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RESUMO

MALIKOSKY, MONIQUE. Quantificagdo de flavonoides totais da Eruca sativa (rucula)
cultivada de forma hidropdnica na regido oeste do Parana. Toledo. 2020. Dissertagéo
(Mestrado) — Programa de Poés-Graduacdo em Processos Quimicos e
Biotecnoldgicos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Toledo.

A hortalica Eruca sativa, popularmente conhecida como rucula, apresenta varios
beneficios a saude, tais como, atividades anti-inflamatorias e antioxidantes em
organismos vivos, por apresentar em sua composigao proteinas, vitaminas A e C,
sais minerais, como ferro e calcio, e flavonoides. Os flavonoides tém recebido muita
atencao nos ultimos anos devido aos varios efeitos benéficos podendo citar os mais
importantes, auxilia no processo antiflamatorios, nos sintomas da menopausa,
previne alguns tipos de cancer e ajuda manter a saude do coragao. O trabalho teve
como o objetivo quantificar flavonoides totais da rucula produzida de forma
hidropdnica na regidao oeste do Parana, utilizando diferentes métodos de extragao,
temperaturas e formas de agitagdo, além de também considerar o tempo de cultivo
da planta. Também foram avaliadas suas atividades: antimicrobiana, antifungica e
antioxidante. Primeiramente foram feitos testes probatérios, variando-se a
concentracdo de metanol como solvente extrator dos flavonoides, a fim de identificar
um método eficiente para a realizagado de todas as outras etapas. O material vegetal
fresco foi cortado manualmente, utilizando 5 g das folhas da hortalica picada em 100
mL de mistura de solvente com a umidade determinada em 92%. Os testes foram
continuados com o processo de agitagdo em Shaker a 170 rpm, em triplicatas a
temperatura ambiente de 25°C e 55°C, variando-se o tempo de extracdo em 12, 24,
36 e 48 h e o tempo de cultivo da planta, em 7,14 e 21 dias. Apds a obtencdo dos
extratos, realizou-se a leitura dos flavonoides totais no espectrofotdmetro UV-Vis em
440 nm de comprimento de onda, em comparagcdo com a curva padrao de
quercetina. Para os testes realizados, o resultado que se apresentou mais
satisfatorio foi com a concentracdo de solvente de 80% de MeOH, nos tempos de
extragdo de 12 e 24h. Ao final, empregou o teste de ANOVA e Tukey (p<-0,05) onde
se observou que para o procedimento de extracdo com o Shaker, os melhores
resultados foram obtidos quando se empregou a temperatura de 55°C em 12 h de
extragdo com a planta cultivada por 7 dias. Para os testes antimicrobianos fez-se a
interpretacao dos resultados baseando-se de que quanto mais flavonoides presente
no extrato maior sera o halo de inibicdo. Na atividade antioxidante utilizando os
métodos de DPPH e perdéxido de hidrogénio, obteve-se a conclusdo de que a
atividade é diretamente proporcional a concentragao de flavonoides na planta.

Palavras chave: Rucula, Extrato vegetal, Flavonoides.



ABSTRACT

MALIKOSKY, MONIQUE. Quantification of total flavonoids of Eruca sativa (arugula) grown
hydroponically in western Parana. Toledo. 2020. Dissertation (Master's Degree) -
Graduate Program in Chemical and Biotechnological Processes, Federal
Technological University of Parana, Toledo..

The vegetable Eruca sativa, popularly known as arugula, has several health benefits,
such as anti-inflammatory and antioxidant activities in living organisms, as it contains
proteins, vitamins A and C, mineral salts such as iron and calcium, and flavonoids.
Flavonoids have received a lot of attention in recent years due to the various
beneficial effects, which can mention the most important, it helps in the anti-
inflammatory process, in the symptoms of menopause, it prevents some types of
cancer and it helps to maintain heart health. The work aimed to quantify the total
flavonoids of the arugula produced in a hydroponic way in the western region of
Parana, using different extraction methods, temperatures and forms of agitation, in
addition to also considering the plant cultivation time. Its activities were also
evaluated: antimicrobial, antifungal and antioxidant. First, probative tests were
carried out, varying the concentration of methanol as the extraction solvent for
flavonoids, in order to identify an efficient method for performing all other steps. The
fresh vegetable material was cut manually, using 5 g of the chopped vegetable
leaves in 100 mL of solvent mixture with the humidity determined in 92%. The tests
were continued with the shaker stirring process at 170 rpm, in triplicates at an
ambient temperature of 25 ° C and 55 ° C, the extraction time varying by 12, 24, 36
and 48 h and the plant cultivation time , in 7.14 and 21 days. After obtaining the
extracts, the total flavonoids were read on the UV-Vis spectrophotometer at 440 nm
wavelength, compared to the standard quercetin curve. For the tests carried out, the
most satisfactory result was with the solvent concentration of 80% MeOH, in the
extraction times of 12 and 24h. At the end, it used the ANOVA and Tukey test (p <-
0.05) where it was observed that for the extraction procedure with the Shaker, the
best results were obtained when the temperature of 55 ° C was used in 12 h of
extraction with the plant grown for 7 days. For the antimicrobial tests, the results were
interpreted based on the fact that the more flavonoids present in the extract, the
greater the halo of inhibition. In the antioxidant activity using the methods of DPPH
and hydrogen peroxide, the conclusion was reached that the activity is directly
proportional to the concentration of flavonoids in the plant.

Keywords: Arugula, Plant extract, Flavonoids.
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1 INTRODUGAO

Eruca sativa, popularmente conhecida como rucula, € considerada uma
planta natural com altos teores benéficos, considerada uma planta de séculos
afrodisiaca (AZARENKO; JORDAN; WILSON, 2014). Pertencente a familia
Brassicaceae, possuindo um sabor picante e odor agradavel. E apontada como uma
hortalica folnosa herbacea, com crescimento rapido e ciclo curto, proveniente do sul
europeu e do Ocidente da Asia. Suas folhas s&o usadas geralmente na forma de
saladas. Entre as suas espécies apenas trés sdo de consumo humano, Eruca sativa
Miller, Diplotaxis tenuifolia e Diplotaxis muralis, sendo a Eruca sativa a mais
consumida no Brasil (FILGUEIRA, 2008).

Além disso, o consumo da rucula apresenta varias vantagens, por ser uma
planta rica em antioxidantes, proteinas, vitaminas A e C, que promovem a libido e
melhoram a circulagdo sanguinea, sais minerais, como ferro e calcio, o que esta
associado a uma dieta equilibrada, além de ser estimulante de apetite e possuir
efeitos antiflamatérios (SALA et al., 2004). Como relatado por Maia, Medeiros e Filho
(2006), isso vem contribuindo e se destacando no cenario mundial devido as suas
propriedades nutricionais e fito terapéuticas.

Os compostos naturais sdo estudados no tratamento de varias doengas,
incluindo os processos inflamatérios de varias razdes, fornecendo assim um alivio
dos sintomas. Entre os abundantes principios ativos presente na natureza, os
flavonoides integram uma das mais importantes classes de substancias, nomeado
como metabodlicos secundarios (SIMOES, 2002).

Os metabdlitos secundarios apresentam importantes atividades bioldgicas e
sao considerados de grande valor comercial, desempenhando um papel importante
na fitoterapia por possuirem varios efeitos biologicos e fornecendo tratamento para
as variadas doengas. Porém sua fungdo principal € de proteger as plantas dos
patégenos (SOBRINHO et al., 2011; SIMOES, 2002; HUBINGER, 2009).

A quercetina € considerado o composto polifendlico mais abundante na
subclasse dos flavonois, encontrado em frutas, vegetais, plantas ou produtos
relacionados a estes. Apresenta a propriedade de formar quelatos sendo um potente
agente antioxidante, combatendo espécies reativas de oxigénio. Este composto tem
sido extensivamente estudado quanto aos seus efeitos farmacoldgicos, tais como

hepatoprotetor, anti-inflamatério, antioxidante, antiasmatico e contra doengas
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cardiacas (COMALADA et al., 2005; INAL; KAHRAMAN, 2000; ROGERIO et al.,
2010).

Segundo Stringheta et al. (2006), o consumo de hortalicas como rucula,
couve, agridao, espinafre, acelga e brocolis auxilia consideravelmente na protecdo do
organismo contra doengas degenerativas devido a existéncia de antioxidantes.
Dessa forma, obtendo o extrato a partir da rucula pode proporcionar a maior
concentracdo de flavonoides para possiveis aplicagdes terapéuticas, podendo-se
conhecer melhor a qualidade do vegetal e suas atividades (FERNANDEZ et al,,
2005).

Atualmente, a agricultura de vegetais tem sofrido algumas alteragoes, e
entre elas € um cultivo mais controlado, hidroponia. A hidroponia € uma técnica
alternativa de cultivo em um ambiente acolhido, no qual o solo é trocado por uma
solugdo nutritiva, onde estdo incluidos todos os nutrientes essenciais ao
desenvolvimento das plantas (SEDIYAMA; PEDROSA, 2007). Entretanto, a escolha
dos nutrientes deve ser preparada de acordo com as necessidades nutricionais de
cada espécie (FURLANI et al., 1999)

Diante dos fatos apresentados e ressaltando a importancia e beneficios do
consumo da rucula, este trabalho teve como foco principal a quantificacdo de

flavondide presente na planta.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Propor uma metodologia para obter a maior quantidade de flavonoides do

extrato vegetal a partir da rucula in natura, cultivada de forma hidropénica

1.1.2 Objetivos especificos

e Obter extratos hidro-metandlico de rucula a partir de diferentes
métodos de extracao;

¢ Quantificar os flavonoides totais em cada extrato, utilizando o padrao
de quercetina para comparacao;

e Comparar a composicao e a quantificacdo dos extratos obtidos;
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Avaliar as propriedades microbioldgicas e antioxidante dos extratos;
Analisar estatisticamente os resultados pelos testes de ANOVA e

Tukey (p<-0,05) para identificar a metodologia que fornega a maior
quantidade de flavonoides.
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2 REFERECIAL TEORICO

2.1 PRODUTOS NATURAIS

As plantas medicinais, um dos principais grupos de fontes naturais dentro da
classe de produtos naturais, sédo utilizadas pela populagdo como recurso terapéutico
devido aos seus compostos biologicamente ativos (SIMOES, 2002). Ja no inicio do
ano de 2000, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) apresentou dados que cerca
de 80% da populagdo mundial manipulavam e utilizavam para combater algum
problema de saude, como presséao alta, gripe, tosse, entre outras doengas (CAFITO,
2009; OLIVEIRA, 2005).

Os produtos naturais podem ser utilizados como compostos para o equilibrio
de pragas e doencas (JESPERS; WAARD, 1993; ISMAN, 2000), além de muitos
serem utilizados na alimentagdo humana com a finalidade de destacar o sabor e
preservar os alimentos (SCHMIDT, 1994).

Os dleos esséncias ou os extratos de planta medicinais sao utilizados como
uma alternativa de controle de doengas nas plantas. (PINTO et al., 2010; SILVA et
al.,, 2010; SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). Estes extratos podem favorecer a
saude da planta expondo a atividade antimicrobiana direta sobre o agente
patogénico (COMBRINCK et al., 2011; FRANZENER et al., 2003) ou também
instigando mecanismos de defesa nas plantas tratadas, os mecanismos de defesa
comum, podendo ser as enzimas peroxidases e polifenol oxidases, da qual a um
aumento na atividade conduzido por agentes bidticos ou abidticos podendo levar ao
acumulo de compostos responsaveis pela defesa da planta (SILVA; AZEVEDO
2002; STANGARLIN et al., 2008).

Os principios ativos das plantas sao substancias responsaveis pelo efeito
terapéutico, entretanto a sua atividade esta relacionada com a quantidade presente
(MENDES et al., 2005). Assim, a determinagcdo desses principios ativos € muito
importante, pelo fato de que a quantidade de substancias ativas presentes em uma
determinada planta diferencia segundo as caracteristicas climaticas, a que se expde
no seu local de cultivo (habitat, regime de chuvas, insolagdo, tipo de solo,
sazonalidade, etc.), a idade da espécie, a época da colheita e as condi¢cbes de
estocagem. Por isso a avaliagdo e determinagdo desses principios sao tarefas

imprescindiveis para a aquisicdo de produtos de boa qualidade (HUBINGER, 2009;
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OLIVEIRA, 2005).

As plantas exibem diversas vias metabdlicas que originam diferentes
compostos, dentre os quais podem ser citadas os alcaloides, flavonoides, quinonas,
taninos ou terpenos (COWAN, 1999; HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

2.1.1 FLAVONOIDES

Os flavonoides sao considerados metabdlitos secundarios sintetizados pelas
plantas, pertencentes ao grupo dos compostos fenolicos. Podem ser encontrados
em frutas, verduras, hortalicas, sementes e flores, tornando-se importantes
componentes da dieta humana (MIDDLETON; KANDASWAMI, 1994). Flavonoides
sdao compostos fendlicos que se diferenciam entre si pela sua estrutura quimica
(FIGURA 1), manifestam 15 atomos de carbono na forma C6 — C3 — C6, apoiada no
nucleo de dois anéis benzénicos, A e B, ligados a um anel pirano, C-1,2 Encontram-
se nos alimentos de forma de O-glicosideos, com a molécula de agucar ligada na
posi¢cao 3 e, em alguns casos, na posi¢ao 7 (BERNARDES; PESSANHA; OLIVEIRA,
2010).

FIGURA 1 Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: DORNAS et al., 2007.

Mais de 8000 flavonoides diferentes ja foram descritos e podem ser
classificados de acordo com seus substituintes nos anéis (FIGURA 2) (HUBER;
RODRIGUES-AMAYA, 2008). As substancias podem ser classificadas em: flavonois
(miricetina, quercetina e kaempferol) e flavonas (apigenina e luteolina) (CROZIER et
al., 1997; HERTOG; HOLLMAN; KATAN, 1992; HERTOG; HOLLMAN; VENEMA,
1992; HERTOG et al., 1993; HERTOG; HOLLMAN; PUTTE, 1993; VRIES et al;
1997), destacando-se esses os mais distribuidos nos alimentos e por isso 0s mais

estudados sobre compostos anticarcinogénico.



16

FIGURA 2 Principais classes dos flavonoides

Flavonois

E1 Ra B3 » Ry

Quercetina OH OH OH Categuina OH H
Kaempferol OH H OH Epicatequina OH H
Flavonas EGC OH OH

Luteolina H OH OH ECG Galato H
Apigenina H H OH EGCG Galato OH

Antocianidinas Flavanonas
___ R R, i Re i
Cianidina OH H Taxifolina _ OH OH OH
Malvidina OCH; OCH; Naringenina H H OH
Pelargonidina H H

Daidzeina
Gliciteina
Genisteina OH

Fonte: HUBER; RODRIGUES-AMAYA, 2008.

Segundo Winkell-Shirley (2001), as antocianidinas e os flavonoides operam
nas plantas despertando interesses de polinizadores e disseminadores de sementes.
Além disso eles atribuem na pigmentacdo em frutas, flores, sementes e folhas, os
flavonoides tém notaveis funcbes de sinalizagcdo entre plantas e micrébios, de
fertilidade em algumas espécies, de defesa como agentes antimicrobianos e de
protecéo a radiacao ultravioleta.

As antocianinas sao pigmentos fendlicos soluveis em agua, que pertencem a
classe dos flavonoides responsaveis pelas variagdes de cor, gradativamente entre
laranja, vermelho e azul, visiveis nas frutas, hortaligas, flores, folhas e raizes
(BRAVO, 1998; ROBARDS et al., 1999; MACHEIX; FLEURIT; BILLOT, 1990). Na
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alimentagdo humana, podem substituir os pigmentos artificiais utilizados na
producao de comida industrializada.

Ja os flavonoides denominados isoflavonas pertencem a classe dos fitos
estrogenos e estdo amplamente distribuidos no reino vegetal (SETCHELL, 1998).
Em 1997, Brandi publicou um trabalho onde mostrava que ha estudos que
comprovam que as isoflavonas protegem contra varias doengas crbénicas baseados
em estudos experimentais e epidemiolégicos, podendo também prevenir a perda
0ssea pos-menopausa e a osteoporose.

Huber, Hoffmann-Ribani, Rodriguez-Amaya (2008) (TABELA 1) avaliaram as
diversas fontes de flavonoides entre hortalicas consumidas no Brasil, de primeira
analisaram 20 tipos de hortalicas e verificaram que as principais fontes de
flavonoides sao cebola, couve e rucula com relevantes teores de quercetina, rucula
e couve, com elevado teores de kaempferol e salsa, com grande quantidade de
apigenina. Arabbi, Genovese e Lajolo (2004) também analisaram algumas hortalicas
entre elas a alface, almeirdo, cebola, laranja, pimentdo, rucula, magca e tomate e
encontraram os maiores teores de quercetina em cebola roxa, e cebola branca. Ja o

kaempferol foi encontrado somente em almeir&o e rucula.

TABELA 1 Teores de flavonois e flavonas em alguns alimentos brasileiros: verduras, frutas e
legumes (continuagéo)

Concentragdo (ug g~ parte comestivel)

Hortalicas N Quercetina Kaempferol Apigenina Luteolina Ref
Alface Lisa 2 27 Nd Nd 6
Alface Crespa 2 195 Nd Nd 2 .
Alface Roxa 2 412 Nd Nd 60 (A;afa"jglfe;ggjfe
Almeirao 2 144 74 23 Nd-78 ’
Cebola Branca 2 519 Nd Nd nd
(Huber, Hoffmann-
Cebola Branca 5 323 Nd Nd nd Ribani, Rodriguez-
Amaya, 2008)
(Arabbi, Genovese
Cebola Roxa 2 660 Nd Nd nd e Lajolo, 2004)
Huber, Hoffmann-
Couve 5 399 399 Nd nd Ribani, Rodriguez-
Amaya, 2008)
Pimentao 2 14 Nd Nd 10
Amarelo
Pimentao Verde 2 30 Nd Nd 16
Pimentao (Arabbi, Genovese
Vermelho 2 8 Nd Nd 6 e Lajolo, 2004)
Rucula (arugula) | 2 Nd-139 724 Nd nd
Tomate de
Salada 1 5 Nd Nd nd

N = nimero de lotes analisados individualmente; nd = ndo detectado.
Fonte: adaptado de Huber, Hoffmann-Ribani, Rodriguez-Amaya, 2008.
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Crozier et al. (1997) avaliaram os flavonoides presentes em tomate, cebola,
alface da Inglaterra, e os maiores teores de quercetina foram encontrados em cebola
branca (185 - 634 ug g') e cebola roxa (201 pg g™'). Ja o alface “Lollo Rosso” e os
tomates apresentaram teores entre 2 e 203 pg g”'. Franke et al. (2004) avaliaram
hortalicas do Hawaii, e observaram que as concentracbes de quercetina nestes
alimentos foram bastante variadas, sendo que os maiores teores foram relatados em
cebola (238 pg g7). Ja Hertog, Hollman e Katan (1992) avaliaram em hortalicas
holandesas, e os maiores teores de quercetina foram encontrados em cebola (284 —
486 ug g') e couve (110 ug g™).

Esses estudos demonstram a importancia e a contribuicdo na saude humana

que esses vegetais podem contribuir.

2.1.1.1 QUERCETINA

A quercetina (3’,4',3,5,7-pentahidroxilflavonol) (FIGURA 3) é classificado
como um flavonol, e considerado como um dos flavonoides mais abundantes na
natureza (WACH; PYRZYNSKA; BIESAGA, 2007).

FIGURA 3 Estrutura da quercetina.

OH O
Fonte: WACH; PYRZYNSKA; BIESAGA, 2007.

A organizagcdo da quercetina nos vegetais depende de diversos fatores de
acordo com o vegetal, e da variagdo das espécies. Normalmente os flavonoides
encontrados nas folhas podem ser diferentes dos presentes nas flores, galhos,
raizes e frutos. Podem ainda apresentar diferentes concentracbes dependendo do
orgao vegetal em que se encontram.

Os poucos estudos feitos em algas, alguns representantes foram
identificados em bridfitas, existindo apenas um relato de ocorréncia em fungos. Em

pteriddfitas também foram encontrados, mas sua variabilidade estrutural é pequena.
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Portanto sdo encontrados em grande quantidade nas angiospermas, apresentando
nesse grupo enorme diversidade estrutural (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

A quercetina ocorre principalmente na forma aglicona, mas também pode ser
encontrado como glicosideo, tendo um ou mais grupos de agucares na posigéo C3.
Diferentes glicosideos de quercetina ja foram descritos, sendo a rutina (quercetina-3-
O-rutinosideo) um dos mais comuns encontrados na natureza (WACH;
PYRZYNSKA; BIESAGA, 2007). Ela é encontrada em alguns frutos e legumes,
principalmente nas folhas, nas quais estd associada a diversos efeitos
farmacologicos. Ela também pode ajudar a combater a asma, o cancer e doengas
cardiacas. Como antioxidante, combate as moléculas radicais livres que
desempenham um papel importante em muitas doencas (LU et al., 2006).

Segundo YAO et al. (2007), a quercetina possui efeitos hepato e
gastroprotetor contra danos celulares induzidos pelo etanol, protegendo hepatdcitos
humanos do dano oxidativo ao servir como um antioxidante natural e aumentando a
capacidade antioxidante do plasma. No entanto, 0s precisos mecanismos
farmacoldgicos protetores da quercetina sobre a lesdo oxidativa induzida nos
hepatdcitos estdo longe de serem completamente compreendidos.

A quercetina tem corroborado a um efeito anti-inflamatério por inibicao de
COX- 2 e de 6xido nitrico sintase. A luteolina e a quercetina também podem reduzir
a ativacao do sistema complemento, o que diminui a adesao de células inflamatdrias
no endotélio, reduzindo a resposta inflamatéria (MACHADO et al., 2008).

A poder da quercetina pode ir além do seu potencial antioxidante, portanto
possui multiplos efeitos biolégicos, sendo eles a modulagédo de enzimas envolvidas
na transducdo de sinais, o crescimento celular e a biotransformagao, motivos pelas
quais pode servir como material de partida para os programas de desenvolvimento
de drogas farmacéuticas (FORMICA; REGELSON, 1995).

2.2 RUCULA

A rucula (FIGURA 4) é considerada uma hortaliga anual que pertence a
familia Brasicaceae, considerada de porte baixo, possui normalmente altura de 15 a
20 cm, folhas verdes e recortadas, tendo como centro de origem e de domesticagao

do género Eruca, o mediterraneo e oeste da Asia (SILVA, 2004).
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FIGURA 4 Eruca sativa (rdcula)

Fonte: a autora, 2019.

Segundo Trani, Fornasier e Lisbao (1992), para ter um bom desenvolvimento
da planta e para a obtencdo de folhas grandes e tenras, sao necessarias
temperaturas entre 15 a 18 °C, sendo marco a julho (outono/inverno) a melhor época
de plantio. Os autores ainda relatam que, quando ocorrem temperaturas altas, a
producédo se prejudica, as folhas acabam ficando menores e lignificadas, tornando-
se inadequadas para a comercializagdo. Porém Filgueira (2008) descreve que, ainda
que a rucula produz melhor sob temperaturas agradaveis, ela tem sido cultivada
durante o ano todo em diversas regides brasileiras.

A colheita da rucula é feita de 30 a 40 dias apds o plantio. Posteriormente a
esse periodo as folhas comecam a ficar fibrosas e inadequadas para o consumo,
visto que a planta comeca e entra no estagio reprodutivo, termina aproximadamente
entre os 110 e 130 dias apds o plantio, quando tem inicio a colheita das sementes,
com duragéo de cerca de 25 dias (TRANI; FORNASIER; LISBAO, 1992; MINAMI;
TESSARIOLI NETO, 1998).
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3 METODOLOGIA

3.1 HORTALICA

A hortaliga utilizada no trabalho foi a rucula, Eruca sativa, cultivada em
sistema hidropdnico, com controle de umidade, temperatura e vitaminas para o seu
desenvolvimento. Foi doada por um produtor da cidade de Nova Santa Rosa - Pr.

Apos a obtencdo das hortalicas, as mesmas foram encaminhadas ao
laboratério da UTFPR/Campus Toledo, no qual foram cortadas manualmente,
pesadas em erlenmeyer e encaminhadas para os métodos de extracdo ou
acondicionadas em geladeira.

A umidade da rucula era medida utilizando-se uma balanca de determinacao
de umidade com infravermelho (Bel I-thermo 163l), sempre que era obtida nova
remessa. No qual foi pesado 1 g de folhas da hortalica em um pratinho especifico do
equipamento e, entdo, esperando por volta de 2 minutos até a indicagdo da

porcentagem da umidade da rucula, realizado em triplicatas.

3.2 OBTENGAO DOS EXTRATOS DE RUCULA

Para a escolha do solvente foi realizado leituras de diversas pesquisas de
extracdo, podendo entdo perceber que a utilizagdo de metanol foi mais eficaz de
componente fendlicos totais em todas elas e por isso a escolha do solvente para a
pesquisa foi utilizado o artigo como base do Machado et al. (2010). O trabalho do
Vieira et al. (2009) também mostrou que obteve os resultados semelhantes, quando
testada a relagdo entre aos solventes metanol e agua, em relagdo a extragdo dos
compostos fendlicos do p6 de erva-mate.

No comeco da pesquisa foram realizados testes de extracdo da rucula,
variando-se o tempo em 6, 12 e 24 h nas concentragdes de 00%, 50% e 80% v/v de
metanol P.A. em agua. A agitacao foi realizada utilizando-se a incubadora Shaker
(Lucca 222), com o qual pode-se também variar a temperatura do processo, 25 °C e
40 °C.

Para a concentragcao de todos os extratos obtidos, inicialmente, filtraram-se
as amostras a vacuo, utilizando papel de filtro qualitativo, e, em seguida,

armazenados em frasco ambar de capacidade de 150 mL. Apdos a filtragem os
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extratos, foram encaminhados ao evaporador rotativo para a retirada dos solventes,
com aquecimento inferior a 40 °C e com rotagao de 7 rpm. Apds foram devolvidos

aos frascos e acondicionados em geladeira até os proximos ensaios.

3.2.1 Extracdo com incubadora Shaker utilizando somente as folhas da racula in

natura

Foram utilizados 5 g de folhas de rdcula in natura cortadas manualmente, os
quais foram colocadas em diferentes solu¢gdes em triplicatas hidro-metandlicas (0, 50
e 80 % de MeOH em agua) com volume final de 100 mL e agitadas por 6, 12 e 24 h,
em incubadora Shaker (Lucca 222), mantendo a agitacdo de 170 rpm e a
temperatura controlada de 25 °C (TABELA 2).

TABELA 2 Planejamento dos testes utilizando a folha da rucula
para a obtencdo dos extratos de rucula por Shaker

o,
e/omd:onlntf;g A;?gg;odg\) Codigo
6 ME.O0.6
0 12 ME.0.12
24 ME.0.24
6 ME.50.6
50 12 ME.50.12
24 ME.50.24
6 ME.80.6
80 12 ME.80.12
24 ME.80.24

Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo a vacuo sob
temperatura inferior a 40°C, aferindo o volume final para 50 mL (metodologia
adaptada ARBOS et al., 2010).

3.2.2 Extracdo com incubadora Shaker utilizando o caule e as folhas da rucula in

natura

Para esse teste, foram cortadas as folhas e caules manualmente e entao
foram pesados 5 g da mistura de caule e folha de rucula in natura. Foram colocadas
em diferentes solugdes em triplicatas hidro-metandlicas (0, 50 e 80 % de MeOH em

agua) com volume final de 100 mL e agitadas por 6, 12 e 24 h, em incubadora
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Shaker (Lucca 222), mantendo a agitagao de 170 rpm e a temperatura controlada de
25 °C (TABELA 3).

TABELA 3 Planejamento dos testes utilizando as folhas e o
caule da rucula para a obtengéo dos extratos de rucula por

Shaker
% de MeQH Tt.amp? de Cédigo
em solugao Agitacao (h)
6 CF.0.6
0 12 CF.0.12
24 CF.0.24
6 CF.50.6
50 12 CF.50.12
24 CF.50.24
6 CF.80.6
80 12 CF.80.12
24 CF.80.24

Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo a vacuo sob
temperatura inferior a 40°C, aferindo o volume final para 50 mL (metodologia
adaptada ARBOS et al., 2010).

3.2.3 Extracdo em repouso com agitagdo manual ocasional utilizando somente as

folhas da rdcula in natura

Para a realizagdo desse teste, foram pesados 5g da folha da rucula em um
erlenmeyer de 250 mL, nos quais foram adicionados 100 mL de solugédo do solvente
metanol em agua e foram mantidos sobre a bancada para ocasional agitagéo
manual. A temperatura foi mantida por cerca de 23°C, que era a temperatura
ambiente do laboratdério nos dias da extracdo. Seguiram-se as mesmas condic¢oes ja

citadas na Tabela 2.

3.2.4 Extracao por ultrassom utilizando somente as folhas da rucula in natura

O ultrassom € um processo no qual utiliza uma energia de ondas sonoras que
sao transmitidas com frequéncia de até 40 quilohertz (KHz). Essas ondas produzem
uma unica vibragdo no qual causa uma variagao na pressido do liquido extrator

gerando assim cavitagdes no material vegetal em questédo (LUZ, 1998).
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A técnica por ultrassom exibe varias vantagens, tal como a alta
reprodutibilidade, a possibilidade de utilizagao para uma ampla faixa de tamanho da
amostra, e a rapidez no processamento e também o baixo custo (SIMOES et al.,
2010). Porém o banho utilizado no procedimento libera calor que pode interferir em
processos metabdlicos e na degradagado de substancias presentes no material
vegetal.

Para esse método foram utilizados 5 g de folhas da hortalica rucula in natura
cortadas e colocadas em 100 mL de solugdo hidro-metandlica, variando-se a
concentracdo do metanol, entre 0; 50 e 80%. Os experimentos foram realizados

utilizando o tempo de 6 minutos em temperatura ambiente do laboratério.

3.2.5 Extracdo com incubadora Shaker utilizando somente as folhas da rucula in

natura cultivadas em periodos diferentes

Para os novos testes foram utilizados 5 g da rucula in natura cortada, em
diferentes tempos de cultivo (7, 14, 21 e 24 dias de cultivo e/ou armazenamento)
foram colocadas em 80% de MeOH em ftriplicatas hidro-metandlicas com volume
final de 100 mL. As misturas foram agitadas por 12, 24, 36 e 48h, em incubadora
Shaker (Lucca 222), mantendo a agitacdo de 170 rpm e a temperatura controlada,
variando-se a temperatura de extragdo (25 °C e 55 °C) (TABELA 4).

TABELA 4: Planejamento experimental para obtengédo dos extratos de rucula com diferentes tempos
de cultivo. (continua)

% MeOH em Planta Dias de Tempo de

solugido cultivo Agitagio (h) Temperatura (°C) Codigo

A-1-12
12 A-2-12
A-3-12

A-1-24
24 A-2-24

A-3-24
0,
80% In natura 7 25 A1-36

36 A-2-36
A-3-36

A-1-48
48 A-2-48
A-3-48

B-1-12
12 B-2-12

B-3-12
0,
80% In natura 7 55 B-1-24

24 B-2-24
B-3-24




25

36

48

B-1-36
B-2-36
B-3-36

B-1-48
B-2-48
B-3-48

80%

In natura

14

12

24

36

48

25

C-1-12
C-2-12
C-3-12

C-1-24
C-2-24
C-3-24

C-1-36
C-2-36
C-3-36

C-1-48
C-2-48
C-3-48

80%

In natura

14

12

24

36

48

55

D-1-12
D-2-12
D-3-12

D-1-24
D-2-24
D-3-24

D-1-36
D-2-36
D-3-36

D-1-48
D-2-48
D-3-48

80%

In natura

21

12

24

36

48

25

E-1-12
E-2-12
E-3-12

E-1-24
E-2-24
E-3-24

E-1-36
E-2-36
E-3-36

E-1-48
E-2-48
E-3-48

80%

In natura

21

12

24

36

48

55

F-1-12
F-2-12
F-3-12

F-1-24
F-2-24
F-3-24

F-1-36
F-2-36
F-3-36

F-1-48
F-2-48
F-3-48

80%

Geladeira

24

12

25

G-1-12
G-2-12

80%

Geladeira

24

12

55

H-1-12
H-2-12
H-3-12
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3.3 IDENTIFICAGCAO E QUANTIFICACAO DE FLAVONOIS TOTAIS

Para identificacdo e quantificacdo de flavonois totais foi utilizada a
metodologia descrita no trabalho de Granato e Nunes (2016) adaptada, no qual
foram inseridos 1,2 mL de extratos em um tubo de ensaio, acrescentado com 1,2 mL
de cloreto de aluminio hexaidratado 2% e 1,8 mL de acetato de sédio (50 g L™).

Apds 15 min, foi realizada a leitura do maximo de absorgcédo da solugédo em
440 nm de comprimento de onda em espectrofotometro UV-Vis (Kasuaki, modelo IL-
0082 100). Para o branco foram utilizados todos os solventes, exceto o extrato, no
mesmo procedimento.

Para a preparagcdo da solugdo estoque foi diluido 0,0021 g de padrao de
quercetina em 5 mL de etanol absoluto em um baldo volumétrico com capacidade de
25 mL, volume completado com agua destilada/deionizada, obtendo uma solugao
com concentragao de 80 mg L' A partir dessa solugao foram realizados diluicbes
seriadas para entdo obter 8 concentragdes diferentes. Para a obtencdo da curva

padréao de quercetina foi empregado o protocolo descrito na Tabela 5.

TABELA 5: Preparo da curva padrdo de quercetina

Concentracao de
quercetina (mg L™

70
60
50
40
30
20
10
0

H,O (mL) Solugao mae (mL)

| N[O~ WIN|I~
O~ |INW|dlO|O|N

A partir da curva analitica fez-se a equagao de regressdo, que empregou

para estimar o teor de flavonois totais nas amostras.
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3.4 OTIMIZACAO E VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE
FLAVONOIDES POR HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma técnica fisico-
quimica de separacdo um dos métodos analiticos mais utilizados para fins
qualitativos e quantitativos, fundamentado no equilibrio de componentes de
interesse, em meio de duas fases imisciveis a fase estacionaria e a fase mével. Os
dois influenciam nas interagdes analiticas e no tempo de retencdo dos analitos.
(ROUSSEAC; ROUSSEAC, 2007).

Foi utiizada a metodologia adaptada de Huber, Hoffmann-Ribani e
Rodriguez-Amaya (2008), no qual foram feitas as diluicdbes necessarias utilizando
0,025g do padrao de quercetina para 25 mL de MeOH em grau HPLC. Em seguida,
a solucgao final foi diluida em 500 pL para 20 mL de MeOH em grau HPLC e 5 mL de
H>0 milique completando um volume final de 25 mL.

As fases moveis foram preparadas, utilizando um baldo de 500 mL, contendo
1,5 mL acido férmico completado o final com MeOH em grau HPLC, e também foram
utilizado um baldo de 500 mL, contendo também 1,5 mL de acido foérmico
completado o final com H,O milique. Logo apds foi utilizado um sistema de filtragao
com vidros, utilizando um filtro de celulose 0,45mm (GV5-Brasil) para a filtragem da
solugao contendo H,O, e para a solucdo de MeOH foram utilizado o filtro FHLC
(milipore). As solugdes foram estocadas em vidros apropriados para a leitura no
HPLC, antes disso foram encaminhados para a lavadora ultra-sbnica digital
(Sanders-medical) com ajuda da bomba de vacuo (Prismatec 122-BCP) para
degaseificar as solugdes. E entdo encaminhar para o HPLC.

Ja amostra foi utilizada pura e filtrada com filtro de celulose de 0,45 m (GVS-
Brasil) e injetado no HPLC, numa coluna de 250 x 4,6 mm (TABELAS 6 e 7).

TABELA 4 Gradiente para o padrdao de
quercetina na analise por HPLC

Tempo %MeOH  %H20 Fluxo
0 20 80 1,2mL/min.
8 45 65 1,2mL/min.
28 48 52 1,2mL/min.
33 20 80 1,2mL/min.

45 20 80 1,2mL/min.




28

TABELA 5 Gradiente para as amostras na analise

por HPLC
Tempo %MeOH  %H20 Fluxo

0 20 80 1,2mL/min.

8 45 55 1,2mL/min.
28 48 52 1,2mL/min.
35 95 5 1,2mL/min.
45 95 5 1,2mL/min.
50 20 80 1,2mL/min.
60 20 80 1,2mL/min.

3.5 ANALISE E PLANEJAMENTO ESTATISTICO PARA DETERMINACAO DA
CONDICAO DE OBTENCAO DA MAIOR QUANTIDADE DE FLAVONOIDES A
PARTIR DA RUCULA IN NATURA

Para definir quais dados, em que quantidade e em que condi¢cdes devem ser
coletados durante um determinado experimento foi realizado um planejamento
experimental no qual optou-se por um planejamento fatorial 2% ou seja,
consideraram-se trés fatores de impacto (temperatura, tempo de agitagdo e tempo
de cultivo da planta) e dois niveis para cada fator, com trés repeticdes para cada
experimento (TABELA 8).

TABELA 8: Niveis para cada fator avaliado

FATOR NIVEL 1 (-1) NIiVEL 2 (+1)
Temperatura (°C) 35 55
Tempo de agitagao (h) 12 48
Tempo de planta (dias) 7 21

Para avaliar os resultados utilizou o soffware STATISTICA, versao 10, da
Statsoft.

O planejamento saturado aplicado permite observar quais sao os
fatores/variaveis que impactam diretamente na variavel resposta de interesse, nesse
caso, quantidade de flavonoides no extrato da planta, além de permitir verificar quais
sdo os niveis onde € possivel obter a maior quantidade de flavonoides, através de

graficos de superficie de resposta.



29

3.6  ATIVIDADE ANTIMICROBIANA Bacilus subtilis E ANTIFUGICA Trichoderma

dos extratos metanodlicos de rucula

Uma planta julgada como medicinal € quando apresenta na sua composi¢ao
principios ativos, de forma de que o preparo e a administracdo sao decisivos para
acdo terapéutica ou toxica dessa planta (MUNOZ, 2002). Plantas medicinais s&o
capazes de apresentar na sua composicdo um alto numero de metabdlitos
secundarios com atividade biolégica que tém importante papel de defesa, e também
em auxiliar no aumento da capacidade de sobrevivéncia e da adaptagao das plantas
ao ambiente (MAKKAR; SIDDHURAJU; BECKER, 2007; SILVA et al., 2010).

O meio de cultura utilizado para os dois testes foi agar BD (Batata-Dextrose),
considerado um meio simples e capaz de promover o crescimento de diversos tipos
de micro-organismos. Utilizando uma placa de petri de 100 mm de didmetro, foram
pesados 3,6 g de meio, completando o volume final com 100 mL com &agua.
Realizaram-se todas as inoculagbes em duplicata, bem como o grupo controle
negativo (PINTO; KANERO; OHARA, 2003).

Apds a preparagdo da solugdo, o meio foi levado ao micro-ondas para
aquecer por aproximadamente 1 min, até que o agar dilua na agua. Feito isso, o
meio foi esterilizado, em meia rosca a 121,1°C por 15 min.

A inoculagao foi feita por espalhamento em placa. Foram utilizadas 1000 uL
de B. subtilis com o auxilio de uma alga de Drigalski o inoculo é espalhado pela
placa, até secar. Ja a inoculagao do Trichoderma foi utilizada uma pinca e foi tirado
uma algada do indculo e inoculado uma pequena por¢ao no meio da placa. Antes de
colocar a alga em contato com o meio a mesma foi imersa em alcool 70% e
flambada no bico de Bunsen. Todo o experimento foi realizado préximo ao Bico de
Bunsen mantendo a esterilidade do ambiente.

Para esse experimento foi utilizado o extrato “puro”, ou seja, ndo foi diluido
com nada.

Foi utilizado o teste de difusdao em disco/placa no qual consiste basicamente
em dispor discos de papel-filtro, impregnados com a solugdo em concentragdes
fixas, sobre a placa de Agar. Para uma placa de 100 mm recomenda-se a disposi¢céo
de discos de 6 mm de diametro com 10 pL de solugédo, para obter maior
confiabilidade dos resultados. A placa foi dividida em 4 partes, onde foi separado os

tempos, de 12, 24 e 36horas. Apds a adicdo dos discos de papel-filtro nas placas,
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foram armazenadas em estuda a 30-37°C de 18-24h.
A avaliagao do teste de difusdo em placa é uma analise qualitativa, desta
forma, apenas indica se ha ou ndo a inibicido de microbianos.
e - Sensiveis: quando halo € maior ou igual a 3 mm;
e - Moderadamente sensiveis: halo maior que 2 mm e menor
que 3 mm;
e - Resistentes: halo menor ou igual a 2 mm.
E para a Avaliacdo da Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) foi utilizada a
metodologia de Nguefack, Budde e Jakobsen. (2004), na qual a CMI pode ser
expressada em unidades arbitrarias por mL (AU mL-1) (EQUACAO 1).

CMI (AU mL-1) = DM x FD x 50 (1)

Sendo:
DM = didametro médio do halo de diluigao; 3
FD= fator de diluigdo da solugao antimicrobiana (EQUACAOQO 2)

ED _ volume final de solugdo antimic. _ 25 mL _ (2)
volume da solugio antimic.utilizado para o prearo da solugio 1,5 uL X %
X u

FD = 16666,7

3.7  ANALISE ANTIOXIDANTE

Segundo Chun et al. (2005), os antioxidantes podem ser de grande beneficio
para a melhoria da qualidade de vida, ja que eles tém a capacidade de proteger um
organismo dos danos causados. A atividade antioxidante de compostos fendlicos
deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica.

Essas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacao
ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transigédo, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacgao do processo oxidativo. Os intermediarios
formados pela agcédo de antioxidantes fendlicos sao relativamente estaveis, devido a

ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias.
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3.7.1 Método por DPPH

Nesse teste foi utilizada a metodologia modificada de Sousa et al. (2007), no
qual teve como objetivo avaliar o consumo de DPPH pelo decréscimo de
absorbancias de diferentes concentragdes. A leitura entdo foi realizada em um
espectrofotdmetro UV-Vis, no comprimento de onda de 515nm.

Foram preparados 50 mL de solugdo estoque de DPPH em metanol na
concentracédo de 40 ug mL". A partir da solugdo estoque, foram realizadas as
diluigdes seriadas (TABELA 9), e todos completados com o volume final de 5 mL de

metanol em um baldo volumétrico.

TABELA 9: Construgéo da curva padrdo de DPPH

Concentragédo ug/mL Solugédo estoque mL

35 4,375

30 3,75
25 3,125
20 2,5

15 1,87

10 1,25

5 0,625

1 0,125

A curva analitica foi construida a partir da solugao estoque e das diluigdes.
Para a determinacdo da concentracdo, foi utilizada uma cubeta de vidro com o
percurso optico de 1 cm, utilizando o metanol como o branco. Foram medidas em
triplicatas com o intervalo de 1 min.

Para a medida de absorbancias das amostras utilizaram-se 0,3 mL do
extrato da amostra com 2,7 mL de DPPH na concentragao de 40 ug mL™". A leitura
foi realizada a 515 nm, e lida no 1°, 5° e 10° min e depois a cada 10 min, até
completar 1 hora.

Como branco, utilizou-se 2,7 mL de metanol e 0,3 mL de metanol também
sendo o constituinte majoritario da minha amostra. E como controle utilizou 2,7 mL
de DPPH (40 ug mL") e 0,3 mL de metanol. As analises foram realizadas em
triplicatas.

A partir da equagédo da curva analitica e dos valores de absorbancia no
tempo de 30 min para cada concentragdo testada, foram determinados os
percentuais de DPPH remanescentes (% DPPH rem) (EQUACAO 3).
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%DPPHRgem = [DPPH]=t/[DPPH];-0 x100 (3)

em que
[DPPH};< corresponde a concentragdo de DPPH no meio, apds a reagdo com as misturas reacionais
[DPPH]};, € a concentragéao inicial de DPPH (40 ug/mL).

Os valores de absorbancia em todas as concentragbes testadas, no tempo
de 30 minutos, foram também convertidos em porcentagem de atividade
antioxidante (%AA) (EQUACAO 4).

0/OAAz{[Abscontrole (Absamostra - Absbranco)] Xloo}/AbscontroIe (4)

em que
Absnirole € @ @absorbancia inicial da solugdo metandlica de DPPH
Abs,moestra € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH+amostra).

Para determinagcdo da Clsp (concentracdo de 50% de inibi¢cdo), isto é, a
abscissa as concentracdes das amostras (ug mL™) ou do controle positivo e, na
quantidade de antioxidante necessaria para inibir concentragao inicial de DPPH em
50%, construiu-se uma curva exponencial de primeira ordem, plotando-se na

ordenada, a porcentagem de DPPH remanescente.
3.7.2 Meétodo por peroxido de hidrogénio

Foi utilizada a metodologia adaptada Miranda (2010), na qual foi realizada a
preparagao da solugdo tampao de 1000 mL no qual dilui 20,8 g de Na;HPO4+7H,0
em agua deionizada e depois, diluir 3,08 g de NaH,PO4+1H,0, nesta primeira
solugdo. Ao medir esta solugdo em um pHmetro, deve estar com o pH na faixa de
7,3. Feito isso, adicionou-se esta solugao, depois de bem solubilizada, em um balao
volumétrico de 1000 mL e completou com agua deionizada.

Para a preparagdo da solugcdo tampdo com o peroxido de hidrogénio foi
realizado calculos para obtengcdo do volume necessario de perdxido de hidrogénio
que sera adicionado em 500 mL da solugédo tampéao preparada. Para isso, deve-se
saber quanto de peroxido deve ser utilizado para uma concentragcdo de 0,01 mol de

H,O, em 500 mL. No entanto foi preparada uma solugcdo de apenas 50 mL,
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convertendo-se massa (g) para volume (mL) utilizando densidade 1,11 g mL”
quando peroxido 35 volumes.

Para a leitura no espectrofotometro foi preparado trés tubos de ensaio (os
trés tubos correspondem a realizagdo do experimento em triplicata):

e - Um tubo com 500 uL da amostra, mais 4,5 mL de H,O, em tampao;

e - Um tubo de ensaio para avaliagdo do branco com 500 uL da
amostra mais solucdo tampao sem o H,Oy;

e - Um tubo de ensaio para avaliacdo controle com 500 yL de agua
mais 4,5 mL de solucido tampao com H,0..

Apbs a preparagao dos tubos de ensaio, foram incubados a 35°C por 30
minutos e entdo medido a absorbancia no espectrofotdmetro a 230 nm de cada
mistura e feito o calculo de porcentagem do sequestro de perdxido de hidrogénio a
partir da equacéo abaixo, caso a absorbancia ultrapassasse 0,8 a solu¢cado deveria
ser diluida e o fator de diluicdo deve multiplicar a nova absorbancia medida
(EQUACAO 5).

(Abscontrole — (Absamostra — Absbranco) (5)
Abscontrole

% sequestro =

O resultado expresso indica a porcentagem de sequestro de peroxido de
hidrogénio, isso €, caso dé 50% de sequestro indica que a solugdo apresenta
capacidade de sequestrar 50% de perdxido de hidrogénio, que atua como radical
livre, logo, quanto maior a % de sequestro maior a atividade antioxidante da solugéo

em estudo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A rucula da espécie Eruca sativa utilizada nesse trabalho foi produzida de
forma hidropbnica, o que tem a vantagem de se poder controlar os nutrientes e as
condi¢des de cultivo para a planta na regiao oeste do Parana.

A umidade do vegetal, em todas as vezes que foi recebido, era determinada

pela balanca de infravermelho e apresentava valor em torno de 92%.

41 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES NO EXTRATO DE RUCULA IN
NATURA PELA METODOLOGIA UV-VIS

Para a quantificacdo de flavondide nos extratos da rucula foi utilizada a
metodogia de determinagdo da absor¢gdo da banda em 440 nm utilizando o
espectrofotdbmetro UV-Vis.

A curva padrao de determinacao de flavonoides foi determinada utilizando os
valores de absorbancia obtidos na analise espectrofotométrica das solugcdes com o
padréao quercetina (TABELA 10 e FIGURA 5).

TABELA 6 Absorbéancia das solugbes de quercetina

Concentracao de quercetina Absorbancia
(mg L-1) a 440 nm
70 0,803
60 0,660
50 0,582
40 0,402
30 0,363
20 0,228
10 0,147

0 0,000
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FIGURA 5 Curva padrio para a determinacdo de flavonoides presente nos extratos

da rucula
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4.1.1 Quantificacdo de flavonoides variando-se concentragao do solvente, tempo e

temperatura de obtengao do extrato de rucula in natura

Os resultados para os testes preliminares foram responsaveis para determinar
as condicdes de obtencdo do extrato da rucula que fornecesse maior quantidade de
flavonoides.

4111 Obtencao do extrato da folha de rucula pela metodologia Shaker

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos dos valores de absorvancia em
440 nm do espectro de UV-Vis observados (utilizando padrao de quercetina) para
cada condigdo de obtengdo do extrato (concentragdo de solvente e tempo de
agitacao) pelo método de extragdo por Shaker. Foram utilizados somente 5 g da
folha da planta em 100 mL de solugdo de solvente a 25 °C. O solvente escolhido foi
o metanol, tendo sua concentragao de 0, 50 e 80% em solugdo aquosa, e os tempos

de agitacao testados foram 6, 12 e 24 h.

TABELA 7 Valor da absorbancia de cada extracdo das folhas de rucula,
utilizando Shaker.

Tempo MeOH MeOH MeOH Média Desvio
P 0% 50% 80% Padrio
6h 0,188 0,298 0713 0,298 0.226
12h 0,082 0,338 0518 0.338 0179

24h 0,511 0,299 0,430 0,430 0,087
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De acordo com a Lei de Beer-Lambert, a absorvancia de um composto é
diretamente proporcional a sua concentracdo (PAIVA et al, 2010), o que indica
nesses resultados, que a condigdo de extragdo com 80% de MeOH em 6 h utilizando

Shaker foi a que apresentou a maior concentracao de flavondides.

4.1.1.2 Obtencao do extrato do caule e das folhas de rucula pela metodologia
Shaker

O procedimento de obtengdo do extrato utilizando caule e folha da rucula
iniciou variando-se a concentragdo do solvente (metanol 0, 50 e 80% em agua) e o
tempo de agitacao (6, 12 e 24 h) utilizando o Shaker com temperatura controlada a
25 °C. A concentracgéo de flavonoide foi medida pela absorvancia em 400 nm no UV-

Vis para cada extrato, utilizando a quercetina como padrao (TABELA 12).

TABELA 8 Valor da absorbancia de cada extragdo do caule e das folhas
da rdcula, utilizando Shaker

Tempo MeOH MeOH MeOH Média Desvjo
0% 50% 80% Padrao
6h 0,352 0,389 0,801 0,389 0,249
12h 0,425 0,452 0,787 0,452 0,202
24h 0,429 0,477 0,462 0,462 0,025

Analisando os valores obtidos (Tabela 12) e sabendo que a absorvéancia de
um composto é diretamente proporcional a sua concentragéo, pode-se observar que
a melhor condicdo de extragdo para obter maior quantidade de flavonoides no
extrato foi com 80% de MeOH por 6 h de agitagéo.

Ao comparar os valores obtidos nas Tabelas 11 e 12, pode-se observar que
ao obter o extrato da rucula utilizando caule e folha obteve-se uma concentragao
maior de flavondide. Esse caso pode ser considerado que o uso do caule na

extragao contribuiu com o aumento da concentracio.
4113 Obtencéao do extrato de rucula com agitagdo manual ocasional
O mesmo processo foi realizado para obtengdo do extrato utilizando a

racula, variando-se a concentragao do solvente (metanol 0, 50 e 80% em agua) e o

tempo de agitacéo (6, 12 e 24 h), s6 que o fraco tampado foi deixando em repouso
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sobre a bancada com agitacdo manual ocasionalmente. A concentracdo de
flavondide também foi medida pela absorvancia em 400 nm no UV-Vis para cada

extrato, utilizando a quercetina como padrao (TABELA 13).

TABELA 9 Valor da absorbancia da extracdo utilizando a
extracdo com agitacédo ocasional

Tempo MeOH MeOH MeOH Média Desvio
P 0% 50% 80% Padrio
6h 0,074 0,298 0,672 0298 0,302

12h 0,086 0,26 0,669 0,26 0,299
24h 0,432 0,316 0,94 0,432 0,332

A Tabela 13 apresenta os resultados das absorvancias obtidas dos extratos
em repouso, indicando que o tempo para obter maior quantidade de flavonoides foi
de 24 h de contato da rucula com o solvente. E, novamente, observa-se que a

melhor solugéo de MeOH é de 80% em agua.
4.1.1.4 Obtencao do extrato de rucula com ultrassom

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos pelo método de extragao por
ultrassom da rucula, variando apenas a concentragdo de MeOH (0, 50 e 80% em
agua), mantendo-se o tempo total de 6 min para cada processo. Os resultados foram
expressos em valor de absorvancia de luz ultra-violeta a 440 nm, utilizando a

quercetina como padrao.

TABELA 10 Valor da absorbancia da extracao utilizando ultrassom

Tempo MeOH MeOH MeOH Média Desvjo
0% 50% 80% Padrao
6 min 0,025 0,03 0,028 0,028 0,003
6 min 0,039 0,042 0,04 0,04 0,002
6 min 0,035 0,038 0,312 0,038 0,159

Comparando os resultados com os valores obtidos nos procedimentos
anteriores, é possivel verificar que essa metodologia ndo foi satisfatoria, pois
apresentou uma concentragdo muito pequena, proporcionalmente ao valor da
absrovancia.

Apos as analises, os resultados obtidos indicavam a presengca de

flavonoides, no qual constou que havia mais presenca em 80% de MeOH a 25 °C,
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tendo o processo de 6 h de extracdo, com a utilizagcdo de Shaker, o mais indicado.
Com isso, o estudo verificou se o tempo de cultivo da rdcula influencia na
concentracao dos flavonoides.

Na literatura consultada existem poucos relatos da extracdo de flavonoides
da rucula com a utilizagdo de agitagdo ocasional. Entretanto ha varios trabalhos de
extracdo empregando outras matrizes vegetais que utilizam Shaker (PALOMINO;
DEL BIANCHI, 2015) e ultrassom (LLOYD; VAN WYK, 2012). O ultrassom ¢ utilizado
no proposito de utilizagdo de frequéncia e intensidade de ondas ultrassénicas, e o
shaker pela rotagdo. Cada método tem o se principio é cada um é importante para
melhorar a transferéncia de massa e energia, para poder entdo ocorrer a

transferéncia dos compostos ativos para o solvente (LLOYD; VAN WYK, 2012).

4.1.2 Quantificagdo de flavonoides no extrato variando-se o tempo de cultivo da

racula hidropénica

A partir extratos obtidos anteriormente, realizou-se um novo estudo de
quantificacao dos flavonoides dos extratos obtidos com 80% MeOH, variando-se o

tempo de cultivo da rucula e o tempo e a temperatura de extragdo (TABELA 15).

TABELA 15: Concentragao de flavonois totais (continua)

Temperatura A - Desvio Teor d?
Teste °c Absorbancia MEDIA Padrio flavonois
(mg/L)
A-1-12 1,980
A-2-12 25 1,020 1,616 0,520 144,159
A-3-12 1,848
A-1-24 1,170
A-2-24 25 3,584 2,278 1,219 203,495
A-3-24 2,080
A-1-36 1,389
A-2-36 25 1,389 0,952 0 84,645
A-3-36 1,389
A-1-48 1,528
A-2-48 25 2,071 1,801 0,222 160,741
A-3-48 1,806
B-1-12 1,407
B-2-12 55 2,340 1,852 0,468 165,312
B-3-12 1,811

B-1-24 55 1,479 1,53 0,068 136,451



B-2-24 1,505
B-3-24 1,607
B-1-36 1,573
B-2-36 55 1,889 1,627 0,239 145,145
B-3-36 1,420
B-1-48 0,958
B-2-48 55 0,980 0,992 0,042 88,230
B-3-48 1,040
C-1-12 2,216
C-2-12 25 2,232 2,192 0,056 195,787
C-3-12 2,128
C-1-24 2,252
C-2-24 25 2,344 2,407 0,049 215,058
C-3-24 2,325
C-1-36 2,276
C-2-36 25 2,244 2,237 0,042 199,820
C-3-36 2,192
C-1-48 1,407
C-2-48 25 1,431 1,459 0,071 130,087
C-3-48 1,541
D-1-12 1,489
D-2-12 55 1,817 1,928 0,504 172,124
D-3-12 2,479
D-1-24 2,489
D-2-24 55 2,180 2,394 0,186 213,892
D-3-24 2,514
D-1-36 1,768
D-2-36 55 2,150 1,779 0,365 158,769
D-3-36 1,420
D-1-48 1,479
D-2-48 55 1,512 1,51 0,031 134,659
D-3-48 1,540
E-1-12 0,542
E-2-12 25 1,412 1,134 0,514 100,957
E-3-12 1,450
E-1-24 1,700
E-2-24 25 1,525 1,553 0,134 138,513
E-3-24 1,436
E-1-36 1,370
E-2-36 25 1,764 1,518 0,215 135,376
E-3-36 1,420
E-1-48 1,069
E-2-48 25 0,907 0,998 0,083 88,768
E-3-48 1,019
F-1-12 55 1,616 1,660 0,073 148,103

39
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F-2-12 1,620
F-3-12 1,745
F-1-24 1,395
F-2-24 55 1,613 1,376 0,247 122,648
F-3-24 1,120
F-1-36 1,720
F-2-36 55 1,717 1,672 0,080 149,179
F-3-36 1,580
F-1-48 1,073
F-2-48 55 1,091 1,094 0,023 97,372
F-3-48 1,119
G-1-12 1,126
G2 25 —1,120 1,123 0,004 99,971
H-1-12 1,125
H-2-12 55 1,127 1,127 0,003 100,330
H-3-12 1,130

A partir dos valores da absrovancia pode-se calcular o teor de flavonois de
cada extrato obtido, utilizando-se o calculo da curva padrdao y = 89,631x - 0,6842,
trocando o x pela média da amostra. A partir desses resultados (TABELA 15), pode-
se verificar que o teste C-24 obteve a maior concentracdo podendo levar em conta
que, € uma planta de 14 dias, na temperatura de 35°C em 24 horas de agitagao.

O valor da quantidade de flavonois para o extrato D-24 foi bem préximo ao
encontrado para o extrato C-24, o que indica que a variagcdo da temperatura nao
influencia na extracdo, mas o tempo de extracdo € um fator importante na obtencao
de grandes quantidades de flavonoides a partir da rucula in natura.

Um outro fator, que deve ser considerado para a obtengdo dos extratos
vegetais a partir da rucula, € o seu tempo de cultivo, pois tanto C-24 quanto D-24, a

rucula tinha 14 dias de cultivo quando foi utilizada no teste.

4.2  ANALISE ESTATISTICA

De forma inicial, fez-se interessante avaliar os resultados obtidos para a
ANOVA (analise de variancia), que indicou se houve diferenga estatistica entre as
meédias apresentadas da quantidade determinada de flavonoides obtida para cada
extrato. O teste foi aplicado para as amostras indicadas na Tabela 15, entretanto por
ter uma amostra, que se destacou entre todas, foi necessario verificar se essa

informacéo pode ser comprovada estatisticamente, por isso realiza-se a analise de



41

variancia (FIGURA 6).

FIGURA 6 Resultados da ANOVA par amostra C-24

ANOWA; Var -Flavondis; R-sqr=60289; Ad): 46273
2**(3-0) design; MS Residual=862,8862
DV: Flavonais

Factor SS |dfl MS F | p
(1)Temperatura 733 1 7,332 0008497 0927635
(2)Tempo 5709,63 1 5709.625 6.616878  0,019779
(3)T. Planta 5698,53 1 5698,526 6.604014| 0,019581
1 by 2 6557 35 1 6557,352 7,599307| 0013478
1by3 429490 1 4294900 4977354 0.039439
2by 3 236 1 2,362 0.002737 0.958885
Error 14669.10 17 862.888

Total 55 3693920 23 | 1

O critério utilizado para a analise dos resultados da ANOVA baseia-se no p
(chamado de p-valor), caso este seja menor que 0,05, houve diferenca estatistica
entre as médias comparadas para aquela variavel. Dessa forma, rejeita-se a
hipétese de que as médias séo todas iguais e se aceita a hipotese de que ha pelo
menos um grupo que difere estatisticamente. O software coloca as variaveis/fatores
que foram significativas em vermelho.

Tendo isso, € possivel observar que as o tempo de agitacdo, o tempo da
planta e as combinagdes temperatura + tempo de agitagao e temperatura + tempo
da planta s&o variaveis que interferiram na média das amostras.

A partir disso, pode-se imaginar que as variaveis que indicaram diferenca
estatistica, ou que estdo em vermelho, serdo os fatores de impacto para a obtencao
de flavonoides, sendo possivel verificar suas condi¢cdes 6timas, para isso avalia-se
os efeitos estimados para cada fator. Os efeitos estimados para cada fator podem
ser observados na (FIGURA 7).

FIGURA 7 Efeitos estimados para cada fator na obtenc¢édo dos extratos de rdcula.

Effect Estimates; Var:Flavondis; R-sqr=5020%; Adj:, 46273 (Spreadsheet1)
Z7(3-0) design: MS Residual=862_ 8882

OV: Flavondis

Effect | Std Emr ti17) p H5% | +95% | Coeff | StdEr | -85% | +95%

CnfLimt | Cnf.Limt Coefl. | CnfLimt | Cnf.Limt
Mean/Interc. 1242466 590614 20,72108 0000000 111,6067 1358072 124,2465 | £,996138| 111,6057| 136,8072
(1) Temparatura 11054 11,98228 009218 0927635 -24 1367 26 4063| 05527 5936138 -12.0360 132035
(2)Tempa 30,8481 1190228 257233 0015779 -56,1496 -5 5466) -15.4240| 5996138| -28.0748| 27733
(3)T_Planta -30 81681 11.9922R8| -2 5R933 | 0019881 -56 1196 A A1RG| -15.4090 5 996138 -28. 0598 -2 7H83
1hy2 -33.0569 1199220 -2,75668| 0013476 -08.3604 -7.7o74| -16.5235 5996138) -29.1602 -3.6747
1hby3 26,7547 11,99228) 2,23100) 0.03%438| 14533 52,0662 1337745996138 07266 26,0251
2by3 -0 6274 17193228 -0,05232 0958685 -25 9283 24 6741 -0,3137 5936138 -12 9645 123370




42

A partir dos resultados, o proximo passo € saber quais sdo as condigdes
6timas para cada variavel. Tal informacéo € obtida através da analise dos graficos
de superficie de resposta (FIGURAS 8).

FIGURA 8 Graficos de superficie de resposta das condigdes de obtencdo dos extratos de rucula.
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Observando a Figura 8, podem-se ver dois graficos de superficie de
resposta que, ao se comparar as variaveis significativas tem-se um plano gradiente
que, através da cor, apresenta qual o ponto de maior obtencao da variavel resposta,
no caso, a quantidade de flavonoides.

Como é possivel visualizar, a variavel Tempo quando no nivel menor (-1),
isto é, 12 horas, apresenta maior quantidade de flavonoides e para a variavel Tempo
da planta, no menor nivel (-1), isto é, 7 dias de cultivo, apresentou maior quantidade
de flavonoides. Dessa forma, indica-se que o processo de cultivo ideal se da por 7
dias e para a obtengao do extrato, 12 horas de agitagcdo em Shaker.

Além da superficie de resposta, outra ferramenta pertinente sao as curvas
de contorno (FIGURA 9), muito utilizadas para visualizar os pontos 6timos com maior

precisdo, pois muitas vezes a verificacdo de tais condi¢cdes é dificultada pela
superficie de resposta.
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FIGURA 9 Curvas de contorno
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Assim, a partir da Figura 9, as condigcbes de cultivo supracitadas sao
confirmadas, no entanto, &€ possivel encontrar um gap. Sao apresentados dois
graficos (tanto para a FIGURA 8, quanto para a FIGURA 9) e se forem analisados os
dois de forma cautelosa, verifica-se que apresentam informagdes com uma leve
diferenca, pois se sabe que a variavel temperatura ndo impacta na variavel resposta.
No entanto, a combinacdo temperatura com as outras variaveis pode interferir no
rendimento, dessa forma, a comparagao otimizada, levando em consideracao essas

combinagdes, pode ser visualizada na Figura 10.

FIGURA 10 Representagao cubica da predicao das médias, a 95% de confianga
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Observando-se a Figura 10 é possivel concluir que para os niveis baixos as
variaveis tempo, 12 horas, e tempo de cultivo da planta, 7 dias, apresentam

melhores resultados, combinado com o nivel alto da temperatura, ou seja, 55°C.



4.3
RUCULA POR HPLC

As Figuras 11 e 12 apresentam cromatogramas resultantes das analises por

HPLC realizadas no laboratério do padrdo de quercetina e de um extrato,

respectivamente.

FIGURA 11 Cromatograma da curva padrao da quercetina
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FIGURA 12 HPLC
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Na Figura 12 pode-se observar que tem um minimo de percepcao de
quercetina em nossa amostra. As condicdes utilizadas na analise foram as mesmas
indicadas no trabalho de Huber, Hoffmann-Ribani e Rodriguez-Amaya (2008), onde
se teve como melhor condi¢do cromatografica utilizando a coluna de fase reversa
C18 Nova-Pak (4um, 3,9 x 150mm), e como fase movel metanol e agua.

Para a técnica do HPLC, o pico de quercetina nao foi tdo preciso, conforme
a imagem (FIGURA 11), por tanto nas amostras nao foi detectada quercetina, por
motivos desconhecidos, podendo ser, que tivesse pouca concentracdo nos extratos,
ou as metodologias utilizadas nao foram suficientes, ou também pelo tamanho da

coluna.

4.4  ATIVIDADE ANTIMICROBIANA Bacilus subtilis E ANTIFUGICA Trichoderma
DOS EXTRATOS DA RUCULA IN NATURA

O teste antimicrobiano foi realizado utilizando a técnica de inibicado de halo
para a bactéria B.subtlis, que é classificada como gram positiva (FIGURA 13) com os

extratos obtidos a partir da rucula in natura conforme Tabela 15.

FIGURA 13 Atividade antimicrobiana B.subtilis utilizando extrato de rucula.
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Como se pode observar, para a bactéria B.subtlis houve halo de inibigado no
extrato A-12 com 0,3 cm de inibicdo, A-24 com 0,5 cm de inibicdo, D-36 com 16 cm
de inibicao e no F-36 com 0,6 cm de inibicdo. Como a bactéria B.subtilis € uma gram
positiva e € mais propensas a serem inibidas por agente antimicrobianos devido a
sua parede celular, que apresenta uma camada a menos de lipopolissacarideos
(BURT, 2004).

Segundo Burt (2004), os compostos com potencial antimicrobiano sé&o
levemente mais ativos para as bactérias gram-positivas do que as gram-negativas,
pertinente a existéncia de uma membrana externa que envolve a parede celular, na
qual determina a difusdo de compostos hidrofébicos.

Para o fungo Trichoderma, os halos de inibicdo da agao dos extratos foram
medidos revelando efeitos inibitérios para os extratos A-12 com 0,6 cm de inibicdo e
C-24 com 0,4 cm de inibigao (FIGURA 14).

FIGURA 14 Atividade antimicrobiana Trichoderma
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Nos dois testes houve uma correlagao entre a concentracéo de flavonoides e
o halo de inibicao, dita como fraca, mas ela existe, podendo entdo dizer que quanto

mais flavonoides, maior o halo de inibicao.
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4.5 ANALISE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE RUCULA

O potencial antioxidante do extrato de rucula foi avaliado por dois diferentes
métodos, utilizando DPPH e peroxido de hidrogénio, considerando a hipétese de que
a atividade antioxidante é diretamente proporcional a concentracdo de flavonoides
na planta (FIGURA 15).

FIGURA 15 Grafico de barras do resultado das analises de antioxidante para os
extratos de rucula
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Analisando a Figura 15, € possivel evidenciar uma diferenga entre as
respostas obtidas para cada um dos dois testes, o que pode evidenciar um déficit de
precisdao. No entanto, de acordo com MELO (2008), ambos os testes convergem
para a afirmagdo de que o extrato de rucula pode atuar como um bom agente
antioxidante. Ainda, considerando os resultados obtidos com o planejamento
verificado anteriormente, tem-se que a amostra 2 (B-12) atuaria com o melhor
potencial antioxidante, considerando a variagdo dos subgrupos, pois apresentaria a

maior quantidade de flavonoides.
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5 CONCLUSOES

Nesse estudo foram realizados varios testes de obtencéo de extrato, que no
qual foi obtido um resultado satisfatério, podendo chegar a um unico método e
eficaz. O método mais eficiente prevaleceu 80% de metanol, em todos os testes,
sendo que a temperatura que melhor sobressaiu foi de 55°C, com a planta de 7 dias
da rucula in natura no tempo de agitagao de 12 horas.

Para o método de HPLC, precisam ser realizados mais estudos e testes para
poder comprovar a eficiéncia dos testes, variando-se as condi¢gdes de analise.

Os métodos antimicrobianos provaram que, quanto mais flavonoides no
extrato, maior € o halo de inibicdo, e a analise antioxidante teve correlacdo também

com a quantidade de flavonoides no extrato.
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