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Resumo

O método extrativo utilizado e a escolha do solvente extrator sdo fatores que influenciam na
eficiéncia extrativa de uma amostra vegetal. O objetivo deste trabalho é avaliar se as solugdes
etanol, acetato de etila e diclorometano (62:14:24) e etanol, diclorometano e hexano (45:25:30),
aplicadas para extracdo das folhas de Miconia albicans, demonstram experimentalmente o
comportamento previsto por Mathias (2022). Realizou-se a compara¢do quantitativa e qualitativa
dos extratos obtidos nessas compososi¢cdes com o0s apresentados pelo autor cujas proporgdes eram
1:1:1. Os rendimentos e o perfil quimico dos extratos brutos das novas composi¢des EAD e EDH
foram inferiores aos dos extratos obtidos por Mathias (2022) com as mesmas composi¢es na
proporcao 1:1:1. Entretanto, as areas cromatograficas foram maiores, principalmente para taninos.
Concluiu-se que a solucéo extrativa EAD (1:1:1) fornece maior rendimento quantitativo do extrato,
enquanto a solugdo EDH (45:25:30) é melhor para extracdo de taninos, e a EDH (1:1:1) para
flavonoides.
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1. Introducéo

Os metabdlitos especiais, amplamente classificados como terpenos, substancias fenélicas
e alcaloides, sdo elementos de diferenciacao e especializacdo que proporcionam vantagens
para a sobrevivéncia dos vegetais!'l. Atuam como atrativos de polinizadores, repelentes de
herbivoros e na protecdo contra a radiacdo UV e poluicdo ambiental. Essas substancias
biologicamente ativas apresentam potencial para desenvolvimento de novos produtos,
destacando sua importancia para a inddstria farmacéutical®®l.

No Brasil, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos propde aprimorar
todas as etapas da cadeia produtiva de fitoterapicos!®l. Entre essas etapas, o procedimento
extrativo € um dos mais importantes, pois o0 extrato bruto utilizado para analises
fitoquimicas proporciona dados qualitativos e quantitativos acerca do perfil quimico do
vegetal. Assim, € necessaria a investigacdo de técnicas para aumentar a eficiéncia da
extracdo, buscando maiores rendimentos do extrato, relacionados a quantidade de amostra
obtida, e aos metabolitos especiais contidos nelel®.

O método extrativo utilizado e a escolha do(s) solvente(s) extrativo(s) sdo fatores que
modificam os resultados do processo de extragdo. Comparado as técnicas tradicionais, a
extracdo assistida por ultrassom proporciona a reducdo do tempo do processo e da
quantidade de solventes utilizados, alem da economia de energia. Essas vantagens sao
geradas por meio dacavitagdo. Além disso, aspectos fisico-quimicos sdo indispensaveis para
a escolha dos solventes, visto que esses devem possuir caracteristicas similares aos
compostos de interesse para que, assim, haja a dissolucdo dos componentes no liquido!® 71,

O método simplex, um tipo de otimizacdo sequencial de planejamento experimental
multivariado, pode ser empregado em diversos procedimentos analiticos para a
determinacéo
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de substancias de interesse. Um exemplo é na avaliacdo dos efeitos da utilizacdo de
diferentes solventes extratores para a aquisicdo de metabdlitos especiais em vegetais. A
analise incorporaconceitos de miscibilidade e diferenca entre polaridades entre os solventes,
que pode gerar sistemas ternarios homogéneos com potencial de extrair compostos
distintos(®l. Mathias (2022), utilizando tal planejamento, apontou estatisticamente que 0s
sistemas etanol, acetato de etila e diclorometano (EAD) nas proporgdes 62: 14: 24 e etanol,
diclorometano e hexano (EDH) nas proporcdes 45: 25: 30 apresentariam melhores
rendimentos e &reas totais de flavonoides, respectivamente quando comparados a misturas
ternarias (1:1:1) dos mesmos componentes®. O presente estudo busca avaliar se os dados
tedricos apresentados por Mathias (2022) sdo confirmados experimentalmente seguindo o
mesmo método presente no estudo.

2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais

Os solventes utilizados para os processos de extracdo, fracionamento e anélise
cromatografica foram: hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, alcool etilico
absoluto (etanol), e alcool metilico (metanol), acetonitrila grau HPLC, acidoférmico 96%
grau HPLC, &gua destilada e agua ultrapura. A celulose microcristalina foi utilizada no
fracionamento. Como instrumentacdo, foram utilizados: lavadora ultrassonica, evaporador
rotativo, cromatdgrafo em fase liquida de ultra eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(DAD) equipado com coluna de fase inversa. O cromatégrafo foi acoplado a um
espectrdmetro de massas de alta resolucdo com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) e
analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF).

2.2. Metodologia

A amostra de M. albicans foi coletada em 2018, no municipio de Itaborai, regido do
Estadodo Rio de Janeiro. As folhas foram secas e moidas, e entdo submetidas ao processo
de extragdo sob duas misturas diferentes: etanol, acetato de etila e diclorometano (EAD)
nas proporgOes percentuais 62:14:24 e etanol, diclorometano e hexano (EDH) nas
proporcOes 45:25:30. Essas composi¢cdes foram preditas estatisticamente por Mathias
(2022) apos a realizacdo de um planejamento simplex centroide e posterior aplicacdo da
Metodologia de Superficie de Resposta sob os dados, com a finalidade de determinar as
composic¢oes que fornecessem maior rendimento do extrato bruto e melhor extracdo de
substancias fenolicas (taninos e flavonoides). Este autor, em seu trabalho, utilizou como
solvente extrator misturas com proporgoes iguais de cada solvente como a EAD 1:1:1 e a
EDH 1:1:1, que foram tomadas como referéncia para a comparacdo realizada neste
trabalho.

Os extratos brutos foram preparados em triplicata sob a mesma metodologia descrita por
Mathias (2022), na qual, separadamente, 60 mL decada mistura foram adicionadas a 129 de
amostra vegetal, em triplicata, e inseridas em banho de ultrassompara extracdo em 9 ciclos
de 30 minutos cada. Ao fim de cada ciclo, a solucdo foi filtrada e, ao material vegetal,
foram acrescidos mais 60 mL para prosseguir com a extracdo. Apos os ciclos, os extratos
foram submetidos & secagem por rotaevaporacdo e liofilizacao para obtencdo da massa seca
de extrato bruto.

Em seguida, foi realizado o fracionamento de cada extrato em celulose, na qual 200 mg
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de cada foram dissolvidos no solvente extrator e adsorvidos em celulose, resultando em
uma pastilha solida. O fracionamento por particdo por solventes foi realizado com a
passagem de 200 mL de cada solvente pela fase estacionaria, seguindo a ordem decrescente
de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e agua. Apos a secagem de
cada fracdo, obteve-se a massa de cada fragdo concentrada, utilizadas para anélise
quantitativa. A fracdo metandlica de cada extrato foi submetida a analise por Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas para separacdo e identificacdo dos
constituintes quimicos (analise qualitativa) e quantificacdo baseada na determinacdo das
areas cromatograficas das substancias detectadas em 254 nm (taninos) e 340 nm
(flavonoides).

3. Resultados e Discussao

Os rendimentos médios, obtidos por Mathias (2022), para os extrato das folhas de
Miconia albicans obtidos com a mistura etanol, acetato de etila e diclorometano (EAD) na
proporcao 1:1:1 foi de 12,66%, enquanto com a mistura etanol, diclorometano e hexano
(EDH) 1:1:1, foi de 6,98%. Posteriormente, o autor utilizou a Metodologia de Superficies
de Resposta para prever estatisticamente qual seria a melhor composi¢do do solvente
extrator para obter rendimento do extrato e maior concentragdo de substancias fenolicas,
obtendo como resposta a composicdo percentual de EAD (62:14:24) como melhor
rendimento de extrato e a composicdo EDH (45:25:30) como o melhor solvente extrator
para as substancias fenodlicas. Os rendimentos médios destas novas propor¢des foram de
9,95%para EAD e 6,43% para EDH, demonstrando assim, valores inferiores aos dos mesmos
sistemas nas proporcdes 1:1:1.

Os extratos “A” de cada triplicata nas novas propor¢des foram submetidos ao
fracionamento para facilitar a analise cromatogréafica. Comparando os rendimentos das
fracbes obtidas a partir dos diferentes extratos, as fracbes em hexano e cloroférmio
renderam maior massa no extrato EDH, enquanto as fracdes em acetato de etila e metanol
se destacaram no extrato EAD. Os resultados eram esperados devido ao carater mais apolar
dos extratos EDH comparado ao EAD.

As fracbes em metanol dos novos extratos foram submetidas a anélise por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas, para
avaliar se o perfil quimico estava compativel com os dados obtidos para os extratos EAD e
EDH nas proporgdes (1:1:1). As substancias identificadas por Mathias (2022), nas fragdes
EAD e EDH foram: &cido galico; &cido protocatecuico; vescalagina; castalagina; rutina;
quercetina galoil hexosideo; quercertina hexosideo; quercertina pentosideo; camferol galoil
hexosideo; quercetina ramnosideo; isoramnetina hexosideo; isoramnetina ramnosideo;
quercetina galoil pentosideo; quercetina.

As substancias majoritarias no perfil cromatogréafico das fracbes metandlicas dos
extratos EAD e EDH nas propor¢bes 62:14:24 e 45:25:30, respectivamente, foram
identificadas pela fragmentacdo de massas (espectro de MS/MS) no modo negativo. O ion
molecular e os fragmentos foram comparados com dados da literatura e com o banco de
dados MassBank. As areas integradas para as substancias do extrato EAD nas novas
proporcOes foram maiores que para os extratos referéncia, tanto para taninos quanto para
flavonoides. Com a composi¢cdo EDH nas novas proporgdes, o crescimento das areas
ocorreu apenas nos taninos acido galico, vescalagina, castalagina e o flavonoide quercetina
galoil hexosideo 1, com decréscimo marcante em todas outras substancias. Esse efeito €
atribuido ao aumento na concentragdo do solvente etanol, que pode favorecer a extracdo de
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4. Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos, a partir de uma comparacdo quantitativa, o
extrato EAD (1:1:1) seria o indicado paraobtencdo de maior rendimento de extrato bruto.
Em casos nos quais o foco de estudo seja na aquisi¢do detaninos, o extrato EDH (45:25:30)
seria 0 mais indicado, enquanto o EDH (1:1:1) demonstra maior eficiéncia para extracao de
flavonoides. Para a aquisicdo de um perfil quimico com um maior nimero de substancias, a
partir de um viés qualitativo, incluindo flavonoides, taninose acidos fendlicos, os extratos na
proporcao referéncia (1:1:1) podem ser preferencialmente utilizados.

Desta maneira, as composicdes preditas no trabalho de Mathias (2022) néo
forneceram ao todo resultados melhores do que as composicdes de referéncia. Apenas, para
extracdo de taninos, a composicdo EDH (45:25:30) se mostrou mais adequada do que a
referéncia respsctiva 1:1:1. Diante disto, o autor poderia fazer alguns ajustes experimentais
no planejamento simplex centroide, como a inclusdo de mais composicdes extrativas para
ao aplicar a Metodologia de Superficie de Resposta e possivelmente encontar um resultado
que se aproxime mais da realidade experimental.

As andlises apresentadas podem ser utilizadas pelas industrias de fitoterapicos a fim
deaumentar sua aquisicao de principios ativos de forma qualitativa e quantitativa.
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