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APRESENTACAO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e
Engenharias” de publicagdo da Atena Editora apresenta em seu 2° volume 35
capitulos relacionados tematicas de area multidisciplinar associadas a Educacéao,
Agronomia, Arquitetura, Matematica, Geografia, Ciéncias, Fisica, Quimica, Sistemas
de Informacao e Engenharias.

No ambito geral, diversas areas de atuagcdo no mercado necessitam ser
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores
econdmicos e sociais por meio de inovacgdes tecnologicas. Neste volume encontram-
se estudos com tematicas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovacgao,
aprendizagem significativa, caracterizacao fitoquimica de plantas medicinais, gestao
de riscos, acessibilidade, analises sensoriais e termodinamicas, redes neurais e
computacionais, entre outras, visando agregar informagcdes e conhecimentos para
a sociedade.

Os agradecimentos do Organizador e daAtena Editora aos estimados autores que
empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consisténcia, visando
potencializar o progresso da ciéncia, tecnologia e informacéao a fim de estabelecer
estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenarios mundiais.

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino béasico, graduacéao
e pos-graduacdo, bem como outros pesquisadores de instituicbes de ensino,
pesquisa e extensédo ao desenvolvimento estudos de casos e inovacgdes cientificas,
contribuindo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconémico rumo
a sustentabilidade e avancos tecnolégicos.

Cleberton Correia Santos
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CAPITULO 15

VALIDACAO DE METODOLOGIA PARA
QUANTIFICACAO DE RUTINA E QUERCETINA NAS

Lucivania Rodrigues dos Santos
Universidade Federal do Piaui— UFPI

Teresina — Piaui

Adonias Almeida Carvalho
Universidade Federal do Piaui— UFPI
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RESUMO: Um método para quantificagéo
de rutina e quercetina nas folhas de Senna
acuruensis (Fabaceae-Caelsalpinioideae) foi
desenvolvido e validado. Todos os resultados
estdodeacordocomaResolucado RENn°899/2003
(ANVISA). Os flavonoides foram quantificados
nos extratos e fracdées por cromatografia liquida
de alta eficiéncia em 255 e 356 nm para rutina

Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias 2

FOLHAS DE Senna acuruensis

e 255 e 370 nm para quercetina, demonstrando
que quantificacdo pode ser realizada em
qualquer um destes comprimentos de onda.
Os teores de rutina e quercetina nos extratos
etandlico e aquoso e fracdo hidrometandlica
das folhas de S. acuruensis variaram de 52,40-
89,49 mg g’ (255 nm) e 54,54-92,07 mg g’
(356 nm) para rutina e de 11,49-24,34 mg g
(255 nm) e 11,56-24,88 mg g (370 nm) para
quercetina e foram superiores aos relatados
para outras espécies de Senna. O método
proposto pode ser considerado linear, seletivo,
sensivel, exato e preciso.

PALAVRAS-CHAVE: Quercetina,
Quantificacao, Senna acuruensis, Fabaceae

Rutina,

ABSTRACT: A method for quantification of rutin
and quercetin in the leaves of Senna acuruensis
(Fabaceae-Caelsalpinioideae) was developed
and validated. All results were according to the
Resolution RE 899/2003 (ANVISA). Flavonoids
were quantified in extracts and fractions by
high performance liquid chromatography at 255
and 356 nm for rutin and 255 and 370 nm for
quercetin, demonstrating that quantification can
be performed at any of these wavelengths. The
levels of rutin and quercetin in the ethanolic and
aqueous extracts and the hydrometanic fraction
of leaves of S. acuruensis ranged from 52.40-
89.49 mg g (255 nm) and 54.54-92.07 mg g
(356 nm) for rutin and 11.49-24.34 mg g (255
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nm) and 11.56-24.88 mg g (370 nm) for quercetin and were higher than those reported
for other Senna species. The proposed method can be considered linear, selective,
sensitive, accurate and precise.

KEYWORDS: Rutin, Quercetin, Quantification, Senna acuruensis, Fabaceae

11 INTRODUCAO

Senna (Fabaceae-Caesalpinioideae) €& um género pantropical com
aproximadamente 260 espécies (RODRIGUES et al.,, 2005). As raizes e folhas
de plantas deste género sdo utilizadas na medicina tradicional como laxantes
e purgativos (AKTHAR; BIRHANU; DEMISSE, 2014) e no combate de doencas
venéreas (MAHWASANE; MIDDLETON; BOADUO, 2013). Estudos farmacologicos
tém relatado as atividades fungicida (MEDEIROS et al., 2011), anti-inflamatoria
(GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2011), antibacteriana (DABAI, KAWO, ALIYU, 2012),
antimalarica (HIBEN et al., 2016), inibidora de acetilcolinesterase (FRANCISCO et al.,
2012), antidepressiva, anticonvulsionante, citotoxica (SILVA et al., 2011; SRIPHONG
et al., 2003) e antigonocécica (MULAUDZI; NDHLALA; STADEN, 2015).

Os constituintes quimicos isolados no género Senna incluem antraquinonas,
bisantraquinonas, flavonoides (MONDAL, 2014), alcaldides (PIVATTO et al., 2014;
FRANCISCO et al., 2012), triterpenoides e esteroides (SANTOS; SILVA; BRAZ
FILHO, 2008).

Senna acuruensis (Benth.) Irwin & Barneby é uma espécie nativa e endémica
do Brasil, distribuida nos estados da Bahia, Alagoas, Pernambuco, Sergipe e Piaui.
Apresenta também a sinonimia botanica Cassia acuruensis Benth e, popularmente
€ conhecida como canela de velho ou besouro (FARIAS; CASTRO, 2004; SOUSA;
BORTOLUZZI, 2016). Um estudo anterior relatou a presenca dos flavonoides rutina
e quercetina, bem como as atividades antioxidante e anticolinesterasica nos extratos
das folhas desta espécie (CARVALHO, 2013).

Rutina e quercetina (Figura 1) sao flavonoides comumente encontrados em
plantas e foram identificados em algumas espécies de Senna (EL-SAWI; SLEEM,
2010; CHANDRA et al., 2015). Os flavonoides sdo conhecidos principalmente por
serem poderosos antioxidantes, atuam como sequestradores de radicais livres,
protegendo as células contra efeitos danosos provocados pelo estresse oxidativo
(DHIMAN; NANDA; AHMAD, 2012).
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Figura 1. Formulas estruturais dos flavonoides rutina e quercetina.

A rutina possui efeitos antitrombaético, anticoagulante e citoprotetor e possui
também propriedades antialérgica, anti-inflamatéria e atua na prevencdo de
doencas como aterosclerose (KICEL et al., 2015; CHOI et al., 2015; POTAPOVICH;
KOSTYUK, 2003). Enquanto, a quercetina apresenta propriedades anti-inflamatoria,
anticancerigena, antimicrobiana, podendo atuar ainda como um suplemento dietético
para prevencao e tratamento de diabetes Tipo 2 (MAALIK et al., 2014; DHANYA et al.,
2014). Estes flavonoides sao obtidos comercialmente das espécies Dimorphandra
gardneriana Tul. e Dimorphandra mollis (LANDIM; COSTA, 2012).

Considerando suas atividades farmacoldgicas e auséncia de relatos da
ocorréncia e quantificacdo destes flavonoides na espécie S. acuruensis, foi
desenvolvido um método cromatogréafico para quantificacdo de rutina e quercetina
nas folhas desta espécie.

2| METODOLOGIA

2.1 Condicoes cromatograficas

A quantificacao de rutina e quercetina nas folhas de S. acuruensis, foi realizada
em cromatografo da Shimadzu® equipado com bomba LC-20AT, injetor automatico
SIL-20AHT, detector de arranjo de fotodiodo SPD-M20A, forno para coluna CTO-
20A, pré-coluna C18 Shim-pack 6-SIL, coluna C-18Shim-pack VP-ODS de 250 mm
X 4.6 mm e particula de 5,0 um. Os padrdes de rutina (pureza=99,02%) e quercetina
(pureza=99,0%) foram obtidas da PVP Sociedade An6nima e a fase movel utilizada
foi H20/AcOH (0,2% v/v) e MeOH na seguinte programacgao: 0-4 min, 40-60% MeOH,;
4-6 min, 60-80% MeOH; 6-8 min, 80% MeOH; 8-10 min, 80-100% MeOH; 10-12 min,
100% MeOH; 12-13 min, 100-40% MeOH. A vazao da fase mével de 1,0 mL min”,
volume de injecéo de 20 L e temperatura do forno de 40 °C.

A selecéo dos comprimentos de onda para constru¢cdo das curvas analiticas
foi realizada por monitoramento na faixa de 200 a 450 nm a partir da inje¢cdo dos
padrdes de rutina e quercetina. Os espectros de absor¢cao no UV-Vis indicaram os
maximos de absorc¢ao de 255 e 356 nm para a rutina e 255 e 370 nm para quercetina.
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2.2 Preparacao das amostras para quantificacao

As folhas de S. acuruensis foram coletadas em janeiro de 2012, em Jatoba do
Piaui-PI (S 04° 51’ 48,6”, W 42° 04’ 19.6”, altitude: 100 m). A espécie foi identificada
pela bidloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias e uma exsicata encontra-se
depositada no Herbario Graziela Barroso - UFPI com o numero TEPB 17193 e
cadastro de acesso SisGen n° AAB530D.

O material vegetal (801 g) foi seco, moido e submetido a maceragcdo com etanol
e agua, sucessivamente. As solucdes extrativas foram filtradas, o etanol removido
em evaporador rotativo a presséo reduzida e a agua por liofilizagcdo, obtendo-se
os extratos etandlico (EESa, 46,5 g) e aquoso (EASa, 73,3 g). O EESa (30 g) foi
suspenso em 400 mL de uma mistura de MeOH-H20 (1:2) e submetido a extracao
com hexano, resultando nas fracdes hexéanica (FHSa, 20 g) e hidrometandlica
(FHMSa, 9,2 g).

A extracédo em fase soélida foi adaptada de Pereira et al. (2004). Aliquotas de 10
mg dos extratos etandlico e aquoso e da fracdo hidrometandlica foram solubilizadas
em 2,0 mL de MeOH:H20 (6:4) com auxilio de banho ultrassénico por 2 min. As
solucdes foram filtradas com auxilio de algodéo. O filtrado foi adicionado a cartucho
de extracao de fase soélida (Strata C18-E da Phenomenex, de dimensdes 1000 mg/6
mL) previamente condicionado com 5,0 mL de MeOH e posteriormente 5,0 mL de
agua. Apos a eluicdo dos compostos flavonoidicos com 15 mL de MeOH:H20 (6:4)
e 10 mL de MeOH, o eluato foi concentrado em evaporador rotativo e o volume foi
ajustado para 5,0 mL. Para a fracdo hidrometandlica foi necessario realizar uma
diluicao posterior, na qual uma aliquota de 2,5 mL foi diluida a um volume de 5,0 mL.
Todas as amostras e padrdes foram filtrados em disco filtrante Phenomenex de 30
mm e poro 0,45 ym.

2.3 Desenvolvimento e validacao do método cromatografico para quantificacao

de rutina e quercetina

A validacdo do método para quantificagdo de rutina e quercetina nas amostras
foi realizada avaliando os seguintes parametros: seletividade; linearidade; intervalo
(limite de quantificacdo e limite de deteccao), precisao; exatidao; recuperagao e
robustez, conforme recomendacao da regulamentacao RE n° 899/2003, estabelecida
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003).

A seletividade do método foi avaliada pela comparacéao dos cromatogramas
dos padrbes com os dos extratos e fracdo. A sobreposicao de varios espectros na
regiao do UV-Vis forneceu informacdes sobre a pureza espectral correspondente
aos picos de interesse presentes nas amostras a serem quantificadas. A linearidade
foi determinada pelos coeficientes de correlacao obtidos a partir da regressao linear
das curvas analiticas, construidas pelo método de padronizagdo externa, em seis
concentracgOes diferentes.
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As solucbes estoques dos padrdes rutina e quercetina foram preparadas em
MeOH:H20 (1:1) na concentracéo de 1000 yg mL™", a partir destas foram preparadas
as solucdes de trabalho nas concentragdes de 10; 30; 50; 70; 90 e 110 yg mL" para
quercetina e 25; 50; 75; 100; 150 e 200 yg mL" para a rutina.

Os limites de deteccdo e quantificacdao foram determinados a partir dos
parametros das curvas analiticas e calculados utilizando as Equacbes 1 e 2,
respectivamente, onde s € o desvio padrao da resposta e S € a inclinagdo da curva

analitica.
LD = (s x 3,3)/S Equacgéo 1
LQ=(sx10)/S Equacéo 2

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade e precisao
intermediaria. Nestes ensaios foram analisadas solucdes de cada padrédo em trés
concentracdes diferentes: 10, 70 e 110 yg mL™" para quercetina e 30, 100 e 200 ug
mL" para rutina. Os resultados foram expressos pelas estimativas das percentagens
de desvio padréo relativo (%DPR) calculados pela Equacao 3, onde s é a estimativa
do desvio padréo absoluto e & a média aritmética das determinacdes.

%DPR = (s/x) x 100 Equacéo 3

A exatidao foi avaliada pelo ensaio de recuperacao. Solu¢des dos padrdes de
flavonoides foram adicionadas na fragdo hidrometandlica (10 mg) nas concentracoes
de 40, 100 e 140 yg mL™" de rutina e 10, 30 e 40 yg mL" de quercetina. A fracéo
enriquecida foi submetida a extracdo em fase solida, conforme descrita no item
2.2. Os percentuais de recuperacao foram calculados pela Equacgao 4, onde ci é
a concentracado encontrada, cO € a concentracdo original e ca € a concentracao
adicionada.

% Recuperagéo = [(c, - ¢))/c,] x 100 Equacéo 4

A robustez foi avaliada analisando-se solucbes de quercetina e rutina nas
concentracbes de 45 ug mL' e 100 ug mL™", respectivamente. Os paréametros
modificados foram vazao da fase mével, acidez do solvente B (agua) e temperatura
do forno. Os resultados obtidos foram apresentados como a média de trés repeticdes
+ desvio padrdo. A construcdo das curvas analiticas e tratamento dos dados foram
feitas usando os softwares LCSolutions e Microcal Origin 8.0.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seletividade do método pode ser observada comparando-se a sobreposi¢cao

dos cromatogramas e dos espectros de absor¢cédo UV-Vis dos padroes com os das

amostras (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Sobreposi¢éo dos cromatogramas dos

padrdes rutina (A=255 e 356 nm) e

quercetina (A=255 e 370 nm) com as amostras. A e B: Extrato etandlico das folhas de S.
acuruensis (EESa). C e D: Extrato aquoso das folhas de S. acuruensis (EASa). E e F: fracao

hidrometanolica das folhas de S. acuruensis (FHMSa)

. Fase Movel: MeOH-H20O/AcOH (0,2%),

gradiente: 0-4 min, 40-60% MeOQOH; 4-6 min, 60-80% MeOH; 6-8 min, 80% MeOH; 8-10 min, 80-
100% MeOH; 10-12 min, 100%, MeOH; 12-13 min, 100-40% MeOH; vazao da fase mével 1,0
mL min, coluna C18.
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Figura 3. Sobreposicao dos espectros de absor¢dao molecular no UV-Vis dos padrdes rutina e

quercetina com as amostras. A e B: Extrato etanoélico das folhas de S. acuruensis (EESa). C

e D: Extrato aquoso das folhas de S. acuruensis (EASa). E e F: Fracdo hidrometandlica das
folhas de S. acuruensis.

Os indices de similaridade dos picos correspondentes aos padrdes foram
calculados pelo software LCSolution (Tabela 1) e indicaram que 0s picos com
tempos de retencao de 8,50 min e 11,22 min presentes nas trés amostras podem ser
atribuidos a rutina e quercetina, respectivamente.
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Extrato/ indice de similaridade (%)
fracao Rutina (t.,=8,50 min) Quercetina (t.=11,22 min)

EESa 99,98 99,98
EASa 99,67 94,01
FHMSa 99,82 98,32

Tabela 1. Similaridade dos picos presentes nos extratos etanélico (EESa) e aquoso (EASa) e
fracdo hidrometandlica (FHMSa) das folhas de S. acuruensis

As curvas analiticas apresentaram boa linearidade dentro da faixa de trabalho
de 28,19 a 200 yg mL" para rutina e de 16,41 a 110 yg mL™" para quercetina, com
coeficiente de correlacao de 0,999 para todas as curvas (Tabela 2). O teste de analise
de variancia (ANOVA) foi utilizado para verificar o ajuste do modelo linear. Foram
comparados valores de F obtidos ou calculados (F,) para a linearidade de cada

curva analiticacomo F_,. ou F_ ., assimo meétodo é considerado linear quando
F, & menor que Fsignificagéo (COSTA et al., 2012; POLONINI et al., 2011). Para todas

as curvas se observa que o valor de F calculado é maior que o F de significacéo,
confirmando assim com 95% de confian¢ca que os modelos das curvas sao lineares
e que a inclinacéo de cada reta n&o é nula.

As curvas analiticas obtidas em diferentes comprimentos de onda mostraram
pequenas diferencas nos valores dos limites de deteccao e quantificacado (Tabela
2). Para a rutina os menores valores foram obtidos a 255 nm, enquanto que para
quercetina foram a 370 nm.

Coeficiente

- - Limite de Limite de
Padrao A Curva analitica de ) deteccdo quantificacéo
correlacao

255 y=28012,5x-233144 0,999 9,30 28,19
Rutina

356 y=34374,2x-253543 0,999 9,57 28,99

255 y=64373,2x-102579 0,999 5,86 17,76

Quercetina
370 y=65910,6x-63172,1 0,999 5,41 16,41

Tabela 2. Equacdes de regressao das curvas analiticas, coeficientes de correlacao, limites e
deteccao e quantificagdo para rutina e quercetina.

Na precisao intradia para a rutina os percentuais de desvio padrao relativo das
areas dos picos ficaram entre 0,21 e 2,95%, enquanto que na precisao interdias
ficaram entre 2,07 e 3,88. Para a quercetina os intervalos foram de 1,70-3,55% e
1,50-3,20% para precisdo intradia e interdias, respectivamente (Tabela 3). Todos
os valores obtidos estdo dentro do limite maximo aceito de 5,0%, conforme
recomendacdo da RE 899, de 29/05/2003 (ANVISA, 2003).
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- COncentragéo Preciséo (%DPR)
Padrao 4 -
(g mL") Intradia Interdias
255 nm 356 nm 255 nm 356 nm
) 30 1,95 1,83 2,17 2,11
Rutina
100 2,90 2,95 3,78 3,88
200 0,22 0,21 2,08 2,07
255 nm 370 nm 255 nm 370 nm
10 3,55 3,51 1,59 1,50
Quercetina
70 1,70 1,73 3,20 3,18
110 2,75 2,68 1,66 1,64

Tabela 3. Resultados dos ensaios de precisao intradia e interdias para a rutina e quercetina.

%DPR: Percentual de desvio padrao relativo.

Os percentuais de recuperacao (Tabela 4) de rutina foram de 93,28-101,15%
(255 nm) e 98,73-107,2-% (856 nm), enquanto para a quercetina ficaram nos
intervalos de 98,47-107,8% (255 nm) e 99,33-108,85% (356 nm). Na recuperac¢ao
nao € necessario que os valores sejam de 100% e, sim, que a recuperacao seja
consistente, precisa e reprodutiva (SHAH, 2007).

No ensaio de robustez o0 método mostrou-se pouco sensivel as variagées de
fluxo, temperatura do forno e acidez da fase mével. As mudancas nao afetaram a
resolucao dos picos cromatograficos.

Recuperacao (%)

Padrao ca

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 1 Teste2 Teste 3

255 nm 356 nm
40 95,18 93,73 94,21 107,20 105,67 106,18
Rutina 155 94,01 92,38 92,57 101,64 99,13 99,65
140 93,28 101,15 95,13 98,73 106,79 100,29

255 nm 370 nm
10 105,70 105,53 107,08 107,46 107,28 108,85

Quercetina

30 98,62 98,47 98,99 99,66 99,33 100,47
40 101,21 102,47 102,93 101,93 103,20 103,70

Tabela 4. Resultados do ensaio de recuperacgéo de rutina e quercetina na fracéo
hidrometandlica das folhas de S. acuruensis.

ca: concentracao adicionada (ug mL")

A fracdo hidrometandlica apresentou os maiores teores de rutina e quercetina
(Tabela 5). Nao houve diferencgas significativas entre os teores de rutina nos extratos
etandlico e aquoso e de quercetina no extrato etandlico e fragdo hidrometandlica
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obtidos a 255 e a 356 nm. No entanto, para fracdo hidrometandlica o teor de rutina
a 356 nm foi ligeiramente superior aos valores obtidos a 255 nm. Nao foi possivel
a quantificacdo de quercetina no extrato aquoso, pois os valores obtidos ficaram
abaixo do limite de quantificagao.

Os resultados obtidos indicam que a quantificacao de rutina e quercetina pode
ser realizada em ambos comprimentos de onda, em concordancia com o relatado na
literatura (JIANG et al., 2015; Yl et al., 2012). Rutina e quercetina foram quantificados
em outras espécies de Senna (KAISOON et al., 2011; LI et al., 2012; SERRANO et
al., 2010), no entanto, este é o primeiro relato da quantificacdo destes compostos em
S. acuruensis. O conteudo de rutina e quercetina nos extratos e fracdo das folhas
de S. acuruensis foram superiores aos relatados para outras espécies de Senna.
(CHANDRA et al., 2015; KAISOON et al., 2011).

Rutina Quercetina
Amostra 255 nm 356 nm 255 nm 370 nm
mg g % mg g % mg g % mg g %
EESa 53,89+0,17 524 5518+1,05 5,60 11,4920,51 1,15 11,56+£0,03 1,15
EASa 52,4+0,45 540 54,52+0,47 5,40 ng* - ng* -

FHMSa 89,49+0,42 8,92 92,07+0,50 9,21 24,34+0,36 2,43 24,88+0,43 2,48

Tabela 5. Teores de rutina e quercetina nos extratos e fracéo das folhas de S. acuruensis

EESa: extrato etandlico; EASa: extrato aquoso; FHMSA: fracdo hidrometandlica. *nq: ndo quantificavel, pois os
valores ficaram abaixo do limite de quantificacéo.

41 CONCLUSAO

O método para quantificacao de rutina e quercetina apresentou boa linearidade,
seletividade e sensibilidade, dentro das faixas de concentracdo avaliadas, com
resultados satisfatérios de precisado e exatidao. Todos os resultados estao de acordo
com a regulamentacdo RE n° 899/2003 da ANVISA, mostrando que o método
desenvolvido pode ser usado convenientemente para quantificacdo de rutina e
quercetina em extratos e fragcdes das folhas de S. acuruensis. O método proposto
apresentou como vantagens uma extracdo eficiente, curto tempo de analise e a
possibilidade de quantificagdo em dois comprimentos de onda para ambos os
padrdes, 255 e 356 nm para rutina e 255 e 370 nm para quercetina, demonstrando
que quantificacédo pode ser realizada em qualquer um destes comprimentos de onda.
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