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Abstract

This protocol describes the preparation of extracts from plants. The process involves grinding the dried plant
material, extraction with 70% ethanol (HPLC grade) and ultrapure water (Milli-Q), followed by agitation,
ultrasound, centrifugation, drying, and storage. The aim is to obtain consistent samples for scientific studies.

Este protocolo descreve a preparacao de extratos de plantas medicinais adquiridas comercialmente. O processo

envolve a trituracdo do material vegetal seco, extracdo com etanol 70% (grau HPLC) e agua ultrapura (Milli-Q),
seguida de agitacao, ultrassonicacao, centrifugacao, secagem e armazenamento. O objetivo é obter amostras

consistentes para estudos cientificos.

Materials

Material vegetal seco 10 g

Triturador de café

Tubos Falcon de 50 mL

Tubos de vidro carbonizado de 13 mL
Tubos Eppendorf de 1,5 mL

Vortex

Banho ultrassénico

Centrifuga refrigerada

SpeedVac

Preparacao da Solucao Extratora

Misture etanol 70% (grau HPLC) com agua ultrapura (Milli-Q) na proporgao adequada para obter a solucdo

extratora desejada.
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Safety warnings

® Consideracbes de Seguranca

= Manuseio de Solventes: O etanol é inflamavel; manuseie-o longe de chamas ou faiscas e em local
bem ventilado.

= Equipamentos de Protecao Individual (EPI): Utilize luvas, 6culos de protecao e jaleco para evitar
contato com solventes e material vegetal.

= Descarte de Residuos: Siga as diretrizes adequadas para descarte de residuos quimicos e bioldgicos.
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Preparacao do Material Vegetal:

1 = Triture todo o material vegetal seco utilizando um triturador de café até obter um pé
homogéneo;
= Pese e separe 10 gramas para extracao em DOIS tubo Falcon de 50 mL: Cada tubo
com 5 gramas;
= Armazene o restante do material triturado em tubos Falcon.

OBS: Trabalhar com lotes de 6 amostras, ou seja, 6 pares de Amostras em tubos Falcon
de 50mL!
OBS: Preparar 600 mL da solucao Extratora: Etanol 70%.

Primeira Etapa de Extracao:

2 Adicione 25 mL da solugao extratora a cada um dos PARES de tubos contendo 5 g de
material vegetal.
= Agite utilizando um vortex por 15 segundos;
= Submeta a ultrassonicacao por 15 minutos em banho ultrassonico.

3 Centrifugacao:
= Centrifugue a 10.000 RPM por 10 minutos a 4°C.

4 Coleta do Primeiro Sobrenadante: (verificar)

= Transfira 4x 5 mL do sobrenadante para os quatro tubo de vidro com tampa de rosca
previamente rotulados.

» Repita: Transfira mais 4x 5 mL do sobrenadante para os quatro tubo de vidro,
somando 10 mL do sobrenadante sendo retirados.

IMP: Cada amostra (cada PAR de 5g de amostra) vai produzir 4 aliquotas que devem ser

idénticas.

IMP: Um desses tubos de vidro com tampa de rosca (a cada grupo de 4) esta' tarado

para balanco de massa.

OBS: Para 6 pares (6 Amostras), teremos 24 tubo de vidro com tampa de rosca para
evaporar!

Segunda Etapa de Extracao:

5 = Adicione mais 25 mL da solucao extratora aos PARES de tubos ja extraidos.
= Agite utilizando um vortex por 15 segundos;
= Submeta a ultrassonicacao por 15 minutos em banho ultrassonico.

6 Segunda Centrifugacao:
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= Centrifugue a 10.000 RPM por 10 minutos a 4°C.

7 Coleta do Segundo Sobrenadante: (verificar)
» Transfira 4x 5 mL do sobrenadante para os quatro tubo de vidro com tampa de rosca
previamente rotulados.
» Repita: Transfira mais 4x 5 mL do sobrenadante para os quatro tubo de vidro.
IMP: Cada amostra (cada PAR de 5g de amostra) vai produzir 4 aliquotas que devem ser
idénticas.

Aliquota para Analise:

8 Aliquota para Analise:
= Separe 500 pL do extrato final (de um dos 4 tubo de vidro com tampa de rosca; NaO
TARADO) em um frasco de vidro limpo e rotulado para analises como LC-MS, NMR ou

LC-DAD.
Secagem:
9 m Evapore 'a secura todos os extratos nos tubos de vidro carbonizado utilizando um

SpeedVac (GENIVAC) utilizando o metodo "aquoso".
» GENIVAC: limite 24 pares dos tubo de vidro com tampa de rosca

Armazenamento:

10 = Transfira o extrato seco para tubos Eppendorf e registre o peso para referéncia.
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