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RESUMO

O jambu (Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen) é uma hortalica nativa da regido amazonica,
mas atualmente cultivada em vérias regides do mundo e muito utilizada como condimento em
pratos tipicos da regido Norte e na medicina popular. Atualmente tem despertado o interesse
econbmico por empresas nacionais e de outros paises, na area de cosméticos, devido seu
principio ativo, o espilantol. Considerando sua importancia econdmica do principio ativo do
Jambu, este estudo teve como objetivo, realizar a analise quantitativa da concentracdo do
espilantol presente em diferentes partes da planta (raiz, parte aérea e inflorescéncia), no
decorrer do seu crescimento plantado tanto em bandejas como em canteiros. Foi realizado um
planejamento experimental para verificar qual melhor solvente ou mistura de solventes ideais
para melhor rendimento na extracdo do espilantol. O espilantol foi isolado através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para a obtencdo do extrato das matrizes,
foi realizado extracdo por soxhlet, utilizando a mistura de solvente Etanol/Agua (7:3v/v), sob
refluxo por 4h. Realizou-se uma curva de calibracdo nas concentra¢des de 0,05 mg/mL a 10,0
mg/mL de espilantol obtendo-se uma curva de calibragdo com 15 pontos obtidas no CLAE
realizado no modo isocratico, tendo como fase movel Acetonitrila/Agua (7:3) vlv, fase
estacionaria coluna C18 e absorbancia UV de 230 nm. Foram injetados extratos obtidos na
extracdo por soxhlet na concentragédo de 100ppm no CLAE nas mesmas condicdes utilizadas
para obtencdo da curva de calibracdo. Nos resultados das andlises foi possivel observar que as
inflorescéncias do jambu cultivado no canteiro, no periodo de 60 dias foi o que apresentou a

maior concentracdo de espilantol.

PALAVRAS-CHAVE: espilantol, analise quantitativa, cromatografica liquida de alta

eficiéncia
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1 INTRODUCAO

Acmella oleracea (L), popularmente conhecida como jambu ou agrido bravo, pertence a
familia Asteraceae c. Jansen, € uma planta nativa do Brasil. Na regido Norte é amplamente
utilizado na medicina popular e na culinaria, é altamente apreciado nos principais pratos
tipicos da regido, tendo como caracteristica a dorméncia e formigamento na boca, causado

pelo seu constituinte quimico, o espilantol (COSTA, 2014).

Atualmente, o jambu tem sido alvo de pesquisas devido as propriedades promissoras do
seu extrato (COSTA, 2014). Nos ultimos anos a planta vem sendo cultivada também nas
regides Centro Oeste e Sudeste do Brasil. Em S&o Paulo ocorre a producdo comercial da
espécie (com sementes adquiridas de produtores do Estado do Para) com fins para industria de
cosmeéticos, e para restaurantes (CAVALCANTI, 2008).

Vérias empresas nacionais e internacionais estdo investindo em pesquisas e na produgéo
da espécie, uma vez que, 0 seu uso em produtos tem se intensificado nos dltimos anos.
Empresas Brasileiras ja estdo utilizando em suas linhas de mercadorias, o espilantol,
principalmente as empresas de cosméticos, aonde o jambu vem sendo fonte de novos produtos
com grande destaque no mercado (HOLLANDA, 2012).

Apesar de ser alvo de muito interesse, ndo ha muitos estudos na literatura relacionados a
caracterizacdo e quantificacdo dos compostos bioativos presentes no jambu, especificamente
ao espilantol. Ainda s@o escassas as pesquisas voltadas para esta espécie no que se refere
também aos processos de extracdo. Diante do exposto, considerando a grande importancia do
principio ativo do jambu, o espilantol, um estudo detalhado da espécie foi necessario afim de

esclarecer caracteristicas peculiares da planta.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL
O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a concentracdo de espilantol nas
partes aéreas, raizes e inflorescéncia do jambu (Acmella oleraceae) por cromatografia liquida

de alta eficiéncia.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS
v Realizar a colheita do material vegetal em diferentes periodos;

v Realizar e executar um planejamento de extracdo de espilantol;
v Obter os extratos da parte aérea, raiz e inflorescéncia do jambu;
v' Isolar o espilantol;

v" Construir uma curva de calibracdo do espilantol;

v Avaliar a concentracdo do espilantol presente em diferentes partes do jambu.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 JAMBU (Acmella oleraceae)

Acmella oleracea (Spilanthes oleracea; Spilanthes acmella var.oleracea) popularmente
conhecida no Brasil como jambu (Figura 1) é uma representante da familia Asteracea,
distribuido em regides tropicais e subtropicais e contém propriedades quimicas importantes. E
uma planta muito apreciada na regido norte do Brasil, principalmente no Para, fazendo parte
da culinaria e medicina popular local. Possui muitos sinbnimos populares, como o agrido do
Para (PIMENTEL, 1985), agrido de Brasil, agrido do Norte, jambuacu, abecedaria
(CARDOSO & GARCIA, 1997), planta louca, jamburana, erva maluca, botdo de ouro e
planta da dor de dente (COUTINHO et al., 2006).

Figura 1 - Jambu (Acmella oleraceae)

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Spilanthes-groundcover-large.jpg

A planta desenvolve-se bem em climas quentes e Umidos, com temperaturas médias de
25,9° C, néo tolera secas e baixas temperaturas, tendo seu crescimento prejudicado abaixo de
20° C (BRASIL, 2010), precipitacdo anual de 2.761 mm ao ano, evapotranspiragdo potencial
de 1.455 mm, umidade relativa do ar 86% e 2.389 horas anuais de luz solar (VILLACHICA et
al., 1996).

De acordo com Cardoso & Garcia (1997), é autdctone da América do Sul
e mais precisamente da Amazonia (PIMENTEL, 1985), podendo ser encontrada, cultivada ou
subespontanea no Brasil, Guianas, Venezuela e Coldmbia (CARDOSO & GARCIA, 1997).
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As sinoniminas de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen sdo: Spilanthes oleracea L.,
Cotula pyretharia L., Pyrethrum spilanthus Medik., Spilanthes acmella var oleracea (L.),
Spilanthes fusca MART (LORENZI e MATOS, 2002), Bidens Lan, Bidens fusca Lan,
Isocarpa pyrethraria (L.) Cass, Spilanthes radicans Schrad. Ex D. C., Spilanthes oleracea b
fusca (Lam.) D. C. (HIND e BIGGS, 2003).

Pode se multiplicar tanto por sementes como por hastes enraizadas. Ha relatos do
cultivo de jambu na india, na América Central, em alguns paises da Europa e, sobretudo, na

Asia, onde ele ja é plantado para 0 consumo como alimento (CARDOSO, 1997).

3.1.1 Descricdo botanica

Acmella oleracea (L) R.K. Jansen, é considerada como Angiospema da classe
dicotiled6nea, caracteriza-se por ser uma planta de clima tropical, herbacea anual, de 30 a 60
cm de altura, de hastes tenras, semi-ereta ou quase rasteira, com caule cilindrico, carnoso e de
ramos decumbentes (FAVORETO e GILBERT, 2010). Possui raiz principal pivotante, com
abundantes ramificacGes laterais e raizes adventicias no caule e nos ramos que
estdo em contato com o solo (CARDOSO, 1997). Suas folhas sdo simples, com folhas
opostas, espessas, pecioladas, dentadas, cordiformes, dando capitulos terminais, conicos,
pedunculados, com o involucro em duas series (RODRIGUES, 1894), com lamina
amplamente ovada, apresentando pélos esparsos em ambas as superficies (HIND e
BIGGS, 2003).

As inflorescéncias sdo pequenas e amareladas, dispostas em capitulos globosos
terminal que medem cerca de 1 cm de diametro, com flores hermafroditas (Figura 2, pag.19).
As sementes encontram-se localizadas na inflorescéncia sendo pequenas achatadas e
acinzentadas, sua propagacdo pode ser por semente ou estaquia (CAVALCANTI, 2008;
RATNASOORIYA, 2004). O fruto € um aquénio de tamanho reduzido, com pericarpo de cor

cinza escuro, parcialmente envolvido por paleas membranosas (CARDOSO,1997).
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Figura 2 - Inflorescéncia do Jambu (Acmella oleraceae)

Fonte: http://www.hibrasil.com.br/jambu/

A cultura do jambu tem o ciclo de 45-70 dias, exige pouca tecnologia para 0 seu
manuseio e é muito cultivado entre os pequenos agricultores. Sua germinacdo ocorre entre 5-7
dias aproximadamente. A colheita, na Regido Norte, é realizada entre 35 a 50 dias apds o
transplantio (CARDOSO; GARCIA, 1997). No Para o ciclo da espécie, normalmente é de 90
dias.

3.1.2 Composic¢do quimica

O jambu possui em torno de 0,7 % de 6leo essencial e parece conter também
flavondides (LORENZI; MATQOS, 2002). O oleo essencial contém um elevado indice de
espilantol, e tem despertado grande interesse no mercado (SCIFINDER SCHOLAR, 2006).

O jambu possui bom valor nutritivo. Para cada 100 g de folhas, contém 89,0 g de agua,
valor energético de aproximadamente 32,0 calorias, 1,9 g proteina, 0,3 g de lipidio, 7,2 g de
carboidratos, 1,3 g de fibra, 1,6 g de cinza, 162,0 mg de célcio, 41,0 mg de fésforo, 4,0 mg de
ferro, 0,03 mg de vitamina B1, 0,21 mg de vitamina B2, 1,0 mg de niacina e 20,0 mg de
vitamina C (BORGES, 2009).

Em analises realizadas com 6leos de jambu, foi possivel identificar através da técnica
por CG-EM, que 0 mesmo possui em sua composicdo, um &cido graxo 6dmega-6 insaturados
(&cido linoleico), na proporcdo de 56,37%, indicando que a espécie pode ser uma rica fonte de
acidos graxos essenciais (PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2008).
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A composicdo quimica descrita na literatura de substancias ja isoladas de A.oleraceae
destaca-se, além do espilantol, a alfa e beta-amirina, estigmasterol, glicosideos, sitosterol,
saponinas, triterpenos, cumarina (escopoletina) e é&cido felurico (LEMOS 2012;
PRACHAYASITTIKUL, 2009), Figura 3.

Figura 3 - Estrutura de algumas substéncias encontradas em A.oleraceae
R® R,
RS -
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O efeito farmacoldgico da espécie se deve as substancias quimicas, dentre as quais,
transcariofileno, germacreno D, L-dodeceno, espatulenol e espilantol (BORGES et al., 2012).
Segundo Carvalho e Muller (1996), esta hortalica é rica em elementos nutritivos como ferro, e

ainda possui as vitaminas B1, B2, niacina, vitamina C, vitamina A e célcio.

As flores e as folhas de Spilanthes acmella contém aminoédcidos (MONDAL et al.,
1998; PEIRIS et al., 2001), alcaldides (PEIRIS et al., 2001) e Nisobutilamidas (espilantol)
(RAMSEWAK et al., 1999), possui em torno de 0,7 % de 6leo essencial, além de flavondides
(LORENZI; MATOS, 2002).

3.1.3 Espilantol

O espilantol, substancia abundantemente encontrada na espécie Acmella oleracea, é

uma amida alifatica (N-isobutilamidas) de formula molecular C14H23NO (Figura 4, pag. 21)
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também abundante em outras espécies do género Spilanthes, descrita como um éleo viscoso
ardente, de coloracdo amarelo claro. Sua composicdo quimica, incluindo o espilantol, tem
potencial para uso industrial, sendo citado como indicativo para diversas doencas (GUSMAO
et al., 2005), produz um efeito anestésico e de formigamento sobre a lingua, dai sua utilizacdo

nas afeccdes da boca e garganta e como tratamento para dores de dentes (BOONEN, 2010).

Figura 4 - Estrutura quimica do espilantol

Y

Fonte: https://patentados.com/patente/e2-e4-z8-acido-undecatrienico-ester-carboxamida/

O espilantol € um metabdlito secundario com alto potencial industrial bem como
vérias propriedades bioldgicas e efeitos sanitarios (BARBOSA et al., 2016). Nas estruturas
quimicas contém um grupo de Amida central (-C (O) NH-), que esta ligado a uma cadeia
poliinsaturado alifaticos no lado carbonila e um alquilo mais curto corrente no lado da amina.
A grande variedade de substituinte possiveis as cadeias/grupos de ambos os lados do grupo
Amida levaram ao desenvolvimento de um sistema especifico de classificacdo da alquilamida
— Alcamida (DIAS et al., 2017).

A natureza dos residuos &cidos (comprimento da cadeia carbodnica, grau de
instauracdo, estereoquimica etc) e das aminas sdo caracteristicas de cada género e servem
como critério quimiotaxonémico. Tais substancias sdo chamadas protoalcaloides porque o

atomo de nitrogénio ndo faz parte de um anel heterociclico (RIOS, 2012).

Espilantol (ou afim) pode ser encontrado em nao apenas Acmella oleracea, mas
também a. ciliate, a. oppositifolia, a. radicans, a. brachyglossa, A. ciliate, a. oleracea, a.
paniculata, a. uliginosa, Welelia parviceps e Heliopsis longipes (CHUNG et al., 2008;
PRACHAYASITTUKAL et al., 2013). Muitos dos artigos que descrevem sua presenga em H.
longipes chamam de afinidade em vez de espilantol (JOHNS et al., 1982; RIOS et al., 2007).

As plantas em que é encontrado sdo muitas vezes chamadas de plantas de dor de dente, devido



22

ao efeito analgésico de espilantol (HIND E BIGGS, 2003; SHARMA et al., 2012;
PRACHAYASITTUKAL et al., 2013; RIOS E OLIVO, 2014). Pode ser extraido das plantas
utilizando metanol, etanol, CO, supercritico ou hexano (NAGASHIMA E NAKATANI,
1992; SHARMA et al., 2011; DIAS et al., 2012), além de seu efeito analgésico oral, ele
também tem efeitos antibacterianos (DUBEY et al., 2013). As propriedades fisicas do

espilantol estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades fisicas do espilantol

Formula Molecular C14H23NO
Massa Molecular 221 (g/mol)
Ponto de Fuséo 23°C
Ponto de Ebulicdo 165 °C
indice de Refracio (25°C) 1,5135
Absor¢do méxima 228,5 nm

Jacobson, (1957)

3.1.4 Atividades biologicas

O espilantol tem bioatividade expressivas a partir dos resultados da analise do mesmo,
por conta dos sitios ativos encontrados no vegetal como alcamidas e alquilamidas que ajuda a
proteger as plantas a ser um antagonista antibacterianas, antifungicas, analgésicas e
endocanabinoide (VERYSER et al., 2014).

E possivel que o espilantol, como outros alquilamidas, pode ter efeitos importantes
sobre o sistema nervoso central (SNC) e sistema imunitario (GERTSCH, 2008). No entanto, o
seu maior potencial para salvar vidas e melhorar a satde humana pode ser a sua capacidade de
matar 0s mosquitos que causam a propagacao de doencas tropicais como a malaria e dengue
(PANDEY et al., 2011; HERNANDEZ-MORALES et al., 2015). Além disso, tem atividade
anticancerosa (SOARES et al., 2014; MISHRA et al., 2015).

Ha relatos sobre suas atividades como anticonvulsivante, antioxidante, afrodisiaco,
inibidor de lipase pancreatica, agente antimicrobiano, agente antinocepitivo, diurético,

vasorelaxante, virus da imunodeficiéncia anti-humana, alivio da dor de dente e como um
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agente antiinflamatério (DUBEY et al., 2013). Ele pode ser absorvido pela pele, intestino
endoteliais, mucosa oral e sangue-barreira do cérebro (BOONEN et al., 2010; VERYSER et
al., 2014). Pode melhorar a capacidade de cafeina, fortestosterone e cinco micotoxinas para
penetrar a pele (DE SPIEGELEER et al., 2013).

Também melhorou o desempenho sexual em ratos macho como indicado pela erecéo
peniana, frequéncia de montagem, frequéncia intromissao, frequéncia de ejaculacdo que durou
até 14 dias ap0s a interrupgdo da sua administracdo (SHARMA et al., 2011). Por conta disso,
hé o interesse pelo jambu no mercado de sexy shop, pelo estimulo que 0 mesmo provoca.

Extratos contendo espilantol foram usados para tratar dores de dente, estomatite e
doencas cutaneas como o nadador Eczema (BOONEN et al., 2010). Os extratos de espilantol
puro sdo usados em prevencgdes de mucosa bucal que sdo indicadas como uma dor na boca e
Ulceras de boca menor. Varias preparacGes contendo espilantol para uso bucal estdo
disponiveis comercialmente (BOONEN et al., 2010). Além disso, o espilantol foi incorporada
em pastas de dentes e enxaguamentos bucais. O objetivo € fornecer um sabor mentolado
fresco duravel; também aumenta a salivacdo, o que melhora o apetite. O espilantol presente
também tem um leve efeito anestésico, permitindo que as pessoas com dor de dente para
escovar confortavelmente (HATASA e IIOKA, 1973).

Além disso, espilantol em A. oleracea extrai as contracdes inibidas em os musculos
subcutaneos, nomeadamente os da face, e podem ser utilizados como um produto anti-rugas
(DEMARNE E PASSARO, 2009). Como resultado, muitos produtos antienvelhecimento
contendo espilantol estdo disponiveis.

3.1.5 Importancia socioeconémica

O Jambu, por apresentar propriedades previamente descritas, vem despertando o
interesse de pesquisadores e empresas, nacionais e multinacionais, farmacéuticas, cosméticas
e de alimentos, que vem utilizando essa espécie como matéria prima para 0s seus produtos
(SILVA BORGES et al., 2014), e sendo, atualmente, expandida ao mercado de bebidas.

A partir dos estudos feitos sobre o jambu e seus componentes quimicos, ele vem sendo
muito utilizado por conta da sua aplicabilidade e relevancia em algumas areas. O consumo da
espécie no estado do Para é bastante difundido, na culinaria, as folhas sdo usadas como
tempero compondo diversos pratos tipicos, como: pato no tucupi, tacaca, vatapa, assim como

sua utilizacdo em novos pratos como o arroz com jambu (arroz paraense), pizza paraense,
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bem como outros, isso se deve as suas caracteristicas peculiares o que lhe acresce alto valor
no mercado, elevando a economia da culinaria local. Assim como seu alto consumo no
mercado de bebida que vem ganhando destaque comercial, sendo considerado a “bola da vez”
(HOMA et al., 2011).

O consumo do jambu combinado com o tucupi nos pratos tipicos da cultura paraense é
frequente o ano todo, no entanto, em datas festivas como: festas juninas, e por ocasido das
festividades do Cirio de Nazaré em Belém, que é realizado em outubro, esse consumo
aumenta, por conta dos muitos turistas que o evento atrai de todos os lugares, elevando sua
producédo e seu valor, beneficiando a mao-de-obra local desde do seu plantio até sua venda

para 0 consumao.

Essa hortalica apresenta-se como importante fonte de renda para pequenos produtores
dos municipios do Para, uma vez que € planta de maltiplo uso (condimentar, medicinal e
ornamental), reunindo elementos essenciais para formagdo de um sistema sustentvel
(GUSMAO et al., 2003).

Em levantamento realizado com feirantes regionais do Pard, foi registrado o consumo
médio de 15 kg/dia. de jambu. O maior produtor da regido metropolitana de Belém produz
cerca de 3.600 kg/més (AMAZONIA HOJE, 2006). O que gera méo de obra local, haja visto

que é consumido o ano todo.

A hortalica vem ganhando cada vez mais espa¢o no mundo todo. Na China, os ramos,
as folhas e as inflorescéncias sdo comercializadas secas e existem diversos pratos
considerados iguarias que incluem a erva, eventualmente usada, também, para suavizar
pimentas muito ardidas (JOHN, 2011).

3.2 EXTRACAO POR SOXHLET

No contexto do estudo de produtos naturais, o termo extracdo significa retirar, da
forma mais seletiva e completa possivel, as substancias ou a fracdo ativa contida no material
vegetal (SONAGLIO et al., 2007). A extracdo é o primeiro passo para obtencdo de produtos
naturais a partir de matérias-primas vegetais, sendo influenciada pela natureza quimica destes,
pelo método de extracdo empregado, pelo solvente, pelo tamanho de particula do material
vegetal, pelo pH do meio extrator, pelo tempo de extracdo e temperaturas utilizados, pelo
emprego de agitacdo, assim como pela presenga de substancias interferentes (STALIKAS,
2007).
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O primeiro aparelho para extracdo dos lipidios em matrizes graxas foi desenvolvido
por Franz von Soxhlet em 1879 que ressaltou a importancia do grau de trituragdo da amostra
quanto a duracdo e eficacia do processo. No processo de liberacdo extrativa, levam-se em
conta trés etapas principais: a penetragdo do solvente no tecido; a formacdo de uma micela
intracelular e, a difusdo do extrato na micela externa. Consiste no tratamento sucessivo e
intermitente da amostra imersa em um solvente puro (éter de petrdleo, éter dietilico ou n-
hexano), gracas a sifonagem e subsequente condensacgao do solvente aquecido dentro do baldo
que esta na base do aparelho (BRUM, ARRUDA e REGITANO-D"ARCE, 2009).

A extracdo por soxhlet consiste praticamente em trés divisdes: cAmara de extracdo
(extrator ou soxhlet), cAmara de vaporizacdo (baldo de ebuli¢do) e o condensador. A extracdo
ocorre de modo que a amostra esta sempre em contato com o solvente, garantindo a
renovacao efetiva, e efetuada com o solvente em ebulicdo ou perto a temperatura de ebulicéo,
usando solventes organicos volateis, como: hexano, éter de petroleo, acetona, etanol, dentre
outros. O extrator esta conectado com o bal&o através de dois tubos laterais, onde um funciona

como sifao.

O extrator de Soxhlet funciona da seguinte maneira: na cadmara central do Soxhlet é
colocado o substrato a ser extraido, embrulhado em material poroso como papel de filtro ou
algodao. No baldo abaixo é colocado o solvente extrator. O sistema é levado a ebuligdo, o
solvente evapora e sobe pelo braco lateral, encontra o condensador resfriado e se condensa,
gotejando sobre o material a ser extraido. O solvente em contato com o substrato vai
extraindo o soluto de interesse, enquanto a camara central vai se enchendo de solvente. Ao
atingir a altura do sifdo, todo o solvente desce de volta para o baldo por sifonacdo, juntamente
com o soluto extraido, reiniciando o processo. Quando o solvente volta a evaporar, o0 soluto
fica concentrado no baldo e apenas solvente puro goteja no substrato (Figura 5, pag. 26).
Dessa forma, podem-se realizar inUmeras extragfes com um volume reduzido de solvente,
sempre concentrando o soluto no baldo. Ao final o sistema é removido do aquecimento e 0
baldo é recolhido com o extrato. O substrato é descartado. O solvente pode ser removido do

extrato por destilacao
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Figura 5 - Equipamento Soxhlet convencional
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Fonte: Costa et al. (2017).

3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Os métodos analiticos empregados na identificacdo, separacdo e representacdo
estrutural de compostos quimicos presentes em vegetais sao realizadas por varias técnicas
cromatogréaficas. Para obtencdo de melhores resultados a partir dessas técnicas a combinacao
de uma ou mais técnicas cromatograficas se mostra eficaz. Dentre elas estd a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A utilizacdo de perfis cromatograficos para analises de extratos vegetais possibilita
obter representatividade dos multiplos compostos quimicos presentes na amostra em uma
Unica andlise estabelecendo semelhancgas e diferencas entre extratos obtidos sob as mesmas
condicBes de analises (ALAERTS et al., 2007).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) consiste em uma técnica analitica
de separacdo, identificacdo e quantificacdo de varias substancias quimicas presentes numa
amostra. Trata-se de um equipamento considerado indispensavel em laboratérios de pesquisa
atualmente, devido a sua eficiéncia e elevado potencial para fins qualitativos e quantitativos
(COLLINS et al., 1997).

A CLAE ¢ um tipo de cromatografia liquida que emprega pequenas colunas recheadas
de material especialmente preparados em uma fase movel que é eluida sobre altas pressdes.

Tem capacidade de realizar separa¢fes e analises quantitativas de uma grande quantidade de
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compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos com
alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (COLLINS et al., 1997).

Essa técnica consiste em um método fisico-quimico de separacdo, que ocorre atraves
de diferentes interagOes entre as substancias presentes em uma mistura e na interface entre
dois ambientes quimicos imisciveis: a fase estacionaria e a fase movel. Durante a passagem da
fase movel sobre a fase estacionaria, 0s componentes da mistura séo distribuidos entre as duas
fases, de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migragdes diferenciais destes componentes (COLLINS et al.,
1997).

Em cromatografia liquida moderna o uso de detectores como indice de Refracdo,
Ultravioleta, Espalhamento de luz, Fluorescéncia e outros, aliados a softwares dedicados,
permitem a analise quantitativa dos componentes das misturas em concentragdes

extremamente baixas.

A Figura 6 apresenta uma descricdo dos principais componentes da cromatografia
liquida, que sdo: a bomba, que movimenta a fase mdvel e a amostra a ser injetada através da
coluna; uma coluna, que contem a fase estacionéria, geralmente formada por particulas de
silica, porosas, esféricas e diametro em torno de 35um; e um detector, que mostra 0s tempos
de retengdo das moléculas, o qual varia de acordo com as interacGes da amostra como as fases
estacionaria e movel e o método empregado. Um recipiente onde é feito o descarte e, 0

computador onde s@o processados os dados analiticos (MAVIYA et al., 2010).

Figura 6 - Diagrama de um processo de analise por CLAE
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Fonte: http://www.biomedicinabrasil.com/2012/10/metodos-cromatograficos.html
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
Na Tabela 2 estdo listados os materiais de uso geral empregados neste estudo, bem
como os reagentes/solventes e equipamentos utilizados.

Tabela 2 - Materiais, solventes e equipamentos
Materiais de uso geral

v/ Baldo volumétrico v Proveta v" Vial
v Baldo de fundo redondo v' Soxhlet v Papel aluminio
v" Condensador v Suporte universal v Microfiltros Chromafil ®
v' Erlenmeyers v' Becker v Frasco de vidro
v' Espatula v Papel filtro v Papel toalha
v' Garra v" Algodéo v' Tesoura
v Pipetas de pasteur v' Péra
Solventes
v' Acetato de etila (C4HsO>) v Diclorometano (CH,Cly)
v' Agua destilada (H,0) v' Etanol (CH3CH,OH)

v' Acetonitrila (CH2CN)

Equipamentos

v" Banho Ultrassom (Quimis®) v/ Balanca Analitica (Celtac®)

v" Camara Ultravioleta (Quimis®) v' Liquidificador (Mondial power 2i, 400W)

v’ Estufa de secagem (Quimis®) v/ Manta aquecedora

v Evaporador rotativo (Quimis®) v Incubadora shaker refrigerada (SQ Lab Mod. SL 223)

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Material botanico

As amostras de jambu (Acmella oleraceae) foram obtidas na horta de um pequeno
produtor, localizada no bairro da Liberdade no municipio de Maraba-PA, a cada dia 1° de
cada més, sendo a primeira colheita em 1° de junho de 2017 e a Ultima no dia 1 de agosto de

2017, resultando assim, as trés colheitas estipuladas para o estudo do material. A produgéo da
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hortalica foi cultivada de forma convencional, ou seja, com uso de fertilizantes. Na produgéo
das mudas utiliza-se a técnica hidropdnica com substrato em bandejas. A partir do
transplantio das plantas para o canteiro, em torno de 25 a 30, dias foi realizada a adubacéo

quimica comum até o periodo da colheita.

4.2.2 Preparo do material para extracdo

A coleta do jambu foi realizada em 30, 60 e 90 dias, sendo coletadas de bandejas e
de canteiros e acondicionadas em sacos plasticos e transportadas até o Laboratério de Ensino |
da Faculdade de Quimica da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Pard. O material foi
lavado com agua corrente para total limpeza e higienizacdo do material, garantindo que todo o
residuo do solo fosse retirado e, em seguida, separado a raiz da folha (para as plantas com 30
dias, bandeja), e raiz, folha e inflorescéncia (para as plantas de 60 e 90 dias, tanto da bandeja

quanto do canteiro). Os dados de coleta estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados da coleta do jambu
Massa material

Local de coleta  Tempo (dias)

Parte da planta

seco (g)

Bandeja 30 4,414 Raiz BR30
Bandeja 30 22,682 Folha BF30
Bandeja 60 3,609 Raiz BR60
Bandeja 60 25,875 Folha BF60
Bandeja 60 0,669 Inflorescéncia B160
Bandeja 0 7,420 Raiz BR90
Bandeja 90 26,371 Folha BF90
Bandeja 90 2,867 Inflorescéncia BI90
Canteiro * * * -

Canteiro * * * -

Canteiro 60 3,613 Raiz CR60
Canteiro 60 50,509 Folha CF60
Canteiro 60 2,106 Inflorescéncia Cl60
Canteiro 90 3,689 Raiz CR90
Canteiro 90 49,875 Folha CF90
Canteiro 90 29,588 Inflorescéncia Cl190

* No canteiro, a coleta foi realizada a partir de 60 dias.
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O material foi plantado por sementes em bandeja e, ap6s 30 dias de plantio, uma parte
foi transplantada para canteiros para que possa se desenvolver adequadamente, e outra parte
continuou nas bandejas. O plantio se assemelha aos usados para alface, por conta disso ndo ha
material do canteiro disponivel para anélise no periodo de 30 dias.

Primeiramente as partes vegetais (raizes, folhas e inflorescéncias) foram colocadas
para secar em temperatura ambiente por 7 dias. ApoOs esse periodo, o material foi levado
separadamente a estufa de secagem por 1 h a uma temperatura de 100 °C para cada parte do
material, para sua completa secagem. Apos a secagem, o material foi moido, utilizando-se um
liquidificador, pesado em um uma balanca analitica e, posteriormente, armazenados em sacos

de Kraft a temperatura ambiente para posterior extracao.

4.2.3 Planejamento para extracao

Através do software STATGRAPHICS Centurion foi realizado um planejamento
experimental com o objetivo de se verificar qual o melhor solvente para a extracdo do
espilantol do jambu. Os solventes utilizados foram acetonitrila (grau HPLC), etanol (grau
HPLC), metanol (grau HPLC) e agua ultrapura, variando a concentragdo dos solventes em
cada analise, sendo que o ponto central foi feito em triplicata. A mistura dos solventes foi

preparada seguindo um modelo experimental denominado Simplex Lattice Design (SLD).

Utilizou-se 27 erlenmeyers contendo em cada um 20mg da inflorescéncia previamente
moida e 25 ml de solvente, variando a proporcdo em cada experimento, conforme Tabela 4,
pag. 31. Os erlenmeyers foram levados a uma incubadora shaker refrigerada SQ Lab Modelo
SL 223, com temperatura de 50°C e agitacdo constante de 200 rpm por 1 hora. Apos este
periodo de 1 hora, o material foi filtrado utilizando uma peneira e transferidos para vials de
1,5 mL utilizando-se microfiltros Chromafil ® Xtra 20/25 0,20 pum. As analises foram
realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia — DIONEX. As elui¢cdes foram
realizadas utilizando uma coluna analitica DIONEX (150mm x4,6mm de didmetro interno,
tamanho das particulas de 5 um) com uma coluna de guarda C18 (20mmx4,6mm de didametro
interno e particulas de 5 um). O volume de amostra injetado foi de 50 uL. Foi desenvolvido
um método com uma eluicdo isocratica com 35% de &gua ultra pura (solvente A) e 65% de
acetonitrila (solvente B). A temperatura da coluna foi fixada a 30 ° C, a temperatura do
amostrador automatico foi fixada a 5° C e foi utilizada uma taxa de fluxo de 1,0 mL min'. Os
dados foram coletados usando o software Chromeleon (Versao 6.80) com uma freqliéncia de
aquisicdo de espectro de 10 Hz.
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Tabela 4 - Dados do planejamento de extracdo utilizando acetonitrila, etanol, metanol e &gua

Experimento Metanol (ml) Etanol (ml) Acetonitrila Agua (ml)
(ml)
1 25.000 0.000 0.000 0.000
2 16.667 8.333 0.000 0.000
3 16.667 0.000 8.333 0.000
4 16.667 0.000 0.000 8.333
5 8.333 16.667 0.000 0.000
6 8.333 8.333 8.333 0.000
7 8.333 8.333 0.000 8.333
8 8.333 0.000 16.667 0.000
9 8.333 0.000 8.333 8.333
10 8.333 0.000 0.000 16.667
11 0.000 25.000 0.000 0.000
12 0.000 16.667 8.333 0.000
13 0.000 16.667 0.000 8.333
14 0.000 8.333 16.667 0.000
15 0.000 8.333 8.333 8.333
16 0.000 8.333 0.000 16.667
17 0.000 0.000 25.000 0.000
18 0.000 0.000 16.667 8.333
19 0.000 0.000 8.333 16.667
20 0.000 0.000 0.000 25.000
21 6.250 6.250 6.250 6.250
22 6.250 6.250 6.250 6.250
23 6.250 6.250 6.250 6.250
24 15.625 3.125 3.125 3.125
25 3.125 15.625 3.125 3.125
26 3.125 3.125 15.625 3.125
27 3.125 3.125 3.125 15.625

4.2.4 Extracdo do jambu por Soxhlet

A extracdo das partes da planta: raiz, folha e inflorescéncia do jambu (30,60 e 90 dias)
foi baseado em um processo de extragdo realizado por Soxhlet, onde foi utilizado uma solucéo
de etanol/agua, com proporcédo 7:3 (mL) como solvente. O sistema de extracdo (Figura 7, pag.
32) é constituido por um extrator, condensador, manta de aquecimento, banho de refrigeracao
e um baldo de um fundo redondo de 500 mL. O sistema foi deixado em refluxo por 4 h.
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Figura 7 - Aparelho de soxhlet com material a ser extraido

(R E e

Fonte: propria autora

Apbs a extracdo, o solvente foi evaporado utilizando-se um evaporador rotativo
(Figura 8) a uma temperatura de 80°C, até total evaporacdo do solvente. O material resultante
do baldo foi colocado em frascos de vidros previamente pesados. Ao final, obteve-se 14
extratos.

Figura 8 - Evaporador rotativo

Fonte: prdpria autora
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4.2.5 Isolamento do espilantol por CLAE preparativo

Para isolamento do espilantol foi utilizado os extratos da inflorescéncia obtidos no
planejamento e concentrou-o em um rotaevaporador. Foram injetados em um cromatografo
liquido de alta eficiéncia Prominéncia Shimadzu LC-20AP (Figura 9), composto por duas
bonbas de solvente binario (BSM), um compartimento de coluna, um amostrador automatico
e um detector de matriz de diodos visiveis UV. Foi utilizada uma coluna preparativa C18 de
250 mm x 20,0 mm. Uma eluicdo gradiente foi realizada com agua ultra pura Milli-Q
(solvente A) e acetonitrila (solvente B), como se segue: 0-2 min: 40% B, de 2-9 min:
gradiente linear de 40 a 95% B, mantida em 95% de B por 2 minutos e, finalmente, aumentou
para 40% de B a 11-15 min. A temperatura foi fixada a 30 ° C, a inje¢do em volume foi de
2000 pL e foi utilizada um fluxo de 10,0 mL.min?. Os dados foram coletados usando o
software LC-Solution. Essas condic¢es foram usadas para obter uma melhor resolucdo para o

pico do espilantol.

Figura 9 - Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC-20AP

Fonte: prdpria autora

4.2.6 Analise analitica para curva de calibragao

Primeiramente foi preparada uma solugdo estoque na concentragdo de 100ppm
utilizando-se metanol (Grau HPLC) como solvente e espilantol puro obtido no item 4.2.5.
Foram realizadas diluicbes sucessivas em triplicata, obtendo-se ao final 15 concentragdes:
0,05 mg/mL; 0,10 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,75 mg/mL; 1,00 mg/mL; 2,00
mg/mL; 3,00 mg/mL; 4,00 mg/mL; 5,00 mg/mL; 6,00 mg/mL; 7,00 mg/mL; 8,00 mg/mL;
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9,00 mg/mL e 10,0 mg/mL que foram injetadas no cromatografo liquido de alta eficiéncia

DIONEX, como mostra na Figura 10.

As eluicbes foram realizadas utilizando uma coluna analitica DIONEX (150mm
x4,6mm de didmetro interno, tamanho das particulas de 5 pm) com uma coluna de guarda
C18 (20mmx4,6mm de diametro interno e particulas de 5 um). O volume de amostra injetado
foi de 50uL. No entanto, em vez de uma eluicdo gradiente, utilizou-se uma eluicdo isocratica
com 35% de agua ultra pura (solvente A) e 65% de acetonitrila (solvente B). A temperatura da
coluna foi fixada a 30 ° C, a temperatura do amostrador automatico foi fixada a 5° C e foi
utilizada uma taxa de fluxo de 1,0 mL min™. Os dados foram coletados usando o software
Chromeleon (Versdo 6.80) com uma frequéncia de aquisicdo de espectro de 10 Hz. Essas
condigdes foram utilizadas para alcancar uma melhor resolucao, assimetria e fator de retencao

do pico.

Figura 10 - Cromatografo liquido de alta eficiéncia — DIONEX Ultimate 3000

— e s " T W

Fonte: prépria autora
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427 Analise em CLAE dos extratos brutos

Foram preparadas solugcdes dos 14 extratos brutos obtidos através do extrator Soxhlet
(item 4.2.4), na concentracdo de 100 mg/mL utilizando uma solucdo de acetonitrila:dgua (1:1)
e transferidos para vials de 1,5mL utilizando microfiltros Chromafil ® Xtra 20/25 0,20 pum.
As amostras foram analisadas nas mesmas condi¢cdes cromatograficas utilizadas para

obtencéo da curva de calibragdo descrito no item 4.2.6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PLANEJAMENTO PARA EXTRACAO

O modelo SLD visou encontrar a composic¢ao de solvente que fornecesse a extragao
méxima de espilantol medida pela area do pico cromatografico, usando o procedimento de
eluicdo descrito no item 4.2.3. Os coeficientes do modelo foram validados pela analise de
variancia (ANOVA) e os coeficientes ndo significativos foram removidos da equacgdo do

modelo antes da construcdo da superficie de resposta.

Um modelo cubico foi considerado satisfatorio para explicar os dados experimentais,
resultando em uma variacéo de 91,28% e valores adequados de F e p. O modelo de construcao

apresenta valor F maior do que o valor tabulado e p inferior a 0,05.

A Figura 11 (pag. 37) mostra as quatro superficies de resposta e as construcfes de
contornos para as misturas de trés solventes, com os coeficientes estimados do modelo
(Tabela 5) que apresentam valor p inferior a 0,05. A resposta pode ser prevista multiplicando

os coeficientes estimados pela propor¢éo de solvente, onde a propor¢do maxima € 1.

O valor ideal, onde a area de pico é maxima, corresponde a 100% do etanol,
resultando em uma area estimada de 3,328 mAu/min, que € realmente proximo ao valor
experimental que é 3,1087 mAu/ min, apresentando um erro relativo de 2,44%. Como se pode
ver na Figura 11 (pag. 37), o solvente com uma proporcao de 14, 7 ml de acetonitrila e 10,93
ml de agua resulta numa area prevista de 2,872 mAu/min, que é ligeiramente inferior aquela
obtida com etanol puro. Outra proporcdo solvente com alta area prevista do espilantol é a
mistura de acetonitrila, metanol e etanol em propor¢fes iguais, resultando em uma &rea de
2,7907 mAu/ min. Para validar este modelo experimental, a extracdo foi realizada com

solvente contendo acetonitrila e propor¢édo de agua.
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Figura 11 - Superficies de resposta e contornos para misturas de trés solventes
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Tabela 5 - Coeficiente estimado para os termos significativos do modelo de compilacéo de rede simples.

Solvente Coeficiente estimado*
Metanol 2.65 (+ 0.15)
Etanol 3.03 (£ 0.17)
Acetonitrila 2.24 (£ 0.17)
Agua 1.82 (+ 0.15)
Metanol e etanol -2.01 (£ 0.84)
Etanol e acetonitrila -1.78 (+ 0.84)
Acetonitrila e agua 3.31 (£ 0.80)
Metanol, acetonitrila e etanol 15.46 (+ 5.60)

*desvio padrdo descrito entre parenteses

A Figura 12 (a) (pag. 38) mostra os cromatogramas do extrato de inflorescéncia obtido
de 20 mg de material. A linha azul representa o cromatograma obtido com extracdo utilizando
100% etanol; a linha preta utilizando 100% de agua; a linha vermelha: proporcao de 56,3:
43,7% v/v de acetonitrila:dgua e a linha verde em proporcdes iguais de acetonitrila: metanol:
etanol. Pode-se observar que o pico de espilantol para o solvente com etanol puro, resulta em



38

uma area de pico mais alta que as demais e que sua absor¢cdo maxima no ultravioleta é de
230nm, Figura 12 (b).

Apesar de outras proporcdes de solvente apresentarem uma boa extracao de espilantol,
para uma extracéo de rotina, o etanol é preferivel como um solvente de extragdo devido a sua

menor toxicidade.

Figura 12 — (a) - Cromatogramas sobrepostos registrados a 230 nm do extrato de inflorescencia do jambu
com etanol (=), Agua (=), acetonitrila: Agua (=) e propor¢io de acetonitrila: metanol: etanol (=—=). (b)
Expanséo do pico do espilantol
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5.2 Obtencéo dos extratos

Optou-se por realizar a extracdo por soxhlet utilizando etanol:agua (7:3) devido alta
volatilidade do etanol. Tabela 6 (pag. 39) mostra o rendimento dos extratos obtidos a partir do

seu respectivo material seco.
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Tabela 6 - Dados da coleta do jambu

BR30 4,414 0,400 9,06
BF30 22,682 3,073 13,55
BR60 3,609 0,107 2,96
BF60 25,875 3,290 12,71
B160 0,669 0,051 7,40
BR90 7,420 0,545 7,35
BF90 26,371 4,745 17,99
B190 2,867 0,480 16,74
CR60 3,613 0,095 2,63
CR60 50,509 8,901 17,62
Cl60 2,106 0,289 13,72
CR90 3,689 0,857 23,24
CF90 49,875 9,758 19,56
CI90 29,588 7,127 24,09

Cavalcanti (2008) relata que alguns processos adotados como a extracdo supercritica e
Soxhlet (n&o relatando a proporgéo de solvente utilizada), levam a rendimento bem elevados
(25,7%-65,4%), no entanto, relata que apos a extracdo sdo utilizadas etapas de recuperacao do
componente na operacdo. Pode-se observar que o rendimento de extracdo méximo obtido foi
para 0 CI90 onde foi de 24,09%, de acordo com Furlan (1999), os métodos extrativos e 0s
solventes utilizados também influenciam na seletividade de sua extracdo. Pode-se supor que,
como a finalidade era de se extrair a maior quantidade possivel de espilantol, o solvente foi
adequado, porém, o rendimento ndo foi alto devido nédo ter extraido demais compostos do

material vegetal.

53 ISOLAMENTO DO ESPILANTOL

Pode-se observar através do cromatograma obtido do extrato das inflorescéncias do
jambu CI160, que o espilantol é o composto majoritario Figura 13 (a) (pag. 40), onde 0 mesmo
apresenta absorcdo maxima no ultravioleta no comprimento de onda de 230nm Figura 13 (b)
(pag. 40), condizendo com o observado no item 5.2. Na Figura 13 (c) (pag. 40) pode-se
observar o cromatograma tridimensional do extrato, onde a area vermelha representa o0 A
méaximo. A area em amarelo representado na Figura 13 (a) (pag. 40) é a fragdo coletada do

espilantol puro.



40

Figura 13 - Cromatograma do extrato C160, obtido no CLAE Shimadzu Preparativo
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5.4 Obtencéo da curva de calibragao

Utilizando elui¢cdo no modo isocratico, no item 4.2.6, foi possivel obter uma boa
separacdo da banda do analito de interesse dos outros compostos presentes na matriz € um
perfil cromatografico satisfatorio para todos os extratos para assim comparar, qualificar e
quantificar o espilantol em todas as amostras de A. Oleracae. Esses cromatogramas foram
monitorados em quatro comprimentos de onda: 200, 228, 230 e 240 nm, sendo o melhor
comprimento para o espilantol o de 230nm (figura 14 (b), pag.41), conforme ja tinha se

verificado no item 5.4.

A Figura 14 (a) (pag. 41) representa um dos cromatogramas adquiridos para
construcdo da curva de calibragdo. O tempo de retencdo ndo apresenta mudancas
significativas, a assimetria de pico é de 1,03 com largura inferior a 0,19 min, ndo ha
mudancas na forma de pico presentes entre eluicdes e a pureza do pico € superior a 99,8%

(Figura 14 (b), pag. 41), mesmo para o nivel de concentragdo mais baixo.

Todos esses parametros indicam a boa qualidade do método isocratico desenvolvido,
onde o pico de espilantol é eluido em menos de 8 min. A ANOVA foi utilizada para avaliar a
construcdo do modelo com os valores médios da &rea do pico do espilantol das trés injecGes
de cada um dos 15 niveis de concentracdo preparados em triplicata. Inicialmente, realizou-se

um teste de hipdteses na intercepcao e inclinagdo. A intercepcdo estimada € estatisticamente
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igual a zero, conforme confirmado pelo valor p superior a 0,05, e o intervalo confiante

contendo o valor nulo. Por outro lado, 0 mesmo parametro indica que a inclinagdo tem um

valor significativo. A curva de calibracdo obtida esta representada na Figura 15 (pag. 42).

Assim, o teste ANOVA foi realizado com a interceptacdo do modelo forgada a ser igual a

zero, resultando em uma inclinacdo de 5.1832 mAu /min * mg / LY. A ANOVA realizada

para as amostras de calibracdo apresenta valores de F e p, que indicam que o modelo possui

uma regressdo significativa e variancia superior a 99%.

Figura 14 - (a) Cromatograma do espilantol na concentra¢do de 0,75 mg/mL; (b) Dados do pico do
espilantol e Espectro de Ultra violeta em 230nm.
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Figura 15 - Curva de calibragdo do espilantol
mA

60,00
50,00
40,00
30,00 '
20,00 .
10,00 -

o

®
0,00 &®
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

y =5,1832x
R2=0,9990

Mg/mL

5.4 ANALISE EM CLAE DOS EXTRATOS BRUTOS

A Figura 16 representa o cromatograma CI60 do extrato do jambu, com o pico

referente ao espilantol (Tr=7,47 min), todos os extratos analisados apresentaram seus

cromatogramas similares, ou seja, tiveram o mesmo perfil cromatogréfico, variando somente

a intensidade dos sinais obtidos. Optou-se pelo cromatograma do CI160, pela banda

cromatografica do espilantol aparecer mais intensa. Observa-se através da Figura 16, que o

extrato apresenta como composto majoritario o espilantol, no comprimento de onda

selecionado (230nm).

Figura 16 - Cromatograma do extrato C160 obtido por CLAE, 230nm.
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Na tabela 7 estdo representadas as concentracdes de espilantol obtidas para cada um

dos extratos analisados na concentracdo de 100 ppm.

Tabela 7 - Concentracéo de espilantol 30, 60 e 90 dias em diferentes partes de A. oleraceae
Cadigo INFLORESCENCIA Cadigo FOLHAS Cdédigo

BF30 30 bandeja 4,1ppm BR30 30 bandeja  0,01ppm

Cl60 60 canteiro  6,4ppm CF60 60 canteiro =~ 10,1ppm = CR60 60 canteiro 1,5ppm
B160 60 bandeja ~ 5,1ppm  BF60 60 bandeja  9,5ppm BR60 60 bandeja ~ 0,9ppm
CI90 90 canteiro ~ 8,4ppm CF90 90 canteiro 3,7ppm CR90 90 canteiro 1,0ppm

BI190 90 bandeja  7,9ppm BF90 90 bandeja 2,1ppm BR90 90 bandeja  0,94ppm

Na tabela 7 encontra-se representado o tempo de cultivo, a local de cultivo, as
diferentes partes do jambu e a concentracdo de espilantol obtido em 100 ppm de extrato bruto.
Pode-se observar que a espécie, quando cultivada em canteiros, produz uma maior quantidade
de espilantol, quando se comparada a espécie quando cultivada em bandejas, em qualquer

periodo.

A maior concentrac¢do do espilantol no jambu cultivado no canteiro pode ser explicado
pelos nutrientes que a planta absorve do solo além dos nutrientes adicionado durante seu
cultivo, enguanto que a planta que € cultivada apenas em bandeja esta absorvendo somente
esses nutrientes que foram colocados durante o cultivo, o que pode esta influenciando

diretamente na baixa concentracao do espilantol no jambu cultivado em bandejas.

Infere-se também que, a melhor época para colheita do jambu, para se obter uma
maior quantidade de espilantol é aos 60 dias, pois nesse periodo, h& uma maior concentragdo
de espilantol em suas folhas, parte essa mais utilizada para consumo. Apds 60 dias observa-se
que ha uma “translocacdo” do espilantol das folhas para as inflorescéncias, diminuindo assim,

sua concentracao nas folhas e aumentando a concentracdo do composto nas inflorescéncias.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com Dias e colaboradores (2012) onde
nos estudos realizados com a espécie Acmella spilanthus, os autores também observaram que

o0 espilantol se concentrava nas partes aéreas da espécie.
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6 CONCLUSAO

O estudo realizado permitiu conhecimento de solvente adequado para extracdo do
espilantol de A.oleraceae, além da investigacdo da melhor época e local de colheita do jambu

baseado na concentracdo do espilantol em diferentes partes estudadas.

Para isso, o0 desenvolvimento de um planejamento experimental para escolher o solvente
ideal para uma melhor extracdo da amostra foi fundamental. A partir desse planejamento foi
comprovado que o melhor solvente para extracdo do material foi o etanol e acetonitrila o que
corrobora com a literatura. No entanto, o acetonitrila ndo é usado por conta do seu alto custo e
por ser nocivo a saude quando em contato continuo, sendo o etanol utilizado como melhor

solvente para extragao.

O emprego da CLAE possibilitou a separacdo de bandas cromatograficas
utilizando uma coluna C18, com ajuda do detector com espectrobmetro de diodo
e tendo como fase movel acetonitrila e agua, sendo possivel considerar como um
método econdmico, réapido e livre de interferentes capazes de caracterizar e

diferenciar as amostras de A. Oleracea analisadas.

O método quantitativo aplicado nos extratos de A. Oleracea demonstrou
que ha variacbes na concentracdo de espilantol nas diferentes partes estudadas, onde é

encontrado uma maior quantidade nas folhas do jambu.

Ainda ndo ha padrdo puro do espilantol vendido comercialmente, para andlises de
alimentos, bebidas, cosméticos e demais finalidades onde atualmente esse composto vem
sendo muito utilizado. Dessa forma, o procedimento estudado para o isolamento do espilantol

pode contribuir para as analises do espilantol nesses materiais.
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