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Resumo

O trabalho teve por objetivo desenvolver e validar métodos de extracao
para a deteccdo de metabdlitos secundarios por HPLC, da planta jovem de
espinheira santa (Maytenus ilicifolia). Em laboratério, as sementes foram
dispostas em gerbox e levadas para camara de germinacdo. Apés 18 dias
de incubacdo, das sementes germinadas, separou-se plantulas e
cotilédones e foram postos em ultrafreezer a (-34 °C) e posteriormente
liofilizadas. As amostras foram separadas em partes para extracdo por
maceracao, infusdo e ultrassom em H,O ultrapura e Etanol 99%. Da
aliquota retirada do extrato, resultou que para plantulas o método de
ultrassom com H,O obteve maiores picos cromatograficos e com maiores
intensidades e para cotilédones foi infusdo com H,O. Assim, conclui-se que
o método de extragdo por ultrassom com H,O é mais eficiente para
plantulas e o método de extracéo por infusdo com H,O é mais eficiente para
o cotilédone, comparados com o0s outros métodos testado neste trabalho.

Introducéo

Dentre as plantas medicinais, a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia),
€ uma espécie nativa do Brasil e vem sendo utilizada a décadas pela
medicina popular no tratamento varias patologias, devido ao seu potencial
farmacoldgico promovido pelos metabdlitos secundarios, como compostos
fendlicos, terpenos e alcaloides, identificados em estudos realizados
anteriormente com extratos das folhas. Esses compostos sdo produzidos
naturalmente pelas plantas em resposta a fatores bidticos ou abidticos e
possuem um elevado interesse econdémico.

Sabendo da importancia dos compostos naturais, conhecer o0s
meétodos de extracdo € crucial, visto que a quantidade e a qualidade do
extrato vao depender do método de extragdo empregado. De acordo com
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Gori et al. (2021), extracdo sdo métodos utilizados para retirar a fracao ativa
de um material vegetal, utilizando liquidos apropriados. Dentre os métodos
de extracdo convencionais mais utilizados estdo: ultrassom, maceracéo e
infusdo. Porém, ainda ndo existem estudos que determinam qual o método
mais eficaz de extragdo de metabdlitos secundarios da planta jovem.

Assim, o trabalho teve por objetivo desenvolver e validar métodos de
extracdo para a deteccdo de metabdlitos secundarios por cromatografia
liquida de alta eficiéncia da planta jovem de espinheira santa.

Materiais e métodos

Em laboratdrio, as sementes de espinheira santa (Maytenus ilicifolia),
foram dispostas em caixa de gerbox 11 x 11 cm, contendo substrato com
vermiculita e umedecidas com 40 mL agua destilada, cada placa. Apds a
semeadura, as sementes foram levadas para camara de germinacdo, com
fotoperiodo 12h claro e 12h escuro com temperatura constante de 27 °C.
Apés 18 dias de incubacdo, separou-se plantulas e cotilédones das
sementes germinadas e foram mantidos em ultrafreezer a (-34 °C). em
seguida realizou-se a liofilizacao, utilizando o liofilizador Freeze dryer.

Com as amostras liofilizadas, estas foram divididas em partes para a
obtencdo das extragdes por Infusdo, Maceracdo e Ultrassom. Para cada
método de extracdo utilizado foi separado uma amostra para extrair em
agua (m/v) e a mesma amostra para extrair em etanol 99%, seguindo a
metodologia descrita pelos autores a seguir.

Para ultrassom, empregou-se a metodologia descrita por Sandhu,
(2021) onde as amostras de cotilédones e plantulas foram mantidas em
agitacdo pela sonda por uma hora com temperatura maxima de 40 °C. Na
infusdo, os solventes foram aquecidos em torno de 60°C e cada amostra se
manteve em agitacdo no escuro por duas horas, com temperatura variando
entre 60 a 70 °C (OLIVEIRA, 2016). J4 na maceracdo, 0s solventes nao
foram aquecidos e agitou-se as amostras por 24 horas em temperatura
ambiente, no escuro (FERREIRA, 2020).

ApOs as extracbes, as amostras foram diluidas, filtradas e
analisadas no HPLC, segundo protocolo do proprio laboratorio.

Resultados e Discussao

Neste trabalho foi usado o aparelho HPLC, uma técnica de
separacao fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura
entre duas fases imisciveis, a fase movel, liquida, e a fase estacionéaria
sélida, contida em uma coluna cilindrica. O tempo de retencdo da amostra
analisada nesta coluna, varia de acordo com as interagcdes das substancias
presentes na amostra com as fases estacionaria e movel, por isso, cada
composto foi eliminado da coluna e identificado pelo detector em um tempo
diferente, gerando um pico cromatografico. A analise dos diferentes picos
nos permitiu estudar as substancias presentes na amostra, conforme
mostra as imagens a seguir.
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Na Figura 1 esta sendo representado o cromatograma do extrato da
Plantula de espinheira santa, obtido somente com o método de ultrassom
com agua:

A =281 nm |°

A =254 nm

Intensidade Fluorecéncia (mAU x 100)
I IO, T T .

X,

X,

1.

|

o1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 ) 50 60 70 80 %0 100 1o 120 130 1o 150 160 170 180 190 200 210 20 20

Tempo de Analise (minutos)

Figura 1 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD do extrato de Plantula de
Espinheira Santa Ultrassom Agua, em 281 nm, 254 nm.

Como resposta analitica dos extratos das Plantulas, obteve-se um
namero de picos cromatograficos maiores nas amostras extraidas com
agua, tanto para o método de extracdo Infusdo (30 picos) como na
Maceracao (27 picos), (ambos, imagens ndao mostradas) e também no
método de Ultrassom (38 picos) (Figura 1), no comprimento de onda de 281
nm. Outro fato importante é que nas amostras extraidas com agua
independentemente do meétodo, os picos tiveram maiores intensidades
chegando préximo de 100 mAU na Infusdo e Maceracdo e 210 mAU na
Ultrassom. J& nas amostras extraidas com etanol (imagens ndo mostradas)
as intensidades foram 30 mAU, 20 mAU e 70 mAU, para Infusao,
Maceracéao e Ultrassom, respectivamente.
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Figura 2 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD do extrato de Cotilédone de
Espinheira Santa Infusdo Agua em 281 nm e 254 nm.
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As respostas analiticas dos extratos de Cotilédones, obteve-se um
namero de picos cromatograficos maiores nas amostras extraidas com
agua também, tanto para o método de extracdo Infusdo como na
maceracao (imagem nao mostrada), no comprimento de onda de 254 nm.
Porém, as intensidades dos picos foram maiores no método de extracdo
Infusdo com agua, chegando a 350 mAU (Figura 2). Estas moléculas que
apresentaram 0 pico com maior intensidade possuem um tempo de
retencdo na coluna de 4,3 minutos, ou seja, elas sairam no tempo da
analise que a propor¢cado de 4gua era maior (80%). Isto indica que estas
possui um carater mais polar e também possuem uma resposta no
comprimento de onda de 281nm. Assim, para o cotilédone o método de
extracdo que aparentemente mostrou melhores respostas nao foi a
Ultrassom e sim a Infusé&o.

Conclusodes

A partir dos resultados conclui-se que, o método de extragdo mais
eficaz para a plantula de espinheira santa foi o ultrassom e para o
cotilédone a infusdo, ambos com a 4gua como solvente.
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