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RESUMO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doengas é tdo antigo quanto a
propria espécie humana. A Ruta graveolens L., conhecida popularmente como
Arruda, € uma planta originaria da Europa Oriental, muito utilizada na medicina
popular. Na composicdo das folhas da arruda sdo encontrados principios amargos,
resinas, goma, flavondides, alcaldides, acidos organicos, alantoina, saponinas
triterpénicas, mucilagem e taninos. Nesta planta, os flavonoides sdo melhores
representados pela rutina, embora outros flavondides também sejam encontrados.
Estes metabdlitos secundarios sdo responsaveis por varias de suas propriedades
biolégicas como, por exemplo, atividade anti-inflamatéria, antitrombogénico,
antitumoral, cardio e vaso protetora, entre outras. Este trabalho teve como objetivo
detectar e dosear os flavondides totais presentes nas folhas da arruda por
espectrofotometria. Primeiramente foi construida uma curva de calibragéo a partir de
solucdes de seis concentragdes diferentes (6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 16,0 e 20,0 pg/mL)
que foram preparadas a partir de solucdo padrdo de rutina 0,5 mg /mL. Aliquotas
desta solugéo (0,6 mL; 0,8 mL; 1,0 mL; 1,2 mL; 1,6 mL; 2,0 mL) foram transferidas
para baldes de 50 mL. Depois foram adicionados a cada baldo 1,2 mL de acido
aceético glacial, 20 mL da solucdo metandlica de piridina 20% e 5,0 mL do reagente
cloreto de aluminio em metanol 50g/L e o volume dos baldes completados com agua
destilada, obtendo-se concentragdes finais de 6-20 ug ER/mL. Transcorrido o tempo
de 30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as leituras das solugdes
padrdo foram realizadas em espectrofotbmetro a 420 nm, utilizando-se agua
destilada como solugéo-branco. Os extratos foram preparados adicionando-se a um
erlenmeyer de 125 mL, 500,0 mg de folha de arruda seca e pulverizada e 25,0 mL
de metanol. A extracdo foi realizada em chapa aquecedora durante 30 minutos,
sendo filtrado em baldo volumétrico de 50,0 mL. A andlise foi realizada em triplicata.
Deste extrato foi pipetada e transferida uma aliquota de 1,0 mL para baldo
volumétrico de 25,0 mL, ao qual foi acrescentado 0,6 mL de acido acético glacial,
10,0 mL de solu¢cdo metandlica de piridina 20%, e 2,5 mL do reagente cloreto de
aluminio em metanol 50,0 g/L, completando-se o volume do baldo com &gua
destilada. Ap6s 30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foram
realizadas as leituras em espectrofotbmetro a 420 nm. A média dos resultados
obtidos quanto a concentragdo de flavonodides totais nas folhas da Ruta Graveolens
L. (arruda) foi de 228,09 + 0,96 pg EAR/mL. A metodologia empregada mostrou-se
adequada para a determinacdo de flavonoides totais nas folhas de arruda. A
determinagéo por espectrofotometria, além de ter alta especificidade a 420nm, o que
permite a quantificacdo de flavondides sem sofrer a influéncia de outras substancias
fendlicas, é uma alternativa simples, pratica e menos onerosa que as demais
técnicas.

Palavras-chave: Ruta Graveolens L, Flavonéides, Rutina, Quercetina.



ABSTRACT

The use of medicinal plants for the treatment of diseases is as old as mankind itself.
Ruta graveolens |., popularly known as arruda, is a plant originating from Eastern
Europe, widely used in folk medicine. In the composition of the leaves of the arruda
bitter principles are found, resins, gum, flavonoids, alkaloids, organic acids, allantoin,
triterpénicas saponins, mucilage and tannins. In this plant, the flavonoids are best
represented by rutin, although other flavonoids are also found. These secondary
metabolites are responsible for several of its biological properties such as anti-
inflammatory activity, antitrombogénico, antitumor, and cardio protective vase,
among others.This work aimed to detect and determine the total flavonoids in the
leaves of the arruda by spectrophotometry. First was built a calibration curve from six
different concentrations solutions (6.0; 10.0; 12.0; 8.0; 16.0 and 20.0 pg/mL) were
prepared from rutin solution 0.5 mg/mL. Aliquots of this solution (0.6 mL, 1.0 mL mL;
0.8; 1.2 mL; 2.0 mL ; 1.6 mL) were transferred to 50 mL flasks. After were added to
each flask 1.2 mL of glacial acetic acid 20 mL of 20% methanolic solution of pyridine
and 5.0 mL of the aluminium chloride reagent in methanol 50 g/L and the volume of
distilled water complete with balloons, obtaining final concentrations of 6-20 pg/mL
ER. Elapsed time of 30 minutes at room temperature and protected from light, the
readings of standard solutions were performed in the spectrophotometer 420 nm
using distilled water as white solution. The extracts were prepared by adding to a 125
mL erlenmeyer flask, 500.0 mg of dried pulverised and sheet of arruda and 25.0 mL
of methanol. The extraction was performed in 30 minutes during hot plate, being
filtered into 50.0 mL volumetric flask. The analysis was performed in triplicate. This
extract was pipetada and transferred a portion of 1.0 mL to 25.0 mL volumetric flask,
to which was added 0.6 mL of glacial acetic acid, 10.0 mL of 20% methanolic solution
of pyridine, and 2.5 mL of the aluminium chloride reagent in methanol 50.0 g/L by
supplementing it if the volume of the flask with distilled water. After 30 minutes at
room temperature and protected from light, were held in the spectrophotometer
readings 420 nm. The average of the results obtained with regard to the
concentration of total flavonoids in the leaves of Ruta Graveolens I. (arruda) was of
228.09 = 0.96 pg/mL EAR. The methodology used was shown to be suitable for the
determination of total flavonoids in the leaves of arruda. The determination by
spectrophotometry, besides having high specificity to 420nm, which allows
quantification of flavonoids without suffering the influence of other phenolic
substances, is an alternative to simple, practical and less costly than the other
techniques.

Keywords: Ruta graveolens L, Flavonoids, Rutin, Quercetin
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sédo muito utilizadas no tratamento de doengas e seu uso € tao
antigo quanto a propria espécie humana. A fitoterapia € amplamente utilizada pela
populagdo, porém poucas plantas medicinais apresentam eficacia comprovada. O
uso popular de plantas tradicionalmente consolidado, tem despertado o interesse de
pesquisadores e tem sido o guia para estudos farmacoldgicos (BERTINI et al.; 2005;
MICHELIN et al.;2005).

No inicio da década de 1990, a organizacao Mundial da Saude (OMS) divulgou que
entre 65 e 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(AKERELE, 1991).

A arruda (Ruta graveolens) é uma planta medicinal originaria da Europa Oriental,
muito utilizada na medicina popular, cujo uso foi difundido em todo o pais. A arruda
tem um odor forte, sendo conhecida por suas propriedades medicinais e também
pelo misticismo que envolve sua utilizagdo desde a antiguidade em diversos rituais
de vérias seitas (QUEIROZ, 2003).

Como em ensaios farmacoldgicos foram comprovados os efeitos da arruda como
anti-helmintica, febrifuga, emenagoga, antiparasitaria, espasmolitica,
fotossensibilizante, cicatrizante, anti-inflamatoria, antirreumatica, antiulcerogénica e
sudorifera (YAMASHITA et al.,, 2009). O consumo em excesso de arruda €
desaconselhavel, pois em grandes quantidades, a arruda pode apresentar alguns
efeitos prejudiciais a saude tais como hiperemia dos 6rgdos respiratérios, vomitos,
sonoléncia, e convulsdes. O efeito considerado “anticoncepcional” inibe a
implantagdo do ovulo no Utero, sendo assim considerada abortiva sendo que, a
ingestdo da infusdo preparada com arruda para esta finalidade é muito perigosa e
pode provocar hemorragias (TORIANI; OLIVEIRA, 2006).

Nas folhas da arruda sdo encontradas substancias como principios amargos,

resinas, goma, flavonodides, alcaldides (nucleo pirrolizinas), &cidos orgéanicos,
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alantoina, saponinas triterpénicas, mucilagem e taninos (TORIANI; OLIVEIRA,
2006).

Na Ruta graveolens, o flavondide mais importante é a rutina, embora outros
flavondides também sejam encontrados. Estes metabdlitos secundérios sé&o
responsaveis por véarias de suas propriedades biolégicas como, por exemplo,
atividade anti-inflamatéria, antioxidante, antitrombogénico, antitumoral, antiviral,
cardio e vaso protetor, protetor capilar, entre outras (ORLANDA, 2011; SAMPAIO,
2011; PEDRIALI, 2005).

Tendo em vista a importancia da utilizacdo de plantas medicinais na farmacologia e
as diversas atividades biologicas apresentadas pelos flavondides presentes na
arruda, o objetivo deste trabalho é detectar e dosear os flavondides totais presentes

nas folhas da arruda por espectrofotometria.
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2 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos € muito utiizada sendo para
tratamento, cura e prevencdo de doencgas, € uma das mais antigas formas de préatica
medicinal da humanidade. O conhecimento das propriedades curativas destas
plantas foi adquirido de forma totalmente empirica, e transmitido através do tempo,
como a Unica forma de conhecimento disponivel sobre as suas propriedades
medicinais (SALVAGNINI et al., 2008).

Os relatos populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de
forma relevante para a divulgacdo das atividades terapéuticas dos vegetais,
prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de n&o
terem seus constituintes quimicos conhecidos (SANTOS, LIMA, FERRREIRA; 2008).
As plantas sé@o produtoras de varias substancias quimicas que podem ser Uteis no
tratamento de vérias doengas tanto em homens como em animais (ORLANDA,
2011).

2.1 PROPRIEDADES DAS PLANTAS MEDICINAIS

Uma planta é considerada medicinal por possuir substancias que tém acéo
farmacoldgica (atuagdo dos componentes quimicos das plantas no organismo).

Estas substancias sdo denominadas principios ativos (LORENZI; MATOS, 2002).

Segundo Jorge (2014, p.16),

“planta medicinal constitui uma unidade terapéutica. Todos os principios
ativos formam um fitocomplexo que interage entre si e com outras moléculas
aparentemente inativas. Este fitocomplexo representa a unidade
farmacoldgica integral da planta medicinal”.

A farmacologia procura isolar os principios ativos. Quando identificam estes
principios ativos nas plantas ja consagradas pelo uso popular ddo seguranca

terapéutica para tal uso. Ha varios grupos de principios ativos. Os principais grupos
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sdo: alcaltides, taninos, glicosideos, saponinas, flavondides, Oleos essenciais,
mucilagens e pectinas. H& ainda outros grupos de principios ativos como gomas,
lactonas e compostos minerais (TORIANI, OLIVEIRA, 2006).

2.1.1 Alcaldides

Segundo Simdes et al (2000,p.641)

“Alcaléides (termo derivado da palavra arabe al-quali, denominacdo vulgar da
planta da qual a soda foi originalmente obtida) sdo compostos nitrogenados
farmacologicamente ativos, que sdo encontrados predominantemente nas
angiospermas”.

Um exemplo é a quinina (figura 1):

Figura 1 - Estrutura quimica da Quinina (In: OLIVEIRA, SZCZERBOWSKI,
2009,p.2)

Os alcaloides sdo substancias naturais de origem vegetal ou animal. Nas plantas, os
alcal6ides tem a funcéo de defender a planta contra animais predadores e insetos. .
Em nosso organismo, alguns alcaldides podem causar dependéncia quimica e,

algumas vezes, pode levar a pessoa a morte (FELTRE, 2004).
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Os alcaldides fazem parte de um vasto grupo de metabdlitos com grande
diversidade estrutural, podendo ser comparados aos terpendides, representando
cerca de 20% das substancias naturais (SIMOES et.al., 2000).

Os alcaldides atuam sobre o SNC e autbnomo. Funcionam como analgésicos,
anestésicos, estimulantes e broncodilatadores, além de serem relaxantes dos
musculos (BARBIERI, 2004).

Como os alcalbides fazem parte da composi¢éo de diversos medicamentos formam
um grupo economicamente importante. As plantas que sao produtoras de alcaloides
sdo potencialmente perigosas se consumidas sem orientagdo médica, por isso diz-
se que sdo plantas de uso industrial. Podem causar intoxicagdes mesmo quando
usadas em pequenas doses. (LORENZI; MATOS, 2002).

As plantas que contém alcalbides apresentam sabor amargo. Beladona, estraménio,
papoula, noz vémica, café, cha preto, coca, cicuta, jaborandi sdo algumas das
plantas que contém alcal6ides (BARBIERI, 2004).

2.1.2 Taninos

Taninos sdo substancias fendlicas sollveis em agua e em solventes polares e que
apresentam massa molecular entre 500 e 3000 Daltons. Apresentam uma habilidade
de formar complexos insoliveis em &gua com alcaldides, gelatinas e outras
proteinas (SIMOES et.al., 2000; DIAS et al, 2014).

Os taninos podem ser classificados segundo sua estrutura quimica em dois grupos:

taninos hidrolisaveis e taninos condensados (SIMOES et.al., 2000).

Os taninos hidrolisaveis (figura 2) sdo caracterizados por um poliol central,
geralmente uma molécula de glicose (ou outro agucar) esterificada com &cido galico
ou &cido elagico (SIMOES et.al., 2000; DIAS et al., 2014). Estes taninos por hidrolise
acida liberam &acidos fendlicos: galico, caféico, elagico e um agucar (SGARBIERI,
1996). O 4cido tanico € um tipico tanino hidrolisavel, o qual é quebrado por enzimas

ou de forma espontanea.
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Figura 2 - Estrutura de taninos hidrolisaveis (In: Dias et al, 2014, p. 474)

Segundo Dias et al. (2014), “os taninos condensados sao formados por polimeros de

catequina e leucoantocianidinas” (figura 3 A).

Figura 3 — Estrutura quimica da catequina e da leucoantocianidina (In: DIAS
et al., 2014, p. 469)
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Os taninos condensados estdo presentes na fracdo fibra alimentar de diferentes
alimentos e podem ser considerados indigeriveis ou pobremente digeriveis (SILVA;
SILVA, 1999).

A presenca de taninos condensados sdo mais comuns na dieta humana do que 0s
taninos hidrolisaveis. Estdo presentes em concentracdes relativamente importantes
em alguns frutos (uvas, magas, etc.) e suas bebidas derivadas, no cacau e chocolate
(CASTEJON, 2011). Em leguminosas e cereais 0s taninos tém recebido
consideravel atengéo, por causa de seus efeitos adversos na cor, sabor e qualidade
nutricional (SILVA; SILVA, 1999). A figura 4 mostra a estrutura de um tanino

condensado.

OH

OH

Figura 4 - Estrutura de um tanino condensado. Em destaque uma unidade de
catequina (In: DIAS et al., 2014, p. 474).
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A adstringéncia de muitos frutos e outros produtos vegetais esta diretamente ligada
aos compostos tanicos. A adstringéncia ocorre devido a precipitacdo de
glicoproteinas salivares, levando & perda do poder lubrificante (CASTEJON, 2011).
S&o compostos fendlicos, e, portanto sdo altamente reativos quimicamente e formam
ligacbes de hidrogénio, intra e intermoleculares (CASTEJON, 2011; MONTEIRO;
ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005).

Os taninos sdo caracterizados pela sua capacidade de se combinar com proteinas
da pele animal inibindo o processo de putrefagéo, mais conhecido como processo de
curtimento do couro (SILVA; SILVA,1999). Também s&o considerados potentes
inibidores de enzimas devido a sua complexagcdo com proteinas enzimaticas
(MELO, 2008).

Tém sido atribuidas aos taninos muitas atividades fisiol6gicas humanas, como a
estimulacdo das células fagociticas e a acdo tumoral, e atividades anti-infectivas
(LOGUERCIO, 2005). Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamacdes,
os taninos auxiliam formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, permitindo que, logo abaixo
dessa camada, o processo de reparagdo tecidual ocorra naturalmente (MELLO,;
SANTOS, 2001). Em patologias estomacais, o0 mecanismo de acdo é bem
semelhante, com a formac&o de uma camada de tanino-proteina complexados que

envolvem a mucosa estomacal (CASTEJON,2011).

2.1.3 Glicosideos

S8o compostos organicos que por hidrélise fornecem um ou mais acucar. S&o
substancias compostas por uma parte de agucar (ou glicona) (figura 5) e outra parte
ndo acucar (ou aglicona, também conhecida como genina) (FIDELIS, 2014). Sao,
portanto, acUcares compostos. Os glicosideos também s&o conhecidos por
"heterosideos" e podem desempenhar fungdes importantes nos organismos Vivos.
Muitas plantas biossintetizam e armazenam substancias quimicas sob a forma de

glicosideos inativos, que podem ser ativados por hidrolise enzimatica liberando a
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aglicona (geralmente um metabdlito secundério) e a glicona. Entretanto, alguns
glicosideos podem ser sintéticos ou mesmo semi-sintéticos (DEWICK,2002).

anel lactona >

T porgao aglicona
(genina)

porgao agucarada
(glicona)

Figura5 — Exemplo de um glicosideo cardioténico, mostrando a porcao
glicona e a porgao aglicona (In: FIDELIS, 2014, p. 13)

Sao classificados, de acordo com a natureza quimica da aglicona, em glicosideos do
grupo dos flavonoides, dos saponinicos, das antraquinonas, dos cianogenéticos, dos
alcodis, entre outros. Quanto ao uso terapéutico sao classificados em analgésicos,
laxativos e cardiacos (FIDELIS, 2014).

Um exemplo de glicosideo do grupo dos alcodis (ou grupos salicilicos) é a salicina
(figura 6), obtida das cascas do tronco do salgueiro. Estes glicosideos apresentam
acao anti-reumatica e antifebril. J&4 os glicosideos antraquindnicos apresentam acéo
laxativa e os glicosideos cardiotdnicos e cardiativos sdo capazes de regularizar o

funcionamento do aparelho circulatério (DEWICK, 2002).
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OH OH
OH

Figura 6 — Estrutura quimica da salicina, um glicosideo salicilico (In:
COUTINHO, MUZITANO, COSTA, 2009, p. 246)

Um exemplo de glicosideo flavondide é a isoquercitrina e a astragalina (figura 7), as
quais apresentam acao anti-inflamatoéria (COUTINHO, MUZITANO, COSTA, 2009).

HO o HO 0
HO HO

) o OH OH

Isoquercitrina astragalina

Figura 7 — Estrutura da isoquercitrina e astragalina (In: COUTINHO, MUZITANO,
COSTA, 20 et al., 2009, p. 250)

2.1.4 Saponina

Saponinas sdo classificadas como glicosideos de esterdides ou de terpenos
policiclicos. E uma estrutura com carater anfifilico, pois parte da estrutura com
caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra hidrofilica (agucares). Essa
caracteristica determina a propriedade de reducdo da tens&o superficial da 4gua e

suas acoes detergentes e emulsificante (SIMOES et.al., 2000).



25

Seu nome deriva-se da propriedade de formar espuma abundante, quando agitada
com agua. Sao classificadas de acordo com o nimero fundamental da aglicona, e
também, pelo seu carater acido, basico ou neutro. Assim, quanto ao numero de
aglicona, denominam-se saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas. As
saponinas esteroidais e triterpénicas apresentam distribuicdo diferenciada no reino
vegetal (DEWICK, 2002).

As saponinas de carater basico pertencem ao grupo dos alcal6ides esteroidais, que
sdo caracteristicos do género Solanum (familia Solanaceae). Possuem nitrogénio no
anel F e sdo conhecidos dois tipos de estruturas: espirosolano (figura 8), (quando o
nitrogénio é secundario) e solanidano (quando o nitrogénio é terciario) (SIMOES
et.al., 2000).

18 iz N F

tomatidina (22 B, 25 S)

Figura 8 - Agliconas esteroidais do grupo espirosolano (In: SIMOES et.al.,
2000, p.602).
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As saponinas esteroidais neutras sdo encontradas quase que exclusivamente em
monocotiledéneas, principalmente nas familias Liliaceae, Dioscoreaceae e
Agavaceae. Os Géneros Smilax, Dioscorea, Agave, Yucca sao especialmente ricos

nessas saponinas.

As saponinas esteroidais sdo encontradas em alimentos como aveia, pimentas,
berinjela, semente de tomate, aspargos, inhame, feno-grego e ginseng (FRANCIS et
al., 2002).

As saponinas triterpénicas (figura 9) sdo as que podem ser encontradas mais
facilmente na natureza. Em sua estrutura hd 30 &tomos de carbono e nucleo
triterpénico (SIMOES et.al., 2000). As saponinas triterpénicas encontram-se
predominantemente em dicotileddneas, principalmente nas familias Sapindaceae,
Hippocastanaceae, Sapotaceae, Polygalaceae, Caryophylaceae, Primulaceae e
Araliaceae. As saponinas triterpénicas tem sido detectadas em muitas leguminosas,
como a soja, feijoes, ervilhas; e também na acelga, chéas, aclcar, alcaguz, quinoa,
girassol e ginseng, sendo que o grupo de triterpendides mais estudados é obtido a
partir da Quillaja saponaria, uma arvore nativa da regido dos Andes, no Chile. As
saponinas da Quillaja saponaria sdo amplamente utilizadas como adjuvantes em
vacinas orais e injetaveis e melhoram a eficicia de vacinas orais facilitando a

absorcéo intestinal de grandes moléculas (CASTEJON,2011).

., COOH

HO COOH
HO Q
OH “—0
HO
HO g
COOH

Figura 9 — Acido glicirricinico, um triterpeno pentaciclico (In: SIEDENTOPP,
2008, p.42)
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Como as saponinas tém propriedades surfactantes, estas sdo usadas na industria na
preparacdo de emulsdes para filmes fotograficos e na industria de cosméticos em
batons e xampus. S&o também usadas na indudstria alimenticia como flavorizantes e
agentes espumantes (CASTEJON,2011;FRANCIS et al., 2002).

A utilizagc&o de saponinas favorecem a acao dos demais principios ativos da planta e
em excesso podem causar irritagdo da mucosa intestinal e manifestagfes alérgicas
pois favorecem a acdo dos demais principios ativos da planta (FRANCIS et al.,
2002).

2.1.5 — Flavonodides

Segundo Coutinho, Muzitano, Costa (2009, p. 7),”os flavondides representam um
dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem

vegetal”.

E uma classe de metabdlito secundario amplamente distribuida no reino vegetal,
sendo biossintetizados através das vias do &cido chiquimico e do acido acético. Sdo
encontrados em flores, talos, raizes casas de arvores, frutas, vegetais sementes,
bem como em seus produtos de preparagdo como 0s chas e vinhos. Apresentam
uma ampla diversidade estrutural, podendo ser encontrados como agliconas, ou sob
a forma de glicosideos e/ou derivados metilados e/ou acilados. Os esqueletos
basicos das diversas subclasses, obtidas em decorréncia de modificac6es no anel
central, estdo apresentadas na figura abaixo (COUTINHO, MUZITANO, COSTA,
2009).
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Figura 10 — Esqueletos bésicos de flavondides (In: COUTINHO, MUZITANO,
COSTA, 2009, p. 247)

Diversas atividades bioldgicas séo atribuidas a essa classe de polifendis, tais como
atividade antitumoral, antioxidante, antiviral e anti-inflamatoria, dentre outras, o que
lhe confere significativa importancia farmacol6gica. Dos 40 farmacos anti-
inflamatoérios aprovados no periodo de 1983 e 1994, 12 foram derivados ou
baseados em polifendis de origem natural (COUTINHO, MUZITANO, COSTA, 2009).
Szent-Gyorgi em 1936 observou algumas dessas propriedades farmacolégicas.
(LOPES, et al, 2000).

Os flavondides tem a capacidade de agir sobre a inflamac&o e sobre o sistema
imunolégico - o que lhes confere um enorme potencial farmacoldgico. Dessa forma,
os flavondides representam uma alternativa promissora frente aos processos
inflamatorios (COUTINHO, MUZITANO, COSTA, 2009).

Outra propriedade importante € a atividade antioxidante que pode ter acéo inibitéria
de enzimas, excelente capacidade de quelar metais, como o ferro e atuagdo como
“scavenging” de radicais de oxigénio (ROS), uma vez que a presenca destes tem
sido relacionada a certas doengas cronicas, como: doengas auto—imune (artrite

reumatoéide, lipus), cancer, doenca de Parkinson ( KANASHIRO et al,2000).
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Outra atividade que pode ser atribuida aos flavondides é atividade antitumoral
podendo ser considerado como um dos produtos naturaiS mais promissores gue
tém sido experimentados. Os flavonoides tem demonstrado grande eficacia contra
moléculas oxidantes como, por exemplo, radicais livres que possivelmente estao
envolvidos em danos que ocorrem a nivel do DNA e que promovem a proliferacdo
das células cancerigenas. Por outro lado, demonstraram capacidade de interferir
com o inicio, desenvolvimento e progressdo das células cancerigenas pela
modulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, angiogénese e
metastase (FLAMBO, 2013; MIDDLETON, KANDASWAM, THEOHARIDES, 2000).

2.1.6 Oleos Essénciais

Os dleos essenciais sé@o definidos como compostos volateis originados pelas plantas
e possuem como principal caracteristicas o cheiro e o sabor. A estrutura quimica
desses compostos é constituida pelos elementos carbono, oxigénio e hidrogénio, no
entanto, sua classificagdo quimica é mais complexa, visto que, por serem formados
por uma mistura de diversas moléculas organicas, tais como: hidrocarbonetos,
acidos carboxilicos, acetatos, élcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fendis entre outras.
Os o6leos essenciais normalmente sdo produzidos através de estruturas secretoras
especializadas que podem estar localizadas em uma parte especifica da planta ou
até mesmo em toda planta. (WOLFFENBUTTEL, 2007).

A grande maioria dos 6leos essenciais é constituida de derivados de terpendides ou
de fenilpropandides, sendo que os primeiros preponderam. Os terpendides s&o
derivados de unidades do isopreno (figura 11) e os fenilpropandides se formam a
partir do acido chiguimico, que forma as unidades bésicas dos &cidos cinamico e p-

cumarico.
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Figura 11- Isopreno ou unidade isoprénica (In: BIASI, 2009, p.29)

Os dleos essenciais podem estocar-se em certos 6rgdos das plantas, tais como nas
flores, folhas ou ainda nas cascas dos caules, madeira, raizes, rizomas, frutos ou
sementes. A composicdo dos Oleos esséncias podem variar devido a sua
localizacdo na planta, embora todos os 6rgdos de uma planta possam acumular
6leos essenciais (SIMOES et.al., 2000).

Os Oleos essenciais possuem acgdes expectorantes, relaxantes, sedativas,
estomacais, anti-inflamatorias, vermifugas, antissépticas. A maior concentracdo de
Oleos essenciais é antes da floracdo. Todas as plantas aromaticas séo ricas em
6leos essenciais como a horteld, o eucalipto, a erva santa maria, a camomila, a erva
doce, entre outras. Estas plantas sdo muito usadas pela industria de cosméticos
(BARBIERI, 2004).

2.1.7 Mucilagens

As mucilagens, uma secrecdo de natureza mista constituida principalmente por

heteropolissacarideos &cidos e/ou neutros, proteinas e substancias fendlicas
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apresentam ampla distribuicdo nos vegetais, formando solu¢des coloidais que em
contato com a agua tornam-se viscosas (ROCHA; PIMENTEL;MACHADO,2011).

As mucilagens podem desempenhar diferentes fungdes nas plantas, entre elas, a
protecdo de estruturas ou 6rgdos em desenvolvimento, retencdo de agua, reserva
de carboidratos, reducdo da transpiragdo, protegao contra radiagcdo dispersando ou
refletindo a luz incidente, protecdo contra herbivoria, lubrificante do apice das raizes,
captura de insetos em plantas insetivoras, como adesivo na dispersdo de sementes
e na regulagéo da germinacao de sementes (ROCHA; PIMENTEL;MACHADO,2011).

As plantas que tem a presenc¢a de mucilagem tem uma espécie de suco viscoso que
funciona como anti-inflamatério, cicatrizante, expectorante, laxante ou protetor das
mucosas. Podemos encontrar mucilagem na babosa, na tansagem, no saido, na
raiz de confrei entre outras plantas (LORENZI; MATOS, 2002).

2.1.8 Pectinas

A pectina (figura 12) € um polissacarideo estrutural encontrado na parede celular de
vegetais com a fungéo de conferir rigidez. Também chamada de &cido pectinico, a
pectina € menos metilada que a protopectina. Os acidos pectinicos sdo os é&cidos
poligalacturénicos coloidais que formam gel em condi¢des especificas. Consiste de
150 a 1500 Unidades de acido galacturénico unidas por ligaces glicosidicas a (1-4)
e apresenta peso molecular que apresentam peso molecular entre 100.000 a
200.000 Daltons (CALLIARI, 2004).

Figura 12 - Estrutura geral da pectina (In: CALLIARI, 2004, p.22)
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A pectina € uma substancia que € encontrada em grande quantidade nos frutos
maduros. Sua maior importdncia € a produgdo de geléias e antidiarréicos
(BARBIERI, 2004).

A pectina tem a caracteristica de ser solivel em meio aquoso e em outros solventes,
dissolvendo em torno de 2 a 3% em &agua quente. As solu¢des de pectina sdo
extremamente viscosas, sendo a viscosidade dependente do peso molecular, do
grau de esterificacdo, da forga idnica, do pH, da concentragdo e da temperatura.
Existe uma dependéncia entre a composicdo e as propriedades da pectina, com a
fonte do processo de extragdo empregado, bem como com o0s tratamentos
posteriores a extragdo (CALLIARI, 2004).

Existem dois mecanismos de formacao de gel de pectina, que séo fungbes do grau
de metoxilagdo (DM). Um valor de DM até 50% € caracterizada como pectina de
baixo teor de grupos metoxilicos (BTM), e um DM maior do que 50% de grupos
metoxilicos é denominada pectina de alto teor de grupos metoxilicos (ATM)
(CALLIARI, 2004)

A pectina tem grande utilizacdo nas industrias de alimentos como agente
espessante além de sua utilizacdo nas industrias farmacéutica e de cosmeéticos
gracas a sua capacidade de formar gel, pois suas ramificagbes podem reter agua a
fim de tornar o meio mais viscoso, também é utilizada na producdo de gomas e
geléias (COELHO, 2008).

2.1.9 Gomas

Gomas, de um modo geral, sdo consideradas produtos patoldgicos resultantes de
uma acdao fisica sofrida pelos tecidos (contus6es, feridas, picadas de insetos, etc.),
pela acdo de micro-organismos que parasitam as plantas ou devido a condi¢des
desfavoraveis, tais como seca, pela quebra das paredes celulares (formacéo
extracelular; gomose). Algumas vezes considera-se como uma consequéncia do

metabolismo normal, mas de origem obscura. S&o obtidas geralmente por feridas
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provocadas nas plantas, havendo um escoamento lento para o exterior sob a forma

de geléias espessas que rapidamente se solidificam (BARBIERI, 2004).

Quimicamente sdo polissacarideos naturais, tipicamente heterogéneos na sua
composicao. Apos hidrolise, sdo encontrados diversos agucares como arabinose,
galactose, glucose, ramnose, xilose e acidos urénicos, na forma de sais de célcio,

magnésio e outros cations. (BARBIERI, 2004).

O uso das gomas na industria de alimentos baseia-se principalmente no
aproveitamento de suas propriedades funcionais, que estdo relacionadas a
capacidade de prevenir ou retardar uma série de fenbmenos fisicos,
desempenhando papel importante na estabilidade de muitos alimentos
industrializados. E indispensavel o uso destas na produgdo de diversos produtos
alimenticios, pois contribuem para o espessamento, geleificacdo, estabilizagéo,
suspensdo, formacdo de filme e podem atuar como agentes auxiliares de

processamento (ORDONEZ, 2005). Um exemplo é a goma xantana (figura 13).

CHOH THW )
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Figura 13 - Estrutura molecular da goma xantana (In: ORDONEZ, 2005, p.89)
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2.1.10 Lactonas

Lactonas sdo ésteres organicos ciclicos, formados a partir da reacdo de um grupo
OH (hidroxila) de uma molécula com um grupo COOH (carboxila) de outra. O nome
vem dos lactideos, substancias formadas através da desidratacdo do acido latico
(SIMOES et al,2000).

Existem naturalmente diversos tipos de lactonas, a cumarina (figura 14), por
exemplo, € uma lactona responséavel pela propriedade medicinal do guaco, planta
usada popularmente no tratamento de doencas respiratérias. As lactonas também
sdo encontradas no café, conferindo a bebida parte do seu efeito estimulante (a
outra parte € funcdo da cafeina e demais compostos). Outra fonte natural de
lactonas é a éarvore de carvalho, parcialmente responsavel pelo sabor do uisque
(SIMOES et al, 2000) .

Figura 14- Estrutura basica da cumarina (In: SIMOES et al, 2000, p. 452)

2.1.11 Componentes minerais

Pode-se encontrar componentes minerais em quase todos 0s vegetais e este sdo
indispensaveis aos processos vitais do organismo. Sdo indispensaveis para a
atividade enzimatica. Sais de potassio desempenham uma acdo diurética

especialmente se acompanhados de glicosideos, flavondides e saponinas. Sais de
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calcio vao formar o tecido 0sseo e regular a excitabilidade neuromuscular e o
mecanismo de coagulagdo do sangue; os sais de ferro se destacam na atividade
antianémica (BARBIERI, 2004).

Ainda dos componentes minerais tem-se um grupo cuja importancia esta no bom
desempenho do metabolismo orgénico e é constituido de oligoelementos como o
cobalto, o0 magnésio, o0 manganés, o zinco, o cobre, o flior, o boro, o bromo, o
arsénico, o aluminio, o silicio, o titdnio, o vanadio, o molibdénio, o estanho e o iodo
(BARBIERI, 2004).
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3 ARRUDA

A arruda (Ruta graveolens L.) (Figura 15), também conhecida como arruda-
fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, arruda-doméstica e arruda-dos-jardins € uma espécie
perene pertencente a familia Rutaceae. No Brasil a planta é largamente utilizada
como recurso medicinal pela populagcdo. Forma arbustos de ramos e folhas de
coloracdo verde-azulada, apresentando flores pequenas e amarelas. (YAMASHITA
et al, 2009).

Figura 15. Ruta graveolens L. (arruda) (In: VIEIRA 2008)

BN

A arruda é dotada de um odor caracteristico forte, devido a presenca de uma
esséncia de sabor picante que, na maioria das vezes, permanece mascarado pelo
proprio perfume (TORIANI; OLIVEIRA, 2006).

Os compostos quimicos da arruda pode variar de acordo com a variedade genética,
tipos de solo e fatores ambientais. Na arruda séo encontrados principios amargos,
resinas, gomas, taninos, flavonodides, rutina, psoraleno, quercetina, alcaldides,
acidos organicos, alantoina, saponina (TORIANI; OLIVEIRA, 2006).
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Considerada como uma planta magica na medicina popular, a arruda é empregada
desde os primérdios em rituais de protegdo, principalmente em crian¢as contra o mal
olhado, desordens menstruais, inflamagbes na pele, caimbras, dor de ouvido e
dente. Ensaios farmacol6gicos comprovaram seu efeito como anti-helmintica,
febrifuga, emenagoga, abortiva, antiparasitaria, espasmolitica, fotossensibilizante,
cicatrizante, anti-inflamatoria, antirreumatica e antiulcerogénica, anti-helmintica e
sudorifera (YAMASHITA et al., 2009).

A arruda também pode ser utilizada como repelente, vermicida, no tratamento
da leximaniose, vermes como o oxiuros, combate de piolhos e outros parasitas
(ORLANDA, 2011).

A arruda produz um 6leo essencial que € muito rico em substéncias volateis,
composto por undecanona, metilnonilcetona e metilheptilcetona, todas essas
substéancias possuem propriedades calmantes, que ao serem aspiradas, aliviam as
dores e diminuem a ansiedade (ORLANDA, 2011).

A presenca de um flavonodide denominado rutina que faz parte da composi¢do
quimica da arruda facilita a absorcdo da vitamina C pelo organismo, promove a
inibicdo da aldose-redutase combate a fragilidade dos capilares. A rutina também

apresenta atividade antibacteriana e alelopatica (SANTOS et al., 2009).

Outro flavondide presente na arruda é a quercetina. A ela é atribuida as
propriedades analgésica, antialérgica, bactericida, antidiabética, carminativa, anti-
gastrica, hepatoprotera, anti-histaminica, anti-inflamatéria, antioxidante,

antiespasmadica, antitumoral, antiviral e larvistatico (ORLANDA,2011).

3.1 HISTORIA DA ARRUDA

O emprego da arruda como planta medicinal € bem antigo. Pesquisadores como
Hipocrates e Plinio ja haviam mencionado seus multiplos efeitos: anticonvulsivante,

vermifuga, antitussigeno, enfermidades renais, otoldgicas e oftdlmicas. Na Idade
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Média esteve muito ligada aos aspectos esotéricos como a exorcisdo de bruxas e
heresias (CARDOSO, s.d).

O auge na utilizacdo da arruda se deu a partir da ldade Média e seu uso se da
inclusive nos tempos de hoje, como planta abortiva e anticonvulsivante. Ap6s a
conquista espanhola, a arruda foi trazia para a América junto a outras especiarias.
Os jesuitas do século XVIII, consideravam a arruda como planta integrante de

remédios utilizados na época (CARDOSO, s.d).

Ha relatos que na Grécia antiga, arruda era utilizada para tratar diversas doengas,
mas era principalmente utilizada contra as forgas negativa. Em Roma as mulheres
carregavam ramos de arruda pelas ruas acreditando na protegéo contra feiticaria e
e doencas contagiosas Nessa mesma época a Igreja Catdlica fazia uso de ramos
para aspersdo de agua benta nos fiéis.(IVANISSEVICH; PINTO, 2012).

Samuel Hahnemann em 1818 passou a utilizar a arruda, em doses centesimais
dentro dos classicos remédios de homeopatia. O poeta e dramaturgo inglés William
Shakespeare, na obra Hamlet, se refere a arruda como sendo "a erva sagrada dos
domingos". Dizem que ela passou a ser chamada assim, porque nos rituais de
exorcismo, realizados aos domingos, costumava-se fazer um preparado a base de
vinho e arruda que era ingerido pelos "possessos" antes de serem exorcizados pelos
padres (TORIANI; OLIVEIRA, 2006).

Pintores como Leonardo da Vinci e Michelangelo afirmaram que, gracas aos poderes
metafisicos da arruda, notaram uma melhora consideravel em seu sentido criativo e
a sua viséo interior. Era considerada uma importante defesa contra a peste negra.
Era também um dos principais componentes da mithiridate, antidoto grego contra
todos os venenos (CARDOSO, s.d).

Jean Debret em sua pintura intitulada “Viagem Historica e Pitoresca ao Brasil,
retratou o comércio da arruda realizado pelas escravas africanas”. Os galhos de
arruda eram vendidos como amuleto para trazer sorte e prote¢cdo e, ndo eram
apenas as escravas que usavam os galhinhos da planta ocultos nas pregas de seus
turbantes, as mulheres brancas colocavam o galhinho estrategicamente escondido
dentro dos seios (TORIANI; OLIVEIRA, 2006).
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3.2 COMPOSICAO QUIMICA

Os compostos majoritarios presentes nas folhas da arruda (R. graveolens) séo
cumarinas, alcalbides, flavondides, acidos fendlicos, taninos e Oleos essenciais.
(SAMPAIO, 2011; HAIDA et al.,, 2011). Contudo, a substancia considerada seu
principal componente é a rutina, um flavondide glicosidico que responde pelas suas
principais propriedades (SOUZA et al., 2007; GONZALES, 2010).

3.2.1 Oleos Essenciais

Os constituintes majoritarios presentes no 6leo essencial de Ruta graveolens séo:
undecan-2-ona, nonan-2-ona, decan-2-ona (figura 16), as quais correspondem a
quase 90% dos componentes. O 6Oleo essencial de R. graveolens apresenta varias
atividades fungicidas e também herbicida (SAMPAIO, 2011, SANTOS et al, 2007;
MUNHOZ; MONTES; WILKOMIRSKY, 2004 )

0 ) O

undecan-2-ona nonan-2-ona decan-2-ona

Figura 16 — Estruturas dos constituintes majoritarios presentes no 6leo
essencial de arruda (In:ORLANDA, 2011)

3.2.2 Cumarinas

Com cerca de 40 compostos isolados da R. graveolens, as cumarinas constituem a

segunda maior classe de metabdlitos secundarios. Dentre os 40 compostos isolados
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destacam-se as furanocumarinas bergapteno, psoraleno e xantotoxina (figura 17)
(SOUZA et al., 2007; SAMPAIO, 2011).

OCHjs
AN X
C@[i L, ¢
o 0”0 o 0" o o 0" o
bergapteno psoraleno OCHj

xantotoxina

Figura 17 — Estrutura de algumas furanocumarinas presentes na arruda (In:
CUCA; AVILA, 2007)

3.2.3 Alcaldides

Segundo Sampaio (2011, p. 31), “os alcalbides e flavonoides apresentam quase a
mesma porcentagem de constituicdo”. Os alcaldides presentes na R. graveolens sdo
divididos nos grupos furanoquinolinicos, quinolinicos e acridénicos. Os primeiros sao
representados pela skimmianina, y-fagarina, dictamina e kokusaginina (figura 18). Ja
quinolinicos séo representados pela graveolina e graveolinina. O alcaldide
acriddénico mais comumente encontrado na arruda e a aborinina. (figura 18)
(SANTOS et al, 2007, SAMPAIO, 2011; GONZALES, 2010)
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Furanoquinolinicos
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Figura 18 — Estrutura de alguns alcaloides presentes nas folhas de R.
graveolens (In: MUNHOZ; MONTES; WILKOMIRSKY, 2004; p. 255; FACUDO et.
al., 2005, p. 224)

3.2.4 Flavonobides

Conforme descrito anteriormente, os flavonoides sdo melhores representados na
arruda pela rutina, mas outros flavonoides como a quercetina e luteolina (Figura 19)
também estdo presentes (GONZALES, 2010; ORLANDA, 2011).

OH O OH O
quercetina luteolina

Figura 19 — Estrutura de alguns flavondides presentes nas folhas de Ruta
graveolens (In: COUTINHO, MUZITANO, COSTA, 2009, p. 248)
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3.2.4.1 Rutina

No ano de 1930, uma nova substancia foi isolada de laranjas. A principio esta
substancia foi classificada como uma vitamina e foi denominada vitamina P, porém
estudos posteriores demonstraram ndo se tratar de uma vitamina e sim de um
flavondide, a Rutina (figura 20). Desde entdo h& uma intensa tentativa em isolar e
estudar este e outros flavonoides (BRECHO, MACHADO, GUERRA, 2009).

OH
oo L]
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Figura 20 - Estrutura da Rutina (In: PEDRIALI, 2005, p. 22)

7

A rutina € um importante flavondide glicosidico que pertence & subclasse dos
flavondis e apresenta um dissacarideo (raminose + glicose) ligados a posi¢cdo 3 do
anel pirano (BRECHO, MACHADO, GUERRA, 2009).

Este flavondide estd sendo intensamente pesquisado e os resultados estdo
interessando constantemente as industrias farmacéuticas. A rutina pode ser
encontrada em vérias fontes alimentares como cebola, uva, trigo serraceno, feijao
vermelho, macgas, tomates e bebidas como vinho tinto e cha preto e também em
algumas plantas como é o caso da Arruda. E possivel encontrar rutina em vegetais
como, por exemplo, na arvore japonesa pagoda - Sophora japonica L. fabaceae (15
a 20% de rutina), sendo extraida de botdes e flores; no trigo serraceno - Faopyrum
esculentum Moech, F. tataricum (L.) Gaenth (de 2 a 8% de rutina em suas folhas) e

nos frutos (favas) do faveiro-Dimophandra mollis Benth, Fabaceae (8 g de rutina em
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100g de pericarpo). Estas s&o as principais fontes de rutina, sendo o faveiro a
principal fonte de rutina no Brasil (BRECHO, MACHADO, GUERRA, 2009;
PEDRIALI, 2005).

A rutina se difere da quercetina por possuir uma molécula de aglcar (rutinose) na
posicdo 3 do anel pirano e por esse motivo recebe algumas vezes o nome de
rutinosideo da quercetina (SOUZA, 2009). A presenca da rutinose confere a
molécula uma caracteristica hidrofilica (SOUZA, 2009) e sua absor¢&o no intestino
delgado é dificultada pela presencga dos agucares ligados a sua molécula (BRECHO,
MACHADO, GUERRA, 2009).

A sua atividade antioxidante se deve ao fato de poder atuar como sequestradora de

O, e quelante de ions metalicos como, por exemplo, o ferro (SOUZA, 2009).

A presenca de rutina na composicao quimica dos alimentos faz com que a absor¢éo
de vitamina C no organismo seja facilitada, promovendo a inibicAo da aldose-
redutase. Ela atua também no combate a fragilidade dos capilares, tem acéo
anticatarata, antidermatitico, antidiabético, antiedémico, antieritémico, anti-
hematurico, anti-histaminico, anti-inflamatério, antitrombogénico, antitumoral,
antiviral, prevencdo do cancer, hipotensor, larvistatico, pesticida, espasmolitico e
vasopressor. A rutina também apresenta atividade antibacteriana e alelopatica
(SANTOS et al., 2009).

A rutina tem grande importancia terapéutica, pois proporciona melhora nos sintomas
de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos, associados com algumas doencas
hemorrdgicas ou de hipertensdo, por promover a normalizagdo da resisténcia e
permeabilidade das paredes dos vasos. Outros sintomas relacionados com a
fragilidade capilar como a perda da acuidade visual e alteracfes visuais, também

apresentam melhora com a atividade terapéutica da rutina (PEDRIALI, 2005).

Estudos indicam que a rutina é completamente hidrolizada por glicosidases geradas
pelas enterobactérias, originando a quercetina 3-glicosidica e a quercetina aglicona
(figura 21).
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OH Rutna

Figura 21 — Hidrélise da rutina (In: BECHO; MACHADO; GUERRA, 2009, p. 24)

3.2.4.2 Quercetina

A quercetina (Figura 22), pertencente ao grupo dos flavondides, possui em sua
estrutura 5 hidroxilas e estd agrupada entre os flavondides antioxidantes mais
eficientes, sendo considerado predominante na dieta humana. Pode ser encontrada
em cebolas, macgas, vinhos e chas. Estima-se que a ingestao diaria deste flavondide
varie entre 4 e 68 mg/dia (SOUZA, 2009).
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Figura 22 - Estrutura da quercetina (In: SIMOES et al, 2013, p.495).

O flavonoide quercetina se encontra mais disposto nos alimentos na forma
glicosilada (figura 21) e quando ocorre a ingestdo de alimentos com a quercetina
disposta desta forma, a mesma atinge o intestino delgado sendo entdo hidrolisada
pela B-glicosidase de bactérias intestinais havendo a liberacdo da quercetina,
podendo assim ser absorvida como componentes de micelas formadas por lipideos
e sais biliares atingindo assim a circulacdo enterro-hepéatica (COSTA, 2009;
BEHLING et al, 2004) .

A quercetina é considerada um grande antioxidante e tal propriedade se deve a
habilidade de impedir os processos radicalares nas células atravées de 3
mecanismos: seja pela acdo sequestradora de O,, pela reacdo com radicais peroxil,
inibindo assim a peroxidagdo lipidica ou pela acdo quelante de ferro diminuindo a
formacdo de OH™ (SOUZA, 2009). Na estrutura quimica da quercetina ha presenca
de 3 grupos estruturais importantes que determinam seu alto poder antioxidante e/ou
sequestradora de radicais livres, que os grupos hidroxila ligados ao anel aromético
(SOUZA, 2009).

Além de sua capacidade antioxidante, a quercetina também apresenta diversas
propriedades tais como: antiviral, anti-inflamatéria, antiproliferativa, antimicrobiotica,
anticarcinogénicos, protetores do sistema renal, cardiovascular e hepatico (SIMOES
et al, 2013; SOUZA, 2009).
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4 METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DE FLAVONOIDES
TOTAIS

Segundo Peixoto Sobrinho et al. (2012, p. 587), diversas técnicas podem ser

empregadas para a detecgéo e doseamento de flavondides em amostras vegetais”.

Dentre estas técnicas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) destaca-se
como uma das mais precisas e exatas, porém técnicas como Cromatografia Gasosa
(CG), Cromatografia Liquida Associada a Espectrometria de Massas (CL-EM),
cromatografia de camada Delgada (CCD), entre outras também podem ser
empregadas. Contudo, em relagdo as demais técnicas, a quantificacdo de
flavondides por espectrofotometria é uma alternativa mais simples, pratica e mais
barata. A andlise dos flavonodides pode ser efetuada na regido do ultravioleta ou
visivel, em decorréncia das ligagbes duplas presentes nos anéis aromaticos
(MARCUCCI, WOISKY, SALATINO, 2008; PEIXOTO SOBRINHO et al., 2010).

A quantificagdo de flavonodides totais descrita por Peixoto Sobrinho et al. (2010), é
um método considerado de alta especificidade a 420nm. Esta especificidade permite

quantificar os flavonoides no extrato, mesmo na presenca de impurezas.

Este método de determinacdo de flavondides pela espectrofotometria no UV-visivel
baseia-se na complexacdo do cation aluminio (AlI"®) com as moléculas de
flavondides presentes na amostra, formando um complexo estavel flavonéide-Al™
(figura 23) de colorac@o amarela, cuja intensidade é proporcional & concentracdo de
flavondide na amostra. Ao formar o complexo ocorre na analise espectrofotométrica
um desvio para maiores comprimentos de onda, ou seja, ocorre um deslocamento
batocrémico, bem como uma intensificagdo da absor¢cdo, o que permite sua
identificacdo sem interferéncia de outros compostos fendlicos presentes na amostra
(PEIXOTO SOBRINHO et al., 2010).
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Figura 23 — Complexacéo do flavonoide quercetina com cloreto de aluminio
(AICl3), o qual forma complexo estavel flavonéide-Al* (In: PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2010, p. 587).

Esta técnica possibilita a determinacdo e quantificacdo de flavonoides sem sofrer a
influéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os &cidos fendlicos, os
quais inevitavelmente acompanham os flavondéides nos tecidos vegetais. Isto porque
a leitura é feita em espectrofotdmetro a 420 nm e nas condicbes experimentais
empregadas o complexo flavonéide-Al*® (figura 23) absorve em comprimento de
onda bem maior do que o flavondide na auséncia do agente complexante. Mesmo
que os acidos fendlicos e outras substancias fendlicas formem complexos com o
AICI3;, estes absorvem em comprimentos de onda muito inferiores, 0 que evita a
interferéncia dessas substancias na quantificacdo dos flavondides (MARCUCCI,
WOISKY, SALATINO, 2008)
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5 IDENTIFICACAO DE POLIFENOIS: UM TEMA PARA O ENSINO DE
QUIMICA ORGANICA

A quimica é muitas vezes taxada pelos alunos do ensino médio como uma disciplina
complexa e com alto grau de dificuldade. No entanto, observa-se muitas vezes que o
conteddo didatico aplicado no ensino de quimica se baseia apenas em métodos
tedrico de definigbes, regras, féormulas, nomenclaturas e classificagfes. Isto mostra
que as informagbes nem sempre sdo abordados de forma clara e objetiva, deixando
como Unica alternativa aos alunos a memorizacdo de conteludos. Este tipo de
abordagem, sem nenhuma relagdo direta com o cotidiano pode acarretar uma
caréncia na aprendizagem, além de ndo desperta-los para importancia desta
disciplina na vida cotidiana da humanidade e para a riqueza dos fendmenos
envolvidos nos processos quimicos (SILVA, SANTOS, 2013; PENA 2013)

Uma das formas de despertar o interesse dos alunos pela quimica é através das
aulas préticas, pois as mesmas auxiliam na resolucdo de problemas complexos,
além de servirem como estratégia auxiliar tanto para o professor, quanto os alunos.
Isto porque as aulas préaticas auxiliam os alunos a terem uma nova visdo sobre o
tema a ser abordando, criando muitas vezes uma ponte entre o cotidiano e a
quimica. As atividades praticas proporcionam espacgo para que o aluno seja agente
de seu proprio aprendizado, chegando a conclusbes e a aplicagdo dos
conhecimentos por ele obtido (CARVALHO et al., 2010)

Embora se saiba da importancia das aulas experimentais, sua pratica principalmente
nas escolas publicas ndo é muito frequente em razdo das dificuldades enfrentadas
pelos professores, principalmente pela falta de laboratério nas escolas de ensino
médio, comprometendo assim a qualidade do ensino de quimica tdo importante e
presente em nossas vidas, (SILVA, SANTOS, 2013).

Com base no experimento realizado neste este trabalho, ou seja, determinagéo
espectrofotométrica de flavondides totais presentes nas folhas de Ruta Graveolens,
€ possivel trabalhar com os alunos a quimica dos produtos naturais enfatizando o

estudo da quimica orgénica, visto que h&d uma grande quantidade de produtos
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naturais isolados e identificados, o que possibilita uma abordagem sobre a grande
diversidade de fun¢fes organicas existentes. Além disso, a abordagem didatica sera
mais efetiva e ao executar as préticas de identificacdo de substancias quimicas em
produtos naturais o aluno ter4 a capacidade de criar uma ponte entre a quimica

orgéanica e seu cotidiano (DIAS et al, 2014).

E possivel utilizar as moléculas de rutina (figura 20) e quercetina (figura 22) para
exemplificar o ensino de func¢des organicas, visto que nelas estdo presentes
algumas fungbes, como fenol, éter cetona e &lcool. Através desta demonstracdo

todas as fungOes organicas podem ser trabalhadas com os alunos.

ApoOs destacar as funcdes orgénicas € possivel apresentar aos alunos uma
metodologia pratica para a identificacdo de polifendis em produtos naturais. Um
produto que poderia ser utilizado para esta aula experimental € o suco de caju, tao
presente no cotidiano do aluno, visto que o mesmo é rico em polifendis. Através
desta metodologia pode-se explorar a reacdo que envolve a identificagdo dos
polifenéis em produtos naturais, evidenciando que o cloreto férrico 5% (m/v) ao
entrar em contato com o suco de caju adquire uma coloragédo esverdeada, devido a
reacdo de complexacdo de Fe*® com grupamentos fendlicos presentes na a mostra
de caju (DIAS et al, 2014). Para explorar este conteldo sugere-se 0 experimento

descrito abaixo.

5.1 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DE PRESENCA DE POLIFENOIS EM
SUCO DE CAJU

5.1.1 Materiais

Tubos de ensaio, béqueres, pipetas, funil , bastéo de vidro, solugéo de cloreto férrico

a 5%, pedunculo de caju, preparado na forma de suco concentrado.
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5.1.2 Procedimento experimental

Adicionar em um tubo de ensaio trés gotas de solucéo de cloreto férrico 5% (m/v) a 3
mL do suco concentrado de caju. Apos o término da reagdo, cerca de dois minutos,
anotar as a coloragéo observada.

Outro experimento que pode ser explorado € a precipitacdo de proteinas por
polifendis, especificamente os taninos presentes no suco de caju. Através deste
experimento a presenca do polifenol tanino € evidenciada pela precipitacdo das
proteinas presentes na solucdo de gelatina. Através deste experimento pode-se
explorar a estrutura de um tanino (figura 24) e a partir dai trabalhar também o tema
interacfes intermoleculares, visto que o complexo polifenol-proteina é formado
atraves de interagdes de van der Waals que envolvem o anel aromético da molécula
de tanino. E possivel também abordar com a estrutura do tanino, interacdes do tipo
ligacdes de hidrogénio, evidenciando que o polifenol, devido a presenca de grupos

hidroxilas, pode efetuar este tipo de interacgéo.
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Figura 24 - Estrutura de um taninos hidrolisavel (In: Dias et al, 2014, p. 474)
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O tema proteinas também pode ser discutido e partir dai explorar as ligacdes
peptidicas que envolvem a formagdo das mesmas a partir dos aminoacidos. O

experimento sugerido esta descrito abaixo.

5.2 EXPERIMENTO 2 : CAPACIDADE DE PRECIPITACAO DE PROTEINAS
POR POLIFENOIS.

5.2.1 Materiais

Tubos de ensaio, béqueres, pipetas, bastédo de vidro, pedinculo de caju, preparado

na forma de suco concentrado e gelatina incolor.
5.2.2 Procedimento experimental

Aquecer 100 mL de &gua destilada em um béquer. Em seguida, acrescentar 12 g
de gelatina incolor e homogeneizar bem até completa dissolucdo da gelatina e
acrescentar mais 100 mL de 4gua destilada fria. Em seguida adicionar 3 mL de suco

de caju concentrado. Anotar o resultado observado.



6 MATERIAIS E METODOS

6.1 MATERIAIS

Bal&@o volumétrico de 25 mL

Bal&@o volumétrico de 50 mL

Bal&o volumétrico de 100 mL

Bal&@o volumétrico de 250 mL

Bastéo de vidro

Pipeta volumétrica de 5,0 mL

Pipeta volumétrica de 10,0mL

Pipeta volumétrica de 1,0 mL

Erlenmeyer de 125 mL

Cubeta de quartzo de 10 mm de caminho Optico

Funil

6.2 REAGENTES

Metanol (Dinamica)

Acido acético glacial (Dinamica)

Cloreto de aluminio hexahidratado (Dinamica)
Piridina (Dinamica)

Padréo Rutina 95% (Sigma Aldrich)

52
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6.3 EQUIPAMENTOS

e Espectrofotdbmetro UV/Visivel (Tecnal/Fento 700 Plus).

e Agitador magnético com Chapa aquecedora TE — 085 — (Tecnal)
e Estufa com circulagéo de ar forcado (MARCONI — MA 033)

e Balanca analitica (Gehaka, BG 1000).

e Liquidificador

6.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.4.1 Coleta do material Botanico

As partes aéreas de Ruta Graveolens L. (arruda), formadas por folhas e caules
foram coletadas no més de maio, em um jardim de uma residéncia na cidade de

Ibirarema—-SP.

6.4.2 Selecéao das folhas de arruda

As folhas da arruda (Ruta graveolens). foram limpas e separadas do caule
totalizando 595,64 gramas de amostra selecionada. Apenas as folhas sadias foram

utilizadas como amostra.
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6.4.3 Obtencgé&o do extrato bruto

As partes aéreas da espécie em estudos (595,64 g) foram colocadas para secar na
estufa de circulagéo forgada de ar a 40 °C por aproximadamente 48 horas, sendo
trituradas posteriormente em um liquidificador. O p6 obtido (150,00 g) foi utilizado

para a obtencao dos extratos etanélicos.

6.4.4 Preparo das Solugdes

6.4.4.1 — Solucéo de piridina 20%

Em um bal&o volumétrico de 100 mL foram adicionados 20 mL de solucéo de piridina

com o auxilio de uma pipeta volumétrica e completou-se o volume com metanol.

6.4.4.2 — Solugéo de AICI3; 50,0 g/L

Em um béquer foram pesados 22,86 gramas de AICl; hexahidratado. Em seguida
adicionou-se metanol e a solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 250

mL completando-se o volume com metanol.

6.4.4.3 — Padréo rutina 0,5 mg/mL

Em um béquer foram pesados 0,05 gramas de padréo rutina. Em seguida adicionou-
se metanol e a solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL

completando-se o volume com metanol.
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6.4.5 Construcéo da Curva de Calibragéo

Para construgdo da curva de calibragdo, foram preparadas solugcdes, de seis
concentracdes (6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 16,0 e 20,0 pg/mL), a partir da solugédo padréo
de rutina 0,5 mg /mL. Para preparar estas solu¢des foi completada uma bureta de 25
mL com a solugéo padrao de rutina 0,5 mg /mL. Aliquotas desta solugéo (0,6 mL; 0,8
mL; 1,0 mL; 1,2 mL; 1,6 mL; 2,0 mL) foram transferidas para baldes de 50 mL.
Depois foram adicionados a cada baldo 1,2 mL de acido acético glacial, 20 mL da
solugcdo metandlica de piridina 20% e 5,0 mL do reagente cloreto de aluminio em
metanol 50g/L e o volume dos baldes completados com agua destilada, obtendo-se
concentracdes finais de 6 a 20 pug ER/mL Transcorrido o tempo de 30 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as leituras das solugdes padréo foram
realizadas em espectrofotbmetro a 420 nm, utilizando-se &gua destilada como

solugéo-branco (Figura 25).

Figura 25 - Solugdes padrao de rutina apés 30 minutos do inicio da reacdao.
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6.4.6 Determinacgao de Flavonodides totais nas folhas da Arruda

Para determinacdo de flavondides totais pesou-se 500,0 mg de folhas de Ruta
graveolens seca e pulverizada e transferiu-se para um erlenmeyer de 125,0 mL,
onde foi adicionado 25,0 mL de metanol. Em seguida a amostra foi levada para
chapa aquecedora onde permaneceu sob ebulicdo branda por 30 minutos. Apo6s
resfriamento, o extrato obtido foi filtrado em baldo volumétrico de 50,0 mL (figura 26).

A andlise foi realizada em triplicata.

Figura 26— Filtragem do extrato bruto das folhas de arruda (em triplicata)

O residuo do material foi lavado com 25,0 mL de metanol e novamente filtrado para
o baldo, onde o volume foi completado com metanol. Em seguida foi pipetada e
transferida uma aliquota de 1,0 mL do extrato bruto para baldo volumétrico de 25,0
mL, ao qual foi acrescentado 0,6 mL de acido acético glacial, 10,0 mL de solucéo
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metandlica de piridina 20%, e 2,5 mL do reagente cloreto de aluminio em metanol
50,0 g/L, completando-se o volumes do baldo com agua destilada. Ap6s 30 minutos
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foram realizadas as leituras em

espectrofotdmetro a 420 nm, em cubeta de quartzo com 10 mm de caminho 6tico.



7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para determinar a concentrac@o de flavonoides totais presentes nas folhas de ruta
graveolens (arruda) foi feita uma curva de calibragdo com concentragdes conhecidas

de rutina. Os valores das concentracdes e absorbancias da curva de calibracdo

estdo apresentados na tabela 1 e na figura 27.

Concentracédo pg ER/mL Absorbéancia (420 nm)
6,0 0,172
8,0 0,232
10,0 0,298
12,0 0,361
16,0 0,472
20,0 0,588

Tabela 1 — Concentragdes (Mg ER/mL) e absorbancias da curva de calibragéo
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Figura 27 - Curva de Calibrac&o construida de 6-20 pg ER/mL a 420 nm
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O coeficiente de determinac&o obtido na construgdo da curva de calibragéo foi R? =
0,9992, indicando que a curva pode ser utilizada com seguranga para a
determinagéo de flavondides totais na amostra. J& a equacdo de correlacéo foi Y =
0,0297- 0,0023.

Os valores das concentragdes de flavonodides totais, ap0s leitura espectrofotométrica
dos extratos metandlicos da amostra foliar de Ruta graveolens L. (arruda), estao
apresentados na tabela 2. Os calculos foram efetuados utilizando a equacédo
resultante da curva de calibragdo com o padrdo rutina e os resultados foram

expressos em ug equivalentes de rutina por mililitro (ug ER/mL).

Concentracéo de Concentracéo final
Amostra | Absorbéncia | Flavonodides totais | Diluigao de flavonoides
(420nm) (Mg ER/mL) totais (Mg EAR/mL)
Amostra 1 0,268 9,101 1:25 227,53
Amostra 2 0,270 9,168 1:25 229,20
Amostra 3 0,268 9,101 1:25 227,53
Média 0,269 9,123 1:25 228,09 + 0,96

Tabela 2 - Valores de absorbéancia, diluicdo e concentracdo de flavondides
totais (Mg ER/mL) obtidos.

A média dos resultados obtidos quanto a concentracdo de flavondides totais nas
folhas da Ruta graveolens L. (arruda) foi de 228,09 + 0,96 pug ER/ mL.

Nao foram encontrados dados na literatura quanto ao teor de flavonoides totais
presentes nas folhas de arruda (Ruta graveolens). Os Unicos dados encontrados na
literatura quanto ao teor de compostos fendlicos na arruda foram de 157,18 a
179,26mg EAG/g (HAIDA, et al, 2011).

Estes dados ndo podem ser utilizados para fins de comparagao por se tratar de uma

metodologia diferente da utilizada neste trabalho.
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8 CONCLUSAO

A média dos resultados obtidos quanto a concentracdo de flavondides totais nas
folhas da Ruta graveolens (arruda) analisada foi de 228,09 + 0,96 ug ER/ mL. Deste
modo a metodologia empregada mostrou-se adequada para a determinagédo de
flavondides totais nas folhas Ruta graveolens (arruda). A determinacdo por
espectrofotometria, além de ter alta especificidade a 420nm, o que permite a
quantificacdo de flavonoides sem sofrer a influéncia de outras substéancias fendlicas,

€ uma alternativa simples, pratica e menos onerosa que as demais técnicas.
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