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Resumo

Extratos vegetais sdo utilizados ha milénios em diversas aplicacdes, entre as quais
destacam-se seu uso medicinal, como inseticidas naturais, antifungicos e antioxidantes
dentre outros Cada vez mais se buscam alternativas naturais ao uso de produtos derivados
daindustria quimica, e para tanto é necessaria a prospeccao de extratos com metabdlitos
secunddrios ativos para estas aplicagcdes. O género Crotalaria possui em torno de 600
espécies e é encontrado na Africa, india, México e Brasil. Este trabalho buscou avaliar
dois métodos de extracdo dos metabdlitos das sementes de Crotalaria spectabilis,
Crotalaria breviflora, Crotalaria juncea e Crotalaria ochroleuca, e identificar de maneira
preditiva, nesses mesmos extratos, os metabdlitos secunddrios que os compdem. Foram
investigados dois métodos de extracao, em triplicata, para cada biomassa. Um usando
meio hidroalcodlico (etanol/dgua/acido acético 7,00/2,95/0,05%) e outro usando meio
aquoso. AvaliacOes do perfil cromatografico foram realizados por meio de cromatografia
de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) com o sistema UPLC Acquity H-Class acoplado ao detector
de arranjos de fotodiodos (PDA) com varredura na faixa espectral de 200-400 nm.
Para todas as biomassas avaliadas a extragdo em meio aquoso apresentou o maior
rendimento, entretanto as extracdes em meio hidroalcodlico também apresentaram
rendimentos satisfatérios. De acordo com os dados cromatograficos e espectrais dos
extratos de C. Spectabilis foi atribuida a provavel ocorréncia de aminodcidos, alcaloides,
derivados da fenilalanina, flavonoides, flavonas e derivados do acido hidroxicindmico. Os
dados cromatograficos e espectrais dos extratos de C. breviflora indicaram a presenca
de aminoacidos, alcaloides, flavonoides e derivados do acido hidroxicindmico. J& nos
extratos de C. Juncea observou-se dados espectrais que corroboraram com a presenca
aminoacidos, flavonoides, alcaloides, derivados de fenilalanina e derivados de acido
hidroxicinamico. Por fim, para os extratos de C. ochroleuca observou-se a provavel
ocorréncia de alcaloides, derivados de acido hidroxicindmico, flavonas e flavonoides.
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Introducao

Extratos vegetais sdo utilizados hd milénios e nas mais variadas aplicacbes, entre
as quais destacam-se o seu uso medicinal, como inseticidas naturais, antifungicos e
antioxidantes. A utilizacdo em grande escala e de forma indiscriminada de produtos
sintéticos, derivados da industria quimica, tém ocasionado riscos a saude humana,
animal e ao meio ambiente, sendo notdria a busca por seus respectivos substituintes
menos nocivos. Assim, ha grande interesse na prospeccao de substancias quimicas de
origem renovavel que apresentem atividade farmacoldgica, antifungica, inseticida, entre
outras.

Crotalaria é um género que pertence a familia Fabaceae e que possui em torno de
600 espécies, podendo ser encontrada na Africa, india, México e Brasil (Scupinari et
al.,, 2020). Essas plantas também apresentam grande producdo de biomassa verde e
capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico (Gardiano et al., 2010). Tanto as folhas
guanto as sementes de Crotalaria apresentam alcaloides pirrolizidinicos (APs), sendo
a monocrotalina o principal AP encontrado nas plantas desse género (Gardiano et al.,
2010; Barreto et al., 2006). Esse composto apresenta alta toxicidade a vertebrados e,
com isso, acredita-se que produza metabdlitos secunddrios com potencial utilizacdo
inseticida em culturas agricolas (Wang et al., 2002).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a preparacdo de extratos aquosos
e hidroalcodlicos de sementes de Crotalaria spectabilis, Crotalaria breviflora, Crotalaria
juncea e Crotalaria ochroleuca, visando o alcance do maximo de rendimento de seus
extrativos, bem como propor a identificacdo de classes de metabdlitos secundarios para
viabilizar a estratégia de aplicacdo desses extratos em estudos futuros.

Material e Métodos

Sementes de C. spectabilis, C. breviflora, C. juncea e C. ochroleuca (Sementes Pirai
Ltda) foram secas em estufa a 40°C até peso constante. Em seguida, as sementes foram
moidas em moinho analitico portatil e tamisadas em agitador eletromagnético utilizando
peneiras com tamanho de malha de 850, 425, 300 e 250 um. Particulas menores que
250 um também foram coletadas. A fracdo de 425 um foi selecionada para os ensaios
de extracdo devido a maior quantidade apresentada de material ao final da tamisacao.
Em seguida, cada uma das amostras passou por processos de extragdo em meio aquoso
e hidroalcodlico, conforme detalhado a seguir. As atividades envolvendo a C. breviflora,
por ser espécie nativa, foram registradas no SisGen sob o nUmero A832F15.

Agitacao em solucao hidroalcodlica

Quantidade conhecida de biomassa (aprox. 10 g) foi mantida sob agitacdo por 48 h
a temperatura ambiente em frasco fechado de 500 mL contendo 215 mL de solucdo
de etanol/agua/acido acético 7,00/2,95/0,05%. Decorridas as 48 h, o contetido do
frasco foi centrifugado e filtrado a vacuo, o sobrenadante foi reservado e a fracdo sdlida
restante foi novamente transferida para frasco fechado na presenca de nova aliquota
de 215 mL de solucdo hidroalcodlica, onde permaneceu sob agitacdo a temperatura
ambiente por mais 24 h. O conteudo do frasco foi novamente centrifugado e filtrado a
vacuo e o sobrenadante desta etapa foi agregado ao sobrenadante anterior. Em seguida,
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o sobrenadante final foi rotaevaporado para a retirada do etanol, congelado e liofilizado.
A massa resultante do processo de liofilizacdao foi utilizada para a determinacao
do rendimento da extracdo. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada
biomassa estudada.

Refluxo em solugao aquosa

Quantidade conhecida de biomassa (aprox. 10 g) foi adicionada a um baldo de fundo
redondo de 500 mL. Em seguida, foi adicionada uma barra magnética e 430 mL de
agua destilada ao baldo. Este baldo foi acoplado a um condensador e colocado em
banho de 6leo a 100°C, onde permaneceu sob agitacdo magnética por 1 h. Apds este
periodo, a agitacdo foi interrompida, o extrato foi centrifugado e o sobrenadante foi
filtrado a vacuo. A fracdo liquida foi congelada, liofilizada e pesada para a determinacgao
do rendimento da extracdo. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada
biomassa estudada.

Analise cromatografica

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia
(UHPLC) em um cromatégrafo a liquido UPLC Acquity H-Class acoplado ao detector de
arranjo de fotodiodos (PDA) com varredura na faixa espectral de 200-400 nm.

O extrato seco de cada uma das amostras foi preparado na concentra¢dao de
30 mg/mL em agua:acetonitrila (1:1). Apds esse preparo em béquer de 25 mL, todas
as amostras ficaram em banho ultrassonico por 15 min e depois foram transferidas
para tubos falcon onde foram centrifugadas por 10 min a 9000 rpm. Por fim, as
amostras preparadas tiveram o sobrenadante filtrado em membrana omnipore de PTFE
hidrolifilico com 0,22 um de poro. Aliquotas de 1 pL das amostras foram injetadas nas
seguintes condigdes:

e Coluna Acquity UPLC HSST3 1,8 um, 2,1 x 150 mm;
e Temperatura da coluna: 40°C;
e Modo de eluicdo: gradiente (Tabela 1);

e Fase movel - Solvente A: HZO/O,l% acido trifluoracético (TFA); Solvente B:
Acetonitrila/0,1% TFA.

Tabela 1. Gradiente de eluicdo empregado na analise por UHPLC-PDA dos
compostos quimicos presentes nos extratos obtidos.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) %A %B
Inicial 0.400 100 0
5.00 0.400 100 0
30.00 0.400 75 25
32.00 0.400 50 50
33.00 0.400 0 100
35.00 0.400 0 100
35.01 0.400 100 0

45.00 0.400 100 0
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Resultados e Discussao

A Tabela 2 apresenta os rendimentos de extratos brutos obtidos para cada biomassa
pelos métodos de extracao utilizados.

Tabela 2. Rendimentos para as extracdes hidroalcodlica e aquosa das sementes de crotaladria obtidos em

triplicata.
Biomassa Rendimento/Agitacdo Rendimento/Refluxo aquoso
hidroalcodlica (%) (%)
C. spectabilis 21,42 +0,45 31,45+0,71
C. breviflora 26,02 £ 0,65 31,16 £ 0,60
C. juncea 21,74 £ 0,25 50,61 £ 0,72
C. ochroleuca 15,47 + 0,28 31,48 £ 0,86

Os valores de rendimento obtidos demonstram que o processo de extracdo por
refluxo aquoso fornece maior quantidade de extrato bruto para todas as biomassas
avaliadas. Porém as extracdes realizadas por processo com agitacdo hidroalcodlica
também resultam em rendimento satisfatorio.

A identificacdo da classe de metabdlitos secundarios encontrados nos extratos
aquosos e hidroalcodlicos foi realizada de forma putativa utilizando a técnica de
cromatografialiquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) acoplada com detector de arranjo de
fotodiodos (PDA) por meio da avaliacdo dos espectros de UV dos principais picos eluidos
nos cromatogramas das amostras e também a partir da correlacdo de dados publicados
na literatura para o género Crotalaria. De forma geral, foi possivel verificar a presenca
de alcaloides (que tém sido relacionados aos efeitos toxicos para fitonematoides),
flavonoides (que possuem atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias), derivados do
acido hidroxicinamico (com atividade antioxidante) e aminodcidos que contém grupos
cromoforos em sua estrutura.

A Figura 1 apresenta os cromatogramas em 254 nm para os extratos brutos
de sementes de C. spectabilis. Os picos eluidos em t, = 1,638 min (para agitacdo
hidroalcodlica, Fig. 1A) e t = 1,634 min (para refluxo aquoso, Fig. 1B) foram atribuidos a
presenca de aminoacidos contendo grupamentos cromoforos, que absorvem na regido
do UV apresentando uma banda intensa em 263 nm seguida de um ombro. Espectros
com uma banda intensa na regido de 259 nm, indicando a presenca de alcaloides,
foram identificados em ¢ = 1,708 e 1,693 min para os extratos hidroalcodlico e aquoso,
respectivamente. Picos eluidos entre t, = 9,330 e 9,620 min apresentam espectros de
UV indicativos de substancias contendo fenilalanina (banda de intensidade média em
257 nm) e guanosina (maximo de absor¢do em 255 nm com ombro em 280 nm). Os
picos relacionados a presenca de flavonoide (t = 21,876 min), flavona (t, = 24,188 min)
e derivados do &cido hidroxicindmico (tempos de retengdo em t, = 24,357, 25,227 e
26,129 min) foram facilmente identificados no cromatograma do extrato bruto obtido
via agitacdo hidroalcodlica. Para o extrato bruto aquoso estes picos de eluicdo ou ndo
estavam presentes, ou apresentaram baixa intensidade.
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Figura 1. Perfis cromatogréficos dos extratos brutos de C. spectabilis obtidos pelo processo de agitagdo hidroalcodlica
(A) e refluxo aquoso (B) processados em 254 nm.

Os cromatogramas em 254 nm para os extratos brutos de sementes de C. breviflora
estdo apresentados na Figura 2. Os picos eluidos em t = 1,638 min (para agitacdo
hidroalcodlica, Fig. 2A) e t = 1,634 min (para refluxo aquoso, Fig. 2B), a exemplo do
exposto para os extratos de C. spectabilis, foram atribuidos a presenca de aminodcidos.
A presenca de compostos com absorcdo UV indicativa de alcaloides foi identificada em
t. = 1,709 e 1,697 min para os extratos hidroalcodlico e aquoso, respectivamente. Os
picos eluidos em t_= 19,080 min (agita¢do hidroalcodlica) e t, = 19,172 min (refluxo
aquoso) apresentam espectro de UV compativel com o espectro de flavonoides, com
maximos de absor¢do em 257 e 353 nm. Derivados do acido hidroxicindmico, com uma
banda de maximo de absorc¢do intensa em 288 nm e um ombro em 230 nm, eluiram em
t. = 19,260 min, 26,753-26,835 min, 27,651 min e 31,198-31,206 min, tanto para o
extrato bruto hidroalcodlico quanto para o aquoso.
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Figura 2. Perfis cromatograficos dos extratos brutos de C. breviflora obtidos pelo processo de agitagdo hidroalcodlica
(A) e refluxo aquoso (B) processados em 254 nm.
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A Figura 3 apresenta os cromatogramas em 254 nm para os extratos brutos de
sementes de C. juncea. Novamente, foram observados picos com espectro de absor¢ao
UV compativel com a presenca de aminoacidos (em t = 1,638 min para o extrato
hidroalcodlico e t, = 1,639 min para o extrato aquoso). O extrato bruto aquoso (Fig.
3B) apresentou um pico eluido em t = 1,686 min com espectro UV indicativo de
alcaloide, enquanto o extrato bruto hidroalcodlico (Fig. 3A) possui um pico em
tR = 1,703 com espectro de UV tipico de substancias contendo fenilalanina. Demais
picos relacionados a presenca de substancias contendo fenilalanina foram observados
em 9,330-9,342 min. O nucleotideo guanosina também foi identificado em picos
eluidos em t_= 9,620 min. Picos relacionados a presenca de flavonoide (tempos de
retencdo em 19,073 e 19,632 min) foram identificados nos cromatogramas dos dois
extratos brutos, bem como a presenca de um aminodcido eluido em 20,640 min. Por
fim, o extrato bruto hidroalcodlico apresenta ainda a indicacdo da presenca de
derivados de acido hidroxicinamico em tR = 26,909 min e t_= 30,545 min. Estes picos
ndo foram observados para o extrato bruto aquoso.
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Figura 3. Perfis cromatograficos dos extratos brutos de C. juncea obtidos pelo processo de agitagao hidroalcodlica (A)

e refluxo aquoso (B) processados em 254 nm.

Por fim, os cromatogramas em 254 nm para os extratos brutos de sementes de C.
ochroleuca estao apresentados na Figura 4. Em compara¢dao com os extratos brutos das
demais sementes de crotalaria, os extratos da variedade ochroleuca apresentaram uma
maior quantidade de picos eluidos e maior presenca de alcaloides. Espectros de UV
compativeis com a presenca de alcaloides foram observados para picos nos tempos de
retencdo de 1,805, 2,307, 7,965 e 10,206 minutos para o extrato bruto hidroalcodlico
(Fig. 4A) e em 1,075, 1,693, 1,780 e 2,299 minutos para o extrato bruto aquoso (Fig. 4B).
O extrato bruto obtido a partir de refluxo aquoso ainda apresentou picos indicativos da
presenga de substancia como a fenilalanina (t, = 9,307 e 10,192 min) e do nucleotideo
guanosina (t, = 9,619 min). Diversos picos, para ambos os extratos, puderam ser
correlacionados com a presenca de derivados do acido hidroxicinamico, nos seguintes
tempos de retencdo: 20,333, 28,107 e 30,767 min para o extrato hidroalcodlico; 19,339,
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20,427 e 28,202 min para o extrato aquoso. Finalmente, espectros de UV indicativos da
presenca de flavonas e flavonoides foram observados para os picos eluidos em 22,785,
25,371, 27,258, 29,277 e 32,732 min (para o extrato hidroalcodlico) e em 7,957, 22,873,
27,350 e 29,362 min (para o extrato aquoso).
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Figura 4. Perfis cromatograficos dos extratos brutos de C. ochroleuca obtidos pelo processo de agitagdo hidroalcodlica

(A) e refluxo aquoso (B) processados em 254 nm.

Conclusao

Dentre os perfis comparativos obtidos para os dois modelos de extracao, apenas os
perfis de C. spectabilis demonstraram diferenca significativa entre a composi¢do quimica
apresentada nos cromatogramas dos extratos de agitacdo hidroalcodlica e refluxo
aquoso. A partir dos dados cromatograficos e espectrais dos extratos de C. spectabilis foi
atribuida a provavel ocorréncia de aminoacidos, alcaloides e derivados da fenilalanina.
Porém, a presenca de flavonoides, flavonas e derivados do dacido hidroxicindmico
foram observados apenas nos extratos hidroalcodlicos. Os dados cromatograficos e
espectrais referentes aos extratos hidroalcodlico e aquoso de C. breviflora indicaram a
presenca de aminodcidos, alcaloides, flavonoides e derivados do acido hidroxicinamico.
Tanto os extratos hidroalcodlico e aquoso de C. juncea também apresentaram dados
cromatograficos e espectrais que apontaram a ocorréncia de aminodcidos e flavonoides.
Jd no extrato hidroalcodlico de C. juncea observou-se de forma mais acentuada a
ocorréncia de alguns aminoacidos, provavelmente derivados da fenilalanina, além de
derivados do acido hidroxicinamico. Além disso, a ocorréncia de alcaloides foi notada
apenas em seu extrato aquoso. Por fim, para os extratos hidroalcodlico e aquoso de C.
ochroleuca observou-se maior nimero de picos cromatograficos separados ao longo
da analise, sendo estes associados a uma maior ocorréncia de alcaloides. Quando
comparada as demais espécies, C. ochroleuca também apresentou indicios da presenca
de derivados do acido hidroxicinamico, flavonas e flavonoides.
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