitas espécies de Croton tém uso medicinal popular. Algumas sao utilizadas
simplesmente como bebidas, na forma de chas. Tais usos incluem tratamento de
cancer, constipacgao intestinal, diarreia e outros problemas digestivos, diabetes, feridas
externas, febre, hipercolesterolemia, hipertensdo, inflamacédo, vermes intestinais,
malaria, dor, Ulceras e obesidade (SALATINO et al., 2007). Segundo Craveiro et, al.,
1981, algumas espécies do género Croton sdo conhecidas como fontes de diterpenos,
principalmente do tipo clerodanico furanico. Também séo relatados diterpenos do tipo
cleistantano (CRAVEIRO et al., 1982), caurano e labdano (GONZALEZ et al., 1981).

Ensaios farmacolégicos frequentemente vém confirmando os usos tradicionais
de espécies de Croton. Grande parte dos ensaios farmacologicos trata do clerodano
trans-desidrocrotonina isolado de Croton cajucara envolvendo uma grande diversidade

de efeitos, incluindo hipolipidémico, hipoglicémico, antiestrogénico e anticancerigeno.
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Efeitos citotdxicos também vém sendo observados em ensaios com alcaloides como a
taspina encontrada em C. draconoides, C. lechleri e C. palanostigma; e diterpenoides,
secocauranias, labdéanias e cembranoides. Varios outros efeitos de substéncias de
Croton tém sido relatados, incluindo anti-hipertensivos, anti-inflamatorios, antimalaricos,
antimicrobianos, antiespasmodicos, anti-ulcerogénicos, antivirais e miorelaxantes
(SALATINO et al., 2007), anti-leishmaniose (ROSA, et, al. 2003) e anti-Trypanossoma
cruzzi (CAMPOS et al., 2010)

3.4. DESCRICAO DA ESPECIE DE Croton palanostigma

Croton palanostigma Klotzsch (Desenho 1, p. 24) € uma das mais amplamente
utilizadas plantas medicinais da Ameérica do Sul, sendo conhecido pelos nomes
vulgares “marmeleiro” e “balsarana” (SECCO, 2008). E uma éarvore (Fotografia 1, p. 2)
€ de porte médio ou alto, com altura que varia de 3 a 12 m, apresentando folhas com
apice agudo, mais raro curto acuminado, as flores estaminadas e pistiladas com
tricomas estrelado lepidotos e estames 10~ 11 mm. A planta possui casca externa
marrom cinza ou cinza, com manchas verdes azuis pelos liquenes, de aparéncia
anelada, pelas cicatrizes semicirculares; casca interna branco-creme ou creme, de 3~4

mm de espessura, textura fibrolaminar (POLLITO, 2004).

Segundo Secco et al., 2008, no Brasil a ocorréncia da espécie € nos estados de
Roraima, Amazonas, Acre, Para, Mato Grosso, Rondbnia e Maranhdo. Na América
Latina € encontrada, além do Brasil, na Bolivia, Coldmbia, Guiana Francesa, Venezuela
e no Peru, de acordo com o Mapa (a) e (b), p. 25, onde espécies do seu género sao
conhecidas como “sangre de grado” ou “sangue de dragao”, por secretarem uma seiva
avermelhada oriunda da casca do caule (POLLITO, 2004). Vale-se ressaltar que a
espécie Croton palanostigma ndo apresenta essa coloracdo caracteristica, apenas

apresenta um latex incolor viscoso.
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Desenho 1. Representagcdo de Croton Fotografia 1. Croton palanostigma.
palanostigma Klotzsch.

l'l{_!l'l'll]\' Palanestidma.

FONTE (1): SECCO, 2008.

Para Simionatto et al., 2007, Croton palanostigma, possui como constituintes de
seu latex, 6leos volateis, proantocianidinas, alcaloides e diterpenos (principalmente do
tipo clerodano). De acordo com Socorro et, al., 2007, na medicina tradicional € utilizada
como anticancerigeno, antidiabetes, hipocolesterolémica, antimalaria, antiulcerogénica
antifungica, anti-hemorragica, antioxidante, antisséptica e analgésica.



Fotografia 2 (a)(b)(c)(d):
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Mapa 1: Distribuicdo geografica de Croton palanostigma no Brasil (a) e na América

Latina (b).
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3.5 ESTUDOS REALIZADOS DA ESPECIE DE Croton palanostigma.

Estudos realizados com o latex de Croton palanostigma e de outras espécies de
Croton demonstraram diversas agdes biolégicas como a de induzir a formag¢éo de muco
gastrico (SANDOVAL et al.,, 2002a), apresentar um importante efeito protetor da
mucosa gastrica e potencial efeito terapéutico (AYALA et al., 2001; AYALA et al., 2000;
AYALA et al.,, 1999), possuir efeito antioxidante sobre a mucosa gastrica, induzir
apoptose em células gastrintestinais humanas cancerosas e nao produz modificacbes
bioquimicas hepaticas e renais em ratos (SANDOVAL et al., 2006; SANDOVAL et al.,
2002b; SANDOVAL et al., 2005). Estudos cientificos relatam que Progrado®, um extrato
de Croton palanostigma, tem notavelmente potente propriedade antioxidante e impediu
a destruicdo da cartlagem humana por enzimas denominadas por matriz
metaloproteinases (MMPSs) (SALATINO et al., 2007).

Inicialmente, os primeiros ensaios de Croton palanostigma foram realizados pelo
grupo de Quimica de Produtos Naturais da UFPA. No estudo quimico preliminar com
as cascas do caule, a espécie foi identificada como Aparisthmium cordatum (familia
Euphorbiaceae), devido a equivoco cometido na identificacdo botanica preliminar. Essa
correcdo foi feita pelo Dr. Ricardo Secco, do Museu Paraense Emilio Goeldi, que
corrigiu a identificacdo botanica do material. Uma exsicata (MG n.182.822) encontra-se
depositada no herbario do citado museu, classificado o material botanico como Croton
palanostigma Klotzsch (BRASIL et al, 2008).

Nos primeiros ensaios foram isolados dois diterpenos, com esqueleto clerodano,
aparisthmano (S1) (MULLER et al., 1986) e cordatina (S2) (DADOUN et al., 1987).
Posteriormente, uma nova investigagcao mais detalhada foi feita das cascas do caule e
folnas, para a caracterizacdo dos demais constituintes e reisolamento desses
diterpenos. De acordo com Brasil, 1999, nessa investigacéao, foi possivel constatar que
grandes partes dessas substancias estavam em maior concentracdo nas cascas do
caule, voltando-se o foco da pesquisa para os extratos para essa parte do espécime,
obtendo-se extratos hexanico, diclorometanico e metanodlico. Esses extratos passaram

por processos de fracionamento possibilitando o isolamento de seus constituintes.
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Os diterpenos furanicos aparisthmano e cordatina isolados a partir da casca do
caule de Croton palanostigma apresentam expressiva atividade antiulcerogénica, em
nivel semelhante a cimetidina (Tagamet®) (S3), um medicamento que inibe a secre¢éo
de acido gastrico, bem como a liberacdo de pepsina e gastrina, sendo utilizado para
combater Ulceras provocadas por estresse (HIRUMA-LIMA et al., 2000, 2001).
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Estudos toxicolégicos preliminares indicaram que aparisthmano e cordatina
apresentam elevada hepatotoxidade, diminuindo as chances de esses diterpenos
tornarem-se fitofarmacos aplicados a inibicdo de ulceras pépticas, porém, nao se
descarta a possibilidade deles apresentarem outras a¢gbes farmacologicas benéficas
gue renovem as perspectivas de se tornarem medicamentos (BRASIL, 2008).

Ensaios biologicos com os dos diterpenos aparisthmano e cordatina foram
realizados para se avaliar a atividade antimicrobiana das respectivas substancias.
Testes foram feitos para os fungos Aspergillus flavus (IOC 3974); Aspergillus niger
(I0C 200); Fusarium oxysporum (IOC 4375) e leveduras Candida guilliermondii (I0C
2889); Candida parapsilosis (IOC 2882). Quando comparadas ao alto nivel de inibicdo
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do antibidtico nitrato de miconazol, os resultados obtidos foram negativos, indicando
gue essas substancias ndo apresentam atividade suficiente para serem utilizadas como
antimicrobianos frente as cepas testadas (DAMASCENO, MONTEIRO, 2009).

3.5.1 Constituintes isolados de  Croton palanostigma.

Segundo Brasil et al 2009, além do aparisthmano e a cordatina, foram isolados

a partir de Croton palanostigma as seguintes substancias:

3.5.1.1 Diterpenos:

S4: Oxido de ent-13-epimanoila S5: Ester metilico do acido 12-oxohardwickico

17




3.5.1.2 Triterpenos

3.5.1.3 Esteroides

S8: 8-epicordatina

S9: Acido 3-O-acetilaleuritolico

S10: Sitosterol

a1,

29
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S11: Estigmastan-3,6-diona

2., 48

3.6 EXTRACOES DE PRODUTOS NATURAIS

A extragdo objetiva retirar do material botanico as substéncias desejadas, em
que consiste em uma técnica de separacdo baseada nos diferentes graus de
solubilidade dos constituintes. Existem diversos tipos de extracdo, que variam de
acordo com o carater da substancia a ser extraida (BLACKADDER; NEDDERMAN,
1982).

A extracdo com solventes organicos é usada em todas as partes do mundo todo
para obter maior rendimento ou produtos que ndo podem ser obtidos por nenhum outro
processo. Geralmente sdo utilizados solventes apolares como o diclorometano e éter,
mas possuem o inconveniente de extrair compostos lipofilicos, além dos 6leos volateis
(GUENTHER, 1977).

A seguir, alguns exemplos de extracédo de produtos naturais:
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3.6.1 Maceracgéao

Consiste em por em contato o material botanico com a quantidade de solvente
pré-estabelecida, a temperatura ambiente, em recipiente fechado, durante 2 a 14 dias.
E um processo néo seletivo que resulta em um equilibrio entre 0 material e o solvente,
e é influenciado por fatores que dependem do material (natureza, tamanho da particula,
umidade e quantidade). A velocidade com que se obtém um equilibrio € funcdo do
tamanho de particula e inchamento das células, bem como da viscosidade e da
polaridade do solvente (Farmacopéia Brasileira, 1996). Dentre as desvantagens do
processo estdo a lentiddo, a impossibilidade de extrair totalmente os principios ativos
do material e possibilidade de contaminacdes, quando se empregam solventes com

grande quantidade de agua.
3.6.2. Percolagao

A percolagdo também é conhecida por lixiviagdo. E uma das técnicas mais
eficientes para a extracdo de componentes ativos vegetais. Caracteriza-se pela
extracdo exaustiva de substancias ativas. Consiste em submeter o material
pulverizado e devidamente armazenado em um recipiente cilindrico ou conico
(percolador de vidro ou metal), a acdo de um solvente que atravessa toda extensdo do
recipiente, se deslocando de cima para baixo. O produto obtido é denominado de
percolado. Diferentemente da maceracdo, a percolacdo € uma operacdo dinamica,
indicada na extracdo de substancias ativas presentes em peguenas quantidades,
quando estas sdo poucos soluveis ou ainda quando o preco da droga vegetal &

relativamente alto.
3.6.3. Extracdo em extrator tipo Soxhlet

E um método de extracdo continua de sélidos com solventes de baixo ponto de
ebulicdo, que utiliza o extrator de Soxhlet em escala laboratorial. Tem a desvantagem
de consumir grandes volumes de solventes e levar um tempo de extracdo longo, em
torno de 72 horas. Assim, 0s componentes extraidos podem ser afetados pela
decomposicao térmica ou pela reacdo com solventes (SOARES et al., 1988 apud
RODRIGUES, 2002).
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3.6.4. Extracdo com CO , supercritico

A extracdo com CO, supercritico € uma técnica que usa o0 poder solvente do
diéxido de carbono (CO,) em temperaturas e pressdes proximas e acima do seu ponto
critico. A extracdo com fluido supercritico baseia-se no controle da solubilidade via
manipulacdo da temperatura e pressdo. A densidade maxima do fluido é obtida em
pressdo elevada e temperatura proxima daquela critica do fluido. A solubilidade de
determinada substancia no fluido supercritico é controlada por dois fatores: a
volatilidade da substancia (que é fungdo da temperatura) e o poder de solvatacdo do
fluido supercritico (que € funcdo da densidade). A amostra a ser extraida é exposta ao
CO; supercritico, o fluido movimenta-se continuamente pela amostra, dissolvendo e
removendo 0os componentes. A separacdo dos componentes extraidos € obtida pela
reducdo da densidade por meio da diminuicdo da pressédo, em temperatura constante
ou pelo aumento da temperatura em pressao constante ou, ainda, pela combinacdo
destas. A expansao da solucdo na regido coletora separa o gas CO, expandido dos
componentes extraidos. Portanto, essa técnica combina as caracteristicas de extracao

e destilagido simultaneamente (ARAUJO, 2011).
3.6.5. Extracéo por ultrassom

Nesta técnica a amostra moida é misturada ao solvente e colocada em um
recipiente, que é imerso em um banho de ultrassom. A amostra é submetida,
geralmente, a varios solventes em ordem crescente de polaridade, dependendo da
classe de compostos a serem extraido, ha um tempo determinado (muito menor do que
na extracdo com Soxhlet) e a uma frequéncia propria do banho. Apés, o extrato é
submetido a filtragdo e concentracdo. A extragdo por ultrassom apresenta uma série de
vantagens, tais como a alta reprodutibilidade da técnica, sua utilizacdo para uma ampla
faixa de tamanho de amostra, rapidez no processamento da amostra, uso de pouca
guantidade de solvente, baixo custo e pequeno numeros de interferentes
(RODRIGUES, 2002).

3.6.6. Extracao assistida por micro-ondas

Nesta técnica, o material vegetal € colocado dentro de um baldo de fundo

redondo com agua destilada (solvente), em seguida o baldo é colocado dentro do forno
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micro-ondas, programa-se a poténcia e o tempo de extracao do aparelho, geralmente o
tempo de extracdo ocorre em minutos. O processo de extracdo se inicia quando a agua
alcanca a sua temperatura de ebulicdo, onde o vapor d’ agua rompe as estruturas
celulares, comeca arrastar os constituintes presentes na amostra, seguem para o
condensador onde sofrem resfriamento rapido e o condensado € depositado no coletor.
A separacdo do 6leo essencial é realizada por centrifugagdo (NASCIMENTO, 2011).

3.6.7. Extrac&o por arraste a vapor

A técnica de extracdo por arraste a vapor é uma das mais antigas e utilizadas
nas operacoes de extracdo empregadas nos processos associados a industria quimica.
A extracao utilizando vapor de agua € uma operacao unitaria baseada na diferenca de
volatiidade de determinados compostos presentes na matéria-prima vegetal. A
industria prefere esta técnica devido a sua maior simplicidade e economia, assim como
possibilita o processamento de quantidades significativas de material vegetal de uma
Unica vez (GUENTHER, 1977). E uma técnica simples e consiste em fazer circular
vapor d’dgua por um recipiente que contem o material a ser extraido (CASSEL;
VARGAS; BRUN, 2008).

3.7 PLANEJAMENTO E OTIMIZACAO DO EXPERIMENTO

A atividade estatistica mais importante ndo consiste em analisar dados, e sim
planejar experimentos em que esses dados sejam obtidos (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, et al. 2007). A necessidade crescente de otimizacdo de
produtos e processos, minimizando custos e tempos, maximizando rendimento,
produtividade e qualidade dos produtos, dentre outros objetivos, tem levado
profissionais de diferentes formagbes a buscarem técnicas sistematicas de
planejamento de experimentos (RODRIGUES; IEMMA, et al. 2009).

O planejamento consciente dos experimentos que devem ser realizados para
determinar, e mesmo quantificarem, a influéncia das variaveis sobre as respostas
desejadas, € indispensavel para que resultados confiaveis sejam obtidos e para que as
analises estatisticas consistentes possam ser realizadas (RODRIGUES; IEMMA, et al.
2009). O planejamento experimental vem sendo utilizado com o objetivo de aprimorar

metodologias, melhorando a desempenho de analises.
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3.7.1 Conceitos gerais de planejamento e experiment  acéo:

Alguns conceitos e termos sao fundamentais para a aplicacdo de técnicas de

planejamento e execucao de experimentos (MONTGOMERY, 1991):

Variaveis, ou fatores, do processo que sao mais influentes no(s) parametro(s) de
resposta de interesse;

Niveis de ajuste das variaveis do processo influentes na resposta, de modo que
a variabilidade do parametro de resposta seja minima;

Niveis de ajuste das variaveis influentes do processo, de modo que o valor do
resultado seja préximo do valor nominal;

Niveis de ajuste das variaveis influentes na resposta, de modo que o efeito das
variaveis nao controlaveis seja reduzido.

Tratamentos: € a combinacdo de niveis de fatores de controle, isto significa que
cada uma das corridas do experimento representara um tratamento.

Efeito principal: é a diferenca média observada na resposta quando se muda o
nivel do fator de controle investigado.

Efeito de interacdo: € a metade da diferenca entre os efeitos principais de um
fator nos niveis de outro fator.

Matriz de experimentos: é plano formal construido para conduzir o0s
experimentos. Nessa matriz estdo inclusas as variaveis de controle, os niveis e
os tratamentos do experimento.

Blocos: é a técnica utilizada para controlar e avaliar a variabilidade produzida
pelos fatores perturbadores dos experimentos.

Analise de variancia: utilizada para verificar se os efeitos e interacéo dos fatores

séo significativos nas respostas.

O experimento projetado ou planejado € um teste ou uma série de testes nos

quais se induzem mudancas deliberadas ou estimulos nas variaveis de do processo ou

do sistema, de tal forma que seja possivel observar e identificar os efeitos nas

respostas ou nas variaveis de saida. O processo ou sistema de transformacédo é

representado pela combinacdo de maquinas, métodos, pessoas e outros recursos que

transformam uma entrada em produtos acabados ou semi acabados, com

caracteristicas ou parametros especificos, de acordo com o Esquema 1:
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Esquema 1: Modelo geral de um sistema de transformacao.

Fatores controlados

111

ENTRADA Processo SAIDA
Transformacéo

(R

Fatores incontrolaveis

Fonte : MONTGOMERY (1991).

A metodologia associada do planejamento fatorial, associada a analise de
superficies de respostas, € uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que
fornece informacdes seguras sobre o processo, minimizando o empirismo que envolve

técnicas de tentativa e erro (BOX, et al. 1978).

Quando o experimento envolve o estudo dos efeitos de dois ou mais fatores, a
estratégia mais eficiente é o planejamento fatorial. Nesta estratégia, os fatores sao
variados juntos e ndo um por vez, ou seja, em cada tentativa completa ou réplica do
experimento, todas as combinagBes possiveis dos niveis sdo investigadas
(MONTGOMERY; RUNGER, 2003). O planejamento é chamado fatorial completo
guando se tem presente todas as combinac¢des possiveis, entre 0s niveis de cada fator,

caso contrario ele seréa dito planejamento fatorial incompleto.

E necessario um grande nimero de combinacgdes de testes experimentais para
realizar um projeto experimental. S&o muito utilizados, pela viabilidade econdmica,
projetos experimentais fracionarios onde sdo desprezados os efeitos de mais alta
ordem, que normalmente na pratica, ndo influenciam significativamente a variavel de

resposta e diminuem o numero de experimentos (COSTA; FARIA, et, al. 1998).

Um exemplo de planejamento fatorial é chamado de 2%, onde K representa o
namero de variaveis e 2 o numero de niveis, ou seja, valores e qualidade que as
variaveis podem assumir. Experimentos fatoriais desse tipo sdo muito utilizados em
laboratorios ou locais onde as fontes externas de variacdo sdo geralmente bem

controladas.
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Outro aspecto importante é que para experimentos com um grande numero de
fatores sendo considerado, o fatorial completo resulta em um numero extremamente
grande de combinacdes para serem testadas. Nesta situacdo o planejamento
fracionario € usado para estrategicamente selecionar um subconjunto de combinacdes
para testar com o objetivo de identificar os fatores com pouca ou nenhuma importancia
no desempenho do sistema (HARREL; GHOSH; BOWDEN, 2000).

3.7.2 Planejamento Box-Behnken (PBB)

7

O delineamento fatorial de Box-Behnken é um planejamento experimental
utilizado para procedimentos de otimizacdo e o modelo, formado pela combinacao
fatorial 2 e um delineamento de bloco incompleto, em que consiste na repeticdo do
ponto central, para se medir a variabilidade experimental, mais um conjunto de pontos
fatoriais ancorados no ponto central definindo a regido de interesse (BOX; BEHNKEN,
1960).

Esse planejamento permite a construgdo de um modelo polinomial de segunda
ordem para caracterizar ou otimizar um processo com um menor numero de
experimentos. Este modelo inclui um nivel intermediario (0) estabelecido para a

condigéo de fatores.

O numero de experimentos necessarios para o desenvolvimento do PBB é
definido através da Equacéo 1, onde N € o numero de experimentos, K € o numero de

variaveis, e Co € 0 nimero de pontos centrais.

N=2K(K-1) +Co (1)

Box e Behnken descreveram uma classe de projetos de experimentos fatoriais
incompletos de nivel 3 para a estimativa de coeficientes em um polinémio de segundo

grau.

O projeto seguido pelo modelo PBB, nesta matriz de experimento, para a
otimizacao da extracédo, utiliza-se 3 variaveis. Nesta tabela, exceto se indicado de outra
forma, o simbolo (1, £1,..., £1) quer dizer que todas as combinacfes de mais e de

menos niveis podem ser ensaiadas. Sempre que um fatorial obtido ndo confundir os
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principais efeitos e duas interacdes de fator uns com 0s outros, ele pode ser usado em
substituicao ao fatorial inteiro.

Tabela 1: Planejamento de experimentos de trés Niveis

N° do planejamento  N° de variaveis = Matriz de planejamento  N° de ensaios

11 1 0 12

1 3 11 0 1 +3
0 £1 #1 N=15
0 0 O

Fonte: Box-Behnken (1960).

3.7.3 Metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie resposta (MSR) consiste em um grupo de técnicas
matematico-estatisticas utilizadas para analise e modelagem de problemas, nos quais
uma resposta particular é funcédo de diversas variaveis e o principal objetivo é otimizar
esta resposta. As superficies representam uma boa forma de ilustrar graficamente a
relacdo entre as diferentes variaveis experimentais e as respostas, oferecendo valiosas
informacdes sob o comportamento das variaveis na regido estudada (MONTGOMERY,
1991).

A MSR é comumente empregada na andlise de dados experimentais, resultando
na otimizacdo do processo. As técnicas de planejamento fatorial e metodologia de
superficies de resposta tem sido empregadas para otimizar diversos processos,
minimizando o numero de experimentos, em sua maioria trabalhosa e dispendiosa,
permitindo a otimizacdo do processo e melhorando a qualidade dos produtos finais
(ANDRADE, 2009).

Neste método sdo realizados planejamentos fatoriais para cujos resultados séao
ajustados modelos matematicos. A modelagem normalmente é feita ajustando-se
modelos lineares ou quadraticos a resultados experimentais obtidos a partir de

planejamentos experimentais. O modelamento ocorre em busca do caminho de
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méaxima inclinagcdo de um determinado modelo, sendo o caminho pelo qual a resposta
varia de forma mais pronunciada (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007).

O modelo matematico de uma funcéo fx, equacao 2a, pode ser a obtencéo de
uma estimativa mais precisa da condicdo ideal de operacao representado por um
polinbmio de acordo com a Equacéo 2b, para que seja possivel a obtencdo de uma

estimativa mais precisa da condicao ideal de operacdo de um processo.

yk: fk(Xl, XZ’ ren axk)

K k k-1 K
Yk = by, + Z by Xj + Z Dyii + Z Z biij XiX; + &
i=1 i=1

i=1  j=i+t1

(2a)

(2.b)
Em que Yy € a resposta (variaveis dependentes) para Xi(i= 1, 2,... k) que séo as
variaveis independentes codificadas, € representa um componente do erro aleatério, e

0s parametros byo, by, byi € byjj representam os coeficientes de regresséo constantes.

As variaveis independentes estéo linearmente relacionadas conforme a Equacéo 3:

< zi — 7
ki =
d;

3)

Z; E o valor real da variavel de entrada em unidades originais;

0 .- o . .
Z;" E o valor central de média aritmética entre os valores do nivel alto e do baixo da
variavel original z;.

d; Representa a metade da diferenca dos valores dos niveis altos e baixos Zz;.

3.7.4 Funcao desejabilidade global

7

A técnica de otimizacdo simultdnea denominada “Funcdo Desejabilidade” é

baseada na transformacdo de uma funcdo desejabilidade para cada variavel de
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resposta, com valores descritos num intervalo [0, 1], no qual O representa um valor

completamente indesejado, e 1 o valor mais desejavel (6timo alcancavel).

De acordo com Barros Neto, Scarminio e Bruns (2007) uma vez que as funcdes
de desejabilidade tenham sido especificadas para todas as respostas, devemos
combina-las numa desejabilidade global, normalmente dada pela média geométrica das
“m” desejabilidades individuais, artificio pelo qual a otimizacéo simultanea das variaveis

respostas se reduz a maximizacdo de um unico valor, a desabilidade global que é

definida pela equagéo:

D= m\/ d1d2 dm
(4)

Sendo que: m € numero de respostas. Se qualquer resposta dn for

completamente indesejavel (d, = 0), entdo a desejabilidade global € igual a zero.

Conforme se deseje maximizar, minimizar ou assumir um valor mediano para
uma variavel de respostas, diferentes tipos de funcdes desejabilidade podem ser
utilizadas. A otimizacdo numérica pode ser obtida por meio de programas
computacionais especificos disponiveis no mercado, como por exemplo, o Statistica® e

Design Expert®.

O programa Statistica 7.0, utiliza a abordagem usada por Derringer e Suich
(1980), que é baseada no seguinte principio: seja L;, Ls € M os valores inferior, superior
e mediano, respectivamente, os quais sdo desejados para a resposta Y, com Li < M <
Ls.

Os expoentes s e t determinam a importancia da fungéo para encontrar o valor
desejado; sendo que para s =t =1, a funcéo desejabilidade aumenta linearmente com
M; paras<let<1, afuncdo € convexa; e paras>1let>1, afuncdo é concava.

Se a resposta deve ser maximizada, a desejabilidade individual é definida na
forma da Equacéo 4.1:
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0 Y < Li
N s
g=4 Y4 Li<Y<M
M —Li (4.1)
1 Y>M

Se a resposta deve ser minimizada, a desejabilidade individual € definida na
forma da Equacéo 4.2:

0 M<Y
A \{
Ls-Y y
d= M<Y<Ls
Ls—M 4.2)
1 Y >Ls

Se a resposta € do tipo mediana, entdo sua funcdo desejabilidade individual &

bilateral, em que o valor desejado esta localizado entre o limite inferior e superior,
sendo definida por meio da Equacéo 4.3:

0 Y <Li
A S
Y- Li<Y<M
M —Li
d=
o) A (43
ST M<Y<Ls
Ls—-M
1 Y >Ls

Portanto, a desejabilidade incide em trés etapas:

Conduzir os experimentos e ajustar as resposta dos modelos para todas as
respostas;
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- Definir as funcdes desejabilidade individuais para cada resposta;

- Maximizar a desejabilidade global, D, em relacdo aos fatores controlados.

A Tabela 2 apresenta os critérios de aceitabilidade para as respostas, propostas
por Akhnazarova e Kafarov (1982), para a determinagédo do ponto 6timo, em funcéo de

restricbes nas variaveis operacionais de entrada.

Tabela 2: Escala de valores de desejabilidade individual ou global

Faixa (D ou d) Descricdo da Resposta
0,80 a 1,00 Aceitavel e excelente
0,63 a 0,80 Aceitavel e bom
0,37 a 0,63 Aceitavel, porém pobre.
0,20 a 0,37 Faixa de limite de aceitacéo
0,00 a 0,20 Inaceitavel

3.8. ALELOPATIA

Desde muito se sabe que algumas espécies de plantas podem prejudicar o
desenvolvimento de outras que crescem na sua proximidade. A explicacdo de que se
tratava de mais um dos fenbmenos inexplicaveis que ocorrem na natureza foi admitida
durante muito tempo. Foi somente nas primeiras décadas deste século, mais
propriamente na década de 1930, que o termo alelopatia foi cunhado para explicar as
interacbes quimicas que ocorrem em comunidades de plantas, tais como culturas

agricolas, ervas daninhas ou gramineas e leguminosas em pastagens.

A alelopatia tem sido descrita como qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou
benéfico que uma planta (incluindo microorganismos) exerce sobre outra, pela
producdo de compostos quimicos ou aleloquimicos, liberados no ambiente de diversas
formas, como lixiviacdo de tecidos vivos e mortos da planta, decomposicéo de tecidos
ou volatilizacdo (RICE, 1992). As fitotoxinas também podem exercer os mais variados
tipos de acao de efeitos sobre crescimento, absor¢édo de nutrientes, respiracdo, etc.
(SOUZA FILHO, 2002).

Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as plantas produzem substancias

guimicas com propriedades alelopaticas que afetam ou ndo algumas espécies de
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plantas (especificidade). Tais substancias encontram-se distribuidas em concentracées
variadas nos diferentes tecidos da planta e durante o seu ciclo de vida (periodicidade).
Quando essas substancias séo liberadas em quantidades suficientes causam efeitos
alelopaticos que podem ser observados na germinagdo, no crescimento e/ou no
desenvolvimento de plantas ja estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de
microorganismos (CARVALHO, 1993). Segundo Aquila, et al 2000, a alelopatia é
responsavel por alteracbes expressivas na densidade, na diversidade e no
desempenho das espécies, o que resulta em alteracdes na sustentabilidade dos

agrossistemas.

As plantas em geral produzem compostos quimicos alelopaticos que atuam néo
s6 sobre outras plantas, também como interferentes na conservagcdo, dorméncia das
sementes, crescimento das plantulas e vigor vegetativo das adultas, como também séo
capazes de defendé-las e ataques de patdégenos e outros herbivoros (ALMEIDA, 1988).
Sob certas condi¢cdes, esses compostos sdo liberados no ambiente, sendo
responsaveis por efeitos positivos e negativos no crescimento de outras plantas
(KATO-NOGUSHI; INO, 2001).

Segundo, Newman et, al.1988, afirma que na alelopatia, ervas daninha podem
influenciar culturas e que muitas vezes, no entanto, o efeito alopatico causado pela
presenca de ervas daninha em culturas sdo atribuidos somente a competicdo, ou
entdo, simplesmente, denominados interferéncia. O que difere a alelopatia da
competicdo entre plantas € o fato da competicao reduzir ou remover do ambiente um
fator de crescimento necessario para ambas as plantas, como agua, luz, nutrientes e
outros, enquanto a alelopatia ocorre pela adicdo de um fator quimico ao meio. Nos
ecossistemas agricolas, a ocorréncia da alelopatia € muito importante na determinacéo

da interferéncia entre culturas e comunidade infestante.

A ciéncia da alelopatia tem o potencial de contribuir muito com a produgéo e
estabilidade da agricultura. O grande desafio é utilizar os conhecimentos gerados
promovendo uma agricultura sustentavel, com protecdo a biodiversidade (DAKSHINI,

1999).

Malicia (Mimosa pudica) e mata-pasto (Senna obtusifolia) sdo duas importantes

plantas daninhas a invadir diferentes cultivos na regido amazonica, em particular, € no
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Brasil, em geral. As plantas daninhas causam perdas de ordem econdémica e biolégica

aos cultivos tropicais.

Os estudos preliminares de atividade alelopatica de uma dada fracdo de uma
planta, cuja atividade é desconhecida, partem sempre do emprego de extratos brutos,
gue tanto podem ser de baixa polaridade (extrato hexanico, por exemplo), como de alta
polaridade (por exemplo, metandlico ou hidroalcodlico) (SOUZA FILHO,
NASCIMENTO, 2012). A atividade biolégica de um dado material em analise depende
tanto da concentracdo como do limite da resposta da espécie afetada. O limite de
inibicAo ndo € constante, porém intimamente ligado a suscetibilidade da espécie
receptora. Os efeitos de um dado quimico ou o conjunto de compostos quimicos pode

ser tanto estimulatério quanto inibitério (AN et al., 1993).

Considerando-se o limite de inibicdo de 50% para especificar a potencialidade
de um dado extrato (DUDAI et al., 1999).

3.8.1 Atividade alelopatica no género  Croton.

Das varias espécies com potencial alelopatico descritas na literatura, algumas do
género Croton foram identificadas, como por exemplo, C. bonplandianum (THAPAR e
SINGH, 2006). No entanto, ainda é pouco conhecido o potencial no género. O
marmeleiro-preto (Croton sonderianus) é o principal arbusto colonizador das caatingas
sucessionais do Nordeste que tem grande poder invasor (CARVALHO et al., 2001).
Pesquisas envolvendo extratos aquosos e/ou residuos foliares de marmeleiro-preto
incorporados ao solo evidenciaram a interferéncia desta espécie na germinacdo e
desenvolvimento de espécies daninhas, muitas vezes, atribuido a diminuicdo dos
pigmentos fotossintetizantes (ALBUQUERQUE et al., 2009).

Estudos realizados para avaliar o potencial alelopatico de Croton pullei
mostraram que extratos do caule de C. pullei evidenciaram efeitos inibitérios na
germinacdo de sementes e no crescimento da radicula (> 50%) de Mimosa pudica
(PEIXOTO, et al 2009).



4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIA-PRIMA

O material botanico utilizado neste trabalho foram cascas do caule de Croton

palanostigma, coletado em maio de 2012, no municipio de Castanhal-PA.

Fotografia 3: Cascas do caule de Croton palanostigma.

As cascas do caule foram secadas em estufa de circulacdo a 40°C para
remocado da umidade por 72 horas. Uma vez secas, foram reduzidas em pedacos
menores e trituradas em moinho de facas tipo Wiley. Para a obtencdo de uma amostra
moida mais homogénea e para aumentar superficie de contato, a mesma foi submetida
a pulverizacdo em peneiras de malha de abertura de 2,00 mm (ABNT: 10); e 4,86 mm
(ABNT: 4). Obtendo-se uma massa total equivalente a 5 Kg. Deste material foram
pesadas quinze amostras de 100,00 g, cada uma, as quais foram destinadas ao
planejamento experimental. O teor de umidade final do material botanico submetido
aos ensaios (corridas) foi de 7,2%.

4.2 METODOS
4.2.1 Calculo do rendimento do extrato acetato de e tila (%).

Para o célculo do rendimento da extragdo do extrato a base de acetato de etila,
a partir das cascas do caule de C. palanostigma, em base seca, foi utilizada a seguinte

equacao:
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M,
Rd =—100

Sendo que:
Rd representa o rendimento da extracdo, em percentual (%);
M, € a massa de extrato obtida experimentalmente, em gramas;

M é a massa da matéria-prima em base seca, em gramas.

4.2.2 Planejamento experimental da extracao

Para avaliar a otimizacdo do processo de extracdo das cascas do caule de
C.palanostigma por acetato de etila, foi utiizada como matriz de planejamento o
modelo de Box-Behnken (1960), de acordo com a Tabela 3, constituido em trés niveis
(+1, 0 e -1) com trés réplicas no ponto central, totalizando 15 corridas, sendo 12

corridas originais e 3 réplicas no ponto central.

As variaveis operacionais de entrada (varidveis independentes originais) sao:
temperatura em grau Celsius; tempo de extracdo, em minutos; e relacdo de massa fixa
de material botanico, em gramas, por volume de solvente, em mL, sendo codificadas
respectivamente como X;, X, e X3. As variaveis de entrada e seus respectivos niveis

estdo detalhados a seguir, de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3: Varidveis de entrada e seus respectivos niveis.

VARIAVEL (Unidade) 1 N'V%'S 1
Temperatura (C) X1 20 40 60
Tempo (min.) X2 30 60 90
Relacdo M/S (g/mL) X3 1:2 1:4 1:6

MS: Massa de material botanico (100 g) por volume de solvente (200, 400, 600 mL).

A escolha das variaveis de entrada e seus respectivos niveis devido aos

seguintes fatores:

- O processo de extracao é realizado através do uso de um reator em sistema fechado,

0 qual se pode trabalhar com variacdo de temperatura;
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- Extragbes por solvente de material botanico deve-se realizar o teste de variagdo de
temperatura: a frio ou a quente para verificar a maior eficicia; pode influenciar de
maneira positiva, aumentando a solubilidade de determinado principio ativo, assim

como de maneira negativa, promovendo a degradacao de principios ativos termolabeis.

- Deve-se levar em consideracao o ponto de ebulicdo solvente utilizado no processo,
por tanto, a faixa de temperatura de trabalho deve estar abaixo do PE. No caso do

solvente utilizado acetato de etila o PE é 77,1°C.

- O tempo de execucdo do experimento também deve ser levado em consideracao,
testes relacionando esse periodo, podem poupar gastos desnecessarios; varia em
funcdo do material a ser extraido, do estado de divisdo do extrato, natureza das

substéancias, do solvente empregado, agitacéo e temperatura.

- O volume total interno do reator € de 880 mL, 0 que restringe grandes quantidades de

carga de material;

Em todos os ensaios foram mantidos fixos 0s seguintes fatores: agitacéo

constante e massa de material botanico, 100 gramas.

Foram avaliados os efeitos das seguintes variaveis de entrada para as variaveis
de resposta: o rendimento percentual do extrato obtido — Rd (%); Inibicdo de
germinacdo de sementes de Mimosa pudica — 1G1(%); Inibicdo de germinacdo de

sementes de Senna obtusifolia — 1G2(%).

As corridas experimentais foram efetuadas de forma aleatoria, conforme as

matrizes de planejamento na Tabela 4:



Tabela 4: Matriz de planejamento (Box-Behnken)

CORRIDA X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

4.2.3 Processo de extracao
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Para realizar o processo de extracdo foi utilizado, em escala laboratorial, um

extrator encamisado, construido em aco inoxidavel, com agitador acionado por ar

comprimido, da marca Roerwerk, acoplado a um banho termostatico de circulacdo de

fluido da marca HAAKE, modelo F3, e também interligado a um sistema de

resfriamento, o qual se utiliza de um condensador ligado a um banho, de circulacédo de

fluido, criostatico.

No extrator foi acoplado um termémetro para mensurar a temperatura interna no

extrator. Esses procedimentos foram realizados no Laboratério de Engenharia de

Produtos Naturais — LEPRON - localizado no Laboratorio de Engenharia Quimica da

Universidade Federal do Para.
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Fotografia 4 (a) e (b): Equipamento utilizado no processo.

"-'- 7 | "

A extracdo é uma técnica que visa a separacao, isolamento e purificacdo de
compostos organicos. Esse procedimento baseia-se na maior solubilidade de diversos
compostos de uma mistura em determinado solvente.

A escolha do solvente é feita, a partir da facilidade de dissolugcédo da substancia
(polaridade) e pela facilidade com que se pode isolar o soluto extraido, Isto é, do baixo
ponto de ebulicdo do solvente para sua posterior evaporacao.

As amostras foram pesadas em balanca analitica, da marca CELTAC, modelo:
Fa2104N.
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4.2.3.1 Procedimentos de execucédo da extracéo

ApOs interligar o extrator nas fontes de resfriamento e aquecimento, foram
seguidos os seguintes procedimentos:
- O banho de aquecimento, acoplado ao extrator, foi acionado para que ocorra fluxo de
circulacdo interna de fluido de aquecimento — 4gua destilada;
- A massa de material botanico é inserida no extrator;
- Determinado volume de solvente é adicionado ao reator, de acordo com a matriz de
planejamento;
- A temperatura é ajustada de acordo com a matriz de planejamento;
- O sistema é fechado. O agitador é acionado por mecanismo de ar comprimido (marca
Labor-Ruhrwerk).
- O tempo de extragdo também é determinado de acordo com a matriz de
planejamento.
- ApOs o término da corrida, o extrato € retirado, do reator, em mistura com a torta;
- O extrato € separado da torta por filtracdo a vacuo, e em seguida, concentrado em
evaporador rotativo, da marca QUIMIS, separando o solvente para recuperacao;
- O extrato concentrado é transferido para um recipiente previamente seco e pesado.
ApoOs a evaporacao completa do restante de solvente em capela de exaustdo (marca

QUIMIS), é verificada a massa final do extrato obtido.

Vale-se ressaltar que em cada corrida executada, o tempo de extracdo é
iniciado, a partir do momento em que a temperatura estimada é atingida, por

conseguinte controlada, em sistema fechado.



Fluxograma 1: Representacdo da obtencdo dos extratos AcOEt de

palanostigma.
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4.2.4 Metodologia utilizada no ensaio de atividade  alelopatica

Os bioensaios de germinacdo de sementes com o0s extratos AcOEt de C.
palanostigma foram realizados frente a duas plantas invasoras de pastagens
caracteristicas da regido amazénica, Mimosa pudica (malicia) e a Senna obtusiofolia

(mata-pasto).

Fotografia 6: Mimosa pudica (a) e Senna obtusiofolia (b).

FONTE:
(a) http://zeliacorreaguardiano.blogspot.com.br/2011/07/dormideira.html
(b) http://www.flickr.com/photos/8334337@N03/3779074126/

Todos os ensaios de atividade alelopatica foram realizados no Laboratério de
Agroindustria da Embrapa-PA, Amazonia ocidental, sob a orientacdao do Dr. Antdnio
Pedro da S. Souza Filho.

Os extratos AcOEt de Croton palanostigma foram solubilizados em acetona, na
proporcdo de 1% (m/v). Para cada extrato foram utilizadas duas placas de petri,
contidas com papel de filtro. Em sequéncia, foram adicionados 3 mL de extrato em
cada placa, juntamente com uma solucdo antifungica (a base de antibiético, Nistatina).
Apés a evaporacdo do solvente as placas receberam 15 sementes de cada uma das
plantas invasoras de pastagem, paralelamente, sendo uma espécie por placa
(Fotografia 7, p. 53). Vale-se ressaltar que os ensaios foram realizados em duplicata
para cada espécie de semente.
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Uma prova em branco foi realizada utilizando agua destilada, juntamente com a
solucdo antifungica, para desenvolver a base de célculo de percentual de inibicdo de

germinacao das sementes.

Foto 7 (a) e (b) : Placas de Petri com as sementes pré- geminadas.

(@)

(b)

As placas de Petri foram colocadas em camara de germinacdo a temperatura de
25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Durante cinco dias as sementes foram monitoradas
para a verificagdo de germinagdo. Ao final do deste periodo foi efetuada a contagem
das sementes ndo germinadas e a partir desses dados foi realizado o tratamento

estatistico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos de extracdo das cascas do caule de Croton palanostigma
foram realizados com base na metodologia de superficie de respostas utilizando o
planejamento de Box-Behnken (1960), onde cada fator € estudado em trés niveis
(+1, 0 e -1) com trés réplicas no ponto central, totalizando 15 corridas. As analises

estatisticas foram efetuadas com auxilio do Software Statistica 7.0 (2004).

As corridas foram realizadas de acordo com a matriz de planejamento,
descritos na Tabela 5, em que sdo apresentadas as variaveis de entrada (reais e
codificadas com seus respectivos niveis) e a resposta rendimento — Rd (%),
correspondentes a cada ensaio. As corridas foram planejadas em uma matriz de

forma padronizada e aleatoria.

Tabela 5: Matriz de experimentos e resposta Rd (%).

Variavel codificada Variavel real (unidade) Resposta
CORRIDAS _ Relacdo M/S Rd (%)
X1 X2 X3 T(C) T(min) (g/mL)
1 -1 -1 0 20 30 1:4 7,80
2 1 -1 0 60 30 1:4 3,52
3 -1 1 0 20 90 1:4 4,31
4 1 1 0 60 90 1:4 4,13
5 -1 0 -1 20 60 1:2 2,33
6 1 0 -1 60 60 1:2 3,91
7 -1 0 1 20 60 1:6 4,62
8 1 0 1 60 60 1:6 2,70
9 0 -1 -1 40 30 1:2 1,63
10 0 1 -1 40 90 1:2 3,15
11 0 -1 1 40 30 1:6 5,70
12 0 1 1 40 90 1:6 8,15
13 0 0 0 40 60 1:4 3,34
14 0 0 0 40 60 1:4 4,34
15 0 0 0 40 60 1:4 2,92

X;: Temperatura (°C); X,: Tempo, de extracdo (min.); X3: Relacdo massa de material por volume de
solvente (adm); Rd: rendimento da extracao (%).
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Por se tratar de andlise de produtos naturais, em que engloba uma série de
fatores que possibilitam falhas, como alteragBes na matéria prima, armazenamento,
umidade, questdes estruturais, etc. Para planejamento experimental e analise e na
interpretacdo dos dados foi considerado um nivel de confianca de 90%

(probabilidade de significancia p = 0,10) com determinagé&o do erro puro.

5.2 PARA A RESPOSTA RENDIMENTO DOS EXTRATOS — Rd (%).

Observa-se na Tabela 6 que os valores minimo e maximo do rendimento dos
extratos de Croton palanostigma foram: 1,63 e 8,15%, obtidos nas corridas 9 e 12,

respectivamente, com média de 4,2% de Rd(%).

5.2.1 Influéncia das variaveis operacionais de entr  ada na resposta rendimento
dos extratos — Rd (%6).

Considerando 90% de confianca, e probabilidade de significancia p = 0,10.

5.2.1.1 Efeitos principais e interacdes

Tabela 6: Efeitos estimados e de interacdo para a resposta Rd (%)
Efeitos estimados

COZ%‘;;%SOS Efeito Erro padréo Coeficiente cgé;?csieicicsas

Média/int eragdo 4,32936 0,210444 4,329358 0,210444
X1 -1,20033 0,515481 -0,600163 0,257740

X4 -0,06895 0,379384 -0,034477 0,189692

X 0,26888 0,515481 0,134438 0,257740

X, -1,33970 0,379384 -0,669852 0,189692

X3 2,53825 0,515481 1,269125 0,257740

X3 0,21302 0,379384 0,106510 0,189692
X1Xz 2,04975 0,729000 1,024875 0,364500

X1 X3 -1,75060 0,729000 -0,875300 0,364500
XoX3 0,46710 0,729000 0,233550 0,364500

Observam-se os efeitos estimados dos fatores de entrada em relacdo a
resposta rendimento, de acordo com a Tabela 6, dentro do dominio experimental em
gue foi executado, que o fator de entrada X3 linear apresentou significancia para Rd,
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devido o seu efeito ser maior de que em comparativo com o erro padrao,
evidenciando que esse néo ocorre simplesmente a erros operacionais, mas sim de
efeito consideravel na resposta devido as modificacdes em seu nivel. A variavel X3
proporcionou um efeito positivo na resposta, sendo estatisticamente significativa

para o rendimento da extragao.

Isto €, aumentando-se os niveis, do mais baixo (-1) ao mais alto (+1), da
variavel independente X3 promove-se um aumento, em meédia, de 2,54% no

rendimento da extracdo, o que € desejavel para a resposta.
5.2.1.2 Gréfico de Pareto

O gréfico de Pareto descreve os efeitos estimados padronizados (razéo entre
os efeitos estimados e o desvio padrao correspondente) que cada variavel exerce na
resposta avaliada. A linha vertical que corta os efeitos é indicativa do limite de
rejeicdo da hipdtese nula (p = 0,10), devendo assim ser considerados, para a

avaliacao da resposta, apenas os efeitos localizados a direita desta reta.

Grafico 1: Diagrama de Pareto dos efeitos individuais e combinados em relacdo a
resposta Rendimento - Rd (%).
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X1X2
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A analise do grafico de barras, ou de Pareto (grafico 1), mostra que as
variaveis Xs(linear) e X,’(quadratica) sdo significativas, pois esses fatores se
apresentam a direita da reta vertical indicativa do limite de rejeicdo da hipétese nula
(p = 0,10).

5.2.1.3 Andlise de Variancia (ANOVA)

Para a confirmacéo da significancia estatistica dos efeitos das variaveis de
entrada na resposta realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) conforme
ilustrado na Tabela 7, que consiste de uma analise com mais propriedade do efeito

das variaveis de entrada sobre a resposta Rendimento — Rd (%).

Na ANOVA a estatistica p indica a probabilidade que cada variavel possui de
nao ser considerada estatisticamente significante para a variavel de resposta, ou
seja, de estar dentro da regido de aceitacdo de hipotese nula, situacdo na qual os
efeitos sdo considerados apenas ruido ou erros aleatérios, ou seja, estatisticamente

nao significativos.

Na Tabela 7 verifica-se que as varidveis Xs e X,” estdo fora da regido de
hipotese nula para a confianca de 90% (p<0,10). O que confirma que essas variaveis

operacionais de entrada tém influencia significativa no rendimento da extragao.

As variaveis individuais X1, Xo, X1%, X»?, X3® e a interacdo dos efeitos lineares
e quadraticos para as trés variaveis individuais X; e X, estdo dentro da regiao de
hipotese nula para a confiangca de 90% (p<0,10).
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Tabela 7: Andlise de variancia (ANOVA) para Rd (%).

Efeitos SQ GL MQ F p
X1 2,88156 1 2,88156 5,42216 0,145286
X4 0,01756 1 0,01756 0,03303 0,872530
Xz 0,14459 1 0,14459 0,27207 0,653959
X, 6,62698 1 6,62698  12,46983 0,071678
X3 12,88543 1 12,88543 24,24619 0,038856
X3 0,16755 1 0,16755 0,31527 0,630986
X1X2 4,20148 1 4,20148 7,90581 0,106637
X1 X3 3,06460 1 3,06460 5,76658 0,138323
XoX3 0,21818 1 0,21818 0,41055 0,587310
Falta de ajuste 15,99054 3 5,33018  10,02967 0,092018
Erro puro 1,06288 2 0,53144
Total 47,44780 14

SQ: Soma quadratica; GL: Grau de liberdade; MQ: Média quadratica; F: Estatistica de Fisher; p:
probabilidade de significancia ou valor descritivo.
A varidvel X, na forma quadratica apresentou significancia na resposta

rendimento, entretanto, apresentando efeito negativo para a resposta.

Com base na estatistica de Fisher, o valor de F calculado (F ¢,10; 32=10,02967)
€ maior que o valor de F critico (F o,10: 3. 2 = 9,16), conforme valor tabelado em Box,
Hunter e Hunter (1978), indicando que ndo ha falta de ajuste para o modelo

proposto.

5.2.1.4 Modelo proposto

7

A partir do tratamento estatistico é apresentado o modelo polinomial de
segunda ordem que expressa a influéncia das variaveis independentes para a
resposta rendimento (modelo completo), com base nos coeficientes de regressao e
na analise de residuos.

Empregando-se o método dos minimos quadrados, constante no aplicativo
Statistica 7.0, sdo estimados os coeficientes de regressdo do modelo polinomial
proposto resposta RD (Equacédo 1), em funcéo das variaveis operacionais de entrada

codificadas (Tabela 5). O modelo a seguir trata-se do modelo completo.
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RD = 4,3294 — 0,6001X,-0,0345X,+0,1344X3-0,6698X; X, — 1,2691X; X5

(1)
+0,1065X,X5 — 1,0249X2 — 0,8753X5+0,2335%3

Onde os valores de X;, Xo e Xz sdo correlacionados com as variaveis
originais, através das Equacodes 2, 3 e 4, respectivamente:

T-40

= 2
X1 0 (2)

t-60

= 3
— ®
MS-400

A 4
3500 (4)

O coeficiente de determinacdo obtido foi R?> = 0,6408, a partir do modelo
completo, indicando que o modelo proposto € capaz de explicar cerca de 64% das
variabilidades experimentais, de 97,76% de variancia explicavel (ver apéndice).

Descrevendo modelo de forma razoavel.
5.2.1.5 Analise de residuos

A analise de residuos é realizada com base no gréafico 2. Observa-se gque 0s
residuos sédo relativamente baixos e sua distribuicAo em torno do zero apresenta
comportamento aleatério, mostrando que os mesmos sao independentes dos valores

preditos e que a variancia pode ser considerada constante.

No grafico de probabilidade normal dos residuos (Grafico 3) nota-se que o0s
pontos encontram-se localizados proximos e ao longo de uma reta, o que indica que
0s componentes de erro do modelo proposto seguem uma distribuicdo normal para a

resposta Rd.
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Grafico 2: Residuos versus valores preditos para Rd.
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Grafico 3: Teste de normalidade para os residuos
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Tabela 8: Faixa de residuos.

Valores observados Valores preditos Residuos
7,802200 6,431525 1,37068
3,522600 3,181450 0,34115
4,309500 4,650650 -0,34115
4,129400 5,500075 -1,37067
2,329800 1,843937 0,48586
3,909600 2,394212 1,51539
4,617400 6,132787 -1,51539
2,696000 3,181862 -0,48586
1,632400 3,488937 -1,85654
3,146000 3,290713 -0,14471
5,704800 5,560087 0,14471
8,152600 6,296062 1,85654
3,335000 3,532267 -0,19727
4,339600 3,532267 0,80733
2,922200 3,532267 -0,61007

5.2.1.6 Andlise da superficie de resposta e contornos

Nas representacfes graficas a seguir estd apresentada a superficie de
resposta e as correspondentes curvas de nivel ou contornos em funcdo das
variaveis codificadas. Nestes graficos tém-se uma melhor visualizacdo do ponto
Otimo de operacado para o rendimento em massa dos extratos obtidos da casca do

caule de Croton palanostigma.

A superficie de resposta foi determinada em funcéo de X3 que foi a Unica
variavel significativa no processo em relacdo ao rendimento (Rd-%). Analisando em
conjunto, pode-se trabalhar com valores minimos de X; e X, desde que os valores

de X3 permanecam ao maximo.
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Grafico 4: Superficie de resposta para a resposta Rd (%), X; versus X;,com X3=1.

Grafico 5 : Curva de nivel para a resposta Rd (%), X; versus X, com X3=1.
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Os Graficos 4 e 5 correspondem a superficie formada pela a interacdo das
variaveis X; e X, com a variavel Xs=1. Para obter-se um ponto 6timo em relacdo ao
rendimento, mantém-se o valor de X3= +1 (maximo), e o valor de X,=-1 (minimo) ou
Xo=+1(maximo), ou seja, a relacdo M/S deve ser 1.6, para um tempo minimo de
extracdo (30 minutos). Por exemplo, na Relacdo M/S em +1 e Tempo de extracéo
em -1, mantendo a temperatura de extragdo no valor minimo -1, obtém-se o maior

valor na resposta Rd de aproximadamente 9%.

53 RESULTADOS DOS ENSAIOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ALELOPATICA COM OS EXTRATOS DE Croton palanostigma.

Os resultados dos ensaios sobre a germinagcdo de sementes com 0s extratos
AcOEt de Croton palanostigma sdo expressos em valores percentuais em relacao a

uma prova em branco (testemunha) a base de agua destilada.

Resultados de analise alelopética, a carater de inibicdo da germinacao dessas
sementes, sdo expressos em percentual de inibicdo (IG%). Resultados acima de
cinquenta por cento (IG >50%), apresentam significancia na atividade alelopatica. A
prova em branco desenvolvida para o ensaio frente as duas espécies tiveram

resultados de 87,5% de inibicdo para Mimosa pudica, e 90% para Senna obtusifolia.

5.3.1 Resultados para avaliacdo de inibicdo de germ inacdo de sementes para

Mimosa pudica — 1G1(%):

Nos resultados observa-se que a espécie Mimosa pudica, 0s extratos
testados demonstraram resultado positivo a atividade alelopatica, o que € indicativo
de que a planta Malicia é sensivel consideravelmente aos ensaios de germinacao,

frente a esses extratos. Todos os resultados foram acima de cinquenta por cento.
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Gréfico 6 : Efeitos dos extratos (1% m/v) em acetato de etila das cascas do caule de
Croton palanostigma sobre a germinacao de sementes de Mimosa pudica.
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5.3.1.1 Efeitos estimados para 1G1(%)

Tabela 9: efeitos estimados para a reseosta IGlg%z

Efeitos estimados

colij?ftig;edsos Efeito Erro padrédo Coeficiente cgg?csi‘edn?:s

Média/interacéo 94,52333 1,903333 94,52333 1,903333
X1 3,57250 4,662195 1,78625 2,331098

X4 -3,69083 3,431283 -1,84542 1,715641

Xz 0,00000 4,662195 0,00000 2,331098

X, -1,54833 3,431283 -0,77417 1,715641

X3 2,14250 4,662195 1,07125 2,331098

X3 -0,83583 3,431283 -0,41792 1,715641

X1 X5 -5,71500 6,593340 -2,85750 3,296670

X1 X3 -1,43000 6,593340 -0,71500 3,296670

XoX3 5,71500 6,593340 2,85750 3,296670
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5.3.1.2. Gréfico de Pareto.

A analise do grafico de barras para a resposta 1G;(%) confirma que as
variaveis de entrada nao foram significativas para esse processo, pois esses fatores
se apresentam a esquerda da reta vertical indicativa do limite de rejei¢cdo da hipotese
nula (p = 0,10).

Grafico 7: Diagrama de Pareto dos efeitos em relacéo a resposta IG1(%)
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5.3.1.3. Andlise de variancia (ANOVA)

De acordo com a Tabela 10, estdo relatados os efeitos das variaveis de
entrada sobre a Inibicdo de germinacao — IG; (%) para Mimosa pudica. Verifica-se
gue todas as variaveis estao dentro da regido de hipotese nula para a confianca de

90% (p<0,10). Isto &, nenhuma apresentou efeitos significativos na resposta 1G1(%).

Os extratos das cascas caule de Croton palanostigma apresentaram oOtimos
resultados frente a espécie Mimosa pudica. Contudo, a andlise de variancia
demonstra que nenhuma das variaveis operacionais de entrada apresentou

diferencial significativo na resposta 1G1(%). Isto &, os resultados dos ensaios

alelopatico foram expressivos de Croton palanostigma frente a essa espécie,
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contudo, as variaveis operacionais de entrada n&o tiveram efeitos significativos para

essa resposta.

Tabela 10: andlise de variancia (ANOVA) para IG;.

Efeitos SQ GL MQ F p
X1 50,2975 1 25,52551 0,587170 0,523603
X4 0,0000 1 50,29754 1,157007 0,394617
X 8,8517 1 0,00000 0,000000 1,000000
X5? 9,1806 1 8,85170 0,203618 0,696024
X3 2,5795 1 9,18061 0,211184 0,690958
X3 32,6612 1 2,57951  0,059337 0,830254
X1Xz 2,0449 1 32,66122 0,751314 0,477435
X1 X3 32,6612 1 2,04490 0,047039 0,848411
XoX3 67,2817 1 32,66123 0,751314 0,477435
Falta de ajuste 86,9443 3 22,42722 0,515899 0,711856
Erro puro 313,3307 2 43,47213
Total 50,2975 14

SQ: Soma quadratica; GL: Grau de liberdade; MQ: Média quadratica; F: Estatistica de Fisher; p:
probabilidade de significancia ou valor descritivo. O valor de F calculado (F ¢10: 3. »= 0,515899) é
menor que o valor de F critico (F ¢10: 3. » =9,16), conforme valor tabelado em Box, Hunter e Hunter
(1978).

5.3.2 Resultados para avaliagéo de inibicdo de germ inacdo de sementes para

Senna obtusifolia  — 1G2(%):

Nos resultados observa-se que frente a espécie Senna obtusifolia, apenas 0s
extratos 01, 02, 04 e 07 testados apresentaram inibicdo acima de 50% a atividade
alelopatica, em termos de inibicdo, o que € indicativo de que a planta Mata-pasto é

menos sensivel, frente a esses extratos.
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Grafico 8: Efeitos dos extratos (1% m/v) em Acetato de etila das cascas do caule de

Croton palanostigma sobre a germinacao de sementes de Senna obtusifolia.
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5.3.2.1 Efeitos estimados

Tabela 11: efeitos estimados para a resposta 1G,(%)
Efeitos estimados

coljj%‘ti(c):;edsos Efeito Erro padrao Coeficiente csg‘?csiedn(::s
Média/interacao 43,9808 0,926667 43,9808 0,926667
X1 4,8625 2,269860 2,4313 1,134930

X1 -24,0746 1,670572 -12,0373 0,835286

X2 -13,1950 2,269860 -6,5975 1,134930

X2 3,7029 1,670572 1,8515 0,835286

X3 4,1675 2,269860 2,0838 1,134930

X3 7,1754 1,670572 3,5877 0,835286
X1X2 2,7800 3,210067 1,3900 1,605034
X1 X3 -15,2750 3,210067 -7,6375 1,605034
X2X3 -4,1600 3,210067 -2,0800 1,605034
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Em primeira andlise, observa-se que a varidveis individuais Xi% X, e a
interacao X;X3 tém significancia estatistica para a resposta 1G,(%), pois seus efeitos,
em modulo, sdo maiores quando comparados ao erro, evidenciando que estes
efeitos ndo ocorrem simplesmente devido a erros experimentais ou simplesmente
aleatorios. Todas variaveis significativas e interacdes apresentaram efeito negativo
na resposta. Em relacao a variavel Xs*foi a Ginica que apresentou efeito positivo para

a resposta.
5.3.2.2. Gréfico de Pareto.

A anadlise do gréfico de barras, ou de Pareto (Grafico 9) indica que as
variaveis individuais X12, X2, X3 e a interagdo X1Xs, j& que somente estas aparecem

a direita da reta vertical indicativa do limite de rejeicdo da hipétese nula (p = 0,10).

Grafico 9: Diagrama de Pareto para a resposta 1G»(%).
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5.3.2.3 Andlise de Variancia (ANOVA)

Para a andlise da significancia estatistica dos efeitos das variaveis de entrada
na resposta 1G,(%) realizou-se a analise de variancia de acordo com a Tabela 12
que confirma as variaveis individuais Xi?, X, X3* e a interacdo X:;Xs tem a

probabilidade menor que 10% (a = 0,10), dentro do limite de aceita¢do da hipétese
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nula (Ho), ou seja, efeitos sem significancia de acordo com o nivel de confiabilidade

estipulado, portanto, em conformidade com as conclusdes anteriores.

O valor de F calculado (F ¢.10: 3. 2=28,5151) é maior que o valor de F critico (F
010 3. 2 =9,16), conforme valor tabelado em Box, Hunter e Hunter (1978). Logo, o

modelo ndo apresenta falta de ajuste.

Tabela 12: Analise de variancia (ANOVA) para a resposta 1G,(%).

Efeitos SQ GL MQ F p
X1 47,288 1 47,288 4,5890 0,165455
X4 2140,008 1 2140,008 207,6764 0,004781
Xz 348,216 1 348,216 33,7925 0,028340
X5 50,627 1 50,627 4,9131 0,156973
X3 34,736 1 34,736 3,3710 0,207771
X3 190,104 1 190,104 18,4486 0,050161
X1X2 7,728 1 7,728 0,7500 0,477767
X1 X3 233,326 1 233,326 22,6430 0,041438
XoX3 17,306 1 17,306 1,6794 0,324400
Falta de ajuste 881,504 3 293,835 28,5151 0,034072
Erro puro 20,609 2 10,305
Total 4123,410 14

5.3.2.4. Modelo proposto

s

A partir do tratamento estatistico é apresentado o modelo polinomial de
segunda ordem que expressa a influéncia das variaveis independentes para a
resposta IG, com base nos coeficientes de regresséao.

Empregando-se 0 método dos minimos quadrados, constante no aplicativo
Statistica 7.0, sdo estimados os coeficientes de regressdo do modelo polinomial
proposto resposta |G, (Equacéo 1), em funcéo das variaveis operacionais de entrada
codificadas. O modelo gerado a partir das varidveis significativas para a resposta
1Go:

1G,=43,9808-6,5975X,-7,6375X1X3-12,0373X,%+3,5877 X5
R*=0,74298
Explica cerca de 74,30% das variabilidades experimentais.



69

5.3.2.5 Analise de residuos

A andlise de residuos é realizada com base no Grafico 10. Observa-se que 0s
residuos sao relativamente baixos e sua distribuicdo em torno do zero apresenta
comportamento aleatério, mostrando que os mesmos sao independentes dos valores
preditos e que a variancia pode ser considerada constante.

Gréfico 10: Residuos versus valores preditos para IG,.
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No grafico de probabilidade normal dos residuos (Grafico 11) nota-se que 0s
pontos encontram-se localizados muito proximos e ao longo de uma reta, o que
indica que os componentes de erro do modelo proposto seguem uma distribuicao

normal para a resposta 1G,.



Grafico 11: teste de normalidade dos residuos para IG,.
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Na Tabela 13 estdo descritos os valores da faixa de residuos para IG..

Tabela 13: faixa de residuos.

Valores observados Valores preditos Residuos
60,00000 61,11125 1,1112
72,22000 63,19375 9,0263
36,11000 45,13625 -9,0262
63,89000 52,77875 11,1113
47,22000 39,93000 7,2900
47,22000 60,06750 -12,8475
72,22000 59,37250 12,8475
41,67000 48,96000 -7,2900
30,56000 26,73875 3,8213
19,44000 17,70375 1,7362
33,33000 35,06625 -1,7362
13,89000 17,71125 -3,8212
33,33000 35,18333 -1,8533
38,89000 35,18333 3,7067

33,33000 35,18333 -1,8533
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5.3.2.6 Andlise da superficie de resposta e contornos

A superficie de resposta e as correspondentes curvas de nivel ou contornos
estdo sao ilustradas a seguir em funcéo das variaveis codificadas. Nos graficos tém-

se uma melhor visualizagdo do ponto 6timo de operacao para a resposta 1G,,

Os Graficos 12 e 13 ilustram a superficie de resposta através da interacao
entre X; e X, que apresentaram efeitos significativos na resposta IG,, sendo o valor
de X; fixado no valor méximo, pois essa variavel individual na forma quadratica

influencia positivamente na resposta.

Grafico 12: Superficie de resposta para 1G,, X3 versus X, (X3=1).
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Grafico 13: Curva de nivel para IG,, X; versus X, (X3=1).
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Os Gréficos 12 e 13 correspondem a superficie formada pela a interacdo das
variaveis X; e X, com a variavel X3= +1. Para obter-se um ponto 6timo em relacdo a
resposta 1G,, mantém-se o valor de X; e Xz no nivel minimo (-1). Ou seja, os fatores
de entrada Temperatura e tempo de extracdo podem ser executados em 20°C e 30
minutos respectivamente, e a relagdo de massa por carga de solvente em 1:6, para

obter em torno de 70% na resposta 1G,.
5.4 OTIMIZAQAO VIA FUNQAO DESEJABILIDADE

Para a analise de desejabilidade global foi utilizado o software Statistica®
7.0, utilizando uma grade de 30 pontos para cada uma das 3 variaveis
independentes, ou seja, 0s valores das respostas e respectivas desejabilidades
foram calculadas em 30° combinacdes de niveis para os fatores. Para o valor
maximo do rendimento, inibicdo de germinacdo de malicia (IG,), inibicdo de mata-
pasto (IG;), obtidos nos experimentos foi fixado o valor d; igual a 1. Os demais
valores foram considerados inaceitaveis (di=0). Os expoentes s e t foram igualados a
1. A Tabela 14 mostra as atribuicdes dos valores na otimizacéo realizada.



Tabela 14: valores atribuidos na otimizacao via funcao desejabilidade.

Valores atribuidos na otimizacao

Condicdes para as respostas

Rd (%) IG,(%)  1G,(%)
Baixos 1,63 100 72,22
Médios 4,89 91,43 43,06
Altos 8,15 82,86 13,89
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O Grafico 14 mostra os gréficos da funcdo desejabilidade que de maneira

satisfatoria realiza a otimizacdo das respostas, o que pode ser comprovado pelo

resultado da desejabilidade global (D) igual a 0,92077 conseguindo especificar

niveis para cada variavel de entrada a maximizacdo do rendimento, 1G; e IG..

Segundo a classificagdo de Akhanazarova e Kafarov (1982), Tabela 2, considera-se

a reposta aceitavel e excelente.

Gréfico 14: representacdes graficas da funcédo desejabilidade para as respostas Rd,
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No Grafico 14 sédo apresentadas as condi¢des 6timas na forma codificada que

representam os seguintes valores reais: Temperatura de 20°C, tempo de extracao

de 30 minutos e relacdo de massa de material/solvente de 1:6 (100 g/600 mL). A

partir desses resultados pode-se constatar:

O rendimento maximo obtido experimentalmente foi de 8,1526% e o calculado
pela funcdo desejabilidade foi de 8,1450%;

A inibichko maxima de germinacdo da espécie malicia obtida
experimentalmente foi de 100% e o calculado pela funcdo desejabilidade foi
de 90,797%;

A inibicio maxima de germinacdo da espécie mata-pasto obtida
experimentalmente foi de 72,22% e o calculado pela funcéo desejabilidade foi
de 65,875%.
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CONCLUSOES

O extrator por solvente utilizado mostrou-se eficaz para extracdo das cascas
do caule da espécie Croton palanostigma, para o rendimento em massa dos
extratos. Contudo, o seu volume restringe os ensaios para altas quantidades de
carga de material e solvente, devido ao seu volume relativamente pequeno para o
enfoque desse estudo. Apesar dessa restricdo, contribuiu positivamente, para
literatura em relacéo ao estudo de processos de obtencdo de extratos botanicos a

partir de plantas com propriedades biologicamente uteis.

A metodologia proposta para a extragdo mostrou-se satisfatoria em relacéo ao
estudo da influéncia das variaveis operacionais de entrada do processo nas
respostas de interesse rendimento (Rd), Inibicdo de germinacdo de sementes de

Mimosa pudica e Senna Obtusifolia (IG; e IG, respectivamente).

A partir de experimentos estatisticamente planejados, observou-se um valor
méaximo de 8,15% para a resposta rendimento de obtencédo dos extratos em acetato

de etila das cascas do caule de Croton palanostigma.

Para a resposta rendimento, em relacdo as varidveis de entrada no processo
Temperatura e tempo de extragcdo, apesar de nao serem significativos
estatisticamente em relacdo ao rendimento, os resultados demonstram que se pode
trabalhar com valores minimos dessas variaveis, desde que a relacdo massa de
material botanico (fixa) por carga de solvente - R:M/S - seja maxima, evitando-se, ou
até mesmo poupando-se, tempo de execucdo em cada ensaio e gastos

desnecessarios.

Os extratos de Croton palanostigma, mostraram elevado potencial de inibicdo
nos ensaios de atividade alelopatica, sendo que a germinagdo de sementes da
espécie Malicia (Mimosa pudica) sofreu inibicdo expressiva, acima de 50% do indice
de inibicdo de germinacdo. Em relacdo a analise de variancia, nenhuma variavel

operacional de entrada apresentou efeito significativo na resposta 1G1(%).

Em relacdo a espécie Mata-pasto (Senna obtusifolia) apenas quatro
amostras das quinze corridas submetidos ao ensaio alelopéatico, apresentaram

elevado potencial de inibigcdo acima de 50%.
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Para a resposta IG,, foram significativas as variaveis operacionais de entrada
Temperatura (na forma quadratica), tempo de extracdo (linear), e Relacdo de massa
de material botanico por carga de solvente (na forma quadratica); e a interacdo entre
as variaveis Temperatura e Relacdo M/S. Contudo, apenas a variavel R: M/S, na

forma quadratica, apresentou efeito positivo para a resposta.

Dos resultados obtidos dos ensaios alelopaticos realizados com o0s extratos
de Croton palanostigma, pode-se a partir desse estudo preliminar investigar o

potencial alelopatico dos constituintes isolados da espécie.

A anadlise da desejabilidade global indicou como ponto 6timo do planejamento
as seguintes condicdes de extracdo: Temperatura de 20°C, tempo de extracao de 30
minutos e relacdo de massa de material/solvente de 1:6 (100 g/600 mL). O valor
calculado da desejabilidade global foi de 0,92077, valor considerado aceitavel e
excelente, proporcionando a correta estimativa do ponto 6timo de operacdo das
variaveis de entrada para obtencdo do melhor produto de acordo com os critérios
pré-estabelecidos (dominio experimental), constituindo-se numa importante

ferramenta no desenvolvimento do processo em questao.
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APENDICE
MEMORIA DE CALCULO DAS VARIANCIAS EXPLICADA E REAL
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A variancia pode ser expressa como:

SQr = SQr + SQe

Onde SQT: representa a soma quadratica total;
SQrg: soma quadratica dos residuos;

SQEe: soma quadratica dos erros;

Sendo que a SQ dos residuos divide-se em soma quadratica devido ao erro
puro (SQep) e soma quadratica devida a falta de ajuste do modelo(SQfaj), entéo:

SQT=SQep *+ SQrqj + SQE

Os coeficientes de determinacdo multipla, R? representam a percentagem de

variancia de acordo com a equacao de regressao:

RZ = & =1- &
SQr SQr
A variancia explicavel pode ser determinada a partir das parcelas relativas a
regressao e a falta de ajuste:
SQr —SQep _ 1 SQgp
SQr SQr

R? =




86

A partir da Tabela 06: andlise de variancia (ANOVA) para a resposta

rendimento, pode se calcular as variancias real e explicada.

Efeitos SQ GL MQ F p
X1 2,88156 1 2,88156 2,34562 0,265312
X4 0,15015 1 0,15015 0,12222 0,760020
Xz 0,14459 1 0,14459 0,11770 0,764252
X5 8,00483 1 8,00483 6,51600 0,125273
X3 12,88543 1 12,88543 10,48885 0,083563
X3 0,02382 1 0,02382 0,01939 0,902010
X1 X5 4,20148 1 4,20148 3,42004 0,205646
X1 X3 3,06460 1 3,06460 2,49461 0,255002
XoX3 0,21818 1 0,21818 0,17760 0,714415
Falta de ajuste 15,99054 3 5,33018 4,33881 0,192973
Erro puro 2,45698 2 1,22849
Total 50,02637 14

Sendo:

SQr=50,02637

SQr = SQt —(SQtaj + SQep)= 50,02637-(15,99054+2,45698)= 31,57885
R%= (31,57885 / 50,02637). 100= 62,12% (variancia explicada)

R%=[(50,02637-2,45698) / 50,02637]. 100= 95,09% (variancia real).



