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Resumo: Desde o principio da humanidade, o homem recorre a natureza em busca de plantas
para tratar e minimizar doengas. Para a obten¢ao dos beneficios provenientes dos fitoquimicos
vegetais, € necessario executar métodos extrativos. Os extratos sao solu¢des concentradas, obtidas
a partir de matérias-primas vegetais. O presente trabalho consiste em realizar o estudo
fitoquimico da planta aranto, a partir de sua extragao etanodlica por soxhlet. Faz ainda parte do
escopo deste estudo avaliar os efeitos do volume de solvente e avaliar os teores de flavonoides
totais. O material vegetal foi coletado na cidade de Patos de Minas (MG). O processo de extracao
foi feito sendo avaliados os efeitos das varidveis tempo e volume de solvente conforme o
planejamento experimental. Foram encontrados teores de flavonoides de 68,436 pg/mL até
139,700 pg/mL, sendo que o maior valor foi com o menor tempo (4 h) e menor volume (180 mL).
Devido ao longo tempo de extragdo, os experimentos de 8 e 12 h foram em sua maioria
degradados.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Extracdo. Flavonoides.

Abstract: Since the beginning of humanity, man has turned to nature in search of plants to treat
and minimize diseases. In order to obtain the benefits from plant phytochemicals, it is necessary
to carry out extractive methods. Extracts are concentrated solutions obtained from vegetable raw
materials. The present work consists in carrying out the phytochemical study of the aranto plant,
from its ethanolic extraction by Soxhlet. It is also part of the scope of this study to evaluate the
effects of solvent volume and to evaluate the total flavonoid levels. Plant material was collected
in the city of Patos de Minas (MG). The extraction process was carried out by evaluating the
effects of the variables time and solvent volume according to the experimental design. Flavonoid
contents from 68.436 pg/mL to 139.700 ug/mL were found, with the highest value having the
shortest time (4 h) and the smallest volume (180 mL). Due to the long extraction time, the
experiments of 8 and 12 h were mostly degraded.
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1 INTRODUCAO

Desde o principio da humanidade, o homem recorre a natureza em busca de
plantas para tratar e minimizar doencas. Nas primeiras civilizagoes, as plantas como
medicamentos sempre foram empregadas para tratar os males que acometiam as
pessoas. No curso da histdria, as civilizagdes chinesa e egipcia deixaram registradas
centenas de receitas associando as plantas (CASTRO, 2005). Na China, ha registros de
cultivo de plantas medicinais que datam de 3000 a.C.; os egipcios, assirios e hebreus
também as cultivavam em 2300 a.C. Da cultura grega surgiram varias plantas medicinais
que foram precursoras farmacopeias atuais (NEWMAN et al., 2001).

No Brasil, antes mesmo de seu descobrimento, os indios utilizavam plantas
para a cura de doengas, para o preparo de corantes e para o auxilio da pesca. No Brasil,
existe uma expressiva diversidade de plantas, vindo a ser um local de muitos estudos
relacionados a fitoterapia e farmacologia (REX et al., 2000). Dentro desse contexto, a
partir das plantas medicinais, muitas substancias vém sendo isoladas e exploradas
cientificamente como principio ativo de medicamentos (FOGLIO et al., 2006).

Dados da Organizacao Mundial de Satide (OMS) mostram que cerca de 80% da
populacao mundial faz uso de algum tipo de erva na busca de alivio e tratamento para
dores. Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis
no mercado foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de plantas (CALIXTO,
2001). Tal conhecimento foi por muito tempo considerado apenas como sabedoria
popular sem preocupagao de estudos mais aprofundados sobre as propriedades das
plantas, entretanto os estudos tedricos e cientificos vém aumentando nos ultimos anos
(DUTRA, 2009).

Dentro desse contexto, a Kalanchoe daigremontiana ¢ uma planta da familia
Crassulaceae e é comumente conhecida como a mae de milhares ou aranto. O género
Kalanchoe é encontrado em toda Madagascar, na Africa Oriental e na Africa do Sul,
estendendo-se para a Africa, Arabia e Sudeste Asiatico. Foi trazida para o Brasil pelos
escravos na época da colonizacgao. Kalanchoe ¢ um género relativamente grande, e tém
sido amplamente utilizados para fins de pesquisa. O aranto reproduz-se
assexuadamente formando espontaneamente plantulas inteiras nas folhas
(DESCOINGS, 2003).

E uma planta suculenta (Figura 1) e xerofitica que contém glicosideos,
flavonoides e lipidios; estes ultimos incluem triterpenoides e bufadienolidos que
possuem atividade citotdxica contra varias linhagens celulares cancerigenas (Nanocap
aran). Extratos vegetais do aranto mostraram ter propriedades antitumorais, anti-
inflamatdrias e inseticidas (SUPRATMAN et al. 2001).
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Figura 1: Kalanchoe daigremontiana
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Fonte: arquivo pessoal, 2020.

Existem vdarios métodos extrativos para obtengao de extratos vegetais que
incluem maceragao, infusdo, percolagao, decocgao, extragao em contracorrente, extragao
assistida por micro-ondas, ultrassom, fluido supercritico, turbdlise e extragao continua
quente ou soxhlet (OLIVEIRA et al., 2016).

O presente trabalho consiste em realizar o estudo fitoquimico da planta aranto,
a partir de sua extracao etanolica por soxhlet. Faz ainda parte do escopo deste estudo
avaliar os efeitos do volume de solvente e avaliar os teores de flavonoides totais
presentes no referido extrato.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais Orgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos”. A diferenca entre
planta medicinal e fitoterdpico reside na elabora¢ao da planta para uma formulacao
especifica, o que caracteriza um fitoterdpico. Segundo a Secretaria de Vigilancia
Sanitdria, em sua Portaria n. 6, de 31 de janeiro de 1995, fitoterapico é “todo
medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente
matérias-primas vegetais com finalidade profildtica, curativa ou para fins de
diagnostico, com beneficio para o usudrio”. Por fim encontra-se o fitofarmaco, que, por
defini¢do, “é a substancia ativa, isolada de matérias-primas vegetais ou mesmo, mistura
de substancias ativas de origem vegetal” (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

2.2 EXTRACAO
Para a obtencdo dos beneficios provenientes dos fitoquimicos vegetais, é

necessario executar métodos extrativos. Os extratos sdao solugdes concentradas, obtidas
a partir de matérias-primas vegetais (raiz, caule, folhas, frutos e sementes) secas e
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trituradas (ANVISA, 2010). O processo de extracao pode ser dividido em duas etapas: a
primeira consiste na separagao dos metabolitos secundarios da planta por um solvente,
enquanto a segunda é a concentragao por meio da eliminagao do solvente, geralmente
por evaporagao.

O soxhlet é um aparelho utilizado para extrair compostos que requer um
esgotamento total, devido a limitacdo da solubilidade e utilizacao de pequena
quantidade do solvente. O soluto é colocado em um cartucho ou sobre algodao e o
solvente em um baldao aquecido. Este sofre ebuli¢ao, evapora e passa pelo soluto,
retirando-se os metabolitos secunddrios. O composto entra em um condensador, sendo
resfriado e retorna ao balao repetitivamente (MACIEL et al., 2002).

2.3 FLAVONOIDES

Os flavonoides representam uma classe de substancias relevantes para o género
de Kalanchoe. Os flavonoides possuem estrutura basica de 15 carbonos, responsaveis pela
coloragdo das flores, com efeitos de aromatizantes, bactericidas, fungicidas,
adstringentes e anti-inflamatdrios.

Os flavonoides representam um dos grupos fenolicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de metabdlitos
secundarios é amplamente distribuida no reino vegetal. Sdo encontrados em frutas,
vegetais, sementes, cascas de arvores, raizes, talos, flores e em seus produtos de
preparacao, tais como os chas e vinhos. Apresenta um nucleo caracteristico C6-C3-C6,
sendo biossintetizados a partir das vias dos acidos chiquimico e acético (COUTINHO et
al., 2009).

Plantas medicinais e condimentares que contém flavonoides sao usadas ha
milhares de anos na medicina oriental. No entanto, a despeito da literatura avaliada,
ainda sao pouco usados terapeuticamente na medicina popular do ocidente, embora
possuam atividade antioxidante na func¢ao protetora e no tratamento de doencas
degenerativas mediadas por estresse oxidativo (DORNAS et al., 2009).

Apesar de os flavonoides serem largamente utilizados e varios estudos
sugerirem promissoras atividades farmacologicas, os mecanismos de absorgao digestiva
e de biodisponibilidade nao estdo completamente explicados. Sabe-se que os flavonoides
sdo absorvidos por via oral e transportados pela albumina plasmatica. Sofrem
metabolismo de primeira passagem, reduzindo assim a sua biodisponibilidade. Enzimas
bacterianas podem também quebrar as moléculas dos flavonoides influenciando sua
absorcao (SOBREIRA, 2013).

Destacam-se, dentre outros, os seguintes efeitos dos flavonoides sobre os
sistemas biologicos: capacidade antioxidativa (esta constitui a atividade mais elucidada
pelos estudos até agora desenvolvidos); atividades anti-inflamatorias e de efeito
vasodilatador; agao antialérgica; atividade contra o desenvolvimento de tumores, anti-
hepatotdxica, antiulcerogénica; atuagdo antiplaquetaria, bem como acdes
antimicrobianas e antivirais (LOPES et al., 2000).
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2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Alguns estudos foram realizados com a finalidade de avaliar a atividade
antioxidante de plantas do género Kalanchoe utilizando o método in vitro estabelecido
pela medida de capacidade sequestrante de radicais livres através do DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazila) (SOBREIRA, 2013). Dois trabalhos publicados avaliaram a atividade
antioxidante de diversos extratos de Kalanchoe pinnata. No trabalho realizado por Gupta
et al. (2009), o extrato metandlico das folhas de K. pinnata apresentou atividade
sequestrante de radicais livres em 63,97% quando comparada com o padrao BHT (2,6-
di-terc-butil-4-metilfenol). J4 no estudo conduzido por Majaz et al. (2011), o extrato
metandlico das raizes produziu uma atividade de 73,37%, quando comparada com o
acido ascdrbico.

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que, presentes em
concentragdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente
ou inibem a oxidagao do substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes nao
sdo reativos para propagar a reagdo em cadeia, sendo neutralizados por reagdo com
outro radical, formando produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro
antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o
papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doengas degenerativas associadas ao envelhecimento, como
cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfungdes
cerebrais (SOUSA et al., 2007).

3 METODOLOGIA
3.1 PREPARO DO MATERIAL

O material vegetal foi coletado na cidade de Patos de Minas (MG). Todas as
etapas reacionais foram realizadas no Laboratério Central Analitica do Centro
Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). A identificacdo e o deposito da exsicata
foram realizados no Herbario Mandevilla sp. sob o numero 130.3.1. As folhas foram
separadas e lavadas, obtendo-se 867,54 g de folhas frescas. Em seguida foram secadas
por 96 horas em estufa na temperatura de 50 °C. O material foi submetido a trituragao
no liquidificador industrial e obtendo-se 30,92 g.

3.2 EXTRACAO E PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O processo de extragdo, ou seja, de obtencao do extrato a partir de folhas de
aranto foi realizado por soxhlet (Figura 2), usando o alcool de cereais como solvente. Os
experimentos foram realizados com a massa de folhas secas constantes (5 g em cada),
sendo avaliados os efeitos das varidveis tempo e volume de solvente conforme o
planejamento experimental explicitado na Tabela 1.
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Tabela 1: Planejamento experimental para obtencao de extrato a partir de folhas de

aranto
Experimentos Tempo (h) Volume de alcool de cereais (mL)
1 4(-1) 180 (-1)
2 4(-1) 380 (+1)
3 8 (0) 280 (0)
4 8 (0) 280 (0)
5 12 (+1) 180 (-1)
6 12 (+1) 380 (+1)

Fonte: elaborada pelos autores, 2020.

Figura 2: Processo de extragao por soxhlet

Fonte: arquivo pessoal, 2020.
3.3 TESTE DE FLAVONOIDES QUALITATIVO

Para identificagao de flavonoides, foi realizado o teste de Shinoda adaptado de
Simoes et al. (1999): em um tubo de ensaio com 2 mL de etanol adiciona-se a ponta de
uma espatula do extrato e trés fitas de magnésio metalico de 1 cm cada e 1 mL de HC¢
concentrado. O aparecimento de coloragao réseo-avermelhada indica resultado positivo
para flavonoides.

3.4 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinagao de flavonoides totais foi realizada com o preparo do branco
adicionando-se 2 mL da solugao de cloreto de aluminio (AICl3) 5% ao etanol até a marca
dos 50 mL e a absorbancia foi determinada em 425 nm. Uma solucao de concentragao 2
mg/mL de extrato bruto dissolvido em etanol foi preparada e em 15 mL desta foram
adicionados 2 mL de AICI; 5% em etanol e o volume completado até 50 mL com etanol.
Apos repouso de 30 minutos, realizou-se leitura em espectrofotometro no mesmo
comprimento de onda que o padrao.

A quercetina foi adotada como padrao nas concentragdes de 10, 20, 30, 50 e 100
ug/mL e, para a quantificacio dos flavonoides, utilizou-se da equagao gerada pelo
grafico da curva padrao. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 ANALISE QUALITATIVA DE FLAVONOIDES

A partir do teste de Shinoda realizado no extrato de aranto, foi observada a
presenca de flavonoides evidenciada pela coloragao roseo-avermelhada, como mostra a

Figura 3.

Figura 2: Teste de Shinoda para presenca de flavonoides

Fonte: arquivo pessoal, 2020.
4.2 TESTE DE FLAVONOIDES TOTAIS

A curva de calibragao para determinagao de flavonoides totais obteve a equagao
da reta y = 0,0086x + 0,162 (sendo y a absorbancia e x a concentragao em pg/mL) com
coeficiente de determinagao (R?) de 0,9864, como mostra a Figura 4.

A Tabela 2 explicita os resultados dos teores de flavonoides totais. Resultados
similares foram obtidos por Costa (2012), que obteve, em seus trabalhos, valores de
teores de flavonoides da ordem de 30,75 a 196,46 pug/mL com diversas concentragdes do
extrato de Kalanchoe brasiliensis Cambess. Na literatura, os estudos para o género Kalanchoe
sdo voltados para a investigacdo da atividade farmacolédgica e algumas pesquisas
voltadas para isolamento e caracterizagao de flavonoides.
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Figura 4: Curva de calibragao utilizada para a quantificagao de flavonoides totais
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Fonte: elaborada pelos autores, 2020.

Tabela 1: Resultados de flavonoides totais
Experimentos Tempo (h) Volume (mL) Flavonoides Totais (ug/mL)

1 4(-1) 180 (-1) 139,700+ 24,227
2 4 (-1) 380 (+1) 116,780+ 24,227
3 8 (0) 280 (0) 97,700+ 24,227
4 8 (0) 280 (0) 110,373+ 24,227
5 12 (+1) 180 (-1) 76,150+ 24,227
6 12 (+1) 380 (+1) 68,436+ 24,227

Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Nota-se pela Tabela 2 que extragdes maiores dos teores de flavonoides totais
foram obtidas para a condi¢ao de menor tempo de extragao (4 horas) e menor volume
de solvente (180 mL). Souza et al. (2009), em seu trabalho de extragao de compostos
fenolicos utilizando o planejamento experimental com rotagao, observaram que ao agitar
no processo de extracdo teve um efeito contrdrio, resultando num menor teor de
composto fendlico.

Este resultado sugere que aumento de tempo de agitagao pode ocasionar uma
diminuigao nos teores extraidos pela degradacdao dos compostos fenodlicos, o que pode
explicar o porqué de os experimentos com 12 horas terem obtido os menores teores, pois
os compostos flavonoides podem ter sido degradados.

Para avaliar os efeitos dos parametros tempo e volume sobre a extragao de
flavonoides, realizou-se o tratamento estatistico tendo-se obtido o diagrama de Pareto
(Figura 5), que mostra os efeitos das variaveis avaliadas, assim como a intera¢do entre
0s parametros.
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Figura 5: Diagrama de Pareto nos niveis de significancia de 0,05 e 0,2
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Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Nota-se pelo Diagrama de Pareto que, nos niveis baixos de significancia, o

volume de solvente e a interacdo desse com o tempo de extragdo ndo exercem efeito

estatistico significativo sobre a extracdo de flavonoides. Ampliando-se o nivel de

significancia para 0,2, obtém-se o efeito do volume de solvente sobre a resposta. O

diagrama confirma os efeitos negativos das variaveis, indicativos de que um aumento

no tempo e no volume de extracdo contribui para uma menor obtengao dos teores de

flavonoides.

A equacgao do modelo que prediz a extragao de flavonoides frente ao tempo e

volume de solvente é dada por

Teores de Flavonoides = 101,5232 — 27,9735 * X1 — 7,6585 * X2,

em que X1 e X2 sao, respectivamente, o tempo de extracdao e o volume de
solvente. A Figura 6 apresenta a superficie de resposta ajustada a equagao.
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Figura 6: Superficie de resposta ajustada a equagao que prediz os teores de flavonoides
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Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Nota-se que pela figura que os maiores teores extraidos de flavonoides ocorrem
nas condic¢oes de baixo tempo e volume de solvente. No trabalho de Gomes (2017), a
melhor extragao foi obtida no experimento no qual tanto a razao (7:1) de solvente: planta
quanto o tempo (1 h) de extragao foram os maximos. Isso pode ser explicado pela Lei de
Fick, pois, quanto maior o volume de solvente, mais facilitada a transferéncia do produto
do meio sélido para o meio liquido, ou seja, quanto maior for a razao solvente: planta,
maior sera o gradiente de concentragdes dos produtos. Além disso, promover o contato
entre o meio fermentado e o solvente por um maior periodo de tempo também pode
favorecer o fendmeno de transporte de massa.

Porém, o maior tempo do experimento de Gomes (2017) de 1 h é bem inferior
ao menor tempo de estudo do presente trabalho, que é de 4 h. Torres et al. (2018) discute
que o uso da temperatura é um fator que melhora a extragdo de compostos fendlicos, em
especial os flavonoides. Contudo, também é sabido que o emprego de altas temperaturas
pode levar a degradagao desse composto.

Este resultado sugere que o longo tempo de extragdao ocasionou uma
diminuigao nos teores extraidos pela degradagao dos compostos fenolicos pelas enzimas
oxido-redutases do tecido ou reversdao do equilibrio dos compostos entre as fragoes
solido-liquido do sistema (SOUZA et al., 2009).

5 CONCLUSAO

A concentragao maxima de flavonoides foi de 139,700 pug/mL com um tempo de
extracdo de 4 horas e volume de 180 mL de etanol. O planejamento experimental se
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mostrou eficiente, ja que foi possivel diferenciar os experimentos, porém devem ser
evidenciados mais fatores como o rendimento do extrato, e o teste de quantificagao de
atividade antioxidante deve ser executado para um melhor estudo da planta.

Devido ao longo tempo de extragdo, os teores de flavonoides, em sua maioria,
foram degradados, o que torna necessario o desenvolvimento de novas metodologias de
otimiza¢ao do método extrativo, a fim de selecionar as melhores condicOes de extragao,
sem que a substancia seja degradada durante o processo extrativo.
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