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RESUMO

Dimorphandra gardneriana, conhecida popularmente como fava d’anta, € uma arvore tipica
do cerrado brasileiro de amplo uso extrativista, por conta de seus frutos serem ricas fontes do
flavonoide rutina, que apresenta propriedades farmacoldgicas de interesse comercial, em
especial vasodilatadora e antioxidante. As principais formas de extracdo da rutina sdo pelo
aquecimento, ebulicdo ou refluxo, sendo o solvente metanol o mais utilizado, que, devido a
sua polaridade compativel com a rutina, resulta em um rendimento satisfatério. O metanol é
um produto toxico, prejudicial ao ambiente e as pessoas que fazem uso dele durante o
manuseio no processo de extracdo. Tecnicas que diminuam o tempo de extracédo, o volume do
solvente e aumentem o rendimento da rutina vem sendo desenvolvidas, dentre elas: extracdo
em fase solida, cromatografia liquida de alta velocidade em contra corrente, extracdo assistida
por ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas e extracdo assistida mecanoquimica. No
presente estudo a rutina foi extraida por meio do aquecimento dos frutos de D. gardneriana,
testando a utilizacdo de diferentes solventes, metanol (MeOH), etanol (EtOH) , etanol/agua
(EtOH/H,0) (1:1) e agua (H20). A rutina foi hidrolisada para obtencdo de quercetina, e
analisada por meio de técnicas cromatograficas como Cromatografia de Camada Delgada
(CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As substancias obtidas foram
qualificadas e quantificadas. A capacidade antioxidante da rutina e da quercetina foram
avaliadas em concentracdes baixas utilizando os métodos de sequestro do radical 1,1-difenil-
2-picril-hidrazil (DPPH); espécies reativas com o &cido tiobarbiturico (TBARS); poder de
quelacdo do Fe*"; degradacdo da desoxirribose; e poder antioxidante pela reducéo do ferro
(FRAP). O rendimento de rutina obtido em cada extracdo foi: 19,13% (Metanol), 18,23%
(Etanol), 26,27% (Etanol/agua) e 13,14 % (Agua). Com excecdo da extracdo com metanol,
que quando possivel apresentou grau de pureza de 83,59%, todas as demais atingiram pureza
superior a 90%. A quercetida obtida por hidrélise da rutina foi quantificada com grau de
pureza de 99,9%. Com excec¢do do poder de quelacdo de ferro, que ndo foi significativo nas
concentracdes testadas, em todos os demais testes a quercetina e a rutina apresentaram
relevancia significativamente estatistica relacionada ao potencial antioxidante. E possivel
concluir com base nos resultados que o rendimento de rutina pode ser aumentado na extracdo
das vagens de D. gardneriana Tulasne com a combinacdo de Etanol/agua. A rutina e a
quercetina em baixas concentragdes sdo eficientes em testes antioxidante in vitro podendo ser
utilizado em teste in vivo ou como controle positivo em teste in vitro.

Palavras-chaves: Rutina, quercetina, Dimorphandra gardneriana, atividade antioxidante,
extragéo.



ABSTRACT

Dimorphandra garderiana, popularly known as fava d'anta, is a typical tree of the Brazilian
cerrado large extractive use, because of its fruits are rich sources of flavonoid rutin, which has
pharmacological properties of commercial interest, especially vasodilator and antioxidant.
The main forms of extraction by heating is rutin, boiling or reflux, with methanol as the
solvent used, which, due to their polarity compatible with rutin, results in a satisfactory yield.
Methanol is a toxic, harmful to the environment and the people that use it during handling in
the extraction process. Techniques which reduce the extraction time, the solvent volume and
increase the efficiency of the routine has been developed, among them: solid phase extraction,
liquid chromatography high speed counter current, ultrasound-assisted extraction, extraction
by microwave assisted and mechanochemistry assisted extraction. In the present study, the
routine was extracted by heating the fruit D. gardneriana, testing the use of different solvents,
methanol (MeOH), ethanol (EtOH), ethanol / water (EtOH / H,0O) (1: 1) and water (H,0).
Rutin was hydrolyzed to obtain quercetin, and analyzed by chromatographic techniques such
as thin layer chromatography (TLC) and high-performance liquid chromatography (HPLC).
The obtained substances were qualified and quantified. The antioxidant activity of quercetin
and rutin at low concentrations were evaluated using the methods sequestration radical 1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH); reactive species with thiobarbituric acid (TBARS);
chelating power of Fe 2*; degradation of deoxyribose; and antioxidant power for the reduction
of iron (FRAP). The yield of rutin obtained from each extraction was: 19.13% (Methanol),
18.23% (Ethanol), 26.27% (Ethanol / water) and 13.14% (water). Except extraction with
methanol, showed that where possible purity of 83.59%, all other reached a purity exceeding
90%. The quercetida obtained by hydrolysis of rutin was quantified with a purity of 99.9%.
Aside from the power of iron chelation, which was not significant at the concentrations tested,
in all other tests quercetin and rutin had significantly statistical significance related to the
antioxidant potential. It is possible to conclude from the results that the yield of rutin can be
increased in the extraction pod D. gardneriana Tulasne with the combination of ethanol /
water. The rutin and quercetin in low concentrations are effective in antioxidant in vitro tests
can be used in in vivo test or as positive control in vitro test.

Keywords: rutin, quercetin, Dimorphandra gardneriana, antioxidant activity, extraction.
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1. INTRODUCAO

A sobrevivéncia e a reproducdo das espécies constituem o principal objetivo de todos
0s seres vivos. Os constituintes quimicos especificos, também chamados de produtos naturais,
desenvolvidos por organismos vegetais, fazem parte de um conjunto de estratégias que
surgiram de forma aleatéria em determinadas espécies e se tornaram importantes armas em
busca de sua perpetuacao (FILHO, 1994).

O conhecimento empirico de comunidades que utilizam determinados vegetais para
beneficio proprio constitui uma importante fonte para nortear o inicio de muitas pesquisas
cientificas, tendo em vista que o relato de espécies botanicas por populares que carregam uma
experiéncia significativa apresenta uma suposi¢cdo tacita de maior sucesso na descoberta de
novos farmacos (ALBUQUERQUE E HANAZAKI, 2006).

O Brasil se desenvolve em passos extremamente curtos no que se refere a pesquisas
relacionadas a constituintes quimicos de acdo terapéutica, pois de acordo com Alves (2010),
em 2010 este mercado movimentou cerca de 25 bilhdes de dolares, com apenas 2-3% de
participacdo do Brasil, 0 que € pouco justificavel levando em conta a exuberancia da natureza
brasileira com propriedades medicinais.

Muitos metabdlitos secundarios ja foram purificados e sdo utilizados hoje como
aliados na sobrevivéncia da espécie humana, como precursores de produtos farmacoldgicos,
cosméticos ou alimenticios e ainda na producdo de tecidos, sempre visando uma melhor
qualidade de vida. Dentre esta diversidade os mais relevantes sdo pertencentes a classe das
cumarinas, polifendis (flavonoides, taninos, antraquinonas), alcaloides, triterpenos e
esteroides (SIMOES et al., 2002).

A fitoquimica caracteriza-se pela analise dos constituintes quimicos presentes em
espécies vegetais, visando a utilizacdo desses recursos nas industrias cosmetica, téxtil,
alimenticia e farmacéutica, visto que esses metabdlitos sdo protagonistas do sucesso evolutivo
de muitas espécies. Segundo Collins e colaboradores (2006), a cromatografia € um método
fisico-quimico de separagdo dos componentes de uma mistura, realizada através da
distribuicdo desses componentes por migragdo diferencial em duas fases (a fase estacionéria e
a fase movel), que estdo em contato intimo. Esse método destaca-se na fitoquimica por ser
considerado um dos mais relevantes em resultados satisfatorios e por apresentar uma
diversidade maior de técnicas (MATOS, 2009).
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Os flavonoides s&o uma classe de compostos organicos fendlicos cujo esqueleto é
constituido por 15 &tomos de carbono distribuidos em trés anéis, dois anéis fendlicos (anel A
e anel B) e um heterociclico pirano (anel C) acoplado ao anel A conforme apresentado na
Figura 1 (BARBOSA, 2010; FERREIRA, OLIVEIRA e SANTQOS, 2008). Sua ocorréncia em
plantas é na forma de flavonoides glicosilados, por estarem sempre acompanhados de
glicidios, a forma isenta de glicosideos recebe o nome de aglicona (MACHADO et al., 2008).
O crescente interesse por flavonoides se explica devido as suas diferentes propriedades, que
fazem com que apresentem efeitos significativos sobre os sistemas bioldgicos, dentre elas a
acdo antioxidante. Quimicamente, os flavonoides sdo doadores de elétrons, o potencial
antioxidante desses compostos esta relacionado com as hidroxilas em C4’ e C3’. Estudos
indicam que agliconas tém grande capacidade antioxidante, maior que de flavonoides
conjugados (DORNAS et al., 2008; MACHADO et al., 2008).

Figura 1 — Esqueleto de um flavonoide.

Fonte: Propria autora.

Os flavonoides também podem atuar como bioativos em estudos da atividade anti-
inflamatoria. Em algumas classes essa atuacdo € atribuida ao aumento da enzima oxido nitrico
sintase (NOS), que promove maior producdo de 6xido nitrico (VOLP et al., 2008). A
agregacdo plaquetaria, que diminui o processo inflamatorio dos vasos, 0 que acarretaria
problemas cardiovasculares, constitui mais um beneficio dos flavonoides, beneficio este
associado a alteracBes na sintese dos eicosanoides celulares (VOLP et al., 2008). Outra
atividade bastante importante € a inibicdo do ciclo celular. J& foi demonstrada essa

propriedade por meio do bloqueio da duplicacéo celular na fase G1/S, o que pode diminuir a
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reproducdo de células indesejaveis. Muitas atividades bioquimicas poderiam ser atribuidas aos
flavonoides, e todas elas estdo intimamente ligadas a estrutura quimica desses compostos que
podem variar com substituicdes incluindo hidrogenacdo, hidroxilagbes, metilacoes,
malonilacGes, sulfatacbes e glicosilagdes (MACHADO et al., 2008).

A rutina, apresentada na Figura 2, pertence a subclasse dos flavondis (BECHO,
MACHADO e GUERRA, 2009), destacando-se devido as suas diversas atividades
farmacologicas (PEDRIALLI, 2005), sendo a forma glicosidica mais comum da quercetina que
por sua vez é o flavonoide mais estudado e o flavonol mais comum na dieta humana
(ERLUND, 2004). A formula estrutural da quercetina esta também apresentada na Figura 2,
este é um flavonoide com maior potencial antioxidante quando comparado a rutina
(MATERSKA, 2008).

Figura 2 — Estruturas quimicas dos flavonoides rutina e quercetina.

Rutina Quercetina

Fonte: Propria autora.

Dimorphandra gardneriana € uma importante fonte de rutina, conhecida
popularmente como fava d’anta ou faveiro, uma arvore leguminosa nativa do Brasil. Sua
ocorréncia é verificada nos estados do Pard, Maranhdo, Piaui, Cear4, Pernambuco, Babhia,
Minas Gerais, Goids e Mato Grosso (LANDIM e COSTA, 2012). A area de protecdo
ambiental da Chapada do Araripe desperta a aten¢do por suas riquezas, que consistem em
importante fonte de renda para as comunidades. Dentre as espécies exploradas estd a D.
gardneriana, pois dos frutos do faveiro € obtida a rutina, comercializada na regido por
grandes industrias farmacéuticas (SILVA, 2007).

A principal forma de extracdo da rutina em D. gardneriana é por aquecimento com

uso do metanol como solvente (SANTOS, 2006) que, devido a sua polaridade, dissolve



20

diversas substancias, sendo importante insumo em pesquisas quimicas (CAMARGO, 2007).
O metanol é uma substancia inflamavel e tdxica, podendo provocar efeitos graves a saude
humana, possui propriedades narcoticas peculiares, e causa irritacdo nas mucosas. A ingestao
massiva produz um estado de coma que podera persistir até quatro dias. Considerado um
veneno de efeito cumulativo, mesmo exposi¢Ges curtas aos vapores, que ndo causariam
efeitos prejudiciais, quando se tornam constantes podem provocar danos a saude (PEREIRA e
ANDRADE, 1998). Na atmosfera, a meia vida do metanol é de aproximadamente nove dias,
este alcool podera reagir com SO, e &cido sulfarico presentes na atmosfera, tendo como
produto sulfato de dimetila, que tem sido demonstrado em estudos ser altamente tdxico e
mutagénico, tendo sido classificado como um provavel agente cancerigeno para seres
humanos (PEREIRA e ANDRADE, 1998).

Em atividades que objetivam a extracdo de substancias naturais, a toxicidade, 0s riscos
de manuseio, a disponibilidade e o custo do solvente devem ser observados, além da
eficiéncia extrativa (FALKENBERG et al., 2000).

Técnicas de extracdes aquosas de rutina a partir de D. gardneriana vem sendo
testadas e aperfeicoadas em diversas pesquisas cientificas a fim de minimizar a contaminacéo
ambiental e preservar a saide humana com custos reduzidos e valorizacdo do produto final
(CRAVEIRO, 2012).

Além de pesquisas com diferentes solventes para minimizar os efeitos toxicos na
extracdo de rutina, uma diversidade de metodologias e técnicas extrativas que objetivam
principalmente, um maior rendimento da substancia vém sendo abordadas em diversos
trabalhos cientificos (PEDRIALLI, 2005; SANTQOS, 2006).



----------------------------------------------------------------------- OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do uso de diferentes solventes na extracdo da rutina da espécie nativa
Dimorphandra gardneriana Tulasne, seja em sua forma natural ou transformada na espécie
hidrolisada quercetina, para aplicacbes farmacoldgicas relacionadas a sua atividade

antioxidante.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o rendimento de diferentes solventes na extracdo da rutina para estabelecer um
processo mais seguro e eficiente.

e Obter rutina pelo método de aquecimento utilizando diferentes solventes;

e Purificar e quantificar a rutina por cristalizacdo e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

e Sintetizar quercetina por hidrdlise &cida da rutina;

e Purificar e quantificar a quercetina por cristalizacdo e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

o Verificar o potencial antioxidante da rutina e quercetina in vitro, utilizando os métodos
sequestro do radical DPPH, espécies reativas com o acido tiobarbitirico (TBARS),
poder de quelagdo do metal Fe?*, degradacdo da desoxirribose e reducdo do ferro
(FRAP).



------------------------------------------------ REVISAO DA LITERATURA
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Dimorphandra gardneriana

Dimorphandra gardneriana Tulasne, familia Fabaceae (leguminosas), subfamilia
Caesalpinioideae, popularmente conhecida como fava d’anta, faveiro ou falso barbatimao, é
uma espécie nativa do cerrado brasileiro que se encontra amplamente distribuida nos estados
do Para, Maranhdo, Piaui, Ceard, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso
(Figura 3) (FILIZOLA, 2013; LANDIM E COSTA, 2012). Caracterizada como uma arvore de
porte médio, podendo atingir no maximo 20 m de altura (FILIZOLA, 2013), € considerada
uma das mais importantes espécies do género devido ao grande uso na medicina juntamente
com a Dimorphandra mollis (SUDRE, 2009).

Figura 3- Mapa de ocorréncia de Fava D’anta.

o

Fonte: Adaptado de FILIZOLA, 2013.

D. gardneriana é uma espécie que tolera de forma positiva solos secos e pobres, sendo
pioneira na sucessdo ecoldgica, preparando o solo para espécies mais exigentes (FILIZOLA,
2013; SUDRE, 2009). Apresenta também importancia na cadeia alimentar do ecossistema em
que estd inserida, por meio da qual fazem a dispersdo de suas sementes, no entanto,
informagdes ecoldgicas mais detalhadas ainda se encontram escassas nha literatura,
impossibilitando um estudo rigoroso do nicho ecolédgico da espécie (SILVA, SCARIOT E
MEDEIROS, 2012).
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A principal atividade ligada a fava d’anta ¢ 0 extrativismo dos seus frutos devido a
presenca de um importante bioflavondide de grande interesse na industria farmacéutica, a
rutina, que apresenta atividade vitaminica P, diminuindo a permeabilidade dos glébulos
vermelhos, protegendo a vitamina C contra a oxidacdo e normalizando a resisténcia e
permeabilidade das paredes dos vasos capilares (DORES, 2007), chegando a rendimentos em
torno de 10% (LANDIM E COSTA, 2012). Além da rutina, D. gardneriana apresenta
também quercetina, ramnosa, e galactomanano, substancias quimicas de interesse e usos
diversificados na indUstria quimica, farmacéutica e alimenticia (SILVA et al., 2012; DORES,
2007; SUDRE, 2009).

A rutina pode ser encontrada em uma diversidade de espécies vegetais, no entanto
apenas um pequeno ndmero de plantas apresenta quantidade de rutina de extracdo suficiente
para viabilidade industrial (PEDRIALI, 2005). Com base em um levantamento realizado por
Sudré (2009), a rutina esta entre os dez produtos farmacoldgicos mais exportados pelo Brasil,
sendo que as espécies D. mollis e D. gardneriana respondem por metade da producao
mundial, estando distribuidas entre os estados do Maranhdo (30%), Piaui (28%), Minas
Gerais (23%), Ceara (6%), Bahia (4%), Mato Grosso e Goias (3% cada). A exportacdo de
rutina tem como responsaveis trés empresas: a nacional Sanrisil — Goids, a nacional Produtos
Vegetais AS — Piaui e a Multinacional Merck - Maranhdo. Os 50% restantes da producédo
mundial vem da espécie chinesa Sophora japonica. Embora existam outras fontes vegetais de
rutina, o rendimento é o principal fator que inviabiliza a participacdo desses vegetais na
producdo mundial da substancia.

O extrativismo dos frutos de fava d’anta para extracdo de rutina vem sendo ameacado
pela falta de préaticas de manejo sustentavel, o que diminui as popula¢des naturais da espécie
com crescente risco de extincdo. Estudos recentes ja alertaram para a necessidade de
implantar medidas de conservacdo e preservacdo da espécie (FILIZOLA, 2013; SILVA,
SCARIOT E MEDEIROS, 2012; SUDRE, 2009; SILVA, 2007).

3.2 Métodos de extracdo da rutina

A extracdo de rutina é realizada com maior frequéncia por meio de métodos nos quais
0 material vegetal, juntamente com o solvente, é submetido a aquecimento, ebulicdo e
extracdo sob refluxo. Esses métodos ocasionam consideravel perda da substancia, além do
consumo de elevada quantidade de solvente e um longo periodo de extracdo (YANG e

ZHANG, 2008). Métodos mais eficientes que minimizam esses efeitos negativos vém
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ganhando espago na extragcdo de rutina, e precisam ser difundidos e testados a fim de
qualificar os métodos de extracdo de rutina oriunda de fontes naturais. A seguir serdo

descritos alguns métodos ja utilizados.

3.2.1 Extracdo em Fase Solida (SPE)

A extracdo em fase sélida é uma técnica que emprega membranas, pequenas colunas
descartaveis na forma de seringa ou cartuchos recobertos por um composto organico
hidrofébico (SKOOG et al., 2006). As etapas que compreendem a extracdo em fase solida
(SPE) séo, segundo Bueno (2012): condicionamento, adsor¢éo, lavagem e elui¢do, conforme
mostrado na Figura 4. O condicionamento consiste em um pré-tratamento utilizando um
solvente intermediario que possa tornar compativel solucdo aquosa e particulas esféricas
adsorventes. A adsorcdo consiste na passagem da amostra aquosa pelo cartucho de extracéo.
A lavagem trata da remogéo dos interferentes que foram adsorvidos junto ao analito e por
ultimo a eluicdo, etapa utilizada para remocéo dos analitos retidos nos adsorventes e que serao

transferidos para a fase movel.

Figura 4 — Etapas da Extracdo em Fase Solida.

Condicionamento  Adsorgéo Lavagem Eluicéo

WUr 78 qly

Analito  » Interferentes » o4

Fonte: Adaptado de LUCCl et al., 2012.
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Em um isolamento de rutina utilizando essa técnica, feito por Buszewski et al. (1993),
diferentes colunas SPE foram testadas, com fase quimicamente ligada (CBP) que variava de
polar a ndo polar. Utilizando como fase movel agua-metanol (3:7 v/v) em fluxo de 0,5
mL/min a temperatura de 20°C, a maior capacidade de sorcdo da rutina foi obtida em
embalagens ndo polares, especialmente na extragdo em fase sdlida com adsorvente Octadecil
(C18), cuja a formula da CBP era —Si-C1gH37. A capacidade de recuperagdo da rutina também
foi maior na SPE C18, sendo de 97,4 % para rutina padrdo, 97,1% para a rutina de Flos
hippocastani, 97,3% para a rutina do farmaco Venescin®, e 97,1% para a rutina do farmaco
Venacorn®, com desvio padrdo nunca superior a 1%. O estudo concluiu a alta
reprodutibilidade desta técnica no isolamento de substancias.

3.2.2 Cromatografia de Alta Velocidade em Contracorrente (HSCCC)

A Cromatografia de alta velocidade em contracorrente é derivada da cromatografia de
particdo liquido-liquido e € usada na separacdo de substancias muito polares que ficam
adsorvidas em fase estacionaria solida, evitando a perda de material por adsorcdo (SILVA et
al., 2012; MENG et al., 2009). A HSCCC esta entre as mais utilizadas para separacdo de
produtos naturais, composta por uma bobina de tubo de teflon enrolado de forma espiral, que
realiza movimento planetario em torno de um eixo central, conforme apresentado na Figura 5.
Nesta técnica, a fase estacionaria € mantida no equipamento através da forca centrifuga e a
fase movel pode ser bombeada em alta velocidade permitindo, assim, menor tempo de analise
por HPLC (LEITE et al., 2005). As fases para realizacdo da analise compreendem selecdo do
sistema de solvente bifasico, determinacdo do coeficiente de parti¢cdo dos analitos, preparo do
sistema de solvente bifasico e da solucdo da amostra, selecdo do modo de eluicdo, fluxo da
fase movel, velocidade de rotacdo e monitoramento das fragdes (BICALHO, 2011).

Meng e colaboradores (2009) realizaram a extracao de rutina a partir da erva medicinal
chinesa Herba cirsii. Utilizando a HSCCC, um sistema de solvente de duas fases foi
preparado adicionando acetato de etila, n-butanol e agua (5:1,5:5, v/v/v) a um funil de
separagdo que foi equilibrado por agitacdo cuidadosa varias vezes. A fase superior constituiu
a fase estacionaria, a inferior constituiu a fase movel. As duas fases foram bombeadas para a
coluna de acordo com a relagdo de volume 50:50, em seguida ocorreu 0 bombeamento da fase
movel a um fluxo de 2 mL/min. O aparelho operava a 800 rpm e temperatura de 20°C. O
equilibrio hidrostatico foi alcangado em 30 min. A solucdo da amostra, preparada por

dissolucdo de 60 mg do extrato bruto em 5 mL da fase superior (estacionéria), foi injetada na
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coluna de separacdo e o efluente continuamente monitorado por um detector de UV com
comprimento de onda ajustado para 254 nm. O cromatograma foi registrado apds 50 min da
injecdo da amostra. Diferentes fracGes foram coletadas e evaporadas até a secura sob pressédo
reduzida. A analise por HPLC permitiu constatar a partir de 60 mg da amostra a obtencdo de

25,2 mg de rutina com 99,2% de pureza.

Figura 5 — Diagrama da unidade HSCCC.
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Fonte: Adaptado de http://pubs.acs.org/subscribe/archive/tcaw/10/i07/html/07inst.html.
Acesso em: 07 jan. 2015.

Dai e colaboradores (2013), em estudo mais recente, também fizeram uso da HSCCC
para isolar rutina das folhas de Eucommia ulmoides, uma erva muito utilizada na medicina
asiatica. Eter de petroleo, acetato de etila, metanol e agua (1:5:1:5, v/v/v/v) foram utilizados
para preparagdo de um sistema de solventes bifasicos. A fase superior (estacionaria) foi usada
para preencher a coluna isoladamente, em seguida a fase inferior (mével) foi bombeada a um
fluxo de 1,5 mL/min, com o aparelho operando a 850 rpm. Com o equilibrio hidrostatico, a
amostra formada pela dissolugdo de 100 mg de uma fragédo do extrato em 20 mL da fase
movel foi injetada no aparelho com monitoramento do efluente por meio de um detector de
UV a 254 nm, coletando as fracbes do pico de acordo com o perfil cromatografico. Por fim
obteve-se 5,2 mg de rutina recolhidos durante 180-205 min. A andlise por HPLC atribuiu

96,1% de pureza.
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3.2.3 Extragéo assistida por ultrassom

Ultrassom € uma onda mecanica com frequéncias maiores que 20 kHz, podendo se
propagar em meio soélido, liquido e gasoso, e constitui ferramenta com uma diversidade de
aplicacbes na medicina, na biologia e na engenharia (CAVALHEIRO, 2013; KORN,
ANDRADE e BORGES, 2003). Em laboratérios de quimica analitica, essa técnica pode ser
utilizada na extracdo solido-liquido, extracdo liquido-liquido, separacdo granulométrica,
desgaseificacdo, degradacdo de matéria organica, separacao por co-precipitacdo e geracdo de
reagentes. As ondas de ultrassom aumentam a interacdo solvente e superficie dos solidos,
aumentando naquele a concentracdo de espécies presentes do material investigado (KORN,
ANDRADE e BORGES, 2003).

A propagacdo no liquido cria uma vibragdo que causa uma variagdo na pressdo,
gerando a cavitacdo vista na Figura 6, em que os gases dissolvidos migram formando
microbolhas que se expandem e se comprimem até implodirem com liberacdo de calor, que
aumenta a solubilidade, e gerando pressdo colidindo com superficies solidas. As colisdes
rompem as células vegetais, o que facilita a difusdo do solvente (LUZ, 1998; CAVALHEIRO
2013).

Figura 6 - Cavitacdo acustica produzida pela onda ultrassonica.

Onda ultrassonica A PR P
VaVaV, \_'\/\/\ AVAVAY AVaVAVAVAVAVAVAVAVAVAVA
Cavidade/microbolhas

/\/\/v\/ TAVAVAVAY, AAASN \-\/\} ..\./\-,:’\'._',",.

O OO Material vegetal
ATV Q/-\/O\ 72

OH'- + OH'. 9 HzOz

Fonte: Adaptado de CHUA, 2013.

A parte basica de um equipamento de ultrassom é o transdutor, ou vibrador, que
converte energia mecanica ou elétrica em som de alta frequéncia, que pode ser a jato de ar ou
gas, a jato de liquido e eletromecéanico, devendo ser considerado o poder de vibragdo a

determinada temperatura e presséo, a frequéncia de operacao e a eficiéncia. (LUZ, 1998).
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Os equipamentos de ultrassom mais utilizados sdo a sonda ultrassénica e o banho de
ultrassom, cujos esquemas estdo apresentados na Figura 7. A primeira com o passar do tempo
tende a perder a intensidade e a uniformidade na distribuicdo de energia, ja a segunda

transmite energia a uma regido mais discreta (CAVALHEIRO, 2013).

Figura 7 — Esquema de sonda de ultrassom e de banho de ultrassom
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Fonte: Adaptado de LUZ, 1998.

Em estudo realizado por Yang e Zhang (2008), rutina foi extraida da espécie
Euonymus alatus (Thunb.) por ultrassom. O equipamento utilizado foi o banho de ultrassom
com transdutores de 50 kHz e poténcia de 100 W. A amostra foi preparada dissolvendo 0,5 g
de talos secos triturados em 20 mL de solvente e depositados em um frasco com volume para
25 mL, em seguida o frasco foi imerso no banho de ultrassom que continha 2 L de agua. As
condigdes otimizadas pelos autores, indicaram o volume de 40 mL/g como sendo o melhor, e
a proporcao de solvente que estabelece melhor rendimento de extracdo foi o etanol 70%. O
tempo que se mostrou mais eficiente foi 3 x 30 min, sendo que para cada 30 min ocorria a
troca do solvente. O rendimento de rutina sob as condices otimizadas na extracdo assistida
por ultrassom foi de 0,299 mg/mL com recuperagédo de 99,5%, rendimento este superior ao
obtido no processo de extracdo por maceracdo comparado neste mesmo estudo.

Paniwnyk e colaboradores (2001) também realizaram estudo para isolamento de rutina
utilizando sonda ultrassénica. A rutina foi isolada de botdes florais secos da arvore chinesa
Sophora japonica, onde 10 g do vegetal foram triturados com agua (100 cm®), ajustado o pH
entre 6-8 com NaOH (1M) e submetido a sonda ultrassonica de 20 kHz, 27 W a 23°C por
periodos variados. A mistura foi filtrada e acidificada (pH 5-6) ficando em repouso durante a
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noite para precipitacdo da rutina, que foi entdo recolhida por filtracdo a vacuo e purificada.
Também utilizaram o metanol como solvente em substitui¢do da 4gua, para tanto ndo houve a
necessidade de acidificacdo e o solvente foi removido utilizando evaporador rotativo. O
residuo foi dissolvido em agua, seguido da precipitacdo a partir da solucéo, extraindo com
éter dietilico para remocdo da clorofila. O precipitado da fase aquosa foi recolhido por
filtracdo a vacuo. A extracdo utilizando metanol com sonda ultrassdnica mostrou-se mais
eficiente do que o método convencional de extracdo sob refluxo, reduzindo o tempo de
extracdo e aumentando o rendimento. A extracdo aquosa nao foi eficaz devido a formacéo de

radicais livres. Os resultados foram expressos em graficos conforme apresentado na Figura 8.

Figura 8 — Rendimento de rutina em extracdo aquosa e extracdo metandlica.
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Fonte: Adaptado de PANIWNYK et al. (2001).

3.2.4 Extracdo Assistida por Micro-ondas (MAE)

As micro-ondas sdo radiacdo eletromagnética ndo ionizante situadas no espectro
eletromagnético entre a regido do infravermelho e ondas de radio, representadas na Figura 9
(SANSEVERINO, 2011).

Em laboratérios de quimica analitica, a radiacdo micro-ondas ganhou diversas
utilidades, entre elas: a dissolucdo de solugdes analiticas, o isolamento de analitos organicos,
0 pré-tratamento de amostras para andlise em cromatografia, a sintese de compostos
organicos, a vulcanizacdo de borracha, processamento de ceramicas, sintese e obtencéo de

Oleos essenciais e extratos vegetais (BARONI et al., 2011).
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Figura 9 — Espectro Eletromagnético.
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Fonte: SANSEVERINO, 2011.

As principais vantagens da utilizacdo dessa técnica € a rapidez na extracdo, quase
sempre inferior a 10 min, o uso reduzido de solventes organicos, a simplicidade de utilizag&o,
e extragdes multiplas, possivel em aparelhnos modernos que operam diferentes métodos
simultaneamente considerando que existe disponibilidade de aparelhos apresentando de 2 a 6
vasos de reacdo, com controle autbnomo na adicdo de reagentes e na temperatura, além de
ajuste da incidéncia de radiagdo em cada vaso (NOBREGA et al., 2002).

O aquecimento se da pela interacdo entre a onda eletromagnética e o dipolo elétrico
presente em algumas moléculas, o aumento da temperatura no interior da estrutura celular
resulta na ruptura das paredes celulares liberando rapidamente os componentes vegetais
(BARONI et al., 2011; CHUA, 2013). Os parametros a serem observados na utilizacdo de
aparelhos de micro-ondas séo o solvente empregado, a poténcia e o tempo aplicado a fim de
evitar perda de analitos ou interconversdes indesejadas (SUAREZ, 2010).

Zeng e colaboradores (2010) realizaram a extracdo de rutina de plantas medicinais
chinesas por MAE, em comparacdo com outros métodos de extracdo como a assistida por
ultrassom. A extragdo foi feita das ervas chinesas Saururus chinensis e Sophora japonica L.
Diferentes liquidos i6nicos foram utilizados como solventes, esses s&o compostos de cations
organicos e anions inorganicos ou organicos de natureza ndo molecular, pressdo de vapor
extremamente baixa e uma alta estabilidade térmica. As amostras de S. chinensis foram
desengorduradas. O método de extracdo por micro-ondas mostrou-se mais eficiente em
comparagdo com os demais. Apresentando um rendimento de rutina de 4,879 mg/g e 101,23%
de recuperacéo para Saururus chinensis e 171,82 mg/g e 99,62% de recuperacdo para Sophora

japonica L.
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3.2.5 Extragdo Assistida Mecanoquimica

Mecanoquimica é caracterizada como uma reagdo quimica induzida pela absor¢édo
direta de energia mecéanica, sendo aplicada em liga mecanica, na sintese de pé funcional
superfino, modificagdes de fa&rmacos, na decomposi¢do de residuos organicos e na fabricacéo
de produtos naturais (XIE et al., 2011), muito eficiente na extracdo de compostos com baixa
solubilidade em agua (CHUA, 2013). Uma de suas divisdes é a moagem reativa de solidos
que utiliza o método de maceracdo Grinding (graal e pistilo) ou moagem Milling (Moinho de
bolas). Um dos moinhos mais usados é o planetario (PAVEGLIO, 2012). Na ativacao
mecanoquimica, aparelhos como britador de mandibula, moinho de barras de aco inoxidavel e
moinho de rolo sdo utilizados (SILVA et al., 2011; AZEVEDO, MEDEIROS e GARRIDO,
2010). O principio da moagem planetaria é a moagem dos reagentes realizada através de
impactos de alta energia entre as esferas de moagem com as paredes do frasco conforme
mostrado na Figura 10 (PAVEGLIO, 2012).

Figura 10 — Movimento em um moinho de bolas do tipo planetario.

Secao Horizontal
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disco

Forga
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Fonte: Adaptado de PAVEGLIO, 2012.

Xie e colaboradores (2011) extrairam, por meio de processo mecanoquimico, rutina de
folhas secas da espécie tradicional na medicina chinesa Hibiscus mutabilis L. que foram
moidas com Na,CO3; e Na,B,0O7 - 10H,0 (usada para proteger a rutina contra oxidagdo) em
um moinho planetario contendo esferas com peso igual a 100g e diametro de 6 mm, sendo as
mesmas constituidas de ago inoxidavel. A mistura foi extraida e centrifugada a 2000 rpm
durante 5 min, em seguida, o sobrenadante foi ajustado para um pH entre 2,0 e 6,0 com HCI

6M. O produto liquido foi condensado e analisado por HPLC. Os resultados foram positivos
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comparados com outros métodos, obtendo-se 5,44 mg/g de rutina, em um tempo de extracdo
equivalente a 15 minutos a temperatura de 25°C.

Com base nos dados em cada estudo de extracdo da rutina por meio de diferentes
métodos ndo é possivel identificar o mais adequado devido a utilizacdo de diferentes espécies
vegetais e variantes diferenciadas como o tempo e a quantidade de solvente. No entanto o
método que teve maior poder de recuperacdo foi a extracdo assistida por micro-ondas no
estudo realizado por Zeng e colaboradores (2010) cuja recuperacao nas espécies estudadas foi

superior a 99,60%.

3.3 Atividade antioxidante da rutina

Radical livre é qualquer espécie capaz de existir independentemente e que contem um
ou mais elétrons desemparelhados (LIMA e ABDALLA, 2011), sendo sua formacao
considerada um processo fisioldgico que ocorre de forma continua nas membranas celulares,
citoplasma e mitocondrias atuando na producdo de energia, fertilizacdo do dvulo, ativacéo de
genes e defesa em células como neutrdfilos (SOUSA, 2013). Antioxidantes sdo substancias
que em baixas concentracOes, reduzem a velocidade ou previnem a oxidacgéo do substrato por
diversos mecanismos, entre eles a inibicdo de radicais livres, complexacdo de metais e a
decomposicdo de produtos primarios a compostos que ndo sao radicais (MATTOS et al.,
2009; LOLIGER, 1991; PIETTA, 2000; SUCUPIRA, et al., 2012; TENREIRO, 2010). A
classificacdo dos antioxidantes é diversificada: sintéticos ou naturais, enzimaticos ou ndo
enzimaticos, e ainda de forma mais especifica podem ser classificados conforme seu
mecanismo de agdo em: preventivos, de “limpeza”, reparadores e sinalizadores (SUCUPIRA,
etal., 2012; SOUSA, 2013).

A relacdo entre os radicais livres formados naturalmente durante o metabolismo e a
presenca de antioxidantes naturais no organismo, e obtidos na dieta, mantém um equilibrio
satisfatorio. Porém alteracOes internas e fatores externos como poluentes, radiacédo, cigarro e
praguicidas podem ocasionar um excesso de radicais livres cuja quantidade de antioxidantes
presentes ndo neutraliza suas agdes de danos a moléculas (DNA, RNA, proteinas e lipidios) o
que acarreta graves prejuizos para o organismo (SOUSA, 2013). Esse desequilibrio entre
sistemas pro-oxidantes e antioxidantes desencadeia 0 processo de estresse oxidativo, tendo
como principal consequéncia a peroxidacéo lipidica, esquematizada na Figura 11, que causa a

deterioracdo dos corpos graxos. Apoés inicio da peroxidagdo lipidica o processo torna-se
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autocatalitico e somente termina quando se esgotam as reservas de acidos graxos insaturados
e oxigénio (BORGES, et al, 2011; NASCIMENTO et al, 2011).

Figura 11 — Processo de peroxidacdo lipidica.
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Legenda: LH: 4cido graxo; Le : radical lipidico; LOO®: radical peroxila; LOOH:
hidroperdxido. Fonte: BORGES et al., 2011.

Uma alternativa preventiva ou até mesmo terapéutica para patologias como
aterosclerose, diabetes, obesidade e cancer, bem como o envelhecimento, é a reducdo do
estresse oxidativo, por isso a necessidade de pesquisas por substdncias antioxidantes

(SOUSA, 2013). Alguns fatores conferem as substancias caracteristicas de bom antioxidante,
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sdo eles: substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio, capacidade de deslocamento do
radical formado em sua estrutura, capacidade de quelar metais de transicdo e acesso ao local
de acdo que é dependente da natureza hidrofilica ou lipofilica (SUCUPIRA et al, 2012). Vale
salientar que doses elevadas podem acarretar possivel efeito tdxico, sendo que, em
determinadas situagfes, antioxidantes podem agir como pro-oxidantes, nesse caso
concentragdes baixas podem ser favoraveis (BORGES et al, 2011).

Segundo Borges e colaboradores (2011), os métodos para avaliagdo da atividade
antioxidante estdo divididos em: colorimétricos, bioldgicos, eletroquimicos e instrumentais.
Estudos que utilizam duas ou mais técnicas sdo mais vidveis, pois nenhum ensaio isolado
reflete de fato a capacidade antioxidante total da amostra (SUCUPIRA et al, 2012).

A rutina é um polifenol da classe dos flavonoides. Os polifendis atuam nas plantas
protegendo-as contra danos provenientes da acdo dos subprodutos da fotossintese, protegem
também contra danos aos seus tecidos e contra o ataque de plantas herbivoras. Os flavonoides,
em especial, defendem contra a acdo dos radicais livres (SUCUPIRA et al, 2012). Estudos
demostram que quando adicionados a dieta humana, os polifendis previnem diversas doencas
provenientes do estresse oxidativo. Acredita-se que sua atuacdo esta ligada a modulacdo de
vias metabolicas por meio da acdo antioxidante. Fatores estruturais como, nUmero e posicao
de grupos hidroxilas, tipo e posicdo da glicosilacdo e grau de impedimento estérico no sitio de
abstracdo do hidrogénio, influenciam a atividade antioxidante destes compostos, ocasionando
diferentes potenciais antioxidantes nos diversos compostos polifenélicos (SOUSA, 2013).

Analisando a estrutura quimica da substancia para justificar seu potencial antioxidante,
destaca-se um fator especial que influencia a atividade de compostos fendlicos, como o0s
flavonoides, que é a posicao de substituicdo e 0 nimero de grupos hidroxila. Compostos com
dois grupos hidroxila substituintes no anel benzénico possuem maior atividade do que os
monohidroxilados, quando a presenca dos dois grupos hidroxila estd no anel B do esqueleto
de um flavonoide, sendo um deles em posi¢do para, ha uma potencializacdo da atividade
antioxidante (SCOTTI et al., 2007). A presenca de um grupo hidroxila na posi¢édo 3 do anel
heterociclico C, contribui significativamente para o potencial antioxidante da molécula, assim
como a dupla ligagdo C2-C3, conjugada ao grupo 4-oxo(C4) deste mesmo anel (PANNALA
etal., 2001).

Estudos recentes de atividade antioxidante envolvendo a rutina tem mostrado
resultados satisfatorios. Hernandez-Herrero e Frutos (2015) investigaram a estabilidade da
atividade antioxidante de antocianinas com a adicdo da rutina, por meio do teste da

capacidade equivalente a vitamina C e utilizando o radical ABTS. Constataram que a adi¢édo
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da rutina ndo influencia a atividade antioxidante das antocianinas, demonstrando a auséncia
de um efeito sinérgico da rutina. Drinkwater e colaboradores (2015) estudaram as
concentracdes de rutina e a atividade antioxidante em talos de Aspargos officinales ap6s o
cozimento. Por meio dos testes FRAP e ORAC ocorreu um aumento da capacidade
antioxidante, atribuida aos compostos polifendlicos, dentre os quais destaca-se a rutina. Cho e
colaboradores (2014) utilizaram material enriquecido com rutina para fortificar alimentos a
base de trigo. Os testes para atividade antioxidante foram DPPH, ABTS e FRAP, e
demonstraram aumento na atividade antioxidante em macarrdes, porém essa atividade diminui
com o cozimento. No estudo realizado por Nguyer e colaboradores (2013), a atividade
antioxidante de complexos de incluséo supramoleculares entre rutina e ciclodextrinas foram
testadas, e por meio dos testes ABTS, DPPH e poder redutor de ferro, os resultados para a
complexacdo foram superiores ao controle rutina. Aradjo e colaboradores (2013)
demonstraram que rutina hidrolisada com hesperidinase e naringinase mostraram maior
atividade antioxidante em comparacdo com a rutina, onde DPPH e branqueamento do [-
caroteno foram dois dos métodos utilizados. Estudos em células realizados por Jiménez-
Aliaga e colaboradores (2011) demonstraram a capacidade da rutina e da quercetina em
diminuir quase que completamente as espécies reativas de oxigénio evitando a peroxidagdo
lipidica, sendo um dos testes utilizados 0 TBARS. Yang, Guo e Yuan (2008) realizaram teste
antioxidante in vitro para a rutina, entre os métodos utilizados estavam eliminacéo de radicais
superdxidos, eliminacdo de radicais DPPH e ensaio de peroxidacdo lipidica. Para todos os

métodos a rutina demonstrou resultados satisfatérios.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Material Vegetal

Vagens secas de fava d’anta, representada na Figura 12, foram adquiridas entre Junho
e Julho de 2013, no distrito de Horizonte, cidade de Jardim, estado do Ceard, Brasil.
Exemplares da espécie foram coletados, sendo o material identificado pela Profa. Dra. Maria
Arlene Pessoa da Silva do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Regional do
Cariri. Exsicatas da espécie, registradas sob n° 10.862, foram depositadas no Herbario
Caririense Dardano de Andrade Lima (HCDAL) na Universidade Regional do Cariri
(URCA).

Figura 12 — Fotografia da Dimorphandra gardneriana no local da coleta.

Fonte: Propria autora



4.1.2 Reagentes quimicos e solventes

apresentados conforme a lista que segue:
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Todos os solventes e reagentes utilizados foram de pureza com grau analitico,

Acetato de sodio;

Acetato de sodio triidratado;
Acetona;

Acetonitrila;

Acido acético glacial;

Acido cloridrico;

Acido sulfarico;

Acido tiobarbitarico (TBA);
Acido tricloro acético (TCA);
Agua destilada e mili-q;
Alcool etilico;

Alcool metilico;

Carvdo ativo em po;

Celite;

Cloreto férrico hexahidratado;

Desoxirribose;

Fenantrolina;

Fosfato de potassio mono

dibasico;

Fosfolipidio de ovo;
Malandialdeido (MDA);
Perdxido de hidrogénio;
Quercetina padrao (99,9%);
Rutina padrao (99,9%);
Sulfato feérrico;

Sulfato ferroso heptahidratado;
TRIS HCI,
1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH);
2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina
(TPT2).

e

Os solventes e reagentes foram obtidos da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha) e
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA).

4.1.3 Equipamentos

Cromatografo Shimadzu, modelo LC-20AT, com coluna shim-pack CLC-ODS (250 x
4,6 mm) e detector UV, forno ausente e bomba quaternaria;

Espectrofotdmetro Ultravioleta Visivel (UV-VIS) da marca Thermo Scientific, modelo

Genesys 10S, cubeta de quartzo;

Leitor de microplaca ELISA da marca Thermoplate, modelo TP-Reader com saida

RS 232.
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4.2 Métodos cromatograficos

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi usada como analise qualitativa no
acompanhamento dos processos de isolamento e purificacdo de substancias. Foram utilizadas
placas cromatogréficas pré-fabricadas, sem necessidade de ativagdo, tendo como adsorvente a
silica. Para a fase movel os solventes foram: cloroférmio e metanol, isoladamente ou em
misturas binarias de modo a obter-se a polaridade adequada. As amostras a serem analisadas
foram diluidas e aplicadas nas cromatoplacas utilizando tubos capilares de vidro, a cerca de
1,5 cm acima da borda inferior. O desenvolvimento ocorreu de forma unidimensional
ascendente em cuba devidamente vedada e saturada com a fase mével. Quando a fase movel
atingiu a parte superior da placa, esta foi retirada e seca ao ar livre. A placa cromatogréafica foi
revelada com uma solugcdo metandlica de cloreto férrico, sendo realizado registro fotografico
para documentag&o.

Foi utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para realizacdo da
quantificacdo dos materiais isolados, utilizando o mecanismo de cromatografia liquido-sélido
também conhecido como adsorcdo. A fase movel utilizada foi acetonitrila (20%), metanol
(40%) e agua bidestilada (40%), purificada pelo sistema Milli-Q. A coluna utilizada estava
preenchida com silica constituindo a fase estacionaria. O desenvolvimento ocorreu por meio
de eluicdo isocratica, sendo a combinacgdo de solventes utilizada para compor a fase movel
bombeada até obtencdo de uma linha de base estavel. Todas as amostras a serem injetadas no
cromatografo foram filtradas em membranas de 0,20 um, e 20 pL foram injetados por meio de
valvula manual com o auxilio de uma seringa, 0 bombeamento ocorreu a um fluxo de 0,5
mL/min. As substancias foram registradas ao passar por um detector UV acoplado ao
cromatografo, sendo 0s espectros armazenados em um microcomputador para analises

posteriores.
4.3 Obtencao, purificacdo e quantificacdo da rutina
4.3.1 Obtencéo da rutina
Frutos de fava d’anta submetidos a moagem e em seguida a extragdo pelo método de
aguecimento adaptado de Paniwnyk et al.(2001) utilizando diferentes solventes, a fim de obter

um método que possibilite maior rendimento da substancia e diminui¢do dos efeitos toxicos

no processo de extracao, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1- CondigOes de extracdo da rutina para cada solvente utilizado.

Solvente Volume (L) Tempo (h) Temperatura (°C) Rendimento (%)
Metanol 0,5 2 50 19,13%+1,82
Etanol 1 2 50 18,23%+ 0,74
Etanol e Agua (1:1) 1 2 50 26,27° + 2,13
Agua 2 4 90 13,14°+ 251

Os resultados sdo expressos como media + desvios-padrdo (DP) de trés determinacdes.
Meédias sequidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Transcorrido o tempo de extracdo, o material passou por filtragdo comum e a fase
liquida foi submetida a aquecimento para evaporacdo do solvente, seguido do resfriamento
com adicdo de &gua, e precipitacdo da rutina. A extragdo com agua nao passou pelo processo
de evaporacdo, tendo em vista que a rutina é uma substancia pouco sollvel em agua a
temperatura ambiente, necessitando apenas o resfriamento do filtrado para precipitacdo da
rutina. O solido foi separado por filtragdo comum, seguido de secagem em estufa com
temperatura em torno de 60 °C. Utilizou-se processo de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) em silica-gel, para confirmar a obtencdo da rutina em procedimentos aplicados
anteriormente. Para isso foi utilizado como padréo a rutina com percentual de pureza de
99,9%. Empregou-se como fase movel o metanol, seguindo metodologia descrita

anteriormente.

4.3.2 Purificacdo da rutina

A rutina obtida com o uso de diferentes solventes passou pelo processo de purificacdo
por meio da cristalizacdo. A massa de 1g de cada material obtido foi dissolvida em 20 mL de
metanol, em seguida 50 mg de carvéo ativo em po foram acrescentados, e a solugdo passou
por filtracdo sobre uma camada de celite. Em seguida promoveu-se a evaporacdo do metanol
por aquecimento em chapa quente, o material foi levado a estufa para secagem e posterior
calculo do rendimento (Fluxograma 1, pag. 43). A Cromatografia de Camada Delgada (CCD)
foi realizada utilizando como fase mdvel o metanol, conforme metodologia descrita

anteriormente. O material foi quantificado por meio de CLAE.
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Fluxograma 1 — Representacdo simplificada da metodologia de purificagdo da rutina.
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4.3.3 Quantificagdo da rutina

Para construcdo da curva de calibragdo da rutina, uma solucdo estoque metandlica de
0,2 mg/mL de rutina padrdo foi preparada em um volume de 25 mL. A partir da solucdo
estoque 6 diluicbes foram preparadas obtendo soluges com concentraces de 0,12 mg/mL,
0,10 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,02 mg/mL. Uma solucdo estoque da
rutina obtida com o uso de diferentes solventes foi preparada conforme descrito para rutina
padrdo e a diluicdo na concentracdo de 0,08 mg/mL utilizada para analise. Todas as amostras
foram injetadas em triplicata no cromatdgrafo liquido, conforme método descrito

anteriormente. O detector UV foi ajustado para comprimento de onda de 275 nm e 320 nm

4.4 Obtencao, purificacdo e quantificacao da quercetina

4.4.1 Obtencédo da quercetina

A técnica foi adaptada de Rio (1996). A hidrélise ocorreu misturando-se 100g de

rutina com 1000 mL de solucdo aquosa de acido sulfurico 5% em sistema de refluxo a 80°C

durante 6h, como ilustrado na Figura 13a. Apos a ebuli¢do, a mistura reacional foi resfriada e
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em seguida filtrada (Figura 13b) com controle de pH 6 por adi¢gdes sucessivas de agua
destilada conforme mostrado no Fluxograma 2 da pégina 45.

Figura 13 — a) Sistema de refluxo a 80 °C; b) filtracdo comum.

Fonte: Prdpria autora

O perfil cromatografico da quercetina obtida foi relacionado com a quercetina e a
rutina padronizadas, usando CCD com metanol e cloroférmio (4:1) como fase movel,

desenvolvido conforme descrito anteriormente.

4.4.2 Purificacdo da Quercetina

A purificagdo da quercetina foi realizada por cristalizagdo utilizando 1500 mL de
etanol aquecidos a temperatura de 80 °C. Em seguida foram adicionados 6g de carvao ativo
em po e a mistura permaneceu sob aquecimento por 15 minutos. Imediatamente apds o
aquecimento foi realizada a filtracdo comum. Com o resfriamento da fase liquida formou-se
um precipitado, a mistura passou novamente por filtragdo comum e o material que ficou retido
no papel filtro, a quercetina, foi levado a estufa (60°C) para secagem, permanecendo por 12 h.
Foi calculado o rendimento e a quercetina foi quantificada por CLAE.
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Fluxograma 2 — Representacdo simplificada da metodologia de obtencdo da quercetina
através da hidrolise da rutina.

100 g de Rutina
+

1000 mL de solucéo aquosa de
acido sulfarico 5%

v
Sistema de refluxo (80°C)

l 6 horas

filtragdo comum

v v
solido no papel filtro residuo liquido

Tratamento com Agua
destilada até pH 6

secagem na estufa (60 °C)
12 horas

4.4.3 Quantificacdo da quercetina

Para construcdo da curva de calibracdo da quercetin uma solucdo estoque metandlica
de 0,2 mg/mL de quercetina padrdo foi preparada em um volume de 25 mL. A partir da
solucgéo estoque 5 diluigdes foram preparadas obtendo soluges com concentragdes de 0,10
mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,02 mg/mL. Uma solucdo estoque da
guercetina obtida com a hidrolise da rutina foi preparada conforme descrito para quercetina
padrdo e a diluicdo na concentracdo de 0,08 mg/mL utilizada para analise. Todas as amostras
foram injetadas no cromatografo liquido, conforme método descrito anteriormente. O detector

UV foi ajustado para comprimento de onda de 274 nm.
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4.5. Avaliacdo da Capacidade Antioxidante

4.5.1 Determinacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH

A técnica foi adaptada de Rufino et al. (2007) e Mensor et al. (2001). Procedeu-se com
0 preparo de solugdes das amostras num volume de 50 mL. As concentragdes de rutina e
quercetina foram 25 pg/mL, 10 pg/mL; 5,0 ug/mL; 2,5 pg/mL e 1,0 ug/mL, diluidas em
metanol. Uma solugdo de DPPH foi preparada com concentragdo de 24 pg/mL em metanol,
procedimento realizado no escuro. As amostras para analise foram preparadas conforme
descrito na Tabela 2. O controle negativo ndo continha a solucdo das amostras e o0 branco das

amostras ndo continha o radical DPPH.

Tabela 2 — Preparo de solugdes para o teste DPPH.

Metanol Amostra DPPH
Controle Negativo* 2,5mL 1mL
ConcentracOes da amostra* 2,5mL imL
Branco da amostra* 1mL 2,5 mL

* Triplicata; --- ndo adicionado.

Apo6s 30 minutos de reacdo no escuro, a temperatura ambiente, realizou-se a leitura da
absorbancia em um Espectrofotdmetro UV-Visivel em 518 nm. O consumo de DPPH foi
calculado em porcentagem, conforme equacdo 1. De acordo com os dados obtidos, a

concentragéo eficiente capaz de consumir 50% de DPPH (CEsp) foi calculada em pg/mL.

Atividade Antioxidante (%) = 100 — |(Aamostra — Abranco) X 100

Acontrole
Onde:
Aamostra = Absorbancia de cada amostra
Abpranco = Absorbancia do branco das amostras

Acontrole = Absorbancia do controle negativo

Equacéo 1.
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4.5.2. Determinacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método de reducéo do ferro
(FRAP)

A técnica foi adaptada de Rufino et al. (2006). O preparo das solu¢bes procedeu-se
conforme especificado na Tabela 3. Um volume de 3mL da cada amostra diluida em metanol
foi preparada nas concentragdes de 25 pg/mL; 10 pg/mL; 5,0 pg/mL; 2,5 pg/mL e 1,0 ug/mL
para rutina e quercetina. Em placa de ELISA as amostras para analise foram preparadas

adicionando-se aliquotas de acordo com o apresentado na Tabela 4.

Tabela 3 - Preparo de reagentes para o teste FRAP.

Solucéao Solvente/preparo Armazenamento

Metanol 50% Agua destilada *NE

Acetona 70% Agua destilada NE

HCI 40 mM Agua destilada NE

TPTZ 10 mM HCI 40 mM Vidro ambar sob refrigeracao.
Cloreto Ferrico 20 mM Agua destilada Vidro ambar sob refrigeracéo.
Tampéo Acetato 0,3M pH 3,6 3,1 g de acetato de Vidro ambar sob refrigeracao.

sodio; 16 ml de &cido
acetico glacial
completar 1L com agua
destilada.
Reagente FRAP 25 ml de tampéo Uso imediato.
acetato 0,3M; 2,5 ml de
TPTZ 10 mM; 2,5 ml
de cloreto férrico
20 mM.

Padrdo de Sulfato Ferroso 2 mM  Agua destilada Vidro ambar, uso imediato.

* NE = Néo especificado.

As amostras foram homogeneizadas e mantidas em banho-maria a 37 °C durante

30 minutos. Em seguida foi realizada a leitura da absorbancia em um Leitor de ELISA a 595

nm. A reducdo do complexo férrico tripiridiltriazina (Fe"' — TPTZ) ao complexo ferroso (Fe"

— TPTZ) foi analisada de acordo com a absorbéancia registrada.
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Tabela 4 - Preparo de solugdes para o teste FRAP.

Metanol Amostra FRAP
Controle Negativo* 10 uL 200 uL
ConcentragOes da amostra* 10 uL 200 pL
Branco da amostra* 200 uL 10 uL

* Triplicata; --- ndo adicionado.

4.5.3 Determinacdo da atividade antioxidante in vitro pela capacidade quelante de ions

Fe?*

A técnica foi adaptada de Puntel et al. (2005). As solucGes de Fenantrolina 0,25% em
etanol, FeSO4 2mM aquosa e TRIS HCI 0,1M (pH 7,4) aquosa foram preparadas. Um volume
de 1,5 mL da cada amostra diluida em metanol foi preparado nas concentragdes de 25 ug/mL;
10 ug/mL; 5,0 pg/mL; 2,5 pg/mL e 1,0 pug/mL para rutina e para quercetina. As amostras do
teste foram preparadas conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Preparo de solugdes para o teste quelante de fons Fe®*

H,O  TRIS-HCI0,AM,pH 7,2 Amostra FeSO4 (2 mM)

Controle 1* 838 uL 336 uL
Controle 2* 538 uL 336 uL 300 puL
Concentragfes da 438 uL 336 uL 100 uL 300 uL
amostra*

Branco da amotra* 464 L 336 uL 100 pL 300 pL

* Triplicata; --- ndo adicionado.

Todas as amostras foram incubadas, ao abrigo da luz, por um periodo de 5 minutos,
em seguida procedeu-se a adigdo de 26 pL de fenantrolina 0,25%. O branco das amostras foi
preparado sem a necessidade de incubacgédo e sem acrescentar fenantrolina. A absorbancia foi
medida em um Espectrofotbmetro UV-Visivel em 510 nm. A capacidade quelante das

amostras foi expressa em porcentagem (%), conforme Equacéo 01.
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4.5.4 Determinacéo da atividade antioxidante in vitro pela degradacgédo da desoxirribose

A técnica foi adaptada de Puntel et al (2005). As solucBes de sulfato de ferro 1 mM,
desoxirribose 20 mM, tampdo fosfato de potassio 0,5 M pH 7,5, peroxido de hidrogénio 10
mM, TCA 2,8% e TBA 0,6% foram preparadas. Um volume de 1,5 mL de cada amostra
diluida em metanol foi preparado nas concentrac@es de 25 ug/mL; 10 ug/mL; 5,0 pg/mL; 2,5
pug/mL e 1,0 pg/mL para rutina e para quercetina. O teste foi realizado conforme apresentado

na Tabela 6.

Tabela 6 - Preparo de solugdes para o teste degradacdo da desoxirribose.

H,O Amostra TFK 0,5M Desoxirribose H,0O, FeSO,
(pH: 7,4) (20 mM) (10 mM) (1 mM)

Basal* 600 uL 80 uL 120 uL
Induzido* 440 uL 80 uL 120 uL 80 uL 80 uL
Concentragdo 340 uL 100 pL 80 uL 120 pLL 80 uL 80 uL
da amostra*

Branco da 620 puL 100 puL 80 uL
amostra*

* Triplicata; --- ndo adicionado.

Todas as amostras foram incubadas por um periodo de 30 min a 37°C. Transcorrido
esse tempo, todas as amostras receberam 800 uL de TCA, 400 uL de TBA e 500 pL de agua,
seguida de nova incubacdo por 20 min em banho fervente (100°C). A curva padrdo obedeceu
ao mesmo procedimento do teste, sem a solucdo de fosfolipidio e sem as solucbes da
substancia, sendo substituido por MDA 320-500 uM. Realizou-se a leitura da absorbancia em
um Espectrofotdmetro UV-Visivel em 532 nm. Os resultados foram expressos em

porcentagem.
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45.5 Determinagdo da atividade antioxidante in vitro pela inibicdo da peroxidacao

lipidica

A técnica foi adaptada de Sabir e Rocha (2008). Foram preparadas as solucgdes,
fosfolipidio de ovo, 0,05g do residuo em 10 mL de &agua, TBA 0,6% pH ajustado para 5,0 -
6,0 com NaOH. Para a solucdo tampdo &cido acético 56,2 mL de &cido acético 1M foi
adicionado a 1 mL de acetato de sédio 1M completando o volume para 100 mL (pH 3,0), e
sulfato de ferro 60 pM. Um volume de 1 mL da cada amostra diluida em metanol foi
preparado nas concentragcOes de 25 pg/mL; 10 ug/mL; 5,0 pg/mL; 2,5 ug/mL e 1,0 pg/mL
para rutina e para quercetina. As solugdes, basal, induzido, teste com amostra e branco das

amostras foram preparadas em triplicatas ao abrigo da luz, conforme Tabela 7.

Tabela 7 - Preparado de solugdes para o teste de inibicao da peroxidacéo lipidica.

H.O Amostra Metanol  Fosfolipidio  FeSO,4 (60 uM)
Basal* 350 uL --- 50 uL 100 uL ---
Induzido* 336 uL --- 50 uL 100 uL 14 uL
Concentragéo 336 uL 50 uL 100 uL 14 uL
da amostra*
Branco da 450 uL 50 uL
amostra*

* Triplicata; --- ndo adicionado.

As amostras foram posteriormente pré-incubadas por 1h a 37°C, transcorrido o
periodo de pré-incubacao as solugdes receberam 500 pL de tampao acido acético e 500 uL de
TBA 0,6%, e foram novamente incubadas por 1h a 100°C. Foram adicionados 1,5 mL de
butanol em tubos de ensaio e os mesmos foram centrifugados por 2 min a 2000 rpm. 200 pL
do sobrenadante de cada solucdo foram coletados e a leitura foi realizada em um
Espectrofotdbmetro  UV-Visivel em 532 nm. A curva padrdo obedeceu ao mesmo
procedimento do teste, sem a solugédo de fosfolipidio e sem as solucgdes da substancia, sendo

substituida por MDA 320-500 uM. Os resultados foram expressos em porcentagem.



51

4.6. Andlises Estatiticas

Os dados foram estatisticamente analisados utilizando-se 0 método ANOVA, seguido
do teste de Tukey, ou teste t de comparacdes (Programa GraphPad Prism, Versdo 5.00, 2007 e
Microsoft Excel, 2010). Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) ou
erro padrdo da média (E.P.M.) e considerado significativamente diferente quando foi obtido
p< 0,05.



----------------------------------------------- RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo da rutina

Diferentes métodos sdo utilizados para extracdo de rutina, sendo o solvente uma
importante variante que influencia no rendimento final da substancia. A rutina é uma
substancia soluvel em metanol e parcialmente solivel em etanol e agua, sendo que para a
agua a solubilidade é menor, cerca de 0,125 g¢g/L (PEDRIALI, 2005). O aumento da
temperatura promove um aumento da solubilidade e para substancias estaveis em altas
temperaturas, como é o caso da rutina, a extracdo a quente se torna mais eficiente do que a
extracdo realizada a temperatura ambiente (SANTOS, 2006). O tempo varia em funcdo do
solvente empregado, ndo tendo sido possivel um estudo rigoroso para determinacdo de
volume, temperatura e tempo ideal de extracdo para cada solvente. O metanol é o solvente
mais utilizado em se tratando de obtencéo da rutina, devido a solubilidade desta substancia
nesse alcool. Porém oferece uma grande desvantagem a ser considerada, que é a extrema
toxicidade, devendo ser evitado sempre que possivel, em prol da preservacdo da salde
daqueles que fazem parte diretamente do processo de extracdo da rutina.

Na obtenc¢éo da rutina, como observado na Tabela 8, o solvente que possibilitou um
maior rendimento da substancia foi a combinacdo de etanol/agua (1:1), com rendimento
médio de 26,27%, sendo que a quantificacdo de rutina em D. gardneriana feita por Landim
(2012) apresentou esta substancia como composto majoritario com ocorréncia de 75,1%.
Embora a exploragdo méxima da rutina esteja abaixo do possivel, o percentual apresentado
neste estudo esta superior ao rendimento da rutina no género Dimorphandra em estudos
anteriores, que é certa de 10,25 % (LANDIM e COSTA, 2012). A polaridade relativa
ocasionada pelo etanol e 0 aumento do inchaco eficaz da planta pela agua ajudam a expandir a
area de superficie para o contato soluto/solvente (YANG e ZHANG, 2008), com consequente
melhoramento do rendimento, o que explicaria a eficiéncia da combinacao etanol/agua, além
de minimizar os efeitos toxicos da extragdo visto que o uso do metanol ndo foi necessario,
diminuindo os custos da extragdo com mesmo tempo e temperatura utilizados na extragédo
com metanol.

O rendimento superior observado nesse estudo pode estar relacionado com fatores
abioticos como: radiagdo solar, periodos de seca ou chuva, nutrientes e estacdo do ano,
levando-se em conta também fatores artificiais, como poluentes, que interferem diretamente
no mecanismo de producdo de metabdlitos (MACHADO et al., 2008).
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A purificagdo da rutina extraida com diferentes solventes ndo demonstrou diferenca no
rendimento ao nivel de 5% de probabilidade, como demonstrado na Tabela 8. E possivel
inferir a partir dos dados que o tipo de solvente utilizado na extragcdo/isolamento da rutina ndo

interfere no rendimento do processo de purificacdo.

Tabela 8 — Rendimento de rutina extraida de fava d’anta com diferentes solventes antes e
apos purificacdo.

Solvente Rendimento antes da purificacdo (%) Rendimento apds purificagdo (%)
utilizado

MeOH 19,13%+1,82 67,00% + 14,17

EtOH 18,23%+ 0,74 79,66%+ 11,93

EtOH /H,0 26,27° +2,13 65,33 + 8,50

H,0O 13,14°+ 2,51 63,33% + 6,02

Os resultados sdo expressos como media + desvios-padrdo (DP) de trés determinacdes.
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Por meio da analise qualitativa, com resultado apresentado no cromatograma em CCD
sendo a rutina padrdo substancia de comparagéo, a obtencdo da rutina com a utilizacdo de
diferentes solvente foi confirmada conforme demonstrado na Figura 14.

Figura 14 — CCD da rutina extraida com diferentes solventes.

Fator de Retengéo (Ry)
a)0,62 f)0,72
b) 0,62 ¢)0,72
c)0,61 h)0,72
d) 0,63 1i)0,71
e) 0,63 j)0,70
Eluente: MeOH

Legenda: a) e f) rutina padrdo; b) rutina (extracdo com metanol); c) rutina (extracdo com
etanol); d) rutina (extracdo com etanol/agua); e) rutina (extracdo aquosa); g) rutina purificada
(extracdo com metanol); h) rutina purificada (extragdo com etanol); i) rutina purificada
(extracdo com etanol/agua); j) rutina purificada (extracdo aquosa). Fonte: Propria autora.
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A construcdo da curva de calibracdo da rutina de absor¢do UV em 275 nm e em 320
nm, obteve a equacgéo da reta, y = ax + b, com valores de a e b apresentados na tabela 9 para
cada comprimento de onda, onde y corresponde a area do pico no espectro obtido por CLAE e
X corresponde a concentracdo da amostra utilizada, em mg/mL, os coeficientes de correlagdo

também encontram-se especificado na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores para equacdo da reta da rutina nos comprimentos de onda 275nm e
320nm.

A a b R?
275 nm 12650835,71 236205,39 0,98
320 nm 10927628,57 201940,96 0,99

Para a rutina obtida com o uso de diferentes solventes os resultados de pureza estdo

descritos na Tabela 10 e seus cromatogramas apresentados nas Figuras 15, 16, 17 e 18.

Tabela 10 — Quantificacdo da rutina extraida com diferentes solventes.

Solvente da extracdo Area do pico Pureza
Metanol 108911% + 241248,2 *ND
940133° + 190133,3 83,59 %
Etanol 12250922 + 116312,4 95,75 %
1060197° + 101541 97,19 %
Etanol/agua 1257398,6% + 139949,2 98,88 %
1078668° + 124048,1 99,28 %
Agua 16482292 + 119875,7 *ND
1434850° + 103404,3 *ND

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdo (DP) de trés determinagdes, onde a
representa leitura a 275 nm e b representa leitura a 320 nm. *ND — Nao determinado.
Conforme apresentado na Tabela 9, além do maior rendimento da rutina corresponder
a extracdo com EtOH/H-0, e dentre as purezas identificadas foi a que apresentou melhores
resultados, confirmando a eficiéncia dessa combinacdo de solventes na extracdo da rutina de

fava d’anta.
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Figura 15 — Representacao da cromatografia liquida de alta eficiéncia da rutina extraida com
MeOH.
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Legenda: Det.A Chl — 275 nm; Det. A Ch2 — 320 nm.

triplicata.

Cada canal com leitura feita em



58

Figura 16 — Representacao da cromatografia liquida de alta eficiéncia da rutina extraida com
EtOH.
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Figura 17 — Representagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia da rutina extraida com

EtOH+H,0.
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Embora existam métodos mais sofisticados que diminuem o tempo e o volume de
solvente utilizado, eles requerem o uso de equipamentos de custo elevado e que exigem certo
preparo para manused-los. O método descrito neste trabalho é de facil compreensdo e
promove um favorecimento daqueles que fazem o extrativismo dos frutos da fava d’anta,
possibilitando a extracdo da rutina que ¢ o principal produto da fava d’anta em termos
econémicos, gerando um maior lucro do produto comercializado.

Os frutos da fava d’anta sdo vendidos em média a R$ 0,15 (quinze centavos) o quilo, a
rutina comercializada nacionalmente alcancou valores em meédia de 14 délares/ kg (LADIM e
COSTA, 2012; SANTOS, 2006). Na extracdo mais econémica, cujo solvente utilizado foi a
agua, o rendimento médio da rutina foi de 13%, ou seja, seria necessario cerca de 8 kg de fava
d’anta para obter 1 kg de rutina. Tendo em vista os valores comerciais apresentados, 8 kg de
fava traria um lucro de R$ 1,20, enquanto com 1 kg de rutina o lucro seria de R$ 35,00
(considerando o valor do dolar igual a R$ 2,50).

A nivel industrial, é extremamente viavel a exploragdo da fava d’anta para extra¢do da
rutina em regides onde a espécie é nativa, gerando emprego com maior fonte de renda na
regido. Os demais solventes utilizados trariam um maior custo de extracdo porém o
rendimento da rutina seria maior, sendo necessario um estudo mais detalhado sobre custo e

beneficio o que ndo constitui objetivo deste trabalho.

5.2 Hidrdlise da rutina: quercetina

A hidrolise da rutina ocorre mecanisticamente por sucessivas protonacdes dos
oxigénios das ligacGes glicosidicas, sucedidas por ataques de moléculas de dgua ocasionando
a hidrolise e formando, quercetina, glicose e rhamnose, conforme proposta mecanistica
representada pelo esquema na Figura 19. O resfriamento da mistura reacional permite a
precipitacdo da quercetina, que encontra-se em um meio extremamente &acido, sendo

necessarias lavagens sucessivas com agua até pH em torno de 5,0.



Figura 19 — Esquema de hidrolise da rutina.
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66

A obtengdo da quercetina teve rendimento de 44,70 %. O perfil cromatografico em
CCD esta mostrado na Figura 20, usando como fase mével metanol:cloroférmio (4:1).

Figura 20 — Amostra em placa cromatografica de camada delgada.

Fator de Retencéo (Ry):

a) 0,66

b) 0,66

c) 0,60

Eluente -> Metanol: Cloroférmio (4:1)

Legenda: a) quercetina hidrolisada; b) quercetina padréo; c) rutina padrdo. Fonte: Propria

autora.

A curva de calibracgdo foi construida com base em dados de analise em sistema CLAE
com detector ajustado em 274 nm, cuja equacgdo da curva de calibracdo, representada no
Gréfico 1, que demonstra uma correlacdo positiva entre as varidveis foi y = 32781175x —
151587,30, em que y representa a area do pico no espectro e x a concentracao da substancia
em mg/mL, com coeficiente de correlacdo R? = 0,99. Com base na equacao da reta, o grau de

pureza apresentado pela quercetina hidrolisada foi de 99,9% (Figura 21).
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Grafico 1 — Curva de calibragdo da quercetina.

Figura 21 - Representacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia da quercetina
hidrolisada.
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5.3 Atividade antioxidante da rutina e da quercetina

Com base nas informacOes apresentadas sobre a relacdo estrutura-atividade de
flavonoides, é possivel atribuir a quercetina um maior potencial antioxidante quando
comparada a rutina, devido a primeira apresentar um substituinte hidroxila na posicdo 3 do
anel heterociclico C, o que ndo é observado na estrutura quimica da rutina, conforme Figura

22.
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Figura 22- Relacdo estrutura- atividade da Rutina e Quercetina. Em azul substituintes menos
importantes a atividade antioxidante. Em vermelho substituintes importantes a atividade
antioxidante.

OH
Rutina Quercetina

Fonte: Adaptada de SCOTTI et al.,2007.

Tendo como base as concentracOes eficientes da rutina e da quercetina para reduzir
50% do radical DPPH apresentadas na literatura (PASQUINI-NETTO el al., 2012; BIANCO

E SANTQOS, 2010), foram definidas as concentragdes utilizadas nos testes do presente estudo.

5.3.1 Atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH

O DPPH é um radical livre com colora¢édo purpura e absorbancia no comprimento de onda
entre 515 e 528 nm. A presenca de um antioxidante reduz o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila a
difenil-picril-hidrazina, que apresenta colora¢do amarela, conforme Figura 23. Caracterizado
como um radical livre estavel, devido a presenca de ligacdes duplas alternadas no anel
benzénico, conferindo a molécula um efeito de ressonancia que permite a deslocalizacdo do
elétron desemparelhado por toda sua extensao, auxiliando na sua estabilidade, apenas reagente
redutores fortes sdo capazes de reagir com este radical (BORGES et al.,2011; ALVES et al
2010).
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Figura 23 - Reacdo quimica entre o radical DPPH e uma espécie antioxidante
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Fonte: Adaptada de GOMES, LOPEZ E TAIPE, 2011.

A quercetina, segundo os resultados demonstrados no Grafico 2, apresenta maior atividade
antioxidante para reduzir o radical DPPH em relacdo a rutina, mesmo em concentraces

baixas, como 1,0 ¢ 2,5 ug/mL a quercetina mantém os niveis de radicais livres extremamente

baixos.
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Graéfico 2 - Efeito de diferentes concentracdo de rutina e quercetina frente ao radical DPPH.
Os resultados sdo expressos como porcentagem de atividade antioxidante. Dados mostram
média £ E.P.M. valores médios de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

***p <0,001.

A concentracdo eficiente capaz de reduzir 50% do DPPH foi de 2,01+ 0,12 png/mL

para a rutina e 0,61 £1,05 ug/mL para a quercetina.
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Ao doar um elétron para o radical livie DPPH a quercetina e a rutina se tornam
oxidadas, porém estabilizadas por ressonancia, cuja reacdo estd demonstrada na Figura 24. O
grupo glicose presente na rutina ocasiona uma interacdo repulsiva ente a rutina e o radical
livre, este impedimento estérico que ndo ocorre na quercetina também pode justificar a maior

capacidade antioxidante da quercetina em relacéo a rutina.
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Figura 24 - Reacdo do DPPH com a quercetina e a rutina.
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Fonte: Adaptado de <
http://gnint.sbg.org.br/gni/popup_visualizarMolecula.php?id=UFnlgMiUTFCLSV0SdU9gTQ4UcmglngPI6HYOVVGRjmMWVQSezXek-
5CMtO2QrxstKaRdjzpBtG2tMMoYJJ3FWA== > Acesso em: 07 de jan. de 2015.
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5.3.2 Atividade antioxidante in vitro pelo método de reducéao do ferro (FRAP)

O complexo férrico-tripiridiltriazina possui coloracdo azul clara, na presenca de um
antioxidante em condi¢bes acidas ele sofre reducdo formando o complexo ferroso-
tripiridiltriazina que possui coloragdo azul intensa e absor¢cdo maxima em 595 nm, Figura 25,

sendo o poder antioxidante avaliado por meio do aumento da absorbéncia.

Figura 25 — Poder antioxidante de reducéo do ferro .
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Fonte: Adaptada de RUFINO et al., 2006.

O ferro é sequestrado in vivo por proteinas, dificultando sua participacdo nas reaces
de oxidacdo mediada por radicais livres. Portanto a capacidade da substancia testada em
reduzir os ions ferro, reflete a sua capacidade em reduzir a formacao de espécie reativas de
oxigénio, que lhes confere a caracteristica de antioxidante (SOUSA, 2013).

Por meio do aumento da absorbancia de acordo com o Gréafico 3, a quercetina tem
maior potencial para reducdo do ferro do que a rutina, sendo que na concentragdo de
25 pg/mL a diferenga entre as duas substancias é muito significativa com p < 0,01. O grau de
hidroxilacdo e a extensdo das conjugacOes se relacionam com a capacidade de redugédo do
ferro. Os valores baixos de absorbancia podem ser positivos para antioxidantes ja que o Fe®* é
mais reativo que o Fe®* para formar peréxido de hidrogénio, podendo exercer um efeito pro-
oxidante (SOUSA, 2013).
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Graéfico 3 — Absorbancia do complexo ferroso frente a quercetina e a rutina. Dados mostram
média + E.P.M. valores médios de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
**

p <0,01.

5.3.3 Atividade antioxidante in vitro pela capacidade quelante de fons Fe**

O ferro é sequestrado in vivo por proteinas, dificultando sua participacdo nas reacoes
de oxidacdo mediada por radicais livres. Portanto a capacidade da substancia testada em
reduzir os ions ferro, reflete a sua capacidade em reduzir a formacdo de espécie reativas de
oxigénio, que lhes confere a caracteristica de antioxidante (SOUSA, 2013).

Quelante é um agente utilizado para capturar, transportar e/ou eliminar substancias
(principalmente metais) do organismo, sendo chamado de quelato o agente quelante junto ao
ion metalico. O teste quelante de ferro baseia-se na medida do complexo formado pelo ferro
disponivel e a fenantrolina (Figura 26), quanto maior a quantidade de ferro quelado pela
substancia testada, menor o numero de ions disponivel para a fenantrolina e menor a
absorbancia (BRANCO, 2010).
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Figura 26 — Reacdo do ferro com a fenantrolina
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Fonte: Adaptado de BRANCO, 2010.

Os resultados ndo demostram atividade eficiente de quercetina e rutina como agentes
guelantes em concentracdes baixas, sendo a melhor porcentagem de quelacdo obtida com 25
pug/mL de rutina e quercetina. Porém, quando comparadas concentragfes iguais de quercetina
e rutina, a primeira apresenta uma ligeira vantagem conforme Gréfico 4.
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Grafico 4 - Atividade quelante de ferro (Fe®*) de Quercetina e rutina. Dados mostram média

+ E.P.M. valores médios de trés experimentos independentes realizados em triplicata. ** P <
0,01.

Alguns flavonoides exibem forte atividade antioxidante sobre radicais livres porém

demonstram atividade pro-oxidante em presenga de metais de transicdo (ALVES et al., 2010).
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Como a atividade pro-oxidante das substancias em analise ndo foi avaliada, ndo é possivel
afirmar a influencia dessa atividade nos resultados apresentados. Devido aos baixos indices
de poder de quelacdo do ferro das substancias, nao foi possivel obter uma equacédo da reta de

regressdo que possibilitasse calcular a concentracdo eficiente capaz de quelar 50% do ferro.

5.3.4 Determinacéao da atividade antioxidante in vitro pela degradacéo da desoxirribose

O radical hidroxil (HO) pode ser facilmente sequestrado in vitro, sendo muito
eficiente nos testes com antioxidantes. O mesmo porém ndo ocorre in vivo, sendo necessarias
quantidades elevadas de substancias antioxidantes. Isso ocorre devido a meia-vida curta deste
radical. Gerado por meio de uma reacédo entre o H,O, com metais de transi¢do como o ferro, o
radical hidroxil, em contato com a desoxirribose, dara inicio ao processo de peroxidacdo
lipidica que terd como produto secundario o MDA (malondialdeido), que é detectado pela
complexacdo deste com o TBA, ap6s aquecimento em condi¢fes &cidas, como mostrado na
Figura 27, sendo a absorbancia maxima em 532 nm (ALVES et al, 2010; VIGNOLI,
BASSOLI e BENASSI, 2011; LIMA e ABDALLA, 2001). Substancias com propriedades
antioxidante podem competir com a desoxirribose pelo radical hidroxil, evitando a
peroxidac&o lipidica e a formacdo de MDA, com consequente diminuicdo da absorbancia.

Figura 27 - Degradacdo da desoxirribose.
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Fonte: Adaptado de LIMA et al., 2001.
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Tanto a quercetina como a rutina demonstraram eficiéncia em sequestrar o radical
hidroxil, e todas as concentragdes testadas para as duas substancias apresentaram resultados
satisfatorios como demonstra o Grafico 5. Como as concentra¢es sdo baixas, testes in vivo
seriam necessarios para confirmar a efetividade do potencial antioxidante destas substancias
frente ao radical hidroxil, que apresenta comportamento diferenciado em organismos

bioldgicos.
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Graéfico 5 - Efeitos de diferentes concentracdes de quercetina e rutina sobre o radical hidroxil
produzido pela reacdo Fe?* (0,1 mM) e H,0, (1 mM). Dados mostram média + E.P.M. valores
médios de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *p < 0,05, ** p < 0,01.

5.3.5 Atividade antioxidante in vitro pela inibicdo da peroxidacéo lipidica

TBARS é um ensaio utilizado para estimar a peroxidacdo dos lipidios nas membranas
e sistemas biologicos (COSTA et al.,, 2012). A peroxidacdo lipidica foi avaliada pela
presenca de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (NASSER et al., 2010). A gema de
ovo homogeneizada foi usada como substrato rico em lipidios. No processo oxidativo ocorre a
doagdo de um atomo de hidrogénio a partir de uma cadeia de &cidos graxos insaturados de
fosfolipidios gerando peroxidos lipidicos, se propagando em uma reacdo em cadeia, tendo
como produto o MDA que reage com o TBARS denunciado a ocorréncia do processo de
peroxidacao lipidica (SREELATHA e PADMA, 2009; COSTA et al., 2012).

Conforme demonstrado no Gréfico 6, tanto a rutina como a quercetina apresentam um
potencial antioxidante, sendo que para a rutina existe a necessidade de um aumento das

concentragdes para obter resultados mais satisfatorios.
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Gréfico 6 - Efeitos de diferentes concentragdes de quercetina e rutina sobre a peroxidagao
lipidica (producéo de TBARS) em fosfolipideos de gema de ovo na presenca de Fe?* (20 pM).
Dados mostram média + E.P.M. valores médios de trés experimentos independentes
realizados em triplicata.***P < 0,001.

A concentracdo para inibir 50% da formacdo de MDA para a quecetina foi de
2,01 £4,27 pug/mL e para a rutina, 21,50 +0,31 pg/ mL. Segundo os resultados a quercetina
apresenta grande vantagem no potencial antioxidante para evitar a peroxidacdo lipidica em

relacdo a rutina, com diferenca de resultados extremamente significantes.
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6. CONCLUSAO

O rendimento da rutina obtida nesse estudo foi maior do que os rendimentos dessa
substancia descritos na literatura, que estavam sempre em torno de 10%.

O rendimento da rutina pode ser aumentado na extracdo das vagens de Dimorphandra
gardneriana Tulasne com a combinacdo de EtOH/H,0, apresentando grau de pureza
de 99,28%, evitando o uso do solvente metanol, consideravelmente mais toxico.

A hidrdlise de rutina originou quercetina com alto grau de pureza, 99,9%

O sequestro do radical livre DPPH é um método eficiente na utilizagdo de quercetina e
rutina em baixas concentrac@es no teste in vitro de atividade antioxidante.

A rutina e a quercetina foram eficientes na reducdo do ferro pelo método FRAP,
indicando mais uma caracteristica de antioxidantes.

Em baixas concentraces ndo é possivel usar quercetina e rutina para testes
comparativos de atividade quelante.

Na competicdo com a desoxirribose pelo radical hidroxil, tanto a quecetina como a
rutina foram significativamente eficientes em baixas concentracGes, sendo uma
alternativa de controle positivo nesse tipo de teste.

Embora a quercetina seja mais eficiente para evitar o processo de peroxidacdo lipidica
verificado no teste TBARS, a rutina também apresenta resultados satisfatorios, sendo
estes flavonoides ferramentas de protecdo a biomoléculas como fosfolipidios.

Os resultados positivos para os testes antioxidantes in vitro, podem justificar a

utilizacdo da rutina e da quercetina em futuros testes in vivo.
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7. PERSPECTIVAS

e Otimizar as variaveis: volume, tempo e temperatura para cada solvente, visando
melhorar o rendimento antes e apos purificacéo;

e Na combinacdo de solventes variar as propor¢des de cada solvente utilizado, na
perspectiva de melhor o rendimento da substancia;

e Possibilitar por meio da divulgacdo desse trabalho o desejo de investir na industria
farmacéutica do nosso pais, especialmente na regido do cariri cearense, tendo em vista
um método relativamente fécil e de baixo custo para extracdo de rutina, podendo
agregar valores com a sintese de quercetina.

e Realizar testes in vivo para confirmar os efeitos antioxidantes da rutina e da
quercetina, bem como a producdo de produtos a base de rutina e quercetina, visando

favorecer um melhor aproveitamento das suas propriedades terapéuticas.
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