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INTRODUCAO

Diversos géneros da familia Rhamnaceae destacam-se pela presenca de triterpendides,
alcaldides e saponinas. No Brasil ocorrem 9 géneros pertencentes a esta familia, dentre eles o
Zizyphus. Dentre as espécies deste género, a Zizyphus joazeiro € tipica da regido nordeste do
Brasil, tendo ampla distribuicéo nesta localidade (SCHUHLY et al. 1999).

Sabe-se que 0s vegetais através do seu metabolismo secundério sintetizam muitos
compostos quimicos que desempenham diversas funcbes, como por exemplo, protecdo contra
agentes externos. Desta forma, o estudo fitoquimico apresenta-se como ferramenta para
conhecimento do perfil quimico das plantas. O Zizyphus joazeiro, como preconiza a familia a
que pertence, cacarcteriza-se também pela presenca principalmente de triterpendides,
alcaldides e saponinas (HIGUCHI et al, 1984; BARBOSA FILHO et al, 1985; SCHUHLY et
al. 1999; SCHUHLY et al, 2000). Dentre os triterpendides investigados, o acido betulinico
destaca-se pelas suas importantes propriedades farmacoldgicas. Devido a importancia e a
potencialidade quimica do &cido betulinico, diversos ensaios bioldgicos estdo sendo
desenvolvidos no intuito de testar sua bioatividade. A literatura preconiza o acido betulinico
como tendo uma atividade antibactericida, antifingica, anti-leucémnica, anti-inflamatdria,
anti-HIV, dentre outras (HUANG et al, 2006; QIAN et al, 2007; GANSER-PORNILLOS et
al, 2008; DAFONSECA et al, 2008; FULDA, 2008; CHOI et al. 2009).

Figura 1: Estrutura quimica do acido betulinico

Diante desse contexto, buscam-se novas técnicas de extracdo que se mostrem
eficientes e de baixo custo, a fim de otimizar a obtencdo ndo s6 do acido betulinico, mas de
qualquer composto bioativo. Nos ultimos anos, com o desenvolvimento da técnica de extracdo
utilizando energia de microondas focalizada (FMAE), foi possivel registrar diversos
parametros no procedimento de extracdo, principalmente temperatura e pressdo. FMAE
oferece um aumento significativo na qualidade das informac6es do sistema reacional através
de um monitoramento continuo do tempo de analise e da temperatura do solvente em meio de
microondas, além de exigir um volume menor de solvente e analito no processo. (BIERI et al,
2006; NAZARI et al, 2007).
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Sendo assim, o presente trabalho visa otimizar a obtencéo do acido betulinico a partir
do Zizyphus joazeiro através da utilizacdo da energia de microondas focalizada, fazendo um
analise comparativa entre diferentes técnicas de extracdo (maceragdo e refluxo), atraves de
andlises qualitativas e quantitativas, utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

METODOLOGIA

O material pulverizado obtido a partir das cascas do Zizyphus joazeiro foram pesadas (um
grama) e submetidas a extracdo com solvente acetato de etila (30ml), utilizando os metodos
convencionais (maceragdo 24h, 48h e 72h; refluxo 2h, 5h e 8h) e a energia de microondas
focalizada (temperatura 65°C, 70°C e 75 °C e tempo de extracdo 10min, 15 min, e 20 min).
Apo6s término dos experimentos, os extratos foram filtrados e concentrados. Todas as
extracOes foram realizadas em triplicata. O monitoramento das reacdes foi realizado
utilizando cromatografia em camada delgada utilizando como solucdo eluente acetato de etila:
hexano, em igual proporcdo, e como solucdo reveladora, solucdo de acido sulfdrico a 20%.
Realizou-se posteriormente a quantificacdo do &cido betulinico presente nos extratos obtidos a
partir de FMAE e de um extrato de cada método convencional para comparacdo. Nesta etapa
utilizou-se o equipamento HPLC EZCHROM ELITE, coluna Purospher Star ® RP8e (250mm
X 4,6mm i.d.) (5um) Merck, fase movel isocratica acetonitrila e solucdo aquosa de acido
fosférico (0,05%) (80:20), fluxo 1,0 ml/min, volume de inje¢do 20ul, temperatura do forno
35°C e tempo de analise de 30min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente obteve-se o rendimento qualitativo das extracGes, representado pela
relacdo massa/massa entre o material vegetal de partida e o extrato concentrado. Através do
monitoramento utilizando Cromatografia em Camada Delgada, observou-se a presenca do
acido betulinico em todas as amostras, sendo utilizado um padréo para comparacgdo. A partir
de entdo se justificou o prosseguimento dos experimentos, ja que os resultados preliminares
corroboraram com plano de trabalho. O rendimento dos extratos foi calculado a partir da
formula abaixo e se encontram descritos na tabela 1.

Massa do extrato

Porcentagem da extracdo (m/m) = Massa do material seco (Casca) x 100

A anédlise por CLAE-DAD, por sua vez, permitiu quantificar o &cido betulinico
presente nestes extratos utilizando uma curva de calibracdo (Figura 2). A constru¢do da curva
foi realizada utilizando &cido betulinico padrdo em um intervalo de 0,01-0,1 mg/ml (n=10),
através de uma solucdo estoque (0,1 mg/ml), injetada em volumes diferentes. A curva foi
validada utilizando trés solucOes preparadas em concentragcdes diferentes (0,05 mg/ml e
0,Img/ml). A curva de calibracdo apresentou-se linear (r2=0,9979) nas concentracdes
utilizadas, e o método analitico foi validado de acordo com os parametros: especificidade,
linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), demonstrando que o
método consegue separar especificamente a substancia de interesse dos demais interferentes.
Nesta etapa o procedimento também foi realizado em triplicata. A construcdo da curva foi
realizada utilizando Microsoft Office Excel 2007 através das &reas encontradas nos
cromatogramas. Comparando as analises de CLAE-DAD do &cido betulinico padrdo com os
extratos obtidos a partir de diferentes métodos de extracdo foi possivel observar 0 mesmo
tempo de retencdo (18,9 minutos), o que corrobora para a demonstragdo da especificidade do
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método. Os espectros de ultravioleta (absorgdo em 205nm) obtidos para o padréo e para as
amostras, apresentaram o mesmo perfil, e indicaram um valor de similaridade maior que 0,99,
0 que corrobora para a pureza do pico. Os cromatogramas obtidos por maceracéo, refluxo e
FMAE, mostraram um pico caracteristico para o acido betulinico (Figura 3).

Curva de Calibragao y = 41307171,5152x + 88910,6667
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Figura 3: Cromatogramas CLAE-DAD para acido betulinico extraido por maceracdo, refluxo, e microondas,
respectivamente.

Tabela 1: Condices e rendimentos obtidos nos experimentos

Experimentos Tempo Temperatura °C Rendimento extratos | Rendimento Acido
(%) Betulinico (%)
FMAE 1 20 min 75 2,60 0,33
FMAE 2 20 min 65 2,29 0,23
FMAE 3 10 min 75 2,47 0,31
FMAE 4 10 min 65 1,06 0,13
FMAE 5 15 min 70 2,65 0,33
Maceracao 72h 30 (temp. ambiente) 0,60 0,14
Refluxo 8h 70 1,10 0,25

Através da analise dos resultados obtidos pode-se inferir que a temperatura e o tempo

utilizados para realizar os experimentos de extracdo sdo fatores determinantes para o
rendimento final. Observando os dados descritos na tebela 1, observa-se que o aumento da
temperatura quando associado a um aumento do tempo, conduzem a um melhor resultado
referente a extracdo do composto de interesse. Esta discussao € ratificada quando analisa-se as
menores concentragfes de 4&cido betulinico encontradas, nestes casos empregou-se
temperaturas abaixo de 70°C.

CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho mostrou que a utilizacdo da energia de microondas focalizada pode ser
utilizada como uma ferramenta alternativa aos métodos convencionais de extracao,
apresentando um rendimento satisfatério com ganho de tempo e economia de solventes
organicos. Os experimentos realizados permitem concluir que uma das melhores condicGes de
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extracdo do acido betulinico a partir do Zizyphus joazeiro pode ser obtida em meio de
microondas associando um tempo reacional de 15 minutos a uma temperatura de 70°C.
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