Universidade
== Estadual de Londrina

Centro de Ciéncias Exatas
Departamento de Quimica

ANALISE EXPLORATORIA DO EFEITO
DO SOLVENTE NA ANALISE DE
METABOLITOS SECUNDARIOS DAS
FOLHAS DE Mikania laevigata Sch. Bip.

POR METODOS QUIMIOMETRICOS

Livia Maria Zambrozi Garcia

Dissertacdo de Mestrado em Quimica dos Recursos Nedis

Orientadora: Prof® Dr? leda Spacino Scarminio

Londrina
Fevereiro 2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Livia Maria Zambrozi Garcia

ANALISE EXPLORATORIA DO EFEITO DO

SOLVENTE NA ANALISE DE METABOLITOS
SECUNDARIOS DAS FOLHAS DE Mikania laevigata

Sch. Bip. POR METODOS QUIMIOMETRICOS

Dissertacao apresentada ao Programa de
Mestrado em Quimica dos Recursos
Naturais, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial a

obtencéo do titulo de Mestre.
Orientacao: Prof. Dra. leda Spacino Scarminio

Londrina — 2009



Catalogacao na publicacéo elaborada pela Divisdo dRrocessos Técnicos da Biblioteca
Central da Universidade Estadual de Londrina.

Dados Internacionais de Catalogacéo-na-Publicacdo (  CIP)

G216a Garcia, Livia Maria Zambrozi.
Andlise exploratéria do efeito do solvente na aralis metabdlitos
secundarios das folhas htkanialaevigataSch. Bip. por métodos
guimiométricos / Livia Maria Zambrozi Garcia. — ldyma, 2009.
100 f. :il.

Orientador: leda Spacino Scarminio.

Dissertacdo (Mestrado em Quimica dos Recursos Ngtura
Universidade Estadual de Londrina, Centro de CénEkatas. Programa d
P6s-Graduacao em Quimica dos Recursos Naturais, 2009.

Inclui bibliografia.

[¢)

1. Quimica analitica — Teses. 2. Analise crografica — Teses.
3. Extracdo por solventes — Teses. 4. Folhadikania laevigataSch. Bip.
— Quimiometria — Teses. |. Scarminio, leda SpacihdJniversidade

Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Exatesgama de Pés-




PROGRAMA DE MESTRADO EM QUIMICA DOS RECURSOS NATURA IS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

ANALISE EXPLORATORIA DO EFEITO DO SOLVENTE
NA ANALISE DE METABOLITOS SECUNDARIOS DAS
FOLHAS DE Mikania laevigata Sch. Bip. POR METODOS

QUIMIOMETRICOS

COMISSAO EXAMINADORA

Prof®. Dr® leda Spacino Scarminio (Orientadora)
Prof. Dr. Roy Edward Bruns (UNICAMP)

Prof?. Dr® Terezinha de Jesus Faria (UEL)

Londrina, 20 de fevereiro de 2009



A Deus pelo dom da vida e por me

iluminar a cada instante...



AGRADECIMENTOS

- Em especial a Professora Dra. leda Spacino Scarnpila excelente orientacao,
incentivo, amizade e principalmente pelo exemplo pilefissionalismo e pessoa, que
contribuiram para minha formacéao cientifica e palsso

- Ao professor Dr. Roy E. Bruns pela colaborac&ientrabalho.

- Ao professor Dr. Fernando César de Macedo Jup&o incentivo e ajuda na
interpretacdo dos espectros de infravermelho.

- A professora Dr. Ana Odete Vieira pela classifim botanica da plantslikania
laevigataSch. Bip.

- A amiga Patricia Kaori Soares pela intensa cokim e amizade durante o
desenvolvimento desse trabalho.

- A minha familia: Pai, M&e, Cylene, Guilherme elh& por todo amor e carinho, que
me proporcionaram forca e razao para continuar.

- Ao Gustavo meu grande amor e incentivador.

- A todos meus familiares, especialmente meu pf@mando pela estadia e ajuda em
Campinas.

- A amiga Talita pela amizade e parceria, indispeeis para a realizacdo de todo
trabalho.

- A Alessandra, amiga de todas as horas.

As amigas de laboratério: Dani, Raquel e Sabrina.

- A Universidade Estadual de Londrina, em espemaDepartamento de Quimica, que
possibilitou esta oportunidade de amadurecimernébeictual e pessoal.

- A todos os professores do Programa de Pos Gradude Quimica dos Recursos

Naturais.



- A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Siperior (CAPES/PROAP)
pela bolsa concedida.

- A todos que de alguma forma contribuiram paratizacdo deste trabalho.



INDICE

RESUMO
ABSTRACT

CAPITULO |
1.0 Introducéo e Objetivos

CAPITULO Il

2.0 Métodos Quimiométricos

2.1 Modelagem de Misturas

2.2  Andlise Exploratoria dos Dados

2.3 Pré-processamento dos Dados
2.3.1 Normalizacao por Comprimento de Vetor

2.4  Analise de Componentes Principais (ACP)

2.5 Andlise Hierarquica (AH)

CAPITULO Il

3.0 Descricéo Experimental

3.1 Reagentes

3.2 Equipamentos

3.3 Preparacao dos Extratos Brutos

3.4 Fracionamento Quimico dos Extratos Brutos

3.5 Andlise por Espectroscopia no Infravermelho cbransformada de
Fourier (FTIR)

3.6 Andlise Espectrofotométrica no Ultravioleta—VisifdV-VIS)

3.7 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eittia (HPLC)

3.8 Programas Computacionais

CAPITULO IV

4.0 Resultados e Discussao

4.1

Efeito dos Solventes na Extracdo de Mditaks@&ecundarios

11

12

13

16
18
18
19

24

25

25
27

29
29

12

22



4.2 Resultados da Cromatografia Liquida da Eficiéncia 45

4.3 Resultados da Espectroscopia no Infraveonettm Transformada de 59

Fourier

4.4 Resultados da Analise Espectrofotométrica l@bdoleta—Visivel 75
CAPITULO V

5.0 Concluséao 90
CAPITULO VI

Referéncias Bibliograficas 96



Figura:

10

11

12

FIGURAS

Esquema da sequéncia usada na analise multivardolR dados 10
experimentais, ACP (Analise de Componentes Priigipa AH (Analise
Hierarquica).

Procedimento experimental empregado na andliseorptia do efeito do 16
solvente na andlise de metabdlitos secundarios falhgs de Mikania
laevigataSch. Bip.

Foto da exsicata da plantdikania laevigataSch. Bip classificada no 17
herbario da Universidade Estadual de Londrina.

Planejamento de misturas do tipo Centréide-Simpleam cinco 19
componentes.

Sequéncia do procedimento experimental para o epas 33 extratos 22
brutos de acordo com o planejamento de misturas.

Procedimento experimental para o fracionamento igoindas diferentes 24
classes de metabdlitos.

Sequéncia do procedimento experimental para o prejzes amostras para a6
analises cromatograficas das fracfes organicas.

Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste odefn cubico especial e 32
(b) das respostas previstas pelas respostas otlasrpara os rendimentos do
extrato bruto.

Superficie de resposta para 0s componentes etaldhrometano e 33
cloroférmio aplicada aos rendimentos do extratadoru

Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste odeln cubico especial e 35
(b) das respostas previstas pelas respostas otlasrgara o rendimento das
fracOes neutras.

Superficie de resposta para 0os componentes; etaidhrometano e 35
cloroformio aplicada aos rendimentos das fracOeatra® obtidas no
fracionamento dos extratos brutos.

Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste odefn cubico especial e 37
(b) das respostas previstas pelas respostas otlasrgara o rendimento das

fracOes organicas.



13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Superficie de resposta para 0os componentes etanetato de etila e 38
cloroférmio aplicada aos rendimentos da fragcdorooga

Planejamento de misturas Centréide-Simplex comattges dos rendimentos39
das fracdes basicas obtidas com fracionamentoxicgaes brutos.

Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajustealteln quadratico e (b) das4l
respostas previstas pelas respostas observadas iga@dimento das fibras.
Superficie de resposta para os componentes; dickiemo, acetona e42
cloroférmio, aplicada aos rendimentos das fibras.

Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajuste odeln cubico especial e 44
(b) das respostas previstas pelas respostas otlasmpara os residuos.
Superficie de resposta para 0s componentes etanetato de etila e 44
cloroférmio aplicada aos residuos.

Planejamento experimental Centréide-Simplex convalsres dos numeros 46
de picos obtidos nas andlises cromatogréficas rdgdes organicas com as
fases moveis A, B e C.

Planejamento experimental Centroéide-Simplex convadsres dos nameros 47
de picos obtidos nas andlises cromatogréficas @gdeds basicas com as
fases moveis A, B e C.

Cromatogramas das 33 fracBes basicas da plikinia laevigataobtidas 49
apos o fracionamento quimico dos extratos brutos.

Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos damlnatograficos das 33 50
fracOes basicas da plariBkania laevigata.

Gréfico dos escores das CP2 e CP3 dos dados cigndfatos das 33 fracdes51
basicas da plantdikania laevigata.

Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para asdadmatograficos das
33 fragBes basicas ddikania laevigata 52
Dendrograma baseado nos dados cromatogréficos3daag®es basicas dab3
plantaMikania laevigata.

Cromatogramas com tempo de retencdo no intervald &ld7 mim, das 33 54
fracOes organicas da plartikania laevigataobtidas apés o fracionamento
guimico dos extratos brutos.

Grafico dos loadings das CP1 e CP3 para os dadosatvgraficos das 33 55

fracOes organicas ddikania laevigata.



28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

Cromatogramas com tempo de retencdo no interval@a 1,4 mim, das 33 56
fracOes organicas da plaritikania laevigataobtidas apés o fracionamento
guimico dos extratos brutos.

Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos damlnatograficos das 33 57
fracOes organicas da plaribkania laevigata.

Gréfico dos escores das CP2 e CP3 dos dados cigndfatos das 33 fracdes57
organicas da plantdikania laevigata.

Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para asdadmatograficos das58
33 fragOes organicas déikania laevigata

Dendrograma baseado nos dados cromatograficos3deac8es organicas da59
plantaMikania laevigata.

Espectros de infravermelho dos 31 extratos bruteggpados de acordo com60
o planejamento experimental.

Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dagestrescopicos dos 3161
extratos brutos da plantdikania laevigata

Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos dados espégticos dos 31 62
extratos brutos da plantdikania laevigata.

Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para asdspectroscopicos doH3
31 extratos brutos.

Dendrograma baseado nos dados espectroscopic@ aodratos brutos de 65
Mikania laevigata.

Espectros de infravermelho das 33 fracfes gordeigsxas obtidas apds 066
fracionamento quimico dos extratos brutos.

Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos daplestrescopicos das 3367
fracOes gorduras e graxas.

Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos dados espégticos das 33 67
fracOes gorduras e graxas.

Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para asdmpectroscopicos dass8
33 fracbes gorduras e graxas.

Dendrograma baseado nos dados espectroscopic@s des;0es gordura e 70
graxas.

Espectros de infravermelho das 33 fracdes organaiattdas apdés o 71

fracionamento quimico dos extratos brutos.



44

45

46

47
48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos daglestrescopicos das 3371
fracOes organicas.

Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos dados espégticos dos 33 72
fracOes organicas.

Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para asdspectroscopicos das’3
33 fragcOes organicas.

Dendrograma baseado nos dados espectroscopicd8 ttagbes organicas.
Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 para os dagdectrofotométricos 76
dos 33 extratos brutos da plaM#&ania laevigata

Grafico dos escores das CP1 e CP2 para os dadestresptométricos dos 77
33 extratos brutos da plaritéikania laevigata

Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para asdmpectrofotométricos 78
dos 33 extratos brutos da plaM&ania laevigata

Espectros de absor¢do no ultravioleta/visivel d8segtratos brutos que 78
compdem os grupos | e Il.

Dendrograma baseado nos dados espectrofotomédioso33 extratos brutos 79
da plantaMikania laevigata

Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 para os dsgectrofotométricos 80
das 33 fracOes basicas da plavitkania laevigata

Grafico dos escores das CP2 e CP3 para os dadestresptométricos das 81
33 fracdes basicas da plaMi&ania laevigata

Espectros de absorcdo no ultravioleta/visivel dasfr8cdes béasicas que8l
compdem os grupos | e Il.

Grafico dos loadings da CP2 para os dados espetttnoétricos das 33 82
fracOes basicas da plaribkania laevigata

Dendrograma baseado nos dados espectrofotométiaso33 fracoes basicas83
da plantaMikania laevigata

Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 para dsgest®fotométricos das 84
33 fracdes gorduras e graxas da plaitaania laevigata

Grafico dos escores das CP2 e CP3 para dados re$perhétricos das 33 85
fracOes gorduras e graxas da plavitkania laevigata

Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 para desjmectrofotométricos 86

das 33 fracdes gorduras e graxas da plikania laevigata



61

62
63

Espectros de absorcédo no ultravioleta/visivel dagdes gorduras e graxas36
que compdem os grupos | e Il.

Espectros de absorcao no ultravioleta/visivel dagdes basicas 1, 3 e 18.
Dendrograma baseado nos dados espectrofotométdass 33 fracoes 88

gorduras e graxas da plamgania laevigata

87



Tabela:

TABELAS

Membros dos grupos determinados por Snyder.

Composicéo do sistema extrator. 20
Composicdo do sistema extrator em volume (mL), irradto (g) dos 29
extratos brutos, fibras, fracées neutra, orgamiéaica e residuos.

Analise da variancia para o ajuste do modelo cubspecial aos rendimentos30
dos extratos brutos ddikania laevigataSch. Bip.

Andlise da variancia para o ajuste do modelo cubspecial aos rendimentos34
das fracdes neutras obtidas apds o fracionamestexdatos brutos.

Analise da variancia para o ajuste do modelo cuespecial aos rendimentos36
das fracOes organicas obtidas com o fracionamerg@xkratos brutos.

Andlise da variancia para o ajuste do modelo qtiadraos rendimentos das 40
fibras obtidas com o fracionamento dos extratososrdaMikania laevigata
Sch. Bip.

Andlise da variancia para o ajuste do modelo cubspecial aos rendimentos43
dos residuos obtidos através do calculo da difarefa; massa do extrato
bruto com a soma de todas as massas das outrdssirac

Composicéo e forca das fases moveis testadas aliseancromatogréaficas 45

das fracBes organica e basica.



SIGLAS

Acetona

A Fase moveb5% agua; 17,5% metanol; 17,5% acetonitrila
Acetato de Etila

ACP Andlise de Componentes Principais

AH Andlise Hierarquica

ANOVA  Andlise de Variancia

B Fase movell 7% agua; 27% metanol; 26% acetonitrila
C Fase moveB0% agua; 35% metanol; 35% acetonitrila
c Cloroférmio

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CP1 Componente Principal 1

CP2 Componente Principal 2

CP3 Componente Principal 3

d Diclorometano

DABC Drug Admistration Bureau of China

e Etanol

E Matriz dos residuos

EMEA European Agency for the Evaluation of Medicinal dRrcts
FDA Food and Drug Administration

FTIR Espectroscopia no infravermelho com transformadacdeier

HPLC High-performace liquid chromatography

\Y Infravermelho

LQCN Laboratério de Quimiometria em Ciéncias Naturais
n Objetos

OMS Organizacao Mundial da Saude

p Variaveis



Matriz dos loadings

Matriz

X T

NUumero de componentes na mistura
Numero de componentes principais

Forca do solvente

- »n o o

Matriz dos escores

UV-Vis Espectroscopia de absor¢cdo molecular no utraviglsteel

€ Erro experimental
@ Frac&o de volume do solvente puro
y Resposta prevista pelo modelo



RESUMO

Planejamento estatistico de misturas com cinco oaeries, etanol, acetato de etila,
diclorometano, acetona e cloroférmio, foi utilizagara investigar o efeito do solvente
extrator no rendimento e diversidade de metabokesundarios das folhas ddikania
laevigata Sch. Bip. Os extratos brutos foram fracionados exiracéo liquido-liquido,
resultando em fibras e mais quatro diferentes &sc@racdo neutra (gorduras e graxas),
fracdo organica (terpendides e compostos fendli¢@s)ao basica (alcaldides) e fracéo polar
(alcal6ides quaternarios e n-oxidos). O maior mn@edito para o extrato bruto foi obtido na
mistura binaria etanol:diclorometano (1/2:1/2 v/@.maior rendimento para a fracdo das
fibras foi obtido com a mistura binaria acetonamiérmio (1/2:1/2 vi/v). Para a fracao
organica o maior rendimento foi obtido com a mitetanol:acetato de etila (1/2:1/2 viv), e a
mistura ternaria etanol:acetato de etila:cloroférii/3:1/3:1/3 v/v/v). A mistura de acetato
de etila:diclorometano:cloroformio (1/3:1/3:1/3 My foi mais eficiente na extracdo da fracdo
bésica, enquanto que para a fracdo neutra foi tumaigtanol:diclorometane:cloroférmio
(1/3:1/3:1/3 viviv). Para a analise cromatografmam testadas trés fases moveis de forcas
cromatograficas distintas 1,0, 1,5 e 2,0, sendbzadio como modificadores orgéanicos
metanol e acetonitrila. Os extratos das frac6e@nicg e basica foram analisados por HPLC
para testar a eficiéncia na extracdo dos metabo@aaumento da forga cromatografica (2,0)
diminui o nUmero de picos no cromatograma e este®stado relacionados com o rendimento
das fragcbes. Os extratos brutos, as fracoes oagamias fragcdes gorduras e graxas foram
analisados por FTIR. Os extratos brutos, as frabdsgcas e as fracdes gorduras e graxas
foram analisados por UV-VIS. O efeito do solvendecomposicdo quimica dos extratos foi
comparado por meio das analises cromatogréficas VI3V e FTIR e métodos

guimiométricos de andlise de componentes princpaisalise hierarquica.



ABSTRACT

The influence of different solvents on the yielddadiversity of secondary
metabolites of the crude and fractionated extrattihe Mikania laevigataSch. Bip. leaves
was investigated by simplex centroid design of mthaethyl acetate, dichloromethane,
acetone and chloroform mixtures. Three mobile phasach with a different chromatographic
strength, were used to evaluate the extractiorieffcy of the organic and basic fractions.
The number of peaks was used to evaluate the éwmaefficiency. A mixture of
acetonitrile:methanol:water( 17,5:17,5:65 %v/v/ivasnchosen as the mobile phase. The
results show that the dependence of the peak nuorbéne solvent composition decreases
with the chromatographic strength. The largest eredtract yield was obtained using a
binary mixture of ethanol:dichloromethane (1/2:4/2). The largest fiber fraction yield was
obtained using a binary acetone:chloroform (1/2W¥2 mixture, whereas the smallest yield
was obtained using a binary ethanol:acetone (R2:A/) mixture. The largest yields of the
organic fraction was obtained for the binary migtof ethanol:ethyl acetate (1/2:1/2 v/v), and
the ternary mixture of ethanol:ethyl acetate:chiomm (1/3:1/3:1/3 viviv). Ethyl
acetate:dichloromethane:chloroform (1/3:1/3:1/3/w)Ywvas more efficient at extracting the
basic fractions. The largest vyield of the neutratacfion occurs for the
ethanol:dichloromethane:chloroform (1/3:1/3:1/3 /v)v Principal component analysis and
hierarchical cluster analysis models were appledhe chromatographic and the middle
infrared (FTIR) spectral data of the different exts to discriminatethe chemical

compositions as mixture composition changes.






1.0 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Plantas produzem e acumulam uma grande variedaderdpostos quimicos que
podem ser especificos para determinadas espédiesj@, ndo possuem uma distribuicdo
universal, pois, nd0 sdo necessarios para todaglamsas. Esses compostos, também
chamados de metabdlitos secundarios, geralmenteeat@m baixas concentracdes e seu
aparecimento na natureza é determinado por neadssidecologicas e possibilidades
biossintéticas, com funcbes de defesa contra hmdswe microorganismos, protecdo contra
os raios UV, atracéo de polinizadores e animajsetisores de sementés

Existem trés grandes grupos de metabdlitos sedosdaterpenos, compostos
fendlicos e alcaldides. Esses compostos quimicaseaptam grande importancia econémica
nas areas da fitomedicina, nutracéutica e as gpksaindustriais diversas, pois séo utilizados
na producdo de drogas, antioxidantes, sabores,arfcggs, corantes, inseticidas e
horménio$~°.

No estudo dos metabdlitos secundarios um dos pasa@simportante é avaliar o
efeito do solvente no processo de extracdo, a fnoloter o maior numero possivel de
substéancias quimicas dos tecidos das plantas. dhdterogeneidade dos seus componentes e
a diferenca na polaridade, o sucesso da extra¢@fepander do solvente extratar

Uma alternativa para a escolha do solvente extéatmar o tridngulo de seletividade
primeiramente proposto por Snyder, que estabeletassificacdo da propriedade do solvente
em termos de polaridade e interacdes quirhidadasicidaded), acidicidade ¢) e momento
dipolar (1). A vantagem de usar este parametro € o agrupardergolventes de acordo com
o0 tipo de interacdo com 0s compostos de inter&sdeentes quimicamente semelhantes que

possuem parametros de seletividade similates € [3) fazem parte do mesmo grupo, embora



possam apresentar diferentes valores de polaridatibela 1 mostra a discriminacdo desses

grupo$ colocando entre parénteses o solvente mais usado.

Tabela 1 Membros dos grupos determinados por Snyder.

Grupos Membros

I Eteres alifaticos (Eter dietilico)
I Alcoois alifaticos (Metanol, Etanol, Octanol, 1-Pamol)
1] Derivados de piridina, (tetraidrofurano), sulfoxédo

\Y] Glicdis, acido acético
V Diclorometano
Vi Esteres alifaticos, cetonas, nitrilas, dioxano ¢(nitrila)

Hidrocarbonetos aromaticos, compostos aromatictsgbaados, éteres
aromaticos, compostos nitro (Tolueno)
Vil Agua

Vi

De acordo com a literatufapraticamente todos os constituintes de interpase a
andlise fitoquimica apresentam alguma solubilidademisturas etandlicas ou metandlicas a
80%, de tal modo que estas costumam ser empregadasrequéncia. Por outro lado, um
grande numero de alcaldides é extraido com hidnoc&tos ou solventes apolares, enquanto
gue os flavondides e terpenos podem ser seletitanesttraidos em pH neutro com acetato
de etila ou cetonas alifaticas.

O uso de solventes puros como extratores podesadasuficiente para extrair o
méximo de substancias quimicas da planta. A manwia eficiente para a determinacdo do
solvente extrator é através de planejamentos stitat’.

Poucos trabalhos na literatura empregam o planej@nestatistico de misturasio
desenvolvimento de método para selecionar o melblvente extrator capaz de extrair a
maior variedade de compostos, ou seja, diferemasses de metabdlitos possivetd Estes

planejamentos sdo utilizados para minimizar o nonuker experimentos e para identificar



efeitos de interacbes sinérgicos e antagbnico® @#trsolventes que podem ser relevantes
para a otimizacdo do processo de extrdcaBsses efeitos ndo podem ser preditos por
modelos aditivos obtidos de experimentos utilizaapenas solventes puros. Os experimentos
sdo executados usando uma mistura de solventeampee escolhidos através de critérios
estatisticos para minimizar o erro da modelagenm lsemo determinar o numero de
experimentos que deverdo ser executados

Tao importante quanto o processo de extracdo éocegso de identificacdo e
separacdo dos compostos quimicos extraidos. Atasdma cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) é a técnica mais utilizada pasaeefinalidade, pois pode ser facilmente
adaptada a quantificacdo individual dos componewr@®s base em seus metabdlitos
secundarios, além de gerar a impressao digitalgefnair a identidade ou a qualidade de uma
dada espécté?’

Algumas classes de compostos tais como: alcaldidéspois, antibidticos,
aromaticos, barbitlricos, agrotéxicos clorados ®minas sdo facilmente separadas por
CLAE em fase reversi.

A analise de impresséao digital foi introduzida eitcpela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) como estratégia para a avaliacdo das ematurais, exigido pelo Drug
Admistration Bureau of China (DAB&)? para a padronizacéo das ervas medicinais chinesas
e suas matéria primas, e ainda é recomendado pasantidades como a Food and Drug
Administration (FDA) e a European Agency for theaknation of Medicinal Products
(EMEA)**#,

A impressao digital cromatografica de uma plantalioieal para o controle de
qualidade é um cromatograma complexo usado parpamaigéio de perfi§ Outra definicao
mais geral € que a impressao digital € um tipo éimdo que mostra a informacao quimica de

plantas medicinais e produtos acabados com espgeatnas, cromatogramas e outros graficos



obtidos por técnicas analitiéds Esta técnica ainda pode ser utilizada para averig
diversidade dos componentes quimicos entre pladdamesma espécie, avaliar a origem
geografica, estacdo de coleta, métodos de secageoesso de estocagem, avaliar extratos e
misturas de plantas, entre outf64°

Na busca da impresséao digital de plantas existeas dtapas importantes. Primeiro
encontrar o melhor solvente extrator capaz de iextranaior nimero possivel de substancias
quimicas (metabdlitos) dos tecidos das plantasoiBefisso, na analise da impressao digital
cromatografica por cromatografia liquida de faseersa, a fase movel também deve ser
escolhida com o objetivo de maximizar o numeroidespeluidos, para fornecer a quantidade
maxima de informacao sobre as substancias extraidas

Dentro deste contexto, as plantas do géndikania, pertencente a familia
Asteraceae, é uma das espécies de guaco largamiénégla em nosso pais, e vem ganhando
atencdo dos pesquisadores, principalmente no edeideus metabdlitos secund&rioEstas
plantas sdo muito utilizadas na medicina alteraatia fabricacdo de xarope e chas com
finalidades terapéuticas, devido as suas propresdadroncodilatadoras, anti-sépticas,
expectorante, anti-asmaticas, febrifuga, sudorificatrizante, entre outrZs®.

Estudos fitoquimicos com essa espécie levaram alanigento de compostos
quimicos como: cumarina, lupeol, &cidos diterp&hicaurenol, entre outrs Dentre esses,
a cumarina, ocorre em abundancia nas folhas deogw®ndo considerada um de seus
marcadores quimicos. Sua presenca caracteriza ofi@dpante e aromatico desta planta
medicinaf® e o doseamento desta substancia é muito utilinadcontrole de qualidade de
preparacdes extrativas contendo gd#ath

Desta forma este trabalho teve como objetivo darar uma analise exploratéria do
efeito do solvente na andlise de metabdlitos seuiogldas folhas deikania laevigataSch.

Bip. por métodos quimiométricos.



Os objetivos especificos séo:

Avaliar a influéncia de diferentes solventes noanextrator no rendimento dos

extratos brutos, fibras, residuos, fracdes basig@nica e gorduras e graxas.

Investigar a influéncia da forca cromatograficafake movel e do solvente extrator
na qualidade da impresséo digital cromatografica metabdlitos secundarios da

planta do génerMikania.

Comparar a composicao quimica dos extratos e da8ds por HPLC, IV e UV-VIS

por métodos quimiométricos de analise exploratawi#ivariada.






2.0 QUIMIOMETRIA

A quimiometria pode ser definida como uma éarea diangga que usa meétodos
matematicos, estatisticos e de logica formal pkmaepar ou selecionar procedimentos 6timos
de medidas e experimentos, bem como, extrair o maxia informacdo quimica relevante
com a andlise dos daddsEla é aplicada em algumas areas principais, npésguisadas
atualmente como: processamento de sinais analitipamejamento e otimizacdo de
experimentos, reconhecimentos de padrbes e ctaggifi de dados, calibracdo multivariada,
monitoramento e modelagem de processos multivaiadoétodos de inteligéncia artificfal

A partir da década de setenta, com o avanco daiimnehtacdo e automacao dentro
dos laboratérios foi possivel obter grande quadedade informacfes de forma rapida e com
boa qualidade. A utilizacdo de um tratamento addgpade ser fator limitante na eficiéncia
e efetividade da operacdo das andlises para aifickgéo, classificacdo e interpretacdo

desses dados.
2.1 Modelagem de Misturas

Uma mistura é um sistema multicomponente, no quadoma de todos o0s
componentes permanece constante para cada anmstsgja, a soma das proporcdes dos
componentes da mistura deve ser 100%. A resposialanpara uma mistura é determinada
pela proporcdo dos seus componentes e ndo poresalirsolutdS. Para uma mistura

gualquer de&) componente, temos:

q
Y X; =100%= 1 (1)
i=1



onde xrepresenta a proporcéo do i-ésimo componente darais

Num planejamento centréide- simplex carcomponentes, o hiamero de pontos
distintos é 2—1. Esses pontos correspondempgrmutacdes de (1,0,0,...,0), permutacdes do
tipo (z/2) ou misturas binarias, do tipg3) ou misturas ternarias e assim por diante até o
ponto central (1/z, 1/z,..., 1/z) ou z-ésima metuUEm outras palavras, o planejamento
consiste apenas de misturas onde 0s component@st@ami-se em propor¢des iguais.

ApoOs a realizacdo dos experimentos, os dados @oses do planejamento sao
coletados e um polinbmio com o0 mesmo numero ded®rfou parametros a estimar) é

ajustado. Em geral o polinébmio é definido pela expéo:

q
Bxx+3

q
ig jk

y=Zq‘,ﬂi>$+Zq‘,

q
i=1 i<j j

Zq:[ﬁk XXX+t By 4 X% XHE 2

onde € é 0 erro experimental, o parametfip representa a resposta esperada para 0
componente puro i e € chamado de coeficiente lideaxtomponente {3; € o coeficiente de

interagéo entre os componentes i e j e os parasfiire B12..4Sao definidos similarmente.
2.2 Andlise Exploratoria dos Dados

O objetivo da analise exploratdria é extrair infagbes dos dados, estabelecendo
relagbes entre objetos/ amostras e variaveis. Asanéxploratéria ndo estabelece modelos a
priori, mas permite que, a partir das relacbes robgas nos dados, sejam levantadas
hip6teses e propostos modelos.

A seqléncia basica da analise de dados multivaiddodados experimentais por

métodos quimiomeétricos esta ilustrada na Figura 1.



BT Xp |
X= Xo1 X Xop
X X2 o Xy

METODOS
MULTIVARIADOS DE
ANALISE DE DADOS

PRE-
PROCESSAMENTO

%

AH ACP

Figura 1: Esquema da sequéncia usada na analise multivalisddados experimentais, ACP

(Analise de Componentes Principais) e AH (Analiser&rquica).
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Primeiramente, os dados sdo convertidos na fornn@ematriz, chamada matriz de
dados, a qual sera representadaX0As n linhas da matriz representam as amostras (ou
objetos), onde cada valor corresponde a uma pdgmléee medida para uma amostra
especifica, enquanto que as p colunas sao varigueiscorrespondem a uma propriedade
medida para cada amostra.

Uma adequada organizacéo e avaliacdo dos dadasséaciais para que a analise
multivariada seja feita de forma correta. Deversgestigar a forma como os dados foram
gerados, os métodos de medidas utilizados e aatiidade destes dados. Outro fator
importante é a representatividade do grupo de aasodisponiveis que se deseja analisar. De
nada adianta um conjunto extenso de dados commafgies interessantes se o grupo de
amostras nao for representativo o suficiente paraeter as informacfes adequadas ao
tratamento que se propde faZer

Em seguida € realizada a etapa de pré-processagmnttados, pois muitas vezes 0s
dados sé@o expressos em grandezas diferentes, @seaf@m muitos ruidos, e dependendo do

tipo de informagéo que se deseja extrair, isto ode ndo comprometer a andlise.

2.3 Pré-processamento dos Dados

Existem dois tipos basicos de pré-processamentolifitas, que opera sobre as
amostras e por colunas, que opera sobre as vaidyentre 0s tipos de pré-processamento
por linhas esta a normaliza¢io

A normalizacao de um perfil analitico € um passpdrtante no pré-processamento
de dados de perfil metabolémicoDentre os critérios de normalizacdo mais usados s

amostras esta a normalizacdo por comprimento de*Yet
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2.3.1 Normalizacdo por Comprimento do vetof*>®

Esta normaliza¢do é feita dividindo cada valor original pela soma dos
quadrados de todos os valores das variaveis da mesma linha, Equacio 3. A
finalidade é remover a variacdo sistematica, normalmente associada com a

quantidade total da amostra.
X'=x;/ /ﬁxijz
= ()

2.4 Analise de Componentes Principais (ACP

A ACP consiste essencialmente em reescrever adermantas das amostras em outro
sistema de eixo mais conveniente para analise desd&sse método tem por finalidade
basica a reducdo de dados a partir de combinag@sds das variaveis originais, com o
objetivo de reduzir a dimensionalidade do conjuiéodados, detectar amostras andmalas,
selecionar variaveis e fazer modelagens de cleaséfo, enquanto simultaneamente retém a
informacéo contida nos daddsEm outras palavras, reduz o nimero de variavaiais a
poucas variaveis latentes chamadas componentegais (CP) sem perder a informacao dos
dados originais. A primeira CP é escolhida em dwoede maior variancia dos dados. A
segunda CP é definida de tal maneira que sejaarab@ primeira e representa a variancia
maxima que nao foi explicada pela primeira CP, eja,sas componentes principais sao
obtidas em ordem decrescente de méxima varignéia

Matematicamente, cada CP pode ser descrita como aomédinacdo linear das
variaveis originais onde a importancia de cada dessas variaveis é dada pelos loadings.

Esta combinacao linear fornece ainda para cad#éogpbjdores chamados escores.
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A ACP, pode ser definida tanto no espaco das aasstmmo das variaveis, e a
decomposicdo é calculada através da diagonalizégamatriz de associaca¥X') ou da
matriz X'X), respectivament& A matrizX (n x p), formada pom objetos ep variaveis é

decomposta no produto de duas matrizes menores:

X (nxp) = T(nxag) xP' (@@xp) + E(nxp) (4)

ondeP é a matriz dos “loadings” (pesos) das componeriasipais,T € a matriz dos escores
das componentes principaks,é a matriz dos residuos. O sobrescritrdica a transposta da
matriz eq € um escalar que indica 0 nimero de componenitesgais que descreve a maior
parte da variancia dos dados.

Ap6s os célculos, dois tipos de gréficos sdo obfidografico dos escofés que
fornece informacgdes sobre os objetos, e o grafisdl@adings, que representa a importancia e

a correlacao das variaveis.

2.5  Andlise Hierarquica (AH)??

A “analise de agrupamentos” € um nome coletivo dadmna grande variedade de
técnicas que permitem a separacao dos objetosridweia em grupos diferentes.

A AH descreve a estrutura dos dados interligandanagstras por suas associagoes,
revelando os agrupamentos naturais existentesmonto de dados, com base na informacao
das variaveis medidas. Graficamente, a hierargade ser representada na forma de um
grafico bidimensional chamado de dendrograma, ral gnde as amostras semelhantes,

segundo as variaveis escolhidas sdo agrupadassentre
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Existem muitas maneiras de procurar agrupamentosspaco p-dimensional. A
maneira matematicamente mais simples consiste eapagos pares de pontos (amostras)
que estdo mais proximos, usando a distancia EachdiEquacao 5, e substitui-los por um

novo ponto, localizado na metade da distancia et

) , /2
dik:{ijl(Xij‘ij) } (5)

onde ¢ € a distancia Euclidiana entre os pontos i e grd@edimento descrito é repetido até
que todos os pontos sejam agrupados em um so6 pevaodo a construcao do dendrograma,
onde no eixo horizontal séo colocadas as amostiaseo vertical a distancia.

A analise de agrupamentos complementa a analiserdponentes principais, sendo

uma outra forma de visualizar as semelhancas eedifas na composicédo das amostras.
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3.0 DESCRICAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo abordados o0s aspectos redosnao procedimento
experimental empregado na analise exploratéria fhitoedo solvente na analise de
metabolitos secundarios das folhas MNkkania laevigata Sch. Bip. Um resumo do

procedimento experimental esta representado nad-&yu

PlantaMikania laevigataSch. Bip

Coleta

Fragmentacéo

Secagem

Moagem

Extracéo

Fracionamento quimico

Analise por UV-VIS Andlise por IV Andlise por CLAE

. . .

Andlise exploratéria
multivariada dos dados

Figura 2: Procedimento experimental empregado na analisemptia do efeito do solvente
na analise de metabdlitos secundérios das folhb&ikdmia laevigataSch. Bip.
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Para este estudo foram utilizadas as folhas seaaplathta medicinaMikania
laevigata Sch. Bip. A exsicata desta planta esta depositadaenbario da Universidade
Estadual de Londrina e foi classificada pela pisdes Dra. Ana Odete Vieira sob o nimero

FUEL 44355.

Figura 3: Foto da exsicata da plantéikania laevigataSch. Bip classificada no herbario da
Universidade Estadual de Londrina.

A coleta das folhas foi realizada quinzenalmentgeadodo de outubro de 2007 a
marco de 2008, sempre no periodo da manh&, namjaitdi Departamento de Quimica da

Universidade Estadual de Londrina. A coleta prooede forma representativa do aspecto
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geral da planta, selecionando as folhadMdaania laevigatade forma a evitar amostras com
danos causados por fungos, insetos ou danos mesanic
Para garantir uma distribuicAo homogénea das suida$a organicas e evitar

alteracbes dos compostos quimicos originalmentgepte no material vegetal, causada pela
acdo enzimatica, as folhas foram fragmentadas caoxilo de uma tesoura. A secagem foi
realizada a sombra por doze dias, em temperatubgenata, protegida de umidade, ataque de
fungos, insetos e roedores. Em seguida, as folttas $oram trituradas em um liquidificador
com a finalidade de reduzir o material vegetal agritentos de pequenas dimensoes,

preparando-o assim para a proxima etapa, a extracao

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram: acetona P.A (99%gfato de etila P.A (99%),
diclorometano P.A (99,5%), cloroférmio P.A (99%)etanol UV/HPLC espectroscépico
(99,8%), acetonitrila UV/HPLC espectroscopico (98)8 todos procedentes da VETEC,
alcool etilico hidratado produzido pela Montene{®8,8%), KBr P.A — acs Synth (99%),
agua destilada, agua Milli-Q, acido sulflrico P.foguzido pela VETEC e hidroxido de

amonio produzido pela CHEMCO.

3.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: balanca analicenadzu AC200, evaporador
rotativo FISATOM 802, ultra-som Unique modelo Utlganer 1400, liquidificador,
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu.BR.C-6AD com detector por arranjo de

diodo SPD-M 10A Shimadzu, coluna Geming©DS PN0380 Phenomenex (250 mm x 4,6
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mm, 5 um), espectrdbmetro de Infravermelho Shimadzu FTIRE33espectrofotbmetro

OCEAN OPTICS modelo CHEM 2000 UV-VIS e Equipamellidi-Q.

3.3 Preparacao dos Extratos Brutos

Os extratos brutos foram preparados de acordo cptangjamento de misturas do
tipo Centroide-SimpléX com cinco componentes,; xetanol, % acetato de etila, 3x
diclorometano, xacetona e cloroférmio, Figura 4, totalizando 31 diferentesnposicdes

de solventes extratores que podem ser vistos neld ab

m Mistura Binaria

A Mistura Ternéria

* Mistura Quaternaria

Figura 4: Planejamento de misturas do tipo Centroide-Simptam cinco componentes.

A extracdo foi feita por maceracdo e remaceraglianaceracéo é a operacdo na
qual a extracdo da matéria prima vegetal é reaizsad recipiente fechado, em temperatura
ambiente, durante um periodo prolongado, sem regdovalo liquido extrator. Pela sua
natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria megetal, seja devido a saturacdo do
liquido extrator ou ao estabelecimento de um daqolidifusional entre 0 meio extrator e 0
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interior da célula. Com a finalidade de aumentafi@éncia da extracao recorre-se ao método
de remaceracdo, ou seja, a operacao € repetidas wiezes utilizando o mesmo material,

renovando-se apenas o liquido extrator.

Tabela 2 Composicdo do sistema extrator

Solventes
Extrato Etanol Acitteillf de Diclorometano Acetona Cloroférmio
01 1 0 0 0 0
02 0 1 0 0 0
03 0 0 1 0 0
04 0 0 0 1 0
05 0 0 0 0 1
06 1/2 1/2 0 0 0
07 1/2 0 1/2 0 0
08 1/2 0 0 1/2 0
09 1/2 0 0 0 1/2
10 0 1/2 1/2 0 0
11 0 1/2 0 1/2 0
12 0 1/2 0 0 1/2
13 0 0 1/2 1/2 0
14 0 0 0 1/2 1/2
15 0 0 1/2 0 1/2
16 1/3 1/3 1/3 0 0
17 1/3 0 0 1/3 1/3
18 1/3 1/3 0 0 1/3
19 1/3 0 1/3 0 1/3
20 1/3 1/3 0 1/3 0
21 0 0 1/3 1/3 1/3
22 0 1/3 0 1/3 1/3
23 0 1/3 1/3 0 1/3
24 0 1/3 1/3 1/3 0
25 1/3 0 1/3 1/3 0
26 1/4 1/4 1/4 1/4 0
27 0 1/4 1/4 1/4 1/4
28 1/4 0 1/4 1/4 1/4
29 1/4 1/4 0 1/4 1/4
30 1/4 1/4 1/4 0 1/4
31 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
32 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
33 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
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Ao todo foram preparados aleatoriamente 31 extratass duplicatas no ponto
central, totalizando 33 extratos brutos, pesand@&6000 g de folhas secas, moidas e
submetidas & extracdo por maceracdo com 90,00 nsoldente extrator, de acordo com as
composicoes previstas pelo planejamento de mistlisdela 2. Estas misturas ficaram por 30
minutos em banho ultra-som, sendo que a troca da dg banho se deu a cada 10 minutos
para manter a temperatffaEm seguida, os extratos foram filtrados em pajeelfiltro
comum e as folhas submetidas a remaceracéao pordomssvezes consecutivas, mantendo-se
as mesmas condicdes, a fim de conseguir extraiaiarmquantidade possivel de compostos
quimicos presentes nos tecidos da planta.

Os extratos obtidos foram concentrados em um eadporrotativo a uma
temperatura de 60 °@ 3°C) e mantidos & sombra sob ventilacdo forcadantiialguns dias
para a evaporacao dos solventes, em seguida fafimddos.

Apéds atingir peso constante, os extratos foramidnaclos por extragcdo liquido-
liquido'®, que é um método de fracionamento por particdalizeslo em um funil de
separacao.

O fracionamento de um extrato vegetal pode sep faitavés da particdo por
solventes organicos de polaridade crescente ouad&gp acido-base. A particdo implica
uma dissolucdo seletiva e distribuicdo entre assfate dois solventes imisciveis. Esse
fendbmeno pode ser aplicado com vistas a separagdmmponentes de uma mistura. A
concentracdo de cada um dos componentes em cadastasrelacionada com o coeficiente
de particéo ou distribuicdo apresentado por cabistducia.

A Figura 5 representa a seqUéncia do procedimexuerienental para a preparacao

dos 33 extratos brutos de acordo com o planejantEntoisturas.
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20,0000 g de folhas secas e moidas

90,00 mL do solvente extrator
(Planejamentde mistura)
I
Maceracdo em banho
ultra-sonr
|

Filtragéo em filtro de
papel comur

|
Evaporadorotativc
|

Extrato bruto

Figura 5: Sequéncia do procedimento experimental para papoedos 33 extratos brutos de
acordo com o planejamento de misturas.

3.4 Fracionamento Quimico dos Extratos Brutos

O fracionamento quimico foi realizado re-dissolv@nds extratos brutos em
aproximadamente 10,00 mL dos respectivos solveextiatores (Tabela 2). A mistura
resultante foi homogeneizada com 24,00 mL de me®&lBg00 mL de agua (4:1 v/v) por 10
minutos em banho ultra-som e em seguida a solwgdittfada em papel de filtro.

O filtrado foi transferido para um funil de sepd@mae acidificado com algumas gotas
de acido sulfarico concentrado. Apds, foram adiatms aproximadamente 15,00 mL (em
triplicatas) de cloroférmio, resultando no aparemito de duas fases, uma mais densa (fase
organica) e outra menos densa (fase aquosa/metand\i fase organica foi transferida para
um baldo de fundo redondo e submetida a concentm@aum evaporador rotativo a uma
temperatura de 50 °&€ 3°C, resultando em uma fracdo de polaridade im@idma que

apresenta maiores quantidades de terpendides eostmapfendlicos. A fase aquosa, foi
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basificada com hidréxido de amdnio até atingir fHelsubmetida a extracdo com 15,00 mL
(em duplicatas) de uma mistura de cloroférmio eamat na proporcao 3:1 (v/v). Isso
novamente resultou no aparecimento de duas faseseis. A fase organica foi separada da
fase menos densa, a aquosa, e novamente a fasécarfyd submetida a mais uma extracao
com 15,00 mL de cloroféormio. Em seguida, em um dalé fundo redondo reuniu-se a fase
organica e esta foi submetida a concentracdo ersvaqporador rotativo a uma temperatura
de 50 °Ct 3°C, resultando em uma fracdo basica rica emaGidiesd. A fase aquosa que
permaneceu no funil de separacdo também foi comokEntem um evaporador rotativo
mantendo-se as mesmas condi¢des. Esta fase resuoitauma fracdo polar cujos principais
componentes presentes sao alcaldides quaternariogidos.

Tém-se entdo apoés o fracionamento quimico fibigsaro diferentes fracdes, sendo
elas: fracdo neutra (gorduras e graxas), fracdd@nag de polaridade intermediaria
(terpendides e compostos fendlicos), fracdo baGtzaldides) e fracdo polar (alcaldides
quaternarios e n-6xidos).

O procedimento experimental para o fracionamenimigo das diferentes classes de

metabolitos esta representado na Figura 6.
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| Extrato bruto |

Homogeneizar por 10 min
em uma mistura
MeOH:H,0 (4:1 v/v). Filtrar

|

Extrair 3x com Acetato de etila Acidificar o meio com H,SO,
Filtrar Extrair 3x com CHCl;
Filtrado | Fase oraanica | | Fase aquosa |
| Eval)orar Evaporar Basificar em pH 10

Fibra Extrair 2x em CHCl3;:MeOH
| ‘ 3:1 v/ve 1x em CHCl;

(polissacarideos)

Fracdo neutra
(gorduras e
graxas)

Fracdo organica
(terpendid es e compostos fendlicos)

|Fase aguosa |

Fase CHCl=MeOH |

Evaporar Eva|porar
Fragédo basica Fracao polar
(alcaldides) (alcaléides quaternarios
e n-6xidos

Figura 6: Procedimento experimental para o fracionamentmiqo das diferentes classes de
metabolitos.

3.5 Andlise por Espectroscopia no Infravermelho com Trasformada de Fourier

(FTIR)

Os extratos brutos, as fracdes organicas e goreéuyesxas obtidas no fracionamento

quimico foram analisados por espectroscopia na@oedp infravermelho por ser uma técnica

de inestimavel importancia na analise organicaiigiab.
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Para preparar as pastilhas foram pesados 0,00@7cgdh extrato ou fracdo e em
seguida homogeneizados uniformemente com 0,1500e gKBr e algumas gotas de
cloroférmio.

Os espectros no infravermelho foram registradosegiio de 400-4000 ¢hem

resolucdo de 1,93 che média de 80 leituras.

3.6 Analise Espectrofotométrica no Ultravioleta—Visive(UV-VIS)

Foram analisados todos os extratos brutos, asefsadgdésicas e gorduras e graxas. Os
espectros foram registrados nos comprimentos dasogntre 189-890 nm.

Para a analise dos extratos brutos 20,0000 mg die exdrato foram re-dissolvidos
em 6,00 mL do solvente extrator de acordo com pgpanento de misturas, Tabela 2.

Para a andlise das fracdes basicas e gorduraxasgt@,0000 mg de cada fracao

foram re-dissolvidas em 5,00 mL de metanol.

3.7 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foram submetidas as analises cromatograficas e@eBaorganica e basica obtidas
apos o fracionamento quimico dos extratos brutos.

As amostras provenientes das fracdes organicas fpraparadas re-dissolvendo
toda a massa obtida no fracionamento quimico e®01®L de metanol. Apés uma hora,
cada solucéo foi filtrada em filtro comum. Desteddo foram tomadas aliquotas defi5e
diluidas com 47%L (1:20 v/v) da fase movel. As amostras diluidasifo filtradas em filtro
Millipore Millex com 0,22um de tamanho de poro, colocadas eppendorfe armazenadas

emfreezeraté as analises.
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O esquema na Figura 7 representa as etapas peasopara preparar as amostras

para as analises cromatograficas das fracfes oegani

Fracdo Organica

Dissolver em 10 mL de
metanc
T

1 hora em
repous:
|
Filtragdo em
filtro comurr
I

Diluicao de 25.L da mistura em 475

uL da fase méve(1:20 v/v'
I

Filtrag&o em filtro Millipore Millex
[
Analise por CLAE

Figura 7. Sequéncia do procedimento experimental para papredas amostras para as
analises cromatograficas das frac6es organicas.

As amostras das fragbes basicas foram preparagamde o mesmo procedimento
experimental das frag6es organicas, com a Unieaetti€a de ndo ter sido necessario realizar a
etapa da diluigao.

As condi¢fes cromatograficas foram: coluna Gemigi@DS PN0380 Phenomenex
(250 mm x 4,6 mm), com tamanho de particula devb temperatura do forno de 50 °C,
volume de injecdo de 2(L, vazdo da fase movel de 1 mL/min, eluicdo moatdar nos

comprimentos de ondas 210, 240, 272 e 305 nm.
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A escolha dos comprimentos de ondas foi feita &mer uma varredura no espectro,
a fim de verificar quais picos apareciam com maidreqiéncias durante as analises. O
comprimento de onda em 210 nm foi o escolhido parautilizado na analise exploratoria
multivariada dos dados cromatograficos por ser e gpresentou maiores informacdes
quimicas, ou seja, o0 maior numero de picos cromafticgs na impressao digital dos

metabodlicos secundarios.

3.8 Programas Computacionais

O programa computacional de analise de fatores ipo @ e as rotacOes
desenvolvidos pela professora Dra. leda Spacinovéci®, do laboratorio de Quimiometria
em Ciéncias Naturais (LQCN) do Departamento de @airda Universidade Estadual de
Londrina foram utilizados para os calculos de diasgao.

Para calcular os efeitos bem como para a modelaigsnsuperficies de resposta o

programa STATISTICA 6.0 foi utilizado.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito dos Solventes na Extracdo de Metabolitos Sewlarios.

Na primeira etapa deste trabalho a metodologiaiderficie de resposta foi aplicada

aos rendimentos obtidos das fibras, extratos briagdes organica, neutra, basica e também

aos residuos do fracionamento, que foram obtidasé&g do calculo da diferenca da massa do

extrato bruto com a soma de todas as massas das frat;6es. Os erros padrao foi estimado

pelo erro experimental determinado pelas trésaafals no ponto central. Os rendimentos em

gramas, a média e o desvio padrdo podem ser wviatbabela 3.

Tabela 3Composicéo do sistema extrator em volume (mlodiraento (g) dos extratos brutos, fibras,

fracGesneutra, organica, basica e residuos.

)

Extrato Sqlventes F-Qendimento' .
Etanol | Acetato | Diclor. Acetona | Clorof. Bruto Neutra | Orgéanica Béasica | Fibra Residuos
1 90 0 0 0 0 1,1093 0,2620 0,5858] 0,0068 0,0165 0,2382
2 0 90 0 0 0 0,6646 0,2911 0,2989 0,0090 0,0294  362,0
3 0 0 90 0 0 1,1128 0,8461 0,1644 0,007 0,0168 7780
4 0 0 0 90 0 0,9193 0,315% 0,5627 0,0064 0,0456 0169,
5 0 0 0 0 90 1,1615 0,8701 0,2345 0,0107 0,0347 116,0
6 45 45 0 0 0 1,2679 0,4306 0,6928 0,0045 0,0231 1160,
7 45 0 45 0 0 1,6657 0,6308 0,5063 0,0086 0,0%21 4720,
8 45 0 0 45 0 1,2112 0,453% 0,5666) 0,0024 0,0123 1764,
9 45 0 0 0 45 1,527§ 0,7144 0,5587 0,0020 0,0294 2230,
10 0 45 45 0 0 1,2014 0,7868 0,3546 0,0088 0,0245 ,0310
11 0 45 0 45 0 0,9257 0,4455 0,4149 0,0102 0,0889 ,016@
12 0 45 0 0 45 1,0960 0,5634 0,3208 0,0112 0,0295 ,1710
13 0 0 45 45 0 1,2775 0,6066 0,5646 0,00[78 0,0543 ,044Q
14 0 0 0 45 45 1,2028 0,3278 0,3768 0,00P1 0,0584 ,431@
15 0 0 45 0 45 1,1458 0,755} 0,2861 0,00[71 0,022 07409,
16 30 30 30 0 0 1,1453 0,6828 0,3138§ 0,0061 0,02890,1137
17 30 0 0 30 30 1,3256 0,6234 0,5497 0,0065 0,08210,1139
18 30 30 0 0 30 1,4594 0,736[L 0,565( 0,0082 0,0492 0,1059
19 30 0 30 0 30 1,5193 0,9460D 0,3784 0,00R3 0,01820,1742
20 30 30 0 30 0 1,2252 0,8928 0,1832 0,0042 0,01250,1325
21 0 0 30 30 30 1,2204 0,7396 0,3806 0,0071 0,0865 0,0566
22 0 30 0 30 30 1,0769 0,558p 0,4703 0,001 0,0485-0,0111
23 0 30 30 0 30 1,189§ 0,9898 0,1763 0,0146 0,0{76-0,0085
24 0 30 30 30 0 1,214 0,540 0,5414 0,0084 0,0172 0,1065
25 30 0 30 30 0 1,3059 0,755p 0,3844 0,0071 0,0807 0,1279
26 22,5 225 22,5 22,5 0 1,2089 0,7604 0,3394 @,0090,0169 0,0828
27 0 22,5 22,5 22,5 22,5 1,1510 0,5916 0,4098 8,0050,0214 0,1229
28 22,5 0 22,5 22,5 22,5 1,52511 0,9022 0,356p ®,0030,0516 0,2111
29 22,5 22,5 0 22,5 22,5 1,3163 0,6304 0,5540 3,0060,0182 0,1074
30 22,5 225 22,5 0 225 1,4623 0,6751 0,5670D %,0030,0386 0,1781
31 18 18 18 18 18 1,3587 0,8153 0,4345 0,0072 0,0p2 0,0788
32 18 18 18 18 18 1,3334 0,7820 0,3836 0,0061 a,0p7 0,1343
33 18 18 18 18 18 1,3841 0,9317 0,3014 0,0048 8,0P9 0,1164
Média 1,2397 0,6622 0,4175 0,009Y 0,0304 0,122
Desvio padrdo 0,1966 0,1988 0,1359 0,0182 0,0131 0,107§
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Aos rendimentos dos extratos brutos foi aplicadsm@ramente o modelo linear.
Como este modelo apesar de significativo apresefatibas de ajuste no nivel de 95% de
confianca, os modelos quadratico e cubico espémiam ajustados aos dados. Estes foram
significativos e ndo apresentaram falta de ajustenivel de 95% de confianca, porém o
modelo cubico especial foi o escolhido por apresenm termo cubico significativo. A

equacdao para este modelo € apresentada abaixo:

y=1,113Gk+ 0,666\ 1,1160+ 0,92E 11645 14620  2,0886
(£0,068) (+0,068p (= 0,0692 (+ 0,06B2(x 0,084+ 0,380%+ 0,3303

+1,4512c+ 1,205&d+ 0,9838a 8,42&Ad
(#0,3303 (£ 0,330 (+ 0,3303 (+ 2,0447

A~

onde, Y = resposta prevista pelo modelo, e = etanol, Aetado de etila, d = diclorometano,
a = acetona, ¢ = cloroféormio e os valores entrémgases representam os erros padrao dos
parametros. No restante do trabalho todas assoatiaacdes apresentadas seguirdo essa
mesma notacao para os coeficientes.

Os termos que nao apresentaram significancia rel dé&v95% de confianca foram
omitidos da equacéo. Dessa forma a equacéo apeserd termos significativos.

A andlise de variancia (ANOVA) para esta regressamstrada na Tabela 4.

Tabela 4 Analise da variancia para o ajuste do modeloamibspecial aos rendimentos dos
extratos brutos dilikania laevigataSch. Bip.

Fonte de - Graus de Média F
- Soma quadratica . o

variacao liberdade quadratica
Modelo 1,200421 24 0,050018 10,72127
Residuos 0,037322 8 0,004665
Falta de ajuste 0,036037 6 0,006006 9,34629
Erro puro 0,001285 2 0,000643
Total 1,237743 32 0,038679
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O valor da razao dslQr,i/MQep € 9,34, enquanto o valor da distribuicdo F con?26 e
graus de liberdade € de 19,33 no nivel de 95% digaoga. Como o valor de F tabelado no
nivel de 95% de confianga € maior que a rad@®,/MQep, Ndo ha indicacdo de falta de
ajuste para o modelo cubico especial. Além diss@|ar da razadMQr/MQ; = 10,72, é maior
se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesim@ero de graus de liberdade (24 e 8)
que € 3,12 no nivel de 95% de confianca, indicajuaoo modelo é significativo.

O coeficiente de determinacad Para este ajuste é calculado pela ra88F/'SQr
que é igual a 0,969 e o valor méaximo gdepBderia explicar é dado pBQ - SQp/SQr que
corresponde a 0,998.

Nem sempre, porém, uma regressao dada como sagivifiqpelo teste F € util para
realizar previsdes quantitativas. Pode aconteceragiaixa de variacdo coberta pelos fatores
estudados seja pequena demais, fazendo com queit@ sfbre a resposta figue mascarado
pela extensdo do erro experimental. Uma regragarétnpregada é considerar a regressao Uutil
para fins de previsédo se o valorM@®r/MQ; for de pelo menos, cerca de dez vezes o valor do
ponto da distribuicdo F com o nimero apropriadgrdes de liberdade, no nivel de confianca
escolhidd’. Neste trabalho todos os valores M&«/MQ; calculados ndo satisfazem essa
condicdo, porém, foi possivel fazer um estudo tptalo e interpretar a equagdo para
determinar o solvente ou misturas de solventes pprenite obter o maior rendimento,
considerando que o numero de graus de liberdadé séficiente para testar o modelo com
cinco componentes por completo.

Analisando os coeficientes da equacédo verificaise os termos de interagao
binaria ha um efeito sinérgico maior entre os suk® etanol e diclorometano, quando
comparado aos outros. A equacdo mostra também quesanca de acetato de etila no
solvente extrator deve ser evitada, pois um al&figente de interacdo cubica de efeito

antagbnico entre os solventes etanol, acetatdldesaticlorometano é observado.
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A Figura 8a mostra o grafico dos residuos versuseggostas dos rendimentos
previstas pelo modelo cubico especial, juntamente @ grafico das respostas previstas pelas
observadas, ou seja, a qualidade do ajuste, Fgjura distribuicdo é aleatodria, ndo revelando
tendéncias. Na Figura 8b é possivel ver claramguée o maior rendimento (1,6657g) €&
obtido com o solvente de mistura binaria de etarditlorometano, extrato 7, enquanto que o

menor rendimento (0,66469) € observado para os@\miro acetato de etila, extrato 2.
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Figura 8: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajusteddelo cubico especial e (b) das
respostas previstas pelas respostas observadassparadimentos do extrato bruto.

As curvas de nivel para o modelo cubico especiitamp aos rendimentos do
extrato bruto podem ser vistas na Figura 9, ondeoagponentes acetato de etila e acetona
foram igualados a zero para simplificar e represesin apenas duas dimensdes a superficie

de resposta.
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Etanol Diclorometano

Figura 9: Superficie de resposta para os componentes ewiolbrometano e cloroférmio
aplicada aos rendimentos do extrato bruto.

Pela inspecédo da superficie de resposta pode-sgvabgjue a regido de maior
rendimento encontra-se localizada no vértice egtiaol e diclorometano na proporcao 1:1
ou na mistura ternaria entre os trés componentegepdo um rendimento maximo de 1,600g
de extrato.

Aos rendimentos obtidos das fracdes neutras foralicados os modelos linear,
quadratico e cubico especial. Todos os modelosrfa@ignificativos e ndo apresentaram falta
de ajuste no nivel de 95% de confianca, porém, detoocubico especial foi o escolhido e
ajustado aos dados por apresentar um termo cuigitficativo. A equacao para este modelo

€ apresentada abaixo:

y=0,259%+ 0,286A+ 0,843%+ 0,314 0,8663 9,1&0Na
(x0,2089 (+0,108p (+ 0,1096 (+ 0,1086(+ 0,1086(+ 3,2b29

A analise de variancia (ANOVA) para esta regressamstrada na Tabela 5.
O valor da razéao délQr,i/MQep € 2,21, enquanto o valor da distribuicdo F con26 e

graus de liberdade € de 19,33 no nivel de 95% digaoga. Como o valor de F tabelado no

33



nivel de 95% de confianga € maior que a rad@®,/MQep, Ndo ha indicacdo de falta de
ajuste para o modelo cubico especial. Além diss@lar da razadQr/MQ; = 4,13, é maior
se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesmero de graus de liberdade (24 e 8)

que € 3,12 no nivel de 95% de confianca, indicajuaoo modelo é significativo.

Tabela 5 Analise da variancia para o ajuste do modeloamibspecial aos rendimentos das
fracbes neutras obtidas apos o fracionamento dest@s brutos.

Fonte de " Graus de Média F
- Soma quadratica . .

variacao liberdade quadratica
Modelo 1,170400 24 0,048767 4,130138
Residuos 0,094460 8 0,011808
Falta de ajuste 0,082104 6 0,013684 2,214963
Erro puro 0,012356 2 0,006178
Total 1,264860 32 0,039527

O coeficiente de determinacad Para este ajuste é calculado pela ra88F/SQr
que é igual a 0,925 e o valor méaximo gdepBderia explicar é dado pBQ - SQp/SQr que
corresponde a 0,99.

A equacao mostra a existéncia de seis termos isigtivDs, ou seja, que possuem
coeficientes com valores mais altos em relacaoram padrao. A composi¢cdo do solvente
extrator deve conter maior quantidade de uma naigemaria entre 0os componentes etanol,
acetato de etila e acetona devido a presenca ddéam@ainergia. Analisando os coeficientes
lineares verifica-se que os solventes puros dioletano e cloroférmio apresentam valores
maiores quando comparado aos outros.

A Figura 10a mostra que os residuos deixados peisteaestao distribuidos
aleatoriamente, garantindo que nao possui nenhena&ncia nos resultados. Na figura 10b
observa-se que o extrato de niumero 19, obtido camistura ternaria entre os solventes

etanol, diclorometano e cloroférmio, esta entrenagres respostas previstas.
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Figura 10: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajustaaltelo cubico especial e (b) das
respostas previstas pelas respostas observadas ggn@imento das fragdes neutras.

As curvas de nivel para o modelo cubico especlaam aos rendimentos da fracao
neutra pode ser vista na Figura 11, onde os compemecetato de etila e acetona foram
igualados zero para simplificar e representar eenas duas dimensdes a superficie de
resposta. O valor maximo para o rendimento da draggutra € obtido com uma mistura

ternaria entre os solventes etanol, diclorometacloreformio, extrato 19.

Cloroférmio

OO0O0O0O0O0 O
wWhrUION® O

Etanol Diclorometano

Figura 11: Superficie de resposta para os componentes; etholrometano e cloroformio
aplicada aos rendimentos das fracdes neutras slitafacionamento dos extratos brutos.
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Aos rendimentos obtidos das fracfes organicas fagdimados os modelos
linear, quadratico e cubico especial. O modelaaliriei significativo e ndo apresentou
falta de ajuste no nivel de 95% de confianca, emgugue para o modelo cubico especial
isso foi verificado apenas no nivel de 90%. A enegs de um termo cubico significativo
fez com que o modelo cubico especial fosse esatmustado aos dados. A equacao

para este modelo € apresentada abaixo:

y=0,588&+ 0,302A+0,1659d+ 0,562&8+ 0,23@5 9,1588a
(£0,0910 (0,091 (= 0,090 (+ 0,0910(+ 0,091+ 2,7p66

onde, o termo em negrito para o solvente dicloraneapesar de ndo ser significativo
mostrado na equacao, no restante do trabalho pergeatado todos os termos lineares,

sendo eles significativos ou néo.

A analise de variancia (ANOVA) para esta regressamstrada na Tabela 6.

Tabela 6 Analise da variancia para o ajuste do modeloanibspecial aos rendimentos das
fracOes organicas obtidas com o fracionamento xlioates brutos.

Fonte de " Graus de Média F
- Soma quadratica . f:

variacao liberdade quadratica
Modelo 0,525309 24 0,021888 2,638498
Residuos 0,066365 8 0,008296
Falta de ajuste 0,057344 6 0,009557 2,118872
Erro puro 0,009021 2 0,004511
Total 0,591674 32 0,018490

O valor da razéao délQr,i/MQep € 2,11, enquanto o valor da distribuicdo F con?26 e
graus de liberdade € de 9,33 no nivel de 90% diaoga. Como o valor de F tabelado no
nivel de 90% de confianga € maior que a rad@®,/MQep, Ndo ha indicacdo de falta de

ajuste para o modelo cubico especial. Além diss@lar da razad1Qx/MQ; = 2,63 € maior
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se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesmw@ero de graus de liberdade (24 e 8)
que € 2,40 no nivel de 90% de confianca, indicajuaoo modelo é significativo.

O coeficiente de determinacad Para este ajuste é calculado pela ra88F/SQr
que é igual a 0,887 e o valor méaximo gdepBderia explicar é dado pBQ - SQp/SQr que
corresponde a 0,984.

A equacdo mostra a existéncia de cinco termosfeigtivos. Os termos lineares
correspondentes aos solventes etanol e acetonamaaces quando comparado em relacao
aos outros. Um alto coeficiente de interacdo amiagdde mistura ternaria entre os solventes
etanol, acetato de etila e acetona é observado.

A Figura 12a mostra os residuos deixados peloeajmtsus as respostas previstas
pelo modelo cubico especial, juntamente com o gpéafilas respostas previstas pelas
observadas, Figura 12b. A distribuicdo dos resihdasrevela tendéncias. Pela Figura 12b é
possivel observar que o extrato de numero 20 erceatentre as posicfes de menores
respostas observadas e previstas. A maior respostésta € observada para os extratos de
namero 6 e 18, que apresentou um rendimento de2&36@ 0,5650g respectivamente,

conforme observado na Tabela 3.
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Figura 12: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajustaaltelo cubico especial e (b) das
respostas previstas pelas respostas observadas rgan@dimento das fracdes organicas.
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As curvas de nivel para o modelo cubico especibtaad aos rendimentos das
fracdo organica pode ser vista na Figura 13, osdmmponentes da mistura diclorometano e
acetona foram igualados a zero para simplificaeprasentar em apenas duas dimensdes a
superficie de resposta.

Pela inspecéo da superficie de resposta obsergaese maior rendimento previsto
para a fracdo organica (0,7000g) esta localizadoegi@o da mistura ternaria 70% etanol,

20% acetato de etila e 10% cloroférmio.

Cloroférmio

ooooo
whuo~N

- 9
Etanol Acetato de etila

Figura 13: Superficie de resposta para os componentes etareigto de etila e cloroférmio
aplicada aos rendimentos da fragéo organica.

Aos rendimentos obtidos das fracdes basicas fonalinados os modelos linear,
quadratico e cubico especial. Todos foram sigrifioa nos niveis de 90% e 95% de
confianca, porém todos apresentaram falta de ajuste

Uma forma escolhida para interpretar os resultaftds montar a figura do
planejamento de misturas substituindo os valoregeraxentais em seus respectivos lugares,

como pode ser visto na Figura 14.
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Figura 14: Planejamento de misturas Centroide-Simplex cowatiwes dos rendimentos das
fracdes basicas obtidas com fracionamento dostestbautos.

E possivel observar que dos cinco solventes purdsroformio € o extrator que
permitiu 0 maior rendimento da fracdo basica, atlamapresentar um efeito de interacéo
sinérgico com o solvente acetato de etila. Ha tambéis efeitos de interacdes sinérgicos
significativos, um na mistura ternaria, compostageolventes cloroférmio, acetato de etila e
acetona (0,0011g) e outro na mistura binaria, catap@or acetato de etila e acetona
(0,0102g).

Aos rendimentos das fibras foi aplicado o modehedr, mas como este néo foi
significativo no nivel de 95% de confianca os modejuadratico e cubico especial foram
testados aos dados. O modelo quadratico foi ol@gdogbor ser o Unico significativo no nivel
de 95% de confianca. A equacao para este modgleesemtada abaixo:

)7=C() 017%+0,0321A+ 0,021@+ 0,0498+ 0,0348 0,1068 0,1060ea
0

,0109 (+0,010p (+ 0,0102 (+ 0,01p2(+ 0,030+ o0,0412(+ 0,0412

’
+

onde, 0s termos em negrito representam os valéeesignificativos.
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A analise de variancia (ANOVA) para esta regressamstrada na Tabela 7.

Tabela 7 Andlise da variancia para o ajuste do modelo @i@d aos rendimentos das
fibras obtidas com o fracionamento dos extratosobrdaMikania laevigataSch. Bip.

Fonte de " Graus de Média F
- Soma quadratica . .

variacao liberdade quadratica
Modelo 0,003551 14 0,000254 2,29558
Residuos 0,001989 18 0,000110
Falta de ajuste 0,001964 16 0,000123 10,00619
Erro puro 0,000025 2 0,000012
Total 0,005540 32 0,000173

O valor da razéo dslQ:,/MQep € 10,00, enquanto o valor da distribui¢éo F core 16
2 graus de liberdade € de 19,43 no nivel de 95%onianca. Como o valor de F tabelado no
nivel de 95% de confianga € maior que a rad@®,/MQep, Ndo ha indicacdo de falta de
ajuste para o modelo cubico especial. Além diss@lor da razaMQr/MQ; = 2,29, é igual
se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesmero de graus de liberdade (14 e 18)
que € 2,29 no nivel de 95% de confianca, indicajuaoo modelo é significativo.

O coeficiente de determinacad Para este ajuste é calculado pela ra88F/SQr
que é igual a 0,640 e o valor méaximo gdepBderia explicar é dado pBQ - SQp/SQr que
corresponde a 0,99.

A equacdo mostra que os coeficientes lineares extees valores préximos um dos
outros. Ha também entre os coeficientes de interbg#ria um de efeito sinérgico com o0s
solventes etanol e diclorometano, e outro de ef@iiagbnico com 0s solventes etanol e
acetona. Pela Tabela 3, pode-se verificar que mtextle nimero 8 preparado com 0s
solventes etanol e acetona na proporcao 1:1 apoesemenor rendimento (0,0123g).

A Figura 15a mostra os residuos deixados peloeajmtsus as respostas previstas

pelo modelo quadrético, juntamente com o grafice m@postas previstas pelas observadas
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Figura 15b. A distribuicdo dos residuos nédo revelaéncias. Através da Figura 15b é
possivel observar que o maior rendimento (0,584dado pelo extrato 14, preparado com
uma mistura binaria de acetona e cloroférmio. Qa¢xt8 apresentou tanto a menor resposta

prevista quanto a observada.
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Figura 15: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajustenddelo quadratico e (b) das
respostas previstas pelas respostas observadas rgar@dmento das fibras.

As curvas de nivel para o modelo quadratico aplicaols rendimentos das fibras
pode ser vista na Figura 16, onde os componengtataae etila e etanol foram igualados a
zero para simplificar e representar em apenasdaioansdes a superficie de resposta.

Pela analise da superficie de resposta observaee gnaior rendimento para as

fibras encontra-se localizado no vértice entreobgestes acetona e cloroférmio.
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Figura 16: Superficie de resposta para 0s componentes; dickiemo, acetona e
cloroférmio, aplicada aos rendimentos das fibras.

Aos residuos, ou seja, a parte ndo soluvel dooimacnento, foram aplicados os
modelos linear, quadratico e cubico especial. Taosnodelos foram significativos e néo
apresentaram falta de ajuste no nivel de 95% diaoga, porém, devido a presenca de um
termo de interacdo cubico significativo no modelibico especial, este foi o escolhido e

ajustado aos dados. A equacao para este modeteseatada abaixo:

y=0,241%+0,0389A+ 0,0818- 0,007& 0,0162
(£0,0737) (+0,073Y (+ 0,0737 (+ 0,0787(+ 0,0937

+1,178%d+ 1,598&8c- 5,543Bdc
(£0,356§  (+0,356B  (+ 2,2086

onde, 0s termos em negrito representam os valéeesignificativos.

A analise de variancia (ANOVA) para esta regressamstrada na Tabela 8.

O valor da razao délQr,i/MQep € 8,71, enquanto o valor da distribuicdo F con26 e
graus de liberdade € de 9,33 no nivel de 90% diaoga. Como o valor de F tabelado no
nivel de 90% de confianga € maior que a rad@®,/MQep, Ndo ha indicacdo de falta de

ajuste para o modelo cubico especial. Além diss@lar da razadiQx/MQ; = 2,51 € maior
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se comparada ao valor da distribuicdo F com o mesmwro de graus de liberdade (24 e 8)
que € 2,40 no nivel de 90% de confianca, indicajuaoo modelo é significativo.

O coeficiente de determinacad Para este ajuste é calculado pela ra88F/SQr
que é igual a 0,88 e o0 valor maximo quepRderia explicar é dado pBQ - SQp/SQr que

corresponde a 0,995.

Tabela 8 Analise da variancia para o ajuste do modeloamibspecial aos rendimentos dos
residuos obtidos através do calculo da diferencaaksa do extrato bruto com a soma de
todas as massas das outras fracoes.

Fonte de . Graus de Média F
- Soma quadratica . f:

variacao liberdade quadratica
Modelo 0,328503 24 0,013688 2,514559
Residuos 0,043547 8 0,005443
Falta de ajuste 0,041942 6 0,006990 8,711736
Erro puro 0,001605 2 0,000802
Total 0,372049 32 0,011627

A equacao mostra que entre os termos lineares spem@eficiente do solvente
etanol é significativo no nivel de 95% de confianda dois termos de interagdo binaria de
efeito sinérgico, um entre o etanol e diclorometamooutro entre acetona e cloroférmio. Pela
Tabela 3 verifica-se que os maiores valores dduesisdo para estas duas misturas binarias,
extratos 7 e 14 respectivamente. A equacao mastreém um termo de interacdo antagdnico
entre os solventes acetato de etila, dicloromegatioroférmio, representado pelo extrato 23.

A Figura 17a mostra os residuos deixados peloeajmtsus as respostas previstas
pelo modelo cubico especial, juntamente com o gpéafilas respostas previstas pelas
observadas, Figura 17b. A distribuicdo dos resichdmsrevela tendéncias. Na Figura 17b é
possivel observar que os extratos 7 e 14 encordeana posicdo de maior resposta prevista e

observada, confirmando os termos da equacéo.
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Figura 17: Graficos (a) dos residuos deixados pelo ajustaalbelo cubico especial e (b) das
respostas previstas pelas respostas observadasspasiduos.

As curvas de nivel para o modelo cubico especiadaap aos dados pode ser vista
na Figura 18. Nesta, observa-se que a maior qaaetidie residuo € encontrada para a

mistura dos solventes etanol e diclorometano.

Cloroférmio
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Figura 18: Superficie de resposta para os componentes etaaigto de etila e cloroformio
aplicada aos residuos.

44



4.2 Resultados da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéria

A segunda etapa do trabalho teve como objetivo eoanpa influéncia da
composicdo do meio extrator bem como da fase mdaejualidade da impressédo digital
cromatografica dos metabdlitos secundarios da @Mikania laevigata Sendo assim, a fim
de obter um perfil cromatografico bem informativaajor nUmero de picos) e investigar
possiveis discriminacbes na composicdo quimickaades organica e basica obtidas apos o
fracionamento quimico dos extratos brutos forarmgillas as andlises cromatogréficas.

Foram testadas trés fases moveis de forcas crordfitag distintas, Tabela 9,

selecionadas de acordo com o tridngulo propost&pypdef®.

Tabela 9@ Composicéao e forca das fases moéveis testadaan@ises cromatograficas das
fragcdes organica e basica.

Fase Composicao Forca
FaseA 65% agua; 17,5% metanol; 17,5% acetonitrila 1,00
FaseB 47% agua; 27% metanol; 26% acetonitrila 1,50
FaseC 30% agua; 35% metanol; 35% acetonitrila 2,00

A técnica empregada foi a cromatografia em fasersay sendo utilizado como
eluente em todas as fases moéveis a agua. Comoicaddifes organicos utilizou-se o metanol
e acetonitrila, que com base nos dados apresentaddsratura, foi possivel calcular a forca

do solvente (S) das fases testadas, por meio dinsegquacao:

S=2Si@
onde, 2 Si representa a somatéria do produto da forca do solvente puro, dgua (Si =

0), metanol (Si = 2,0), acetonitrila (Si = 3,1) e @ = fracdo de volume.
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A Figura 19 mostra o namero de picos obtidos paa3d fracdes organicas

analisadas nas fases moveis A, B e C.

Etanol

Acetato de etila
21 20;

Cloroférmio 29, 19
25; 20;

30 22 27 19
u
34 go\ia 30 53

\

[ m 30; 20;

34; 19 . 22 ; 21 H26 23

__Fase mével A
___Fase movel B
Fase movel C

Acetona B Diclorometano
27 18; 2719 33, 19;

Figura 19: Planejamento experimental Centréide-Simplex canvalores dos numeros de
picos obtidos nas analises cromatograficas daddsagrganicas com as fases moéveis A, B e
C.

Observa-se que o aumento da forca da fase movehuira nimero de picos
cromatograficos, porém esta diminuicdo néo tentéeaom o rendimento das fracdes.

Analisando o numero de picos obtidos durante alsaeacromatograficas com a
fase moével A, Figura 19, e de acordo com a TabetdServa-se que a maior quantidade em
massa obtida para a fracdo organica (0,6928g) éutoanmistura binaria entre os solventes
etanol e acetato de etila, extrato 6, que extr8itsbstancias ou misturas de substancias

quimicas, enquanto que a maior diversidade de csto®auimicos (37 picos), foi obtida
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com uma mistura quaternaria entre os solventesletdinlorometano, acetona e cloroformio,
extrato 28, que apresentou um rendimento de ajfeBa66g.

Dentre os solventes puros, o0 menor rendimento 4dg)6foi obtido para o extrato 3,
preparado com diclorometano, porém este extraiaiarnvariedade de compostos quimicos
(33 picos). Isto indica que um alto rendimento @gdo organica ndo garante uma grande
diversidade de compostos quimicos extraidos.

A Figura 20 mostra o numero de picos obtidos pard3afracdes basicas analisadas

nas fases moéveis A, B e C.

Etanol
16; 15,

Acetato de etila
19; 18;

Cloroférmio 20; 19 19; 17, 16; 15
17; 16 u
1 o C 10 20; 17,
20/15 10 24; 19, \ i
™ ml9 12
+ 18 A18; |

20; 17 s 14; ;17 H27 16

__Fase mével A
___Fase movel B
Fase movel C

Acetona B Diclorometano
19; 17, 24, 17 22, 18;

Figura 20: Planejamento experimental Centréide-Simplex canvalores dos numeros de
picos obtidos nas analises cromatograficas dasdsagasicas com as fases moveis A, B e C.
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O namero de picos obtidos nas fracdes basicas érrdergue nas fracdes organicas,
ou seja, a fracdo organica possui maior diversidedsompostos quimicos extraidos.

Observa-se novamente que o aumento da for¢ca dani&sel diminui o nimero de
picos cromatograficos, porém esta diminuicdo naoridacado com o rendimento das fracoes.

Analisando o numero de picos obtidos durante alsasacromatograficas com a
fase moével A, Figura 20, e de acordo com a TabetdServa-se que a maior quantidade em
massa obtida para a fracdo basica (0,0146g) é coanuistura ternaria entre os solventes
acetato de etila, diclorometano e cloroformio, &xtr23, que extraiu 18 substancias ou
mistura de substancias, enquanto que a maior diaeles de compostos quimicos (27 picos),
foi obtida com uma mistura binaria entre os solegicetato de etila e diclorometano, extrato
10, e com uma mistura quaternaria entre os solsetéaol, acetato de etila, diclorometano e
acetona, extrato 26, que apresentaram um rendirder@@038g e 0,0094g respectivamente.

Dentre os solventes puros, o cloroférmio apreseatawaior rendimento (0,01079),
com 17 picos, porém a maior variedade de compaostiosicos extraidos (22 picos) foi com o
diclorometano que apresentou um rendimento de aff0877g.

Na seqUéncia, a fim de identificar substancias agfpas do material vegetal e
investigar possiveis discriminacées na composi¢@miga das diferentes fracdes, realizou-se
um estudo exploratério dos dados cromatografictisiadcom a fase movel A, por ser a que
apresentou maior informacéo quimica, ou seja, @ommimero de picos.

A Figura 21 mostra os cromatogramas das 33 frab@sgas da plant®ikania
laevigata obtidas apds o fracionamento quimico dos extratoso®. Nesta, observa-se a
influéncia da composi¢cdo do sistema extrator nacexmnacdo dos compostos quimicos,
principalmente nos tempos de retencdo proximog;a3%; 4,3 e 15,5 min. A Figura mostra
também que a intensidade desses quatro picos agradtos depende da composi¢cdo do

solvente extrator.
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Figura 21: Cromatogramas das 33 fracfes basicas da plikémia laevigataobtidas apds o
fracionamento quimico dos extratos brutos.
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O conjunto dos dados original desses cromatogrdoiagansformado em uma
matriz de dimensdo 33x1434 (33 amostras/cromat@gapor 1434 variaveis/alturas dos
picos), correspondente ao tempo de retencdo dariitas. Essa matriz foi submetida ao pré-
processamento por comprimento de vetor para nearabs variacbes causadas pela
quantidade de amostra injetada e em seguida sulanzetinalise de componentes principais.

No restante do trabalho todos os dados obtidoHPC, UV-VIS e FTIR foram
normalizados por comprimento de vetor.

A Figura 22 representa o grafico dos escores dds CP2 e CP3. Neste é possivel

observar a formacéo de cinco grupos e dois subgrdgairo do grupo V.

£

Figura 22: Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dadomtograficos das 33
fracOes basicas da plaribkania laevigata.

As trés primeiras componentes principais (CP) eapli 88,95% da variancia total

contida nos dados e embora a CP1 explique sozi®h@3% da variancia, a melhor
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discriminacdo dos grupos pode ser verificada ngegéio das CP2 e CP3, Figura 23. A CP2
consegue discriminar com 10,39% de variancia opagd, Il e IV, localizados na regido

positiva, dos grupos lll e V, na regidao negativaCR3 com apenas 8,73% de variancia
consegue discriminar o grupo | dos grupos Il elb¢alizados na regido positiva, enquanto

0s grupos Il e V estdo localizados na regido negati

0,5

0,4}

0,3t

0,2t

CP3

0,1}

0,0}

0,1t

0,2t

-0,3
-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
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Figura 23: Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos dados tognaticos das 33 fracOes
bésicas da plantdikania laevigata.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentadbgyura 24. Esta Figura
mostra que todos os valores dos loadings da CPpasitivos, enquanto que para a CP2 e
CP3 é possivel observar picos em regides poskiveegativas.

Nos loadings da CP1 os valores mais altos correlgmras substancias com tempos
de retencdo em 2,4 e 3,0 min. Isto indica que asstas dos grupos | e I, alocadas na parte

menos positiva da CP1 (Figura 22), sofrem menduéntia das variaveis com valores mais
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altos de loadings, ou seja, possuem menores gadesdda substancia ou misturas de

substancias extraidas nos tempos de retencédo enB)4nin.
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Figura 24: Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 paradssdcromatograficos das 33
fracOes basicas ddikania laevigata

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dossgilpe V, que possuem
valores de escores negativos (Figura 23), sofrenormafluéncia das variaveis que
apresentam valores negativos de loadings, ou s&a.especialmente caracterizadas pelos
tempos de retencdo 2,4 e 3,0 min. Ja as amostrgeugdo I, com valores de escores mais
positivos, possuem uma maior quantidade das sulssaextraidas no tempo de retencdo em

14,5 min, com valor de loading positivo.
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Nos loadings da CP3 a variavel que discrimina asstnas dos grupos |, Il e IV,
que possuem valores de escores positivos, é aasalzsbu mistura de substancias extraida
no tempo de retencdo em 15,2 min. As amostras gpog Il e V, com valores de escores
negativos sofrem maior influéncia da variavel ca@ampo de retencdo em 14,5 min que
apresenta valor de loading negativo.

Para confirmar os resultados da analise de compsmeprincipais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dadosatograficos das 33 fracdes basicas. O
dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostragt3} alores de altura dos picos
cromatograficos esta representado na Figura 25¢ quile ser observado no valor de

distancia Euclidiana de 1,5 os mesmos grupos fosmath analise de componentes

principais, Figura 22.

Distancia Euclidiana
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Figura 25: Dendrograma baseado nos dados cromatograficos3daac8es basicas da planta
Mikania laevigata.
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A Figura 26 mostra os cromatogramas com tempotdag&o no intervalo de 0 a 17

mim, das 33 fracbes organicas da pladiiania laevigataobtidas apds o fracionamento

quimico dos extratos brutos.
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Figura 26:. Cromatogramas com tempo de retencdo no intedal® a 17 mim, das 33
fracbes organicas da plantéikania laevigataobtidas apds o fracionamento quimico dos

extratos brutos.

Analisando essa Figura, observa-se que a presengemdpico muito intenso no

tempo de retencdo de aproximadamente 15 min cxsilbaitros picos.

A Figura 27 mostra o grafico dos loadings das CEP8. Esta Figura confirma que

0 pico de maior influéncia, responséavel para aridiscacdo das amostras esta em torno de 15

min. Sendo assim, na andlise exploratdria dos dddsn utilizadas as informacgdes

cromatograficas nos tempos de 1,5 a 14 min, Fig8ra
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Figura 27: Gréfico dos loadings das CP1 e CP3 para os dadosatogréficos das 33 fracdes
organicas ddikania laevigata.

Na Figura 28, observa-se a influéncia da composgdosistema extrator na
concentracdo dos compostos quimicos, principalmeosetempos de retencdo proximos a

2,3:2,7:8,2; 10,9 e 11,5 min.
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Figura 28: Cromatogramas com tempo de retencao no intefy&léd 14 mim, das 33 fracbes
rganicas da plantdikania laevigataobtidas apds o fracionamento quimico dos extratos
brutos.

Para a analise de componentes principais das gaggéanicas, o conjunto dos dados
original desses cromatogramas foi transformado era matriz de dimensédo 33x1172 (33
amostras/cromatogramas por 1172 variaveis/altunaspttos), correspondente ao tempo de
retencao de 14 minutos.

A Figura 29 representa o grafico dos escores dds CP2 e CP3. Neste é possivel
observar a formacéo de trés grupos.

As trés primeiras componentes principais (CP) eapli 77,23% da variancia total
contida nos dados e embora a CP1l explique sozith42% da variancia, a melhor
discriminacdo dos grupos pode ser verificada ngegéio das CP2 e CP3, Figura 30. A CP2
consegue discriminar com 17,76% de variancia opagu e lll, localizados na regido
positiva, do grupo Il na regido negativa. A CP3 capenas 9,09% de variancia consegue

discriminar o grupo |, localizado na regiao positiv
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Figura 29: Gréfico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos demoatograficos das 33
fracOes organicas da plariikania laevigata.
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Figura 30: Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos dados tognaticos das 33 fracOes
organicas da plantdikania laevigata.
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Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentadbggura 31. Esta Figura
mostra que todos os valores dos loadings da CPpasitivos, enquanto que para a CP2 e

CP3 é possivel observar picos em regides poskiveegativas.
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Figura 31. Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 paradssdcromatograficos das 33
fracOes organicas ddikania laevigata

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dossgtup Ill, com valores de
escores positivos (Figura 30), permitem extrair unaor quantidade das substancias com
tempos de retencdo em 8,3 e 10,9 min, enquant@sjaenostras do grupo Il, que possuem
valores de escores negativos, sdo discriminadasipaimente devido a variavel com tempos
de retencédo em 8,0 e 10,5 min.

Nos loadings da CP3 as variaveis que discriminananagstras do grupo |, com

valores de escores positivos, sao as substanaiasecopos de retencéo 8,7 e 11,3 min.
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Para confirmar os resultados da analise de compsmeprincipais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos deosatograficos das 33 fracbes organicas.
O dendrograma obtido pelo conjunto de 33 amostrdd 7?2 valores de altura dos picos
cromatograficos esta representado na Figura 32¢ quile ser observado no valor de
distancia Euclidiana de 2,5 os mesmos grupos fosmath analise de componentes

principais, Figura 29.
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Figura 32: Dendrograma baseado nos dados cromatograficos3d&agdes organicas da
plantaMikania laevigata.

4.3 Resultados da Espectroscopia no Infravermelho comransformada de Fourier

A proxima etapa deste trabalho teve como objetwzerf um estudo exploratorio dos
dados espectrais obtidos apds as analises dogoextreutos e das fragcdes organica e

gorduras/graxas por espectroscopia no infravermmhotransformada de Fourier.
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A Figura 33 mostra os espectros dos 31 extratae®dpreparados de acordo com o

planejamento experimental, Figura 19.
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Figura 33: Espectros de infravermelho dos 31 extratos brpteparados de acordo com o
planejamento experimental.

Para a analise de componentes principais dos extbatitos, o conjunto dos dados
original desses espectros foi transformado em una#riznde dimensdo 31x1866 (31
amostras/espectros por 1866 variaveis/transmitdncia

A Figura 34 representa o grafico dos escores dds CP2 e CP3. Neste é possivel
observar a formacédo de sete grupos e um subgrupmoddo grupo IV formado pelas
amostras 20, 25 e 13, bem como duas amostrasasokaé 7 nominadas grupos VI e VI,

respectivamente.

60



Figura 34: Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dmpextroscopicos dos 31
extratos brutos da plankdikania laevigata

As trés primeiras componentes principais (CP) eapli 94,94% da variancia total
contida nos dados e embora a CP1 explique sozi®h@2% da variancia, a melhor
discriminacédo dos grupos pode ser verificada ngegéio da CP2 e CP3, Figura 35. A CP2
consegue discriminar com 0,07% de variancia osague VI do grupo Il, localizados na
regido positiva, dos outros grupos. A CP3 com aped@5% de variancia consegue

discriminar os grupos V e VI, localizados na regi@s negativa, dos demais grupos.
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Figura 35: Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos dadostrespépicos dos 31 extratos
brutos da plantMikania laevigata.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentadégura 36. Nesta é possivel
ter uma idéia das regibes espectrais que permiteistiacdo entre os grupos formados na
Figura 34. Todos os valores dos loadings da CPlpséiivos, enquanto que para a CP2 e
CP3 séo observadas bandas em regides positivamatvas.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dossgtupd e VI com valores de
escores positivos (Figura 35), sofrem maior infai@ndas transmitancias que apresentam
valores positivos de loadings, ou seja, sdo edpemide caracterizadas pelos numeros de
ondas 1606, 2777, 2844 e 3225trda as amostras pertencentes aos grupos IIl, & W
gue possuem valores de escores negativos, sofreon miguéncia das transmitancias com
nimeros de ondas 665 e 2254cirom valores de loadings negativos.

Nos loadings da CP3 as transmitancias que disaimias amostras dos grupos V e

VI, que possuem valores de escores mais negatb@ms caracterizadas pelos numeros de
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ondas 665, 1062, 1151, 1350, 1585, 2254, 2734 © 289" Ja as transmitancias que
discriminam as amostras dos grupos | e IV, comrealae escores mais positivos, sao
aquelas que apresentam valores de loadings pasitwoseja, 0s numeros de ondas em 967,

1424 e 3306 cih
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Figura 36: Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 paradssdespectroscopicos dos 31
extratos brutos.

A regigio em torno dos nimeros de ondas 3225 e &06aracteriza as absorcées
correspondentes ao estiramento de OH em alcod®<3B00 crit), fendis (3400-3200 cih)
e &cidos carboxilicos (3550-2500 Ynpodendo ter contribuicdes de estiramento de NH e

amidas (3500-3070 ¢ e aminas (3600-3200 ¢
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As bandas presentes na regido R1 (2933-2690) csdo compativeis com o
estiramento de C&MH em alcanos (2950-2850 & H-CO de aldeidos alifaticos (2900-2700
cm?) e N-CH; de aminas alifaticas (2820-2780 ®nA banda com freqiiéncia de absorcado
em 2254 cnt pode indicar a presenca de grupamentos nitril&1(2D00 crit), estiramento
C=C (2260-2170 ci) em acetilenos di-substituidos e isocianatos (Z2Z8 cnt).

As bandas presentes na regido R2 (1673-1401) godem indicar a presenca de
estiramento de C=C em compostos aromaticos (1680-t#i'), alcenos alifaticos (1695-
1540 cm'), deformac&o angular CH de éteres (1475-144%) caminas e iminas (1496-1445
cm?), podendo ainda ter contribuicdo de absorcéesstemmento do grupo carbonila em
amida secundaria trans (~1540 Bmestiramento do grupo CN em alquiminas (1690-1470
cm?) e de deformacéio angular NH em aminas (1650-166%).c

A regido R3 entre 1400-1027 ¢neontém bandas caracteristicas correspondentes ao
estiramento de CN em aminas terciarias (1230-168%),@minas aromaticas (1360-1250 cm
1), estiramento de CO em fenois (1300-1140"gréteres (1150-1070 ¢l éster (1275-1020
cm?) e &cido (1320-1210 cf), podendo ainda ter contribuicdes de deformacégslares
CH em alcanos (1310-1175 dn éteres (1406-1372 ¢l entre outros.

A banda em 967 cthpode ser proveniente da deformacéo angular dddakle
alifaticos (975-780 cif) e em 665 ci pode indicar a presenca de vibrages correspaadent
ao estiramento de t-butil (760-650 ¢m

Para confirmar os resultados da analise de compsmeprincipais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos deslesctroscopicos dos 31 extratos brutos.
O dendrograma obtido pelo conjunto de 31 amostra866 valores de transmitancias esta
representado na Figura 37, onde pode ser obsemgadalor de distancia Euclidiana de 0,055

0S mesmos grupos formados na analise de componeittepais, Figura 34.
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Figura 37: Dendrograma baseado nos dados espectroscopico8ldegtratos brutos de
Mikania laevigata.

Embora o espectro de infravermelho seja caradterida molécula como um todo,
certos grupos de atomos dao origem a bandas queewconais ou menos na mesma
freqiéncia de absorcéo, independentemente dausatrdéds moléculas. Neste trabalho os
extratos brutos foram submetidos a um fracionamgoimico, que possibilitou fazer uma
analise mais detalhada dos espectros das fracdestdicar algumas bandas caracteristicas
que séo especificas para determinados compostos.

A Figura 38 mostra os espectros das 33 fracoesigamdgraxas (triplicatas no ponto
central) obtidas apés o fracionamento quimico das®s brutos.

Para a analise de componentes principais das gagireluras e graxas, 0 conjunto
dos dados original desses espectros foi transfarread uma matriz de dimensédo 33x1866

(33 amostras/espectros por 1866 variaveis/transai#s).
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Figura 38. Espectros de infravermelho das 33 fracbes gosdargraxas obtidas apos o
fracionamento quimico dos extratos brutos.

A Figura 39 representa o grafico dos escores dds CP2 e CP3. Neste é possivel
observar a formacéo de cinco grupos.

As trés primeiras componentes principais (CP) eapii 99,96% da variancia total
contida nos dados e embora a CP1l explique sozi®hd0% da variancia, a melhor
discriminacdo dos grupos podde ser verificada ngegsio da CP2 e CP3, Figura 40. A CP2
consegue discriminar com 0,10% de variancia o gitupos grupos lll e 1V, localizados na
regido negativa, dos grupos | e V localizados r@ace positiva. A CP3 ndo consegue

discriminar sozinha nenhum dos grupos.
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Figura 39: Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dmpestroscopicos das 33
fracOes gorduras e graxas.
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Figura 40: Gréafico dos escores das CP2 e CP3 dos dadostresgépicos das 33 fracdes
gorduras e graxas.
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Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentaddgura 41. Nesta é possivel
ter uma idéia das regides espectrais que permitgistincdo entre os cinco grupos formados
na Figura 39. Todos os valores dos loadings dasaP positivos, enquanto que para a CP2 e

CP3 séo observadas bandas em regides positivagaivas.
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Figura 41: Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 paradgsdespectroscépicos das 33
fracOes gorduras e graxas.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras dossghiypll e IV com valores de
escores negativos (Figura 40) sofrem maior infligémas transmitancias que apresentam
valores negativos de loadings, ou seja, sdo edpexrite caracterizadas pelos niumeros de
ondas 1172, 1260, 1378, 1459, 1694, 2357, 28528 @9". Dentre esses, observa-se que as
bandas em 2857 e 2923 tmapresentam os menores valores de transmitanciamo @
intensidade da banda é proporcional & concentragé® resultado pode ser uma evidéncia de
gue as amostras desses grupos possuem maioresdgdestde compostos que possuem
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grupamentos com vibracdes de estiramento d&Esm alcanos (2950-2850 &ine O=C-H
de aldefidos alifaticos (2900-2700 &n sendo esses caracteristicos na composicdo dos
extratos de gorduras e graxas.

Nos loadings da CP3 as transmitancias com numerasdas 1640, 2837, 2894 e
3461 cnt, discriminam as amostras dos grupos | e Ill quespem escores positivos. As
bandas em 3461 c¢hs&o compativeis com as absor¢des correspondemtestiemmento de
OH em &lcoois (3600-3200 ¢y fendis (3400-3200 ci) e Acidos carboxilicos (3550-2500
cm?), podendo ter contribuicdes de estiramento de MHamidas (3500-3070 ¢the aminas
(3600-3200 crif). Em 1640 e 1694 cihsdo compativeis com estiramento de C=C em alcenos
(1675- 1635 crl) e estiramento de C=0 em quinonas (1690-163%) catdeidos (1740-1660
cm?), cetonas (1700-1680 ¢ty acidos carboxilicos (1800-1670 &n amida (1690-1630
cm?) e outros.

Para confirmar os resultados da analise de compsmeprincipais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos deslosctroscopicos das 33 fragbes gorduras
e graxas. O dendrograma obtido pelo conjunto deaBfstras e 1866 valores de
transmitancias esta representado na Figura 42, pouake ser observado no valor de distancia
Euclidiana de 0,075 os mesmos grupos formados Alsande componentes principais,

Figura 39.
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Figura 42. Dendrograma baseado nos dados espectroscopico83dascdes gordura e
graxas.

A Figura 43 mostra os espectros das 33 fracOesnioag (triplicatas no ponto
central) obtidas apés o fracionamento quimico dés®s brutos.

Para a andlise de componentes principais daselagfganicas, o conjunto dos
dados original desses espectros foi transformadarea matriz de dimensdo 33x1866 (33

amostras/espectros por 1866 variaveis/transmit&ncia
A Figura 44 representa o grafico dos escores dds CP2 e CP3. Neste é possivel

observar a formacédo de seis grupos, bem como dnastras isoladas 20 e 28 nominadas

grupo V e VI, respectivamente.
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Figura 43: Espectros de infravermelho das 33 fracdes orgérabtidas apds o fracionamento
guimico dos extratos brutos.

£

Figura 44. Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 dos dapestrescopicos das 33
fracOes organicas.
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As trés primeiras componentes principais (CP) eapii 99,94% da variancia total
contida nos dados e embora a CP1l explique sozi®hadc5% da variancia, a melhor
discriminacdo dos grupos pdde ser verificada ngegsio da CP2 e CP3, Figura 45. A CP2
consegue discriminar com 0,13% de variancia osayuy e VI dos outros grupos. A CP3
com apenas 0,06% de variancia consegue discrimmarupos lll, V e VI localizados na

regido negativa, do grupo |.
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Figura 45: Grafico dos escores das CP2 e CP3 dos dadostresgepicos dos 33 fracbes
organicas.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentadégura 46. Nesta é possivel
ter uma idéia das regibes espectrais que permiteistiacdo entre os grupos formados na
Figura 44. Todos os valores dos loadings da CPlpsaiivos, enquanto que para a CP2 e

CP3 sao observadas bandas em regides positivagaevas.
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Os loadings da CP2 mostram que as amostras dossghdpe VI, com valores de
escores negativos (Figura 45), sofrem maior infligéras transmitancias que apresentam
valores negativos de loadings, ou seja, sdo esperite caracterizadas pelos nimeros de

ondas 1187, 1253, 1459, 1694, 2856 e 2936.cm
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Figura 46: Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 paradgsdespectroscopicos das 33
fracOes organicas.

A regido R1 entre 1532-1069 ¢ngontém bandas caracteristicas correspondentes ao
estiramento de C=C em compostos aromaticos (1680-&d'), deformacées angulares CH
em alcenos (1420-1000 &y alcanos (1465-1370 ¢ty éteres alifaticos (1480-1440 dn
cetonas (1465-1350 c¢ljy amidas (1480-1432 cH), aminas e iminas (1496-1380 ¢n

podendo ainda ter contribuicbes das vibracdes tii@meento C-C em alcanos (1255-1145
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cm?), cetonas (1250-1030 ¢fy) antracenos (1415-1385 djre naftalenos (1390-1370 &
deformacdes angulares de OH em fendis (1410-1316) @malcoois (1350-1260 chy
presenca do grupo CO em anidridos (1300-1008) caicoois (1150-1100 ¢, fenol (1300-
1140 cm'), éteres (1300-1010 ¢ty a presenca de estiramento CN em aminas (1350-113
cm?) entre outros.

A banda presente em 1694 trd compativel com estiramento de C=C em alcenos
alifaticos (1695-1540 cif) e pode indicar a presenca do grupo carbonila &onas (1725-
1665 cnt), aldeidos (1740-1660 c¢tjy acido carboxilico (1760-1660 ¢y amida (1695-
1650 cn') e outros.

Nos loadings da CP3 as transmitancias com nimerasdas 672, 774, 1216, 2356
e 3417 crit discriminam as amostras do grupo | que possuepres@ositivos. As bandas
em 672 e 774 cthpodem indicar a presenca de oscilacdo CH em alc&itd-715 cil),
vibragées de estiramento CC em alcanos (905-760)l (760-650 crit). A banda em 1216
cm® é compativel com deformacdes angulares =@h alcenos (1250-1000 &
estiramento de CC em alcanos (1255-1145)cencetonas (1250-1030 & estiramento de
CO em fenol (1300-1140 chy, éteres (1225-1010 ¢l Acidos carboxilicos (1260-1110 tm
1) e estiramento de CN em aminas terciarias (1230-b&i'). Em 3417 cnt pode indicar a
presenca de estiramento de OH em &lcoois (3600-8&0%, fendis (3400-3200 ci) e
acidos carboxilicos (3550-2500 ¢jm podendo ter contribuicbes de estiramentos deehH
amidas (3500-3070 chy, aminas (3600-3200 cthe C=NH (3400-3300 ct).

Para confirmar os resultados da analise de compsmeprincipais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dapectroscépicos das 33 fracdes
organicas. O dendrograma obtido pelo conjunto de aB®stras e 1866 valores de

transmitancias esta representado na Figura 47, poake ser observado no valor de distancia
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Euclidiana de 0,08 os mesmos grupos formados rsami@ componentes principais, Figura

44,
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Figura 47: Dendrograma baseado nos dados espectroscope88 diacdes organicas.

4.4 Resultados da Analise Espectrofotométrica no Ultraweleta—Visivel

Os extratos brutos e as fracdes basica e gordugesxas também foram analisados
por espectrofotometria no ultravioleta visivel.

Para a analise de componentes principais dos extbatitos, o conjunto dos dados
original dos espectros UV-VIS foi transformado emaumatriz de dimenséao 33x1466 (33
amostras/espectros por 1466 variaveis/absorvancias)

A Figura 48 representa o grafico dos escores dds CP2 e CP3. Neste é possivel
observar a formacéo de dois grupos, bem como dbgrgpos dentro de cada um deles.
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Figura 48: Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 para os dapgectrofotométricos dos
33 extratos brutos da plarittikania laevigata

As trés primeiras componentes principais (CP) eapii 97,54% da variancia total
contida nos dados.

A CP1 explica sozinha 81,91% da variancia dos dadu® permite a discriminacao

dos grupos, Figura 49. A CP2 consegue discrimaoan 14,8% de variancia o grupo I,

localizado na regido negativa, do grupo Il na regidsitiva.
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Figura 49: Gréfico dos escores das CP1 e CP2 para os dagestmfotométricos dos 33
extratos brutos da plankdikania laevigata

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentadégura 50. Nesta é possivel
ter uma idéia das regibes espectrais que permiteistiacdo entre os grupos formados na
Figura 48. Todos os valores dos loadings da CPlpsaiivos, enquanto que para a CP2 e
CP3 séo observadas bandas em regides positivaatvas.

Os loadings da CP2 mostram que as amostras do ¢§rgpe possuem valores de
escores negativos (Figura 49), possuem maior imfiaédas absorvancias com valores
negativos de loadings, ou seja, sao especialmanéeterizadas pela banda que absorve nos
comprimentos de onda de 240-298 nm. Isto podea#irmado pelos espectros de absorgéo
no ultravioleta/visivel para os 33 extratos brutégura 51, onde é possivel observar que

somente as amostras do grupo | absorvem na regid4@i298 nm.
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Figura 50: Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 paradssdespectrofotométricos dos
33 extratos brutos da plariikania laevigata
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Figura 51: Espectros de absorgéo no ultravioleta/visivel3®extratos brutos que compdem
os grupos | e ll.
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Para confirmar os resultados da analise de compsmeprincipais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dadpectrofotométricos dos 33 extratos
brutos. O dendrograma obtido pelo conjunto de 38stiras e 1466 valores de absorvancias
esta representado na Figura 52, onde pode sewvatseno valor de distancia Euclidiana de

0,65 os mesmos grupos e 0s subgrupos formados alseande componentes principais,

Figura 48.
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Figura 52: Dendrograma baseado nos dados espectrofotométioso83 extratos brutos da
plantaMikania laevigata

Para a andlise de componentes principais da fregéica, o conjunto dos dados
original dos espectros UV-VIS foi transformado emaumatriz de dimensédo 33x846 (33
amostras/espectros por 846 variaveis/absorvancias).

A Figura 53 representa o grafico dos escores dds CP2 e CP3. Neste é possivel

observar a formacgéo de dois grupos.
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Figura 53: Grafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 para os dspectrofotométricos das
33 fracBes basicas da plaMi&kania laevigata

As trés primeiras componentes principais (CP) eapli 98,90% da variancia total
contida nos dados e embora a CP1 expliqgue soziflG0% da variancia, ndo permite a
discriminacdo entre os grupos. A melhor discrimittapdde ser verificada na projecédo das

CP2 e CP3, Figura 54. A CP2 consegue discriminar &¢09% de variancia o grupo |,

localizado na regido positiva, do grupo Il na regmegativa. A CP3 com apenas 0,31% de

variancia nao permite a discriminacéo entre os@gup
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Figura 54. Gréafico dos escores das CP2 e CP3 para os dapestefotométricos das 33
fracOes basicas da plaribkania laevigata

A Figura 55 mostra os espectros de absorcdo navigdteta/visivel das 33 fraces

bésicas que compdem os grupos | e Il.
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Figura 55: Espectros de absorcdo no ultravioleta/visivel38agacdes basicas que compdem
os grupos | e ll.
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Os loadings da CP2 estéo apresentado na Figurenafisando esta Figura verifica-
se que as amostras do grupo |, com valores deesspositivos (Figura 54) possuem maior
influéncia das absorvancias com valores positivedoddings, ou seja, sdo especialmente
caracterizadas pela banda que absorve nos composnde onda de 197-232 nm. Ja as
amostras do grupo I, com valores de escores megapossuem maior influéncia das bandas

que absorvem nos comprimentos de ondas de 240-296-400 nm, com valores negativos

de loadings.
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Figura 56:. Grafico dos loadings da CP2 para os dados egpactimétricos das 33 fracbes
bésicas da plantdikania laevigata

Para confirmar os resultados da analise de compsmeprincipais, a analise
hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dadpsctrofotométricos das 33 fracdes

basicas. O dendrograma obtido pelo conjunto den33stias e 846 valores de absorvancias
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esta representado na Figura 57, onde pode sewvatseno valor de distancia Euclidiana de

0,5 os mesmos grupos formados na analise de comigsn@incipais, Figura 53.
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Figura 57: Dendrograma baseado nos dados espectrofotométiasn83 fracdes basicas da
plantaMikania laevigata

Para a analise de componentes principais daseBagdrduras e graxas, o0 conjunto
dos dados original dos espectros UV-VIS foi trameBdo em uma matriz de dimensao
33x1591 (33 amostras/espectros por 1591 variabsisreancias).

A Figura 58 representa o grafico dos escores dds CP2 e CP3. Neste é possivel
observar a formacédo de dois grupos e dois subgrdposo do grupo Il, bem como as

amostras isoladas 1, 3 e 18.
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Figura 58: Gréafico dos escores das CP1, CP2 e CP3 para dspest®mfotométricos das 33
fracOes gorduras e graxas da plavitkania laevigata

As trés primeiras componentes principais (CP) eapli 98,58% da variancia total
contida nos dados e embora a CP1 explique sozidh@® da variancia, a melhor
discriminacéo dos grupos pode ser verificada ngegéio das CP2 e CP3, Figura 59. A CP2
consegue discriminar com 12,20% de variancia o@tupocalizado na regiao positiva, do
grupo Il e das amostras isoladas 1, 3 e 18 naaegagativa. A CP3 com apenas 1,52% de
variancia consegue discriminar os grupos | e tal@ados na regido negativa, das amostras
isoladas na regido positiva.

Os loadings das CP1, CP2 e CP3 estdo apresentadégura 60. Nesta é possivel
ter uma idéia das regibes espectrais que permiteistiacdo entre os grupos formados na
Figura 58. Todos os valores dos loadings da CPlpsaiivos, enquanto que para a CP2 e

CP3 sao observadas bandas em regides positivagaevas.
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Figura 59: Grafico dos escores das CP2 e CP3 para dadostregpwmmeétricos das 33
fracOes gorduras e graxas da plavitkania laevigata

Os loadings da CP2 mostram que as amostras do grugpee possuem valores de
escores negativos (Figura 59), possuem maior imfiaédas absorvancias com valores
negativos de loadings, ou seja, sdo especialmanéeterizadas pela banda que absorve nos
comprimentos de onda de 218-317 nm. Isto podea#irmado pelos espectros de absorgéo
no ultravioleta/visivel para as 33 fracbes gorduzagraxas, Figura 61, onde é possivel
observar que somente as amostras do grupo |l abaara regido de 218-317 nm.

Os loadings da CP3 mostram que as amostras isdla@as 18, que possuem valores
de escores positivos, possuem maior influénciaats®rvancias com valores positivos de
loadings, ou seja, sado especialmente caracterizgdadanda que absorve nos comprimentos
de onda de 198-248 nm. Isto pode ser confirmad@speispectros de absorcdo no
ultravioleta/visivel, Figura 62, onde é possivedavar que as amostras 1, 3 e 18 absorvem na

regido de 198-248 nm.
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Figura 60: Grafico dos loadings das CP1, CP2 e CP3 parasdesjmectrofotométricos das 33
fracOes gorduras e graxas da plavitkania laevigata

257 345-462

2.0

1.5

>~ 307-345

1.0

Absorvancia

05 |/

1
0.0+

200 300 400 500 600 700
Comprimento de Onda, nm

86



Absorvancia

0.5 T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700
Comprimento de Onda, nm

Figura 61: Espectros de absorcdo no ultravioleta/visivel fdases gorduras e graxas que
compdem os grupos | e Il
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Figura 62: Espectros de absorcéo no ultravioleta/visivelfga®es basicas 1, 3 e 18.

Para confirmar os resultados da analise de compsmeprincipais, a analise

hierarquica de agrupamentos foi aplicada aos dadpsctrofotométricos das 33 fracbes
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gorduras e graxas. O dendrograma obtido pelo ctmjde 33 amostras e 1591 valores
absorvancias esta representado na Figura 63, @wieger observado no valor de distancia
Euclidiana de 0,375 os mesmos grupos formados @sarde componentes principais, bem

como as amostras isoladas 1, 3 e 18, Figura 58.
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Figura 63: Dendrograma baseado nos dados espectrofotométiaso33 fracdes gorduras e

graxas da plantlikania laevigata
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5.0

CONCLUSOES

Neste trabalho foi feita a analise exploratériaefi@ito do solvente na analise de

metabolitos secundarios das folhas @8&ikania laevigata Sch. Bip. por métodos

quimiomeétricos.

Na primeira etapa foram avaliados os efeitos deocsolventes extratores, etanol,

acetato de etila, diclorometano, acetona e clomfiyr no rendimento obtido dos extratos

brutos, fibras, residuos, fracdes basica, orgénigarduras e graxas. A partir deste estudo foi

possivel concluir que:

O maior rendimento para o extrato bruto foi obtidilizando uma mistura binaria
entre os solventes etanol e diclorometano.

O maior rendimento para a fragdo neutra foi vexd@ com uma mistura dos
solventes etanol, diclorometano e cloroférmio ra@pprgéo 1:1:1.

O extrato preparado com a mistura ternéria de ktagetato de etila e acetona
obteve uns dos menores rendimentos para a fragcganioa. Os maiores
rendimentos para esta fragao foram observadosogagatratos preparados com uma
mistura binaria de etanol e acetato de etila (B§P2 mistura ternaria entre os
solventes etanol, acetato de etila e cloroformjsg80g).

Todos os modelos testados para a fragdo basicseapaieam falta de ajuste no nivel
de 90% e 95% de confianca. Analisando apenas amegalexperimentais dos
rendimentos obtidos na figura do planejamento pfissivel verificar que entre os
solventes puros, apenas o cloroférmio apresentoor mendimento. Dois efeitos de

interacdes sinérgicos significativos também fordnseovados.

90



> O maior rendimento das fibras (0,0584g) foi obtaton o extrato de namero 14,
preparado com acetona e cloroférmio na proporcéipeliquanto que o menor foi
observado para o extrato de numero 8 (0,0123g)apado com uma mistura binaria
entre os solventes etanol e acetona.

> Os maiores valores de residuos sao verificadosgsaeatratos 7 (50% etanol, 50%
diclorometano) e 14 (50% acetona, 50% cloroférmio).

> Por fim, pode-se concluir que os maiores rendinsefamam alcancados sempre com
misturas binarias ou ternarias, ou seja, no process extracdo de metabdlitos

secundarios a utilizacdo de misturas é mais efiiéo que o solvente puro.

Na segunda etapa foram avaliados a influéncia dgaforomatografica da fase
movel e do solvente extrator, na qualidade da isgdt@ digital cromatografica dos
metabolitos secundarios da planta do gémdilania, para as fracbes organica e basica. Foi

possivel concluir que:

> Aumentando a forga cromatografica da fase mévdl,dgara 2,0 diminui 0 nimero
de picos no cromatograma.

> O nuamero de picos cromatograficos obtidos na ingai@sligital ndo esta relacionado
com o rendimento das fracgoes.

> O numero de picos obtidos nas fragBes basicas érrderque nas fragcdes organicas,

ou seja, a fracdo organica possui maior diversidedempostos quimicos extraidos.

Na sequéncia, realizou-se um estudo exploratéisodaolos cromatograficos obtidos
com a fase movel 65% é&gua, 17,5% metanol e 17,%%6Etrila, por ser a que apresentou

maior informacédo quimica.
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Para as fracdes basicas foi possivel concluir que:

A intensidade dos picos cromatograficos nos tendeagtencao proximos a 2,7; 3,5;
4,3 e 15,5 min depende da composicdo do solvetriatex

As amostras dos grupos | e Il possuem menorestidadas da substancia ou
misturas de substancias extraidas nos temposateéetde 2,4 e 3,0 min.

Uma maior quantidade da substancia ou misturasutlet@cias extraidas nos
tempos de retencéo de 2,4 e 3,0 min sdo encontnadammostras dos grupos lll e V.
As amostras do grupo Il possuem uma maior quardidiadsubstancia ou misturas

de substancias extraidas no tempo de retencao slenirt

Para as frac6es organicas foi possivel concluir que

A composicdo do sistema extrator influéncia na eatragdo dos compostos
quimicos extraidos, principalmente nos tempos tng¢éo proximos a 2,3; 2,7; 8,2;
10,9 e 11,5 min.

As amostras do grupo Il permitem extrair uma mgiantidade das substancias com
tempos de retencgéo de 8,0 e 10,5 min.

As amostras do grupo | sdo discriminadas principaten devido a variavel com
tempos de retengéo de 8,7 e 11,3 min.

Os resultados obtidos com a analise de componenitespais foram confirmados

pela andlise hierarquica de agrupamentos.
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Na terceira etapa com o estudo exploratério do®siadpectrais obtidos apos as
analises dos extratos brutos e das fracbes organgmaduras/graxas por espectroscopia no

infravermelho com transformada de Fourier foi peoelsi

> Tracar o perfil dos diferentes extratos e frac@@sntificando qualitativamente as
amostras de composic¢des quimicas diferentes.

> Determinar as regifes discriminatérias dos grupmsibnais que sdo especificas
para determinados compostos quimicos.

> As fracbes gorduras e graxas 2, 3, 5, 7, 11, 12,207 21, 22 e 30 apresentam
maiores quantidades de grupamentos vd@sp-H de alcanos (2950-2850 dinev
O=C-H de aldeidos alifaticos (2900-2700 Bmsendo esses caracteristicos na
composicao dos extratos de gorduras e graxas.

> Os resultados obtidos com a analise de componenitespais foram confirmados

pela andlise hierarquica.

Outra parte do trabalho foi fazer um estudo expdoia dos dados espectrais obtidos
apos as andlises dos extratos brutos e das fragasgas e gorduras/graxas por

espectrofotometria no ultravioleta visivel. Foi giegl concluir que:

> As amostras dos extratos brutos dividiram-se ens @pupos nas componentes
principais CP1 e CP2, e somente as amostras do dgrapsorveram na regiao de
240-298 nm.

> Na analise de componentes principais para as Babdsicas somente a CP2

conseguiu discriminar os dois grupos formados.
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As amostras do grupo | das fracOes basicas sacialspente caracterizadas pela
banda que absorve nos comprimentos de onda de3nif, enquanto que as do
grupo Il sdo nos comprimentos de onda de 240-Z%%e100 nm.

Na analise das fracdes gorduras e graxas as amostidiram-se em dois grupos

nas CP1 e CP2, com excecao par as amostras B §ue Ticaram isoladas.

Somente as amostras do grupo Il das fracdes geréugaaxas absorvem na regido
de 218-317 nm.

As amostras isoladas 1, 3 e 18 sdo especialmerdgetedzadas pela banda que
absorve nos comprimentos de onda de 198-248 nm.

Os resultados obtidos com a analise de componenitespais foram confirmados

pela andlise hierarquica e pelos espectros deg#usap ultravioleta/visivel.
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Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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