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RESUMO 
 

 

 

 

FREITAS, LORENA LEMES DE. Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde – GO, 

dezembro de 2020. Extratos das folhas de Sangra D’Água (Croton urucurana 

Baillon): obtenção, caracterização fitoquímica, nanoencapsulamento e avaliação da 

atividade antifúngica. Orientadora: Prof. Dra. Eloiza Nunes Viali. Coorientadoras: Prof. 

Dra. Erika Crispim Resende e Prof. Dra. Cássia Cristina Fernandes Alves.  

 

 

 

 

Extratos vegetais se destacam cada vez mais pelos benefícios apresentados, por exemplo 

atividade antioxidante. Dentre as fontes que podem ser utilizadas para extração de 

princípios ativos, encontra-se a planta Croton urucurana Baillon, uma Euphorbiaceae, 

popularmente conhecida por sangra d’água. Os extratos de partes desta planta apresentam 

diversas aplicabilidades, assim como medicina e agricultura. Mas, apresentam baixa 

biodisponibilidade e rápida degradabilidade, diante disso, pode-se utilizar como 

tecnologia alternativa as nanopartículas, elas auxiliam na elevação da biodisponibilidade, 

controlando a liberação do ativo e protegendo da degradação. Diante deste contexto, 

objetivou-se preparar extratos das folhas de Croton urucurana Baillon, avaliar sua 

atividade antioxidante, fenólicos totais e carotenoides; desenvolver método analítico para 

identificação e quantificação de quercetina-3-O-rutinosídeo por cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE-DAD); realizar ensaio antifúngico com os extratos hidroetanólico 

e hexânico frente os fungos Rhizopus stolonifer e Sclerotinia sclerotiorum. Por fim, 

preparação de nanopartículas, acompanhar a estabilidade coloidal por espectroscopia de 

UV-visível e medidas de DLS e potencial zeta. Foram preparados cinco extratos/frações 
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em busca do método que proporcionasse melhor extração de quercetina-3-O-rutinosídeo. 

O método que apresentou melhor performance foi o hidroetanólico (etanol/água), 

perfazendo quantitativo de 34,559 mg.g-1 deste composto no extrato. Para a atividade 

antioxidante foi observado que os extratos preparados com solventes polares favoreceram 

o processo de extração e apresentaram maior atividade antioxidante, destacando os 

extratos hidroetanólico, metanólico e etanólico. Para os fenólicos totais os extratos que 

se destacaram foram o metanólico, hidroetanólico e etanólico. Já para os carotenoides os 

solventes apolares favoreceram o processo de extração, sendo o extrato hexânico com 

maior concentração de carotenoides, seguido dos extratos acetato de etila, etanólico, 

hidroetanólico e metanólico. Para o ensaio antifúngico o extrato hidroetanólico e 

hexânico apresentaram mesma performance de inibição para o fungo Sclerotinia 

sclerotiorum com máximo próximo de 40%, já para o fungo Rhizopus stolonifer o extrato 

hexânico demonstrou melhor performance de inibição com máximo próximo de 62%. O 

método analítico cromatográfico apresentou linearidade na faixa de concentração 

estudada. Os limites de detecção e quantificação (LD e LQ) foram 0,18 e 0,54µg/mL para 

quercetina-3-O-rutinosídeo. Para as nanopartículas de alginato contendo quercetina-3-O-

rutinosídeo, observou-se que as amostras que permaneceram estáveis por oito meses, 

foram as QR3 e QR4. Resultando em nanopartículas de tamanhos 67,53 e 201,6 nm e 

potencial zeta de -22,9 e -25,3 mV, respectivamente. Os valores da eficiência de 

encapsulação de quercetina-3-O-rutinosídeo para as formulações preparadas ficaram 

entre 95,08 a 99,12%. Foi feito um planejamento fatorial 23 com ponto central e os efeitos 

dos componentes das formulações das nanopartículas foram avaliados e verificou-se que 

a eficiência de encapsulação de quercetina-3-O-rutinosídeo sofre influência positiva com 

o aumento da quantidade de alginato e CTAB/Alginato, e influência negativa com o 

aumento da quantidade de Tween.  

 

Palavras-chave: antifúngico, biopolímeros, flavonoides, CLAE-DAD, rutina. 

 

 

 

  



xii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 

 

 

 

FREITAS, LORENA LEMES DE. Goiano Federal Institute of Education, Science and 

Technology - Rio Verde Campus, December 2020. Extracts of Sangra D’Água (Croton 

urucurana Baillon) leaves: production, phytochemical characterization, 

nanoencapsulation and Evaluation of antifungal activity. Advisor: Dra. Eloiza da 

Silva Nunes Viali. Co-advisors: Dra. Erika Crispim Resende and Dra. Cássia Cristina 

Fernandes Alves. 
 

 

 

Plant extracts stand out more and more due to their benefits presented, for example 

antioxidant activity. Among the sources that can be used to extract active ingredients, 

there is the Croton urucurana Baillon plant, an Euphorbiaceae, popularly known as 

bleeding water. Extracts from parts of this plant have several applications, as well as 

medicine and agriculture. However, they have low bioavailability and rapid degradability, 

so nanoparticles can be used as an alternative technology because they help to increase 

bioavailability, controlling the release of the asset and protecting it from degradation. 

Given this the objective was to prepare extracts of the Croton urucurana Baillon leaves, 

to evaluate their antioxidant activity, total phenolics and carotenoids; develop an 

analytical method for the identification and quantification of quercetin-3-O-rutinoside by 

high performance liquid chromatography (HPLC-DAD); perform an antifungal test with 

hydroethanolic and hexane extracts against the fungi Rhizopus stolonifer and Sclerotinia 

sclerotiorum. Finally, preparation of nanoparticles, monitoring colloidal stability by UV-

Visible spectroscopy and DLS and zeta Potential measurements. Five extracts/fractions 

were prepared in search of method that would provide better extraction of quercetin-3-O-

rutinoside. The method that showed the best performance was hydroethanolic 
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(ethanol/water), making up a quantity of 34,559 mg.g-1 of this compound in the extract. 

For the antioxidant activity, it was observed that the extracts prepared with polar solvents 

favored the extraction process and showed greater antioxidant activity, highlighting the 

hydroethanolic, methanolic and ethanolic extracts. For total phenolics, the extracts that 

stood out were methanolic, hydroethanolic and ethanolic. For carotenoids, nonpolar 

solvents favored the extraction process, with the hexane extract having the highest 

carotenoids concentration, followed by ethyl acetate, ethanolic, hydroethanolic and 

methanolic extracts. For the antifungal assay, the hydroethanolic and hexane extract 

showed the same inhibition performance for the fungus Sclerotinia sclerotiorum with a 

maximum close to 40%, whereas for the fungus Rhizopus stolonifer, the hexane extract 

showed a better inhibition performance with a maximum close to 62%. The 

chromatographic analytical method showed linearity in the studied concentration range. 

The detection and quantification limits (LD and LQ) were 0.18 and 0.54 µg/mL for 

quercetin-3-O-rutinoside. For alginate nanoparticles containing quercetin-3-O-rutinoside, 

it was observed that the samples that remained stable for eight months were QR3 and 

QR4. Resulting in nanoparticles of sizes 67.53 and 201.6 nm and zeta Potential of -22.9 

and -25.3 mV, respectively. The encapsulation efficiency values of quercetin-3-O-

rutinoside for the prepared formulations were between 95.08 to 99.12%. A factorial 

design 23 was made with a central point and the effects of the nanoparticle formulations 

compounds were evaluated and it was found that the efficiency of quercetin-3-O-

rutinoside encapsulation is positively influenced by the increase in the amount of alginate 

and CTAB/Alginate, and negatively influenced by the increasing amount of Tween. 

 

Keywords: antifungal, biopolymers, flavonoids, HPLC-DAD, rutin. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

 

 

Produtos naturais oferecem diversos benefícios a saúde, ao longo do tempo estes 

benefícios se estenderam tanto para o ramo alimentício, aumentando o consumo de 

alimentos naturais, quanto para a agricultura (MARRELLI; STATTI; CONFORTI, 

2020). Inúmeros estudos relatam pesquisas utilizando óleos essenciais, seivas e extratos 

vegetais de diversas plantas, abrangendo folhas, flores, frutos, caule, e outras partes das 

plantas (ALVES, 2018; JESUS et al., 2016; COELHO et al., 2016; REZENDE et al., 

2020).   

O número de pesquisas com plantas no decorrer do tempo está em crescente 

elevação, resultado dos variados benefícios apresentados em diversas áreas. Medicina 

(ENOGIERU et al., 2018), cosmética (SARAF; KAUR, 2010), agricultura (ISMAIL et 

al., 2016) e alimentícia, ainda com variadas aplicações. Por exemplo, Belaidi et al (2020) 

avaliaram o efeito fungicida do extrato vegetal de Ephedra alata frente ao fungo Fusarium 

oxysporum. Inferindo potencial atividade antifúngica aos seus extratos. Nishibori; 

Kishibuchi e Morita (2017) estudaram o efeito do extrato da polpa de soja, constatando 

que ele possui capacidade de reduzir a pressão arterial em pacientes hipertensos, sendo 

grande aliado na alimentação, contribuindo para prevenção a condições hipertensivas. 

Souza et al (2017) estudaram os efeitos causados por ingestão do extrato de Croton 

urucurana Baillon, durante a gravidez. Evidenciando que esta planta provoca o 

comprometimento no desenvolver do embrião. Alertam ainda, que seja evitado o uso 

durante esse período.     

No entanto, a espécie Croton urucurana Baill., demonstra promissores 

resultados, em variadas áreas, utilizando diversas partes da planta. Amplamente 

empregada pelas atividades já apresentadas, bem como antioxidante (CORDEIRO et., 

2016), antifúngica (GURGEL et al., 2005) entre outras. Entre os compostos que 
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contribuem para estas atividades, pode-se destacar a quercetina-3-O-rutinosídeo, um 

composto derivado do flavonoide quercetina. A quercetina-3-O-rutinosídeo, 

popularmente conhecida por rutina, já é utilizada por apresentar atividade antibacteriana 

(BHARATHI; BHUVANESHWARI, 2019), antioxidante (QIAN et al., 2020) entre 

inúmeras outras. Ao longo deste trabalho esse composto será denominado por rutina.  

Nota-se que, diante dos estudos que apresentaram estas atividades, como 

antioxidante, antifúngica, desperta o interesse em analisar os compostos presentes nestes 

extratos, bem como os flavonoides. Podendo exemplificar a quercetina e seus derivados 

que apresentam grande potencial para estas e outras atividades. Com isso, também é 

importante estudar/avaliar o nanoencapsulamento destes ativos para inúmeras aplicações, 

aprimorando a forma de veiculação destes extratos, com potenciais na medicina, 

cosmética, agrícola e outras.  

Diante disso, o intuito deste trabalho foi obter extratos das folhas de sangra 

d’água com diferentes solventes, quantificar o composto rutina pelo método CLAE-DAD, 

avaliar a atividade dos extratos frente aos fungos pós-colheita Rhizopus stolonifer e 

Sclerotinia sclerotiorum e obter nanoformulações contendo este ativo. 

Neste sentido, este trabalho se encontra estruturado em dois capítulos, sendo: 

Capítulo I apresenta sobre a validação de método analítico para identificar e quantificar 

a rutina e avaliar o potencial antifúngico dos extratos das folhas de sangra d’água. Já o 

Capítulo II discorre sobre nanoencapsulamento de rutina.  

 

1.1 Espécie Vegetal - Croton urucurana Baill. 

A família Euphorbiaceae é representada por 300 gêneros a cerca de 6000 

espécies. Dentre elas se encontra o gênero Croton, no qual pode ser encontrada a espécie 

Croton urucurana Baill., popularmente conhecida por sangra d’água. Na medicina 

tradicional é utilizada no tratamento de reumatismo, dores, como cicatrizante e úlceras 

gástricas, entre outros (CORDEIRO et al., 2016). Sendo também utilizada pela atividade 

antioxidante relacionada ao conjunto de flavonoides presentes, os quais são relatados por 

vários trabalhos (SILVA et al., 2017; SIMIONATTO et al., 2007).  

Esta espécie é amplamente utilizada para recuperação de zonas ripárias (LIMA 

et al., 2008; ALVARENGA et al., 2003). É uma árvore de porte médio a grande, com 

floração no período de janeiro a março (EMBRAPA, 2017) (Figura 1) e seus frutos podem 

ser coletados entre os meses de março a julho (OLIVEIRA et al., 2016).  
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Figura 1. Sangra d'água. A: folhas verdes; B: folhas alaranjadas; C: flores; D: árvores; E: caule; 

F: frutos. Fonte: a autora. 

É uma espécie típica de mata ciliar, utilizada para controlar o excesso de água 

da chuva nos solos, evitando sua erosão, escoamento de terra, e contribui na mitigação da 

perda da água dos oceanos e rios entre outros. É uma planta de grande abundância em 

ambientes de matas ciliares e não apresenta risco de extinção (LORENZI, 2002; 

PEIXOTO et al., 2006). Tem ocorrências em Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil (RAO 

et al., 2007; ALVES et al., 2020). Esta espécie apresenta elevado potencial de 

regeneração, sendo este processo constante, pelo grande número de plantas jovens. Diante 

disso, áreas com alto quantitativo desta planta podem não sofrer com ações antrópicas 

(ALVES et al., 2008). 

 Diversos estudos já realizados com esta espécie e gênero constataram eficácia 

em variadas áreas. Por exemplo, Coelho et al (2016) concluíram que os flavonoides 5-

hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona, casticina e penduletina, extraídos de Croton betulaster, 

demostraram atividade antitumoral de células de glioblastoma humano.  

Jesus et al (2016) trabalhou com extrato vegetal etanólico da casca de sangra 

d’água, avaliando sua atividade antifúngica frente ao fungo Fusarium oxysporium. Os 

autores realizaram o método de doses, e como resultado notou que a partir da dose de 300 

mg.L-1, o extrato inibiu 100% o crescimento micelial do fungo. Já Casão et al (2020) 

mostrou que o extrato etanólico da casca de Croton urucurana, pode também ser 

promissor como cicatrizante de feridas em camundongos.  

Dentre os compostos presentes no extrato de sangra d’água, pode-se encontrar a 

rutina, um flavonoide, cuja fórmula estrutural é mostrada na Figura 2. Derivado do 

flavonoide quercetina, esta que é utilizada para fabricação de protetores solares, 

destacando a vantagem de utilização de um produto de origem vegetal (SARAF; KAUR, 

2010). Sua estrutura apresenta o núcleo da quercetina com um grupo glicosilado ligado 
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ao oxigênio do anel pirano C formando a rutina. A rutina é um composto bastante 

utilizado na medicina e na alimentação, por apresentar atividades de interesse, por 

exemplo antioxidante (ENOGIERU et al., 2018), apresentando potenciais para 

desempenhar outras atividades.  

            
Figura 2. Fórmula estrutural química da quercetina-3-O-rutinosídeo. Fonte: LIN et al., 2012.  

A quercetina-3-O-rutinosídeo de fórmula molecular C27H30O16, massa molar 

610,52 g/mol, pó de cor amarelada solúvel em metanol, em piridina e solventes alcalinos, 

fracamente solúvel em acetona e insolúvel em clorofórmio, benzeno e éter. Pode ser 

encontrada em folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) (CHAHYADI; 

ELFAHMI, 2020), sangra d’água (Croton urucurana Baill.), vegetais, frutas, chás, vinhos 

(DAMIN et al., 2019).  

Alves (2018) apresenta em seus estudos do extrato hidroetanólico das folhas de 

sangra d’água, que apresentam elevado teor de rutina. Apresentando quantitativo de 11,18 

mg/g no extrato das folhas, em comparação com extratos de outras partes da planta, como 

galhos e periderme. 

 

1.2 Compostos antioxidantes 

Os compostos fenólicos são amplamente presentes na natureza, encontrados em 

plantas, em todas as partes. Sendo uma das classes de compostos mais comumente 

encontrados. Eles dispõem de elevada ação antioxidante, sendo assim bastante utilizados 

na medicina, cosmética e também na área alimentícia apresentando benefícios para a 

saúde (SILVA, 2015). 

As plantas são responsáveis pela produção dos metabólitos primários e 

secundários. Os metabólitos primários estão relacionados com crescimento e 

metabolismo da planta. Já os metabólitos secundários são aqueles em que as plantas 
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possuem a capacidade de sintetizar e armazená-los, os quais contribuem na proteção 

contra patógenos, por exemplo (VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).  

Os metabólitos secundários são os maiores contribuintes e também de maior 

valor atribuído, pois são eles os mais comumente utilizados na área cosmética, em 

medicamentos, agroquímicos e alimentos. Seus efeitos benéficos, podem estar 

diretamente relacionados com sua importância ecológica. Por exemplo, uma planta que 

apresenta defesa contra os herbívoros que tem atividade citotóxica, pode apresentar 

benefício a saúde e ser usado como sedativo, antidepressivo, entre outros (VIZZOTO; 

KROLOW; WEBER, 2010). 

Os metabólitos secundários são divididos em três grupos: compostos 

nitrogenados, terpenos e compostos fenólicos. Os compostos nitrogenados-alcaloides, são 

compostos cíclicos orgânicos que apresentam em sua estrutura ao menos um átomo de 

nitrogênio. Estes compostos do metabolismo secundário são reconhecidos por efeito 

acentuado no sistema nervoso, podendo ser utilizados como alucinógenos ou veneno. Os 

terpenos, são a classe de produtos vegetais naturais mais variada existente. Eles são 

formados através do isopentenilpirofosfato, dando origem aos monoterpenos, 

sequiterpenos, diterpenos, triterpenos e os tetraterpenos. Estes compostos são 

denominados óleos essenciais, por isso são amplamente utilizados em comércio de 

perfumes e sabores. Os compostos fenólicos são um grupo de compostos que se fazem 

presente no cotidiano de todos, seja agregando odor, coloração ou sabor. Eles podem ser 

sintetizados por meio de duas vias, a do ácido mevalônico e a do ácido chiquímico 

(VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010). São divididos em subclasses, sendo elas: 

flavonas, flavonóis, flavanonas, flavanol, flavandiol, chalconas, antocianidina, 

biflavonoides, auronas, isoflavonoides, dihidrochalconas, proantocianidina e 

dihidroflavonol (CUI et al., 2016).  

As plantas desenvolveram ainda compostos antioxidantes que foram 

desenvolvidos como meio de proteção e sobrevivência para elas. Os antioxidantes 

possuem a capacidade inibir ou retardar a oxidação de substratos oxidáveis (VIZZOTO; 

KROLOW; WEBER, 2010).  

Morais et al (2009) avaliaram a ação antioxidante de um grupo de chás que são 

bastante consumidos pela população. Os extratos metanólicos dos chás que demonstraram 

mais expressiva capacidade antioxidante foram: chá verde (Camelia sinensis (não 

fermentado)); cravo (Eugenia aromatica); canela (Cinnamonum zeylanicum); louro 

(Laurus nobilis) e chá preto (Camelia sinensis (fermentado)). Os autores concluíram que 
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esta ação antioxidante está relacionada com a presença de certos compostos, como: 

compostos fenólicos, catequinas e flavonoides.  

Sousa et al (2007) avaliaram a ação antioxidante dos extratos etanólicos das 

folhas e da casca do caule de cinco plantas medicinais, através do método de sequestro 

de radical livre de DPPH. As plantas que apresentaram mais elevada atividade foram: 

Terminalia brasiliensis, Terminalia fagifolia, Cenostigma macrophyllum e Qualea 

grandiflora. Já o extrato de Copernicia prunifera foi o que apresentou menor atividade. 

Os autores concluíram que há algum composto que contribui com que os extratos 

apresentem essa elevada atividade antioxidante, e serão necessários futuros estudos mais 

aprofundados para determinarem o composto ou o conjunto de compostos. 

Silva et al (2017) avaliaram a atividade antioxidante através do método DPPH 

dos extratos aquoso, hidroalcóolico e etanólico das folhas de sangra d’água. Através deste 

estudo puderam concluir que o extrato com maior atividade antioxidante foi o 

hidroalcóolico e sugerem mais estudos para aprimorar a elucidação dos benefícios, 

antivirais, cicatrizante, anti-inflamatória e outros.  

 

1.3 Flavonoides 

Os flavonoides são um dos grupos de compostos fenólicos mais diversificados e 

importantes do reino vegetal. Podem ser encontrados em flores, folhas, frutos e raízes 

(GAI et al., 2020), em diferentes concentrações em diferentes partes da planta (LIU et al., 

2019).  

A estrutura química básica de um flavonoide (Figura 3) é constituída por 15 

carbonos, que são arranjados em dois anéis aromáticos (anel A e anel B), que estão ligados 

por meio de um anel heterocíclico pirano (anel C) (ALSEEKH et al., 2020; SILVA et al., 

2015). 
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Figura 3. Estrutura química básica de um flavonoide. Fonte: a autora. 
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Os flavonoides fazem parte do grupo dos metabólitos secundários, atuando em 

relação a proteção a radiação UV, como antioxidantes e auxiliam na resistência das 

plantas a patógenos, tais como insetos e fungos (FERREIRA et al., 2016). Atuam também 

como atratores de polinizadores (NIJVELDT et al., 2001).  

Pode-se destacar que o grupo dos polifenóis em geral, apresentam diferentes 

funções, entre elas, fungicida e bactericida (SIMÕES et al., 2016). Os flavonoides fazem 

parte desse grupo e além destes há também, as lignanas, ácidos fenólicos e estilbenzenos 

(RODRIGUEZ et al., 2014).  

Dentre os diversos flavonoides que podem ser encontrados nas plantas, pode-se 

destacar a quercetina (Figura 4) e seus derivados, os quais são pertencentes à subclasse 

dos flavonols. Amplamente encontrados no reino vegetal, sendo utilizados em variadas 

áreas, desde cosmética para fabricação de protetores solares para humanos por possuir 

elevada atividade antioxidante, até seu uso na alimentação (CAPRA et al., 2014). São 

encontrados em maçã, morango, chá, tomate, cebola e uva (KANBEROGLU; YILMAZ; 

SOYLAK, 2019), entre outros alimentos.  

O

OOH

OH

OH

HO

OH

 
Figura 4. Estrutura química do flavonoide quercetina. Fonte: a autora. 

Entre os derivados da quercetina, destaca-se a rutina. Relatado em diversos 

estudos, esse composto apresenta promissores resultados em variadas áreas, como, 

agricultura (ISMAIL et al., 2016), medicina (ENOGIERU et al., 2019). Como exemplo, 

Oliveira et al (2016) realizaram ensaio antifúngico frente ao fungo Cryptococcus 

neoformans, com rutina sozinha e combinada com o fungicida anfotericina B. Com os 

resultados obtidos concluíram que a rutina apresenta potencial antifúngico para 

combinação com este fungicida. 

Oliveira et al (2014) trabalharam testando diferentes doses de rutina, avaliando 

sua atividade sobre os níveis de colesterol total em coelhos machos e fêmeas. Eles 
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concluíram que nas condições trabalhadas, este composto mostrou eficácia na redução 

dos níveis de colesterol total em coelhos fêmeas.  

Além do composto rutina puro apresentar atividades promissoras, ele pode ser 

encontrado também em plantas. Quando associados a outros compostos apresentam 

resultados benéficos, com promissores resultados. Por exemplo, extratos etanólico, 

hexânico e hidrometanólico das folhas de Humulus lupulus L., apresentaram alta 

atividade antioxidante e também elevado potencial terapêutico, sendo direcionado pelos 

autores pela presença de compostos fenólicos e flavonoides (SANTOS, 2018). A rutina 

também pode ser encontrada no extrato das folhas de Ginkgo biloba L. (BANOV et al., 

2006) e em folhas, galhos e periderme de Croton urucurana B. (ALVES, 2018). A 

respeito desta última espécie, foi relatado que seu extrato hidroetanólico das folhas 

possuem efeito inibitório sobre crescimento de células tumorais humanas, nas linhagens 

NCI-H460, HeLa, HepG2 e MCF7. Os autores constataram ainda que, há maior 

quantidade deste composto nos extratos das folhas, se comparado aos extratos dos galhos 

e periderme. 

Diante disso, a extração de flavonoides de plantas apresenta vantagens, pois 

desempenham atividades de amplo interesse. A indústria farmacêutica é um campo que 

oferece maior demanda por produtos de origem vegetal, mas além dela, a população em 

geral também (MONTANARI; BOLZANI, 2001). A abundância das plantas, a facilidade 

de encontrá-las, caracteriza-se como ponto importante na sua utilização. Quando utilizado 

folhas, galhos e caule, ressalta-se que estas partes são renováveis, quando a coleta é 

realizada de maneira sustentável, não prejudicando a planta.  

Os flavonoides e outros compostos presentes em extratos podem ser extraídos 

por diferentes métodos. Seja por percolação, maceração, infusão, extração por soxhelt, 

decocção e outros, em distintas condições. Consistindo na capacidade de extração de 

diferentes solventes, sendo definido para os tipos de compostos desejados (ALVES, 2018; 

KHARBACH et al., 2020). 

 

1.4 Nanopartículas Poliméricas 

A fim de aperfeiçoar a utilização dos extratos, melhorando a qualidade do 

produto final, o preparo de nanoformulações tem despertado o interesse de áreas como 

medicina, cosmética, alimentícia e a agroindústria. Esta classe de produtos é constituída 

por nanopartículas, que são carregadas com princípios ativos. Inúmeros estudos, 
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destacam o encapsulamento de extratos e princípios ativos, em geral, destacando a 

importância pela maior proteção dos compostos. Entre as vantagens, há a redução da 

degradação, decomposição e aumento do tempo disponível no mercado (KUMARI; 

YADAV; YADAV, 2010; RIVAS et al., 2017).  

Nanoformulações consistem no encapsulamento de princípios ativos por meio 

de técnicas que envolvem a nanotecnologia. Consistindo na transformação de substâncias 

que se tornam carreadores, com diâmetro variando de 50 a 500 nm (MITTAL, 2011, 

p.16). Podendo ser na forma de microesferas, micelas poliméricas e nanopartículas 

poliméricas (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; RIVAS et al., 2017).   

Nanopartículas poliméricas são classificadas de duas formas, nanoesferas e 

nanocápsulas, diferindo em relação à organização estrutural e composição. Nanocápsulas, 

são constituídas por um invólucro polimérico envolvendo o núcleo líquido, podendo 

conter água ou óleo. Já as nanoesferas são estruturas constituídas por uma matriz 

polimérica (VALENTE et al., 2012) (Figura 5).   

 
Figura 5. Representação esquemática de nanopartículas poliméricas. A: nanocápsulas e B: 

nanoesferas Fonte: Adaptado de Rao; Geckeler, 2011. 

Por sua vez, as nanopartículas poliméricas apresentam vantagens como, 

capacidade de incorporar substâncias tanto hidrofóbicas, quanto hidrofílicas, capacidade 

de transporte e estabilidade alta. Podendo ser aplicadas a medicina (TZENG et al., 2016), 

cosmética (DRAELOS, 2011) e agricultura (SAMPATHKUMAR; TAN; LOO, 2020). 

Administradas por diferentes vias, tais como nasal, oral (COSTA et al., 2021), ocular 

(MEZA-RIOS et al., 2020) e intravenosa/intramuscular (RIVAS et al., 2017). Na 

agricultura essas nanopartículas podem ser administradas por dispersão e pulverização 

por exemplo, de fertilizantes, herbicidas e pesticidas (BONATTO; SILVA, 2014).   

Uma das maneiras que podem ser formadas as nanopartículas poliméricas é 

através do gotejamento sobre a solução de cálcio, o qual desempenha o papel de 

reticulante, uma solução contendo o polímero, o ativo e o surfactante. No momento do 

gotejamento acontece a formação das nanopartículas (RAO; GECKELER, 2011). Estas 
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nanopartículas poliméricas podem ser preparadas a partir de polimerização de 

monômeros ou por polímeros pré-formados. Através dos métodos de salting-out, 

evaporação de solvente, nanoprecipitação, tecnologia do fluído supercrítico e diálise 

(RAO; GECKELER, 2011). 

A produção destas nanopartículas poliméricas é possível ser controlada mais 

facilmente com a utilização de polímeros pré-formados (SOUTO; SEVERINO; 

SANTANA, 2012), apresentando a longo prazo elevada estabilidade física (TADROS et 

al., 2004). Podem ser compostas por biopolímeros ou polímeros sintéticos. Biopolímeros 

são polímeros produzidos por organismos vivos e apresentam vantagens de 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, por exemplo, polilactato, polímeros de amido, 

alginato entre outros. Os polímeros sintéticos são provindos de fontes não renováveis, 

como o petróleo, através de reações chamadas de polimerização, apresentam estabilidade 

mecânica e térmica, como exemplos, poliestireno (PS), polietileno (PE), poli (cloreto de 

vinila) (PVC) (PASSOS; GLASIUS; BILLER, 2020); LIMA; SOUZA, 2011). 

O polissacarídeo alginato de sódio provém da metabolização do ácido algínico, 

e está presente em paredes celulares de algas marinhas marrons (SELLIMI et al., 2015). 

É um polímero natural biodegradável, que apresenta biocompatibilidade e disponibilidade 

alta, e não tóxico sendo desta forma utilizado em diversas áreas (HUIQIONG et al., 2020).  

Quando o alginato entra em contato com cátions divalentes, por exemplo Ca2+, 

ocorre a gelificação ionotrópica. Este processo leva a junção intercadeias gerando as 

nanopartículas, permitindo a encapsulação de ativos na matriz polimérica por meio de 

interações de van der Waals e eletrostáticas. Esta junção de cadeias faz com que o alginato 

deixe de ser solúvel em água, permitindo o nanoencapsulamento do ativo formando a 

nanopartícula (SILVA et al., 2010; SARMENTO et al., 2006; CHAVANPATIL et al., 

2007).  

Um dos fatores para a escolha do material que compõe as nanopartículas, é que 

sejam degradados com facilidade e produzam metabólitos que não sejam tóxicos, por 

isso, a procura para se obter formulações partindo de polímeros naturais biodegradáveis, 

como por exemplo, alginato e quitosana (SILVA et al., 2010). Nestes casos, busca-se a 

utilização por biopolímeros. Mas, não somente a utilização de biopolímeros, mas de 

polímeros que sejam provindos de fontes renováveis (BRIGODE et al., 2020).  

A motivação para realizar o processo de nanoencapsulamento provém das 

vantagens apresentadas por esse sistema, assim como apresentado anteriormente. 

Melhorando a biodegradabilidade, protegendo o ativo da degradação e permitindo que a 
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nanopartícula com o ativo vá diretamente no lugar pretendido, no caso medicinal (BAI et 

al., 2020). Já voltado para a área agrícola, ressalta-se as vantagens de auxiliar no 

desenvolvimento, crescimento e produtividade das plantas (RASTOGI et al., 2019). 

Nanopartículas poliméricas podem ser preparadas com ativos de plantas do 

cerrado, que já são utilizadas na agricultura no controle de pragas, detecção de vírus em 

plantas (BONATTO; SILVA, 2014), na medicina (INDORIA; SINGH; HSIEH, 2020), 

na cosmética em filtros solares e produtos para a pele (SARAF; KAUR, 2010), entre 

outras aplicações. Como existem ativos que são termicamente sensíveis, apresentam 

rápida degradação, as nanopartículas poliméricas vêm auxiliar nesta questão, 

aprimorando suas aplicações, sendo ecologicamente corretas.  

Silva et al (2014) relataram encapsulamento de subprodutos de acerola, goiaba 

e maracujá utilizando nanopartículas de poli (DL-lactídeo-co-glicolídeo) (PLGA), um 

biopolímero. Testaram a atividade antimicrobiana contra as bactérias Escherichia coli 

K12 e Listeria monocytogenes Scott A. E, os subprodutos encapsulados apresentaram 

maior atividade antimicrobiana em relação aos subprodutos não encapsulados a menor 

concentração estudada.  

Kirik e Kizilbey (2019) propuseram encapsular o flavonol rutina por sua baixa 

biodisponibilidade e solubilidade. Sintetizaram nanopartículas de PLGA contendo rutina, 

por diferentes métodos a fim de melhorar sua biodisponibilidade. Aluani et al., (2017) 

desenvolveram nanopartículas de quitosana/alginato carregadas com o flavonoide 

quercetina. Através dos ensaios concluíram que este sistema se apresenta promissor para 

transportar quercetina contra o estresse oxidativo relacionado a lesões. 

Os trabalhos que relatam sobre nanopartículas de alginato, visam diminuir a 

solubilidade desse polímero, melhorar a compatibilidade com células humanas (JIANG 

et al., 2018), capacidade de separar vapor de água, serem biocompatíveis (SHIRKE et al., 

2020), encapsulam os flavonoides quercetina e narigerina para tratamento de diabetes 

(MUKHOPADHYAY et al., 2017; MAITY et al., 2017). Observando maiores aplicações 

voltadas para área da saúde. 

A encapsulação em nanopartículas poliméricas pode ser realizada com vasta 

gama de princípios ativos, dentre eles está a classe dos flavonoides, como citado 

anteriormente, sendo extraídos de produtos de origem vegetal (MANI; NATESAN, 

2018). Encapsular esta classe de compostos pode proporcionar promissores resultados, 

diante dos estudos já apresentado. Não somente encapsular flavonoides de maneira 

isolada, mas também quando combinados com outros compostos dessa classe. Este 
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produto encapsulado final, pode contribuir tanto com desempenho de atividades nas áreas 

citadas anteriormente, quanto para melhorar a forma de veiculação deste composto (LIU 

et al.,2020).  

Diante dos relatos apresentados, observa-se na literatura que há oportunidade de 

estudar/avaliar o encapsulamento de flavonoides, de rutina em matriz polimérica, com 

alginato. Proporcionando potencial para o encapsulamento de ativos extraídos de plantas 

em matrizes poliméricas. 

 

1.5 Fungos fitopatogênicos pós-colheita  

Os fungos podem contribuir tanto positivamente quanto negativamente com os 

ecossistemas e agroecossistemas, tais como animais, plantas e alimentos (FONES; 

FISHER; GURR, 2017). Correntemente os fungos são a principal causa de doenças nas 

lavouras. Por exemplo, o fungo Sclerotinia sclerotiorum causa doença no cultivo de feijão 

(GOMES et al., 2011), o fungo Rhizopus stolonifer causa doença pós-colheita em 

framboesas, afetando armazenamento e venda (ZHANG et al., 2020). Eles são fortes 

responsáveis por grandes perdas na economia e acarretam malefícios pré e pós-colheita 

(NABI et al., 2017). 

Diante das dificuldades encontradas pelos produtores e comerciantes, a principal 

está no armazenamento de seus produtos. Necessitando ser conduzido de maneira correta, 

caso contrário pode ocasionar danos e perdas, pela proliferação de fungos. A podridão 

causada para determinadas culturas está associada aos seguintes fungos, Aspergillus 

flavus, Penicillium ssp presentes em culturas de arroz (SCHEIDT et al., 2020), Sclerotinia 

sclerotiorum em feijão (DILDEY et al., 2014), Rhizopus stolonifer causador da podridão 

do tubérculo do inhame após a colheita (SAMEZA et al., 2016), dentre outros.  

O fungo fitopatogênico Rhizopus stolonifer é o agente causador da podridão 

mole em culturas como inhame (SAMEZA et al., 2016), framboesa (ZHANG et al., 

2020), também morango (SILVA et al., 2020). Comumente observada em pós-colheita 

no armazenamento e durante o transporte, e pouco encontrada no campo (OLIVEIRA; 

SANOS-FILHO, 2007). Já o fungo fitopatogênico Sclerotinia sclerotiorum causador da 

doença conhecida por mofo branco, afeta culturas como tomate, feijão, soja (MBEDZI et 

al., 2019) e quiabo (PROVA et al., 2017). Podendo ser afetado todos os órgãos da planta, 

desde as raízes, sendo cobertas pelo micélio de cor branca, até frutos e folhas, tanto pré, 

quanto pós-colheita. Por este fungo é produzido os escleródios, estruturas resistentes e 
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reprodutivas (DILDEY et al., 2014). O Brasil está entre os maiores produtores de soja 

(MATEI et al., 2017), e estima-se que este fungo está presente em mais de seis milhões 

de hectares dessa cultura, causando redução em sua produtividade (JULIATTI et al., 

2013). 

Devido os efeitos causados pelos fungos na produção e economia como citado 

anteriormente, surge a necessidade de buscar alternativas que contribuem para o controle 

destes fitopatógenos (ABREU et al., 2008). Em campo como forma de controle, utiliza-

se de fungicidas que são direcionados para cada cultura juntamente, com medidas 

preventivas no plantio, contribuindo para não proliferação dos fungos, assim como, 

espaçamento entre as plantas, adubação adequada, poda e outras medidas (GARRIDO; 

SÔNEGO, 2003).  

A aplicação dos fungicidas comerciais apresentam vantagens como, fixação na 

planta logo após aplicação, tempo de proteção. Assim como desvantagens, resistência das 

plantas ao uso contínuo do fungicida e altos custos (TEDFORD et al., 2017; GU et al., 

2019). A aplicação dos fungicidas pode acarretar danos ao meio ambiente e à saúde. Por 

exemplo no caso de frutas, pelo uso intenso para prevenção de fungos, o fungicida pode 

penetrar nos tecidos das frutas se fazendo presente na polpa e consequentemente no suco. 

Podendo causar desde pequenas alergias até câncer (LOZOWICKA et al., 2016). 

Diante disso, surge as tecnologias alternativas as já existentes que contribuem 

com o controle ou inibição dos fungos, que podem ser através de extratos vegetais ou 

óleos essenciais que apresentam fitoquímicos bioativos capazes de fornecer proteção 

contra fungos. Estes produtos alternativos são formas que contribuem de maneira 

positiva, não causando danos igual os fungicidas sintéticos (BAÑOS; MOLINA; 

NECHA, 2014). Além da aplicação dos extratos vegetais brutos e óleos essenciais 

(OJAGHIAN; DAVOUDI, 2019), é possível aplicação em nanoformulações, sendo 

ecologicamente corretos e aprimorando a eficiência desses produtos (THIPE et al., 2020). 
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3. OBJETIVOS 
 

 

 

 

3.1 Geral 

Estudo do preparo de nanoformulações com extrato de sangra d’água (Croton 

urucurana Baill.) e avaliação da atividade antifúngica. 

  

3.2 Específicos 

• Obtenção dos extratos das folhas de sangra d’água através do método de 

maceração; 

• Desenvolvimento de método analítico para identificação e quantificação de 

quercetina-3-O-rutinosídeo por CLAE-DAD; 

• Avaliação da atividade antioxidante; 

• Determinação de compostos fenólicos totais; 

• Determinação de carotenoides; 

• Preparação e caracterização de nanoformulações; 

• Realização de ensaio antifúngico.   
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4. CAPÍTULO I 

 

 

REVISTA BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA 

 

 

MÉTODO ANALÍTICO PARA IDENTIFICAÇÃO E 

QUANTIFICAÇÃO DE QUERCETINA-3-O-RUTINOSÍDEO E 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DOS EXTRATOS 

DAS FOLHAS DE CROTON URUCURANA BAILLON 
 

Lorena L. Freitas1*, Cássia C. F. Alves1, Jáliston J. Alves1, Celso M. Belisário1, 

Erika C. Resende2, Eloiza S. N. Viali1  
1Instituto Federal de Educação Ciência e Tecnologia Goiano, Rodovia Sul Goiana, Km 

01, Zona Rural, Rio Verde-GO, 75909-120, Brasil.  
2Instituto Federal de Educação Ciência e Tecnologia Goiano, Av. Oeste, 76200-000, 

Iporá-GO, Brasil.   

Autor para correspondência: eloiza.nunes@ifgoiano.edu.br (Eloiza S. N. Viali). 

 

Resumo: Croton urucurana Baillon é uma planta amplamente empregada na medicina 

tradicional, comumente encontrada em zonas ripárias. O composto quercetina-3-O-

rutinosídeo pertencente à subclasse dos flavonols é encontrado nos extratos de partes 

dessa planta. Estes extratos podem ser utilizados como tecnologia alternativa no controle 

de fungos fitopatogênicos pós-colheita, tais como Rhizopus stolonifer e Sclerotinia 

sclerotiorum. Diante disso, objetivou-se obter extratos de Croton urucurana Baillon, 

realizar análise fitoquímica e ensaio antifúngico dos extratos e desenvolver método 

analítico para quantificação de quercetina-3-O-rutinosídeo.  Dos extratos obtidos, o que 

apresentou maior rendimento e maior concentração do composto quercetina-3-O-

rutinosídeo foi o extrato hidroetanólico. Os extratos hidroetanólico e metanólico 

demonstraram alto poder antioxidante, apresentando percentual de inibição do radical 

DPPH• de 93,78 e 93,22%, respectivamente. O extrato hexânico apresentou 1603,03 µg.g-

1 de carotenoides. Para fenólicos totais, o extrato metanólico se destacou com 41,35 mg 

Equivalente Ácido Gálico/100g de extrato. O método analítico por cromatografia líquida 

de alta eficiência apresentou linearidade na faixa de concentração estudada. Os limites de 

detecção e quantificação foram 0,18 e 0,54µg/mL, respectivamente, para quercetina-3-O-

rutinosídeo. O extrato hexânico apresentou 62% de inibição de crescimento do fungo 

Rhizopus stolonifer. Já para o fungo Sclerotinia sclerotiorum o extrato hidroetanólico e o 

extrato hexânico apresentaram atividade similar de inibição a cerca de 38%. Conclui-se 

que o método cromatográfico desenvolvido foi preciso, exato, linear e adequado para 

quantificar do composto quercetina-3-O-rutinosídeo. Os extratos Hexânico e 

mailto:Eloiza.nunes@ifgoiano.edu.br
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Hidroetanólico apresentaram moderada atividade antifúngica contra Sclerotinia 

sclerotiorum e o Hexânico demonstrou superior inibição para o fungo Rhizopus 

stolonifer. 

 

Palavras-chave: CLAE-DAD-UV, flavonoides, rutina, Rhizopus stolonifer, Sangra 

d’água, Sclerotinia sclerotiorum. 
 

 

4.1 Introdução 

A Sangra d’água (Croton urucurana Baillon) é uma planta utilizada na medicina 

tradicional desde a antiguidade para o tratamento de reumatismo, dores, úlceras gástricas 

e como cicatrizante (Cordeiro et al., 2016). Esta espécie é caracterizada como uma árvore 

de médio a grande porte, com floração no período de janeiro a março (Embrapa, 2017) e 

seus frutos podem ser coletados entre os meses de março a julho (Oliveira et al., 2016). 

Por ser uma espécie típica de mata ciliar é utilizada para recuperação de zonas ripárias 

(Lima et al., 2008; Alvarenga et al., 2003) e no controle do excesso de água da chuva no 

solo. Desta forma, tem papel fundamental na redução do escoamento de terra, erosão do 

solo, contribuindo com a diminuição da perda da água dos oceanos e rios (Lorenzi, 2002; 

Peixoto et al., 2006). Ocorre na América do Sul, sobretudo nos países Paraguai, 

Argentina, Uruguai e no Brasil, onde, neste último, pode ser encontrada nas regiões norte, 

sul e centro-oeste (Rao et al., 2007; Alves et al., 2020).  

Extratos vegetais do gênero Croton se destacam com resultados promissores em 

estudos relacionados à atividade antitumoral (medicina), antifúngica (agricultura) (Castro 

et al., 2012; Alves, 2018) entre outras. Tais atividades se devem, principalmente aos 

compostos denominados metabólitos secundários como os compostos fenólicos, terpenos 

e nitrogenados (Ullah; Bano; Janjua, 2020).  

A quercetina-3-O-rutinosídeo, também conhecida como rutina, pode ser 

encontrada em extratos vegetais de folhas, galhos e periderme de C. urucurana B. (Alves 

et al., 2020). É derivada do flavonoide quercetina, pertencente à subclasse dos flavonols 

(Budzynska et al., 2019). Comumente utilizada na alimentação, por apresentar atividade 

antioxidante, também na medicina, para tratamentos como neuroprotetor (Budzynska et 

al., 2019), terapia natural para tratamento de Alzheimer (Habtemariam, 2016), entre 

outras aplicações. Portanto, a determinação de quercetina-3-O-rutinosídeo em extratos 

vegetais de C. urucurana B. apresenta importância por suas atividades já apresentadas. 

Assim, é relevante o desenvolvimento de metodologia analítica para identificação e 
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quantificação de compostos bioativos, para garantir resultados confiáveis e apropriados 

para o uso desejado (Raposo e Bianco, 2020). 

Os fungos fitopatogênicos Rhizopus stolonifer e Sclerotinia sclerotiorum causam 

danos nas lavouras tanto pré quanto pós-colheita de inhame (Sameza et al., 2016), 

framboesa (Zhang et al., 2020), morango (Silva et al., 2020), feijão, soja (Mbedzi et al., 

2019) e quiabo (Prova et al., 2017), ocasionando prejuízos na produção e economia. 

Buscando medidas de controlar a proliferação desses fungos, Baños et al. (2000) relatam 

a atividade antifúngica dos extratos vegetais de Annona cherimola, Bromelia 

hemisphaerica e Carica papaya, frente ao fungo Rhizopus stolonifer. Ojaghian e Davoudi 

(2019), discorrem sobre o potencial antifúngico apresentado pelo extrato de gengibre e 

canela frente ao fungo Sclerotinia sclerotiorum em cultura de batata. Grande potencial 

para atividade antifúngica é destacado por plantas do gênero Croton, apresentado por 

Kathiravan et al. (2015) e Alves (2018). Com isso, avaliou-se o potencial dos extratos de 

C. urucurana B. no controle desses fungos por meio de estudos in vitro, uma vez que há 

a necessidade de se desenvolver tecnologias alternativas que contribuam, amenizando ou 

evitando os problemas causados por Rhizopus stolonifer e Sclerotinia sclerotiorum.  

Diante do que foi exposto sobre o potencial da planta e da necessidade de novas 

tecnologias que auxiliem no combate aos fungos, objetivou-se preparar extratos das 

folhas de C. urucurana B., realizar análise fitoquímica, desenvolver método de 

quantificação de quercetina-3-O-rutinosídeo por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE-DAD-UV) e avaliar a atividade antifúngica dos extratos frente aos fungos 

Rhizopus stolonifer e Sclerotinia sclerotiorum. 

 

4.2 Material e Métodos 

4.2.1 Coleta do Material Vegetal 

Foram utilizadas partes aéreas de C. urucurana B., de árvores de porte médio, 

coletadas entre 8h00min e 8h30min da manhã no dia 07 de agosto de 2019, no município 

de Santo Antônio da Barra, Goiás (17°33’01” S 50°36’08” W). Sua exsicata foi realizada 

pela Bióloga Gisele Menino e se encontra depositada no herbário do Instituto Federal 

Goiano - Campus Rio Verde, de numeração 602.   
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4.2.2 Preparo do Material Vegetal 

O processo de desfolha, separação da folha do galho, seleção das melhores folhas, 

descarte das doentes e danificadas, higienização (somente para retirada de impurezas) e 

secagem, foram realizadas no laboratório de Pós-Colheita de Produtos Vegetais do 

Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde. A secagem foi conduzida em estufa 

(Marconi) com circulação e renovação de ar, a temperatura de 40°C e verificação até peso 

constante do material vegetal que ocorreu após seis dias (138 h).  

Foi determinado o teor de água do material vegetal in natura, a 103 ± 2°C, em 

estufa com circulação forçada de ar por 24 horas (Asabe, 2010), para determinar o 

percentual de água presente nas folhas de C. urucurana B.. Para o cálculo de 

determinação do teor de água foi utilizada a equação [1]. Como peso inicial (Pi) de 90,51 

g de folhas in natura. 

Teor de água (%): 
𝑃𝑖−𝑃𝑓

𝑃𝑖
𝑋100           Equação [1] 

Após secagem, as folhas foram trituradas em moinho de facas e passadas em 

peneira granulométrica aço inox 8’’x2’’ de abertura 500 µm, obtendo um quantitativo 

final de 676,33 gramas de material vegetal. 

 

4.2.3 Obtenção dos Extratos 

Três massas de 6,705g, 6,707g e 6,708g de material vegetal seco foram utilizadas 

para preparação dos seguintes extratos, através do método de maceração. 1° extrato 

(extrato hidroetanólico (E-Hidro)): a massa de 6,705g foi submetida a extração com 

mistura de álcool etílico 95% (160 mL) e água destilada (40 mL), sob agitação constante 

por 1 hora e repouso por 48 horas. Em sequência o extrato foi filtrado em papel de filtro 

qualitativo Unifil, e levado à estufa com circulação forçada de ar a 45°C para evaporação 

total dos solventes. Para preparo dos demais extratos os mesmos procedimentos foram 

seguidos. 

O segundo extrato (extrato etanólico (E-Et)) foi obtido a partir de 6,707 g de 

material vegetal em 200 mL de álcool etílico 95%. O terceiro extrato (extrato hexânico 

(E-Hex)) foi preparado com 6,708 g de material vegetal e 200 mL de hexano. Após 

filtração, o resíduo do extrato hexânico foi recolhido e submetido novamente a extração 

com acetato de etila (4° extrato), sendo nomeado extrato acetato de etila (E-Acet). Após 

filtração, o resíduo do E-Acet foi submetido novamente a extração utilizando o solvente 

metanol (5° extrato), cujo nome extrato metanólico (E-Met). Para realização dos testes 
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antifúngicos, os extratos foram concentrados em evaporador rotativo (TE-210), pela 

dificuldade de resolubilização do extrato, após seco.  

 

4.2.4 Cálculo de Rendimento do extrato Hidroetanólico 

Seguiu-se os mesmos procedimentos para preparação do extrato, realizado em 

triplicata para determinação do rendimento do E-Hidro. Os béqueres pesados antes da 

filtração e após total evaporação dos solventes. Para realização do cálculo, utilizou-se a 

equação [2]:   

Re = 
𝑃𝑒𝑥𝑡

 𝑃𝑓𝑜𝑙ℎ𝑎𝑠
𝑋100      Equação [2] 

Em que Re é o rendimento em porcentagem; Pext o peso do extrato seco (g); e Pfolhas 

o peso das folhas secas (g) de material vegetal seco e triturado (Rodrigues et al., 2011).  

 

4.2.5 Determinação de Compostos Fenólicos Totais, Carotenoides, Avaliação da 

atividade antioxidante 

A determinação dos compostos fenólicos totais foi realizada através do método de 

Folin-Ciocalteu, segundo metodologia de Singleton e Rossi (1995). 

Para carotenoides, seguiu-se a metodologia de Rodriguez-Amaya (2001).  

Para mensurar a atividade antioxidante dos extratos vegetais, realizou-se o ensaio 

de sequestro de radicais DPPH• (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) de acordo com Mensor et 

al. (2001).  

 

4.2.6 Quantificação de quercetina-3-O-rutinosídeo por CLAE-DAD-UV 

Foram preparadas soluções do padrão quercetina-3-O-rutinosídeo (lote: 

BCBN4628V; marca: Sigma; teor: ≥94%) em diferentes concentrações diluídas em 

metanol. Um método analítico foi desenvolvido testando parâmetros cromatográficos 

para quantificação de quercetina-3-O-rutinosídeo por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE-DAD-UV). 

Nesta etapa de desenvolvimento do método analítico, os extratos obtidos foram 

diluídos em metanol (5 mg.mL-1) e filtrados em unidades filtrantes de nylon de 0,45 µm. 

O filtrado foi analisado por Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector 

de fotodiodos (CLAE-DAD - Shimadzu®) com injetor automático e bomba quaternária. 

A separação cromatográfica se deu através de uma coluna Supelcosil TML C18 (250 mm 

x 4,6 mm, 5 µm) Shimadzu® acoplada a pré-coluna Shim-pack GVP-ODS 10mm x 4,6, 
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fluxo de 1,0 mL.min-1, volume de injeção de 20 µL, temperatura de 30°C, varredura entre 

190 nm-400 nm e quantificação em 254 nm. Os solventes utilizados na fase móvel foram: 

(A) água acidificada com 0,1% de ácido acético e (B) metanol. A eluição ocorreu de 

maneira linear, iniciando 10% B: 90% A (32 min), 66% B: 34% A (32 min), 10% B: 90% 

A (35 min), e reequilibrando a coluna com 10% B: 90% A (40 min).  

Para quantificação de quercetina-3-O-rutinosídeo no extrato, pesou-se 66,7 mg de 

extrato e após preparada a solução, a amostra foi injetada em triplicata para posterior 

construção das curvas de calibração. Seis soluções do padrão (quercetina-3-O-

rutinosídeo) em metanol a diferentes concentrações (500, 250, 125, 50, 25 e 10 µg.mL-1) 

foram preparadas. Para obtenção do limite de detecção (LD) e quantificação (LQ), foram 

preparadas soluções de quercetina-3-O-rutinosídeo nas concentrações (10; 5; 2,5; 1; 0,50; 

0,25 e 0,10 µg mL-1). Para realização dos cálculos e obtenção dos valores de LD e LQ 

foram utilizadas as equações [3 e 4]: 

LD = 3,3𝑋
𝑠

𝑚
  Equação [3]        LQ = 10𝑋

𝑠

𝑚
  Equação [4] 

Em que "s'' é o desvio padrão da resposta, e “m” coeficiente angular da curva 

analítica (Brasil, 2017).  

Os limites de detecção (LD), quantificação (LQ) e a linearidade foram avaliados 

conforme preconizado pela RDC n° 166/2017 (Brasil, 2017).  A exatidão foi avaliada por 

adição de padrão e recuperação. A precisão foi realizada pesando uma massa de 25,0 mg 

da amostra com seis soluções preparadas, injetadas no mesmo dia (intradia) e em dia 

alternado de análise (interdia) (Silva, 2012).  

 

4.2.7 Ensaio de Atividade Antifúngica 

Para este ensaio, utilizou-se o E-Hidro e o E-Hex, nas concentrações 33,1 mg.mL-

1 e 25 mg.mL-1, respectivamente. Adotou-se o delineamento inteiramente ao acaso com 

sete tratamentos: controle, água/etanol, e aplicada a metodologia de doses de 100 µL, 150 

µL, 200 µL, 250 µL e 300 µL, com seis repetições cada. Os fitopatógenos utilizados 

foram o Rhizopus stolonifer isolado de morangos e Sclerotinia sclerotiorum isolado de 

campos de soja. As placas de petri foram previamente esterilizadas e em sequência 

adicionado a elas volume de aproximadamente 20 mL do meio de cultura ágar batata 

dextrose (BDA). Após solidificação do meio de cultura foi adicionado os volumes de cada 

tratamento nas placas e espalhado com auxílio de uma alça de Drigalski. Em seguida, 

adicionado discos a cerca de 5 mm de diâmetro de meio de cultura BDA contendo micélio 
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no centro da placa. Foram realizadas medições de diâmetro do crescimento micelial em 

dois sentidos após total crescimento micelial do fungo da placa controle (medições 

realizadas no terceiro dia após início do ensaio para o fungo Sclerotinia sclerotiorum e 

no segundo dia para o fungo Rhizopus stolonifer). A média das repetições para cada 

tratamento foi determinada e com auxílio da equação [5], realizou-se o cálculo de 

porcentagem de inibição do crescimento (PIC), segundo a metodologia de Venturoso et 

al. (2011). As médias foram determinadas e comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

significância, no software R i386 3.5.0 (Vieira et al., 2019):  

 

𝑃𝐼𝐶 =
 𝐷𝐶𝑀 𝑑𝑜 𝑓𝑢𝑛𝑔𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 −𝐷𝐶𝑀 𝑑𝑜 𝑓𝑢𝑛𝑔𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜

𝐷𝐶𝑀 𝑑𝑜 𝑓𝑢𝑛𝑔𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
𝑋 100  Equação [5] 

 

Em que: DCM - Diâmetro de crescimento micelial. 

 

4.3 Resultados e Discussão 

4.3.1 Preparo do Material Vegetal 

Após os processos de secagem e moagem, obteve-se 676,33 g de material 

vegetal, perfazendo rendimento de 36,36%, havendo considerável redução no volume de 

água. O processo de secagem se torna de grande importância quando está relacionado a 

plantas medicinais, pois há certos constituintes presentes nelas que são sensíveis a 

temperatura. Portanto, recomenda-se que para tal fim, utilize temperaturas mais amenas, 

para conservar os princípios ativos. Durante este processo há redução do teor de água, da 

velocidade de degradação do material e a concentração dos ativos presentes (Silva & 

Casali, 2000; Rosado et al., 2011). As temperaturas 50°C, 60°C e 70°C, influenciam na 

quantidade de compostos fenólicos, mas há determinados compostos, assim como a 

quercetina-3-O-rutinosídeo e (epi) catequina dímero, que permanecem em elevado 

quantitativo, não havendo degradação significativa a estas temperaturas (Alves et al., 

2020).  

A secagem do material vegetal em ambiente natural pode favorecer o 

desenvolvimento de fungos e bactérias, por isso, é recomendada a secagem em estufa 

(Rosado et al., 2011). Segundo Borgo et al. (2010), quando o material é seco em estufa, 

pode acontecer da energia térmica que está envolvida neste processo permitir maior 

extração dos compostos químicos ativos durante o processo de extração, através da 

ruptura das estruturas internas. Diante deste contexto e pelo fato de as folhas de Sangra 
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d’água possuírem alto teor de água, no presente trabalho, optou-se por realizar a secagem 

em estufa. 

O teor de água presente nas folhas foi de 61,57%. Se comparado com o 

percentual de rendimento do material final obtido na secagem a 40°C, nota-se que as 

folhas ainda permanecem com certo residual de água. Nota-se que as folhas de C. 

urucurana B. apresentam elevado percentual de água quando comparada com Braga et 

al. (2007) que obtiveram um percentual de 11,47% de umidade para folhas de C. 

verticillata subsp. V..  

A massa média obtida para o E-Hidro foi de 0,8892 g com rendimento de 

14,78%, que foi maior quando comparado com o encontrado por Dutra, Villanova e 

Severi (2016) que obtiveram rendimento do extrato etanólico das folhas de C. urucurana 

B., também através do método de maceração, de 9,15%.  

 

4.3.2 Determinação de compostos fenólicos totais, carotenoides e avaliação da 

atividade antioxidante 

 
O teor de compostos fenólicos totais de carotenoides e da atividade antioxidante 

dos extratos obtidos estão apresentados na Tabela 1. O E-Met apresentou o maior 

quantitativo de fenólicos, seguido do E-Hidro e E-Et (41,35; 18,94 e 6,11 mg EAG/100g, 

respectivamente). 

Pelo teste de Tukey foi verificado que todos os tratamentos diferem entre si, 

sendo representados por letras diferentes (Tabela 1). A maior polaridade dos solventes 

utilizados na extração favoreceu a extração dos compostos fenólicos, uma vez que são 

mais solúveis em metanol, ou seja, em solventes mais polares (Pedreschi; Zevallos, 2006). 

Comparando com os resultados obtidos por Alves (2018) e Bezerra et al. (2020) que 

trabalharam com extratos das folhas de C. urucurana B. seus respectivos resultados, 4,16 

mg/100g de extrato, 5,18 mg/100g de extrato, observa-se que os valores encontrados por 

eles foram inferiores aos encontrados no presente trabalho. Tal diferença pode ser, 

provavelmente pela coleta em períodos diferentes e metodologia utilizada para obtenção 

dos extratos. Ressalta-se que para o E-Hex e o E-Acet não foi possível realizar a 

quantificação tanto para fenóis totais, quanto atividade antioxidante, pelas concentrações 

estarem abaixo do limite de detecção. 

Na avaliação da atividade antioxidante, os percentuais de inibição de oxidação 

foram crescentes de acordo com a polaridade dos solventes utilizados na extração. Sendo 

que todos os extratos apresentaram expressivo percentual de inibição de oxidação. O 
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maior percentual foi exibido pelo E-Hidro (93,78%), em segundo o E-Met (93,22%) os 

quais não diferem entre si pelo teste de Tukey, sendo representados pela letra ‘a’, por fim 

o E-Et (66,53%). Os dados encontrados estão em concordância com Silva et al. (2017) e 

Alves (2018), no qual o extrato hidroetanólico das folhas de Sangra d’água apresentou 

maior atividade antioxidante. Estes resultados corroboram com Abdalaziz, Ali e Kabbashi 

(2016), em seus extratos etanólicos da planta e frutos de C. zambesicus, o percentual de 

atividade antioxidante chegou a 72 e 81%, respectivamente, próximos dos valores 

encontrados neste estudo.  

O elevado potencial de atividade antioxidante de extratos vegetais está 

comumente relacionado com a presença de compostos fenólicos, bem como, taninos, 

cumarinas e flavonoides (Silva et al., 2017; Fabri et al., 2015; Lopes et al., 2004; Santos; 

Rodrigues, 2017).   

O E-Hex apresentou maior quantidade de carotenoides (1603,06 µg.g-1), seguido 

dos extratos E-Acet (1463,39 µg.g-1), E-Et (322,81 µg.g-1), E-Hidro (154,78 µg.g-1) e E-

Met (147,91 µg.g-1). Através do teste de Tukey, todos os extratos apresentaram diferenças 

significativas entre si, exceto o E-Hidro e E-Met que não diferem entre si. Nota-se que 

para solventes mais apolares há aumento na concentração de carotenoides, resultando no 

favorecimento do processo de extração desses compostos, sendo uma das características 

mais importantes dos carotenoides (Durán; Alvarez, 2000).  

 

Tabela 1. Análises fitoquímicas dos extratos obtidos. 

Extratos Fenólicos 

Totais (mg 

EAG/100g) 

Atividade 

antioxidante 

(%)* 

Carotenoides 

µg.g-1 

E-Hidro 18,94 b 93,78 a 154,78 d 

E-Met 41,35 a 93,22 a 147,91 d 

E-Et 

E-Acet 

E-Hex 

6,11 c 

- 

- 

66,53 b 

- 

- 

322,81 c 

1463,39 b 

1603,06 a 
*Expressa em termos de percentual de inibição de oxidação. Traço (-): não foi determinada quantidade 

expressiva deste componente. Tratamentos seguidos de letras iguais não diferem entre si pelo teste de 

Tukey. Tratamentos seguidos de letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey. 

Fonte: autor. 

  

4.3.3 Quantificação de quercetina-3-O-rutinosídeo por CLAE-DAD-UV 
 

A importância de realizar o desenvolvimento de método analítico se deu por 

interesse de identificar e quantificar a quercetina-3-O-rutinosídeo nos diferentes extratos 

obtidos.  
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Na Figura 1 estão apresentados os cromatogramas dos extratos em ordem 

decrescente de polaridade dos solventes utilizados na extração. Observa-se que o aumento 

da polaridade do solvente favoreceu a extração do composto quercetina-3-O-rutinosídeo 

e demais compostos presentes nestes extratos. Para os solventes mais apolares houve 

redução na área dos picos pela menor concentração dos compostos extraídos. O pico mais 

intenso nos cromatogramas dos extratos E-Hidro, E-Met, E-Et e E-Acet (Figura 1A-D) 

se refere ao composto quercetina-3-O-rutinosídeo (tempo de retenção TR = 24,83 min). 

Não foi possível detectar picos dos referidos compostos na injeção do E-Hex (Figura 1E). 

Para identificação dos picos, baseou-se no perfil cromatográfico e do 

espectrograma na região UV, comparando-os com padrões disponíveis, com Alves et al. 

(2020) e dados de outros padrões previamente injetados sob mesmas condições. As 

atribuições sugeridas de identificação dos compostos fenólicos presentes no E-Hidro das 

folhas de Sangra d’água estão apresentadas na Tabela 2.  

Nota-se que os picos 1 a 8 identificados no E-Hidro também aparecem nos 

demais extratos, mas em concentrações menores. Por isso, para identificação dos 

compostos foi utilizado como base cromatograma do E-Hidro, por apresentar maior 

intensidade dos picos.  

Observa-se nos cromatogramas, exceto no do E-Hex, em diferentes 

concentrações os picos referentes a apigenina-8-C-glucosídeo (pico 2), quercetina 

dioxihexosídea-hexosídeo (pico 3), quercetina-3-O-rutinosídeo (pico 4), quercetina-O-

hexosídeo (pico 5) e kaempferol-3-O-rutinosídeo (pico 6). No E-Acet apresenta apenas 

os picos referentes à quercetina dioxihexosídea-hexosídeo e quercetina-3-O-rutinosídeo, 

os demais estão em concentração mínima, não sendo possível sua identificação e 

quantificação. 
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Figura 1. Cromatograma dos extratos vegetais. *Escala 400000 mAU. Extrato hexânico 

com ampliação. 

Os tempos de retenção e absorbâncias dos padrões apigenina-8-C-glucosídeo, 

quercetina-3-O-rutinosídeo e kaempferol-3-O-rutinosídeo correspondem às posições dos 

picos presentes nos extratos. Já para os demais picos, foram apresentadas hipóteses 

baseadas na literatura e em padrões injetados no mesmo equipamento sob condições 

similares. Diante disso, sugere-se para o pico 3 o composto quercetina dioxihexosídea-

hexosídeo, e o pico 5 a quercetina-3-O-hexosídeo, os quais apresentam TR e absorbâncias 

em comprimentos de onda similares aos picos presentes no E-Hidro. 
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Tabela 2. Atribuições sugeridas para identificação dos compostos fenólicos presentes no 

extrato hidroetanólico das folhas de Croton urucurana B.. 
Pico TR  λ máximo Atribuições sugeridas Referências 

1 5,9 min 264 e 318 nm -  

2 21,89 min 268 e 337 nm Apigenina-8-C-glucosídeo  

3 23,93 min 270 e 337 nm Quercetina dioxihexosídea-

hexosídeo 

Alves (2018) 

4 24,83 min 255 e 354 nm Quercetina-3-O-rutinosídeo  

5 26,33 min 266 e 345 nm Quercetina-3-O-hexosídeo Alves (2018) 

6 27,10 min 265 e 346 nm Kaempferol-3-O-rutinosídeo  

7 27,76 min 253 e 353 nm -  

8 31,50 min 267 e 314 nm -   
Tempo de retenção (TR), comprimento de onda (λ). 

 

Para a quantificação da quercetina-3-O-rutinosídeo no E-Hidro foram feitas curvas 

de calibração seguindo parâmetros descritos por Brasil (2017). A equação para a curva média 

foi 𝑦 = 38376𝑥 − 138719 e a linearidade foi confirmada pelo coeficiente de correlação 

R2=0,9998. A quantidade encontrada de quercetina-3-O-rutinosídeo para o E-Hidro foi de 

34,559 mg.g-1. 

Em todas as concentrações utilizadas foram obtidos valores aceitáveis de desvio 

padrão relativo, estando dentro dos parâmetros exigidos por Brasil (2017). Na Tabela 3 

observam-se os valores médios encontrados para as áreas dos picos cromatográficos para 

construção da curva de calibração da quercetina-3-O-rutinosídeo. Inicialmente foi aplicado 

o Método dos Mínimos Quadrados (MMQ) e, pelo cálculo do valor de C, verificou-se que o 

valor de C calculado foi maior do que o C tabelado. Quando C calculado ≥ C tabelado, rejeita-se a 

hipótese nula (dados heterocedásticos), deve-se assim aplicar o Método dos Mínimos 

Quadrados Ponderados (MMQP). No teste F da ANOVA para o MMQP, conforme RDC n° 

166/2017 (BRASIL, 2017), quando F calculado ≥ F (α,1, n−2), rejeita-se a hipótese nula de que 

b=0 e assume-se que y efetivamente varia em função de x, assim o método pode ser 

considerado linear.  

 

Tabela 3. Valores médios encontrados nas injeções para construção da curva de calibração 

(linearidade do método) e análise estatística. 
Concentração 

(μg/mL) Área Média* DPR % Variância 

10,00 356018,33 12,05 1839408692,33 

25,00 880706,33 6,49 3264144146,33 

50,00 1783580,33 1,95 1215266820,33 

125,00 4510288,33 2,14 9355784150,33 

250,00 9339257,33 3,28 94053469460,33 

500,00 19138553,00 2,58 24322500297,00 
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Soma da Variância 

Maior Variância 

C Calculado** 

C Tabelado** 

a 

b 

r 

352953076242,67 

243225002973,00 

0,689114274 

0,616 

38375,74766 

-138719,0146 

0,999894338 
*média de 3 determinações; **Se C calculado ≥ C Tabelado, rejeita-se a hipótese nula (dados 

heterocedásticos), deve-se aplicar o Método dos Mínimos Quadrados Ponderados (MMQP). Equação da reta 

para a curva de calibração: 𝑦 = 38376𝑥 − 138719. 

 

Tabela 4. Teste F da ANOVA (Método dos Mínimos Quadrados Ponderados) conforme 

RDC n° 166/2017 (BRASIL, 2017). 
Fonte de 

Variação 
Graus de 

Liberdade 
Soma dos 

Quadrados 
Quadrados médios 

F 

calculado*** 
F 

tabelado*** 
Regressão 1,0 21,11x1023 21,11x1023 16,004 4,49 
Resíduos 16,0 21,11x1023 13,20x1022   
Total 17,0 78,62x1013 46,25x1012   

***Se F calculado ≥ F (α,1, n−2) ⇒rejeita-se a hipótese nula de que b=0 e se assume que y efetivamente varia 

em função de x e que o método pode ser considerado linear. Dados tratados no software Microsoft® Excel® 

para Microsoft 365 versão 2010 para Windows®. 

 

Para desenvolvimento dos parâmetros de validação, utilizou-se o E-Hidro, por ter 

apresentado maior concentração de quercetina-3-O-rutinosídeo. A curva média do limite 

para quercetina-3-O-rutinosídeo está apresentada na Figura 2. Os limites de detecção e 

quantificação encontrados foram LD 0,18 µg.mL-1 e LQ 0,54 µg.mL-1 os quais estão  

próximos aos valores  encontrados por Sobrinho et al. (2008). 

 

 

 

Figura 2. Curva com valores médios para a determinação dos limites (LD e LQ) de 

quercetina-3-O-rutinosídeo. 
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O método foi considerado preciso com CV de 1,47% para o padrão de quercetina-

3-O-rutinosídeo e 6,5% para a amostra do extrato (E-Hidro). Quinteros et al. (2011) 

validaram método analítico cromatográfico utilizando rutina e extrato das folhas de E. 

giganteum, obtendo resultados nesta faixa de valores. 

 

4.3.4 Ensaio de atividade antifúngica 

Para o ensaio de atividade antifúngica, objetivou-se avaliar a capacidade do E-

Hidro e E-Hex, dois extratos em distintas polaridades, em inibir os fungos fitopatogênicos 

Rhizopus stolonifer e Sclerotinia sclerotiorum.  

Para o E-Hidro, a inibição do crescimento micelial para o fungo Sclerotinia 

sclerotiorum cresceu com o aumento das doses, atingindo inibição máxima na dose de 

300 µL. Pelo teste de Tukey, pelo menos um tratamento difere dos demais.  

O E-Hidro apresentou resultados promissores de inibição antifúngica em maiores 

concentrações (Figura 3). Tal fato pode estar relacionado tanto ao composto quercetina-

3-O-rutinosídeo que apresentou maior concentração nesse extrato, quanto aos demais 

compostos presentes. O extrato possui diversos componentes tais como os flavonoides e 

terpenos, os quais auxiliam na resistência das plantas contra patógenos, insetos e fungos 

(Rao et al., 2017; Ferreira et al., 2016). 

Assim como neste trabalho, que apresentou atividade promissora com extratos 

vegetais de plantas do gênero Croton, outros trabalhos como de Arrais et al. (2014) e 

Alves (2018), que trabalharam com gênero Croton, com extratos hidroetanólicos e 

metanólicos também obtiveram resultados positivos frente às bactérias e fungos, Bacillus 

subtilis; Staphylococcus aureus; Aspergillus versicolor; Aspergillus niger; Penicillium 

funiculosum; Penicillium ochrochloron; Penicillium verrucosum var. ciclopio e 

Tricoderma viride. 
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Figura 3. Porcentagem de inibição micelial ocasionada pelo E-Hidro frente aos fungos 

Rhizopus stolonifer e Sclerotinia sclerotiorum. *Tratamentos seguidos de mesma letra 

não diferem entre si pelo teste de Tukey. 

 

Na Figura 4, observa-se a porcentagem de inibição micelial do E-Hex. O E-Hex 

apresentou maior percentual de inibição micelial para o fungo Rhizopus stolonifer, em 

ordem decrescente das doses. De acordo com o teste de Tukey, pelo menos um tratamento 

difere dos demais. Sendo que para as doses 300, 250 e 200 µL não houve diferença 

significativa. A dose de 150 µL não diferiu das doses de 100 µL e 200 µL. Já para o fungo 

Sclerotinia sclerotiorum, a dose que apresentou maior atividade foi 250 µL, e não 

demonstrou diferença significativa da dose de 300 µL e da dose de 200 µL. As doses de 

100, 150, 200 e 300 µL não diferiram entre si e a dose de 100 µL e 150 µL não 

apresentaram diferença significativa entre si.  
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Figura 4. Porcentagem de inibição micelial provocada pelo E-Hex frente ao fungo 

Sclerotinia sclerotiorum e Rhizopus stolonifer. *Tratamentos seguidos de mesma letra 

não diferem entre si pelo teste de Tukey. 

 

A melhor performance de inibição do fungo Rhizopus stolonifer pelo E-Hex pode 

ser explicada pela característica dos compostos extraídos com o solvente hexano. 

Solventes apolares possuem a capacidade de extrair terpenos, ceras e pigmentos, que são 

agentes antifúngicos (Azmire et al., 2013; Aguiar et al., 2014). Segundo Randal et al. 

(2014), os terpenoides são encontrados com predominância em raízes e folhas de plantas 

do gênero Croton, que, em consonância com outros estudos mostraram que compostos 

como os terpenos estão associados com a atividade antifúngica (Gurgel et al., 2001; Peres 

et al., 1997; Viriato, 2014). Os carotenoides que apresentam potencial antifúngico se 

destacaram no E-Hex em maior concentração, e, junto com os demais compostos do 

extrato contribuíram para melhor performance de inibição de crescimento para o fungo 

Rhizopus stolonifer (Maturino et al., 2015).  

O E-Hidro e o E-Hex apresentam comportamento semelhante para o fungo 

Sclerotinia sclerotiorum, com atividade inibitória a cerca de 38%. A quercetina-3-O-

rutinosídeo é um flavonoide com várias propriedades bioativas, entretanto, não apresenta 

atividade antifúngica. Já para o fungo Rhizopus stolonifer o E-Hex apresentou inibição 

próxima de 62%, podendo estar relacionado aos carotenoides e terpenos. 
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4.4 CONCLUSÃO 
O método de extração que foi capaz de extrair maior quantidade de compostos e 

de quercetina-3-O-rutinosídeo foi a extração feita com etanol e água. Os extratos E-Hidro 

e o E-Met demonstraram máxima atividade antioxidante, não apresentando diferença 

significativa pelo teste de Tukey. O E-Met apresentou maior concentração de compostos 

fenólicos totais e os E-Hex e E-Acet demonstraram maiores concentrações de 

carotenoides. 

O método cromatográfico desenvolvido foi preciso, exato, linear e adequado 

para quantificar do composto quercetina-3-O-rutinosídeo. 

O E-Hidro apresentou moderada performance de inibição em relação a ambos 

os fungos utilizados. Já o E-Hex apresentou mesma performance que o E-Hidro em 

relação ao fungo Sclerotinia sclerotiorum e demonstrou superior inibição para o fungo 

Rhizopus stolonifer. 
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5 CAPÍTULO II 

 

 

REVISTA DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS BÁSICA E APLICADA 

 

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE ALGINATO CONTENDO 
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Resumo: Nanopartículas poliméricas são utilizadas na medicina, cosmética e agricultura 

pelas vantagens como, incorporar substâncias tanto hidrofóbicas quanto hidrofílicas, 

capacidade de transporte e outras, buscando por materiais constituintes que sejam 

biodegradáveis e biocompatíveis que não prejudiquem o meio ambiente. Como ativo 

pode-se destacar a quercetina-3-O-rutinosídeo, um flavonol derivado do flavonoide 

quercetina. Este composto é amplamente utilizado na alimentação por oferecer benefícios 

assim como, antioxidante. Pode ser encontrado em frutas, vegetais, chás, vinhos e plantas 

do cerrado. Apresenta grande potencial de uso, porém exibe baixa biodisponibilidade. 

Portanto, para isso, pode-se utilizar a nanotecnologia, por meio de nanopartículas 

carregadas com os ativos que podem contribuir com a melhor biodisponibilidade, 

degradação e liberação dos ativos. Diante disso, objetivou-se otimizar as condições de 

preparação de nanopartículas poliméricas aplicando análise fatorial 23 com ponto central 

para obtenção de nanopartículas vazias e nanopartículas contendo quercetina-3-O-

rutinosídeo. A formação de nanopartículas e a estabilidade coloidal foram monitoradas 

por espectroscopia de UV-Visível e medidas de DLS e potencial zeta. Foi feito um 

planejamento fatorial 23 com ponto central e os efeitos dos componentes das formulações 

das nanopartículas foram avaliados e se verificou que a eficiência de encapsulação de 

quercetina-3-O-rutinosídeo sofreu influência positiva com o aumento da quantidade de 

alginato e CTAB/Alginato, e influência negativa com o aumento da quantidade de Tween. 

Após oito meses somente duas dispersões de nanopartículas permaneceram estáveis, 

sendo as amostras quercetina-3-O-ruti3 e QR4, que resultaram em nanopartículas de 

tamanho 67,53 e 201,6 nm e potencial zeta de -22,9 e -25,3 mV, respectivamente.  Os 

valores da eficiência de encapsulação de quercetina-3-O-rutinosídeo para as formulações 

preparadas ficaram entre 95,08 a 99,12%. Pôde-se obter com os fatoriais duas dispersões 
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de nanopartículas de alginato contendo quercetina-3-O-rutinosídeo que permaneceram 

estáveis por oito meses. Esta estabilidade está ligada diretamente com alginato e tween, 

presentes na constituição das dispersões.  

 

Palavras-chave: biopolímeros, DLS, flavonoides, potencial zeta, rutina 

 

5.1 INTRODUÇÃO 

Nanopartículas poliméricas são complexos carreadores de princípios ativos. Que 

através do desenvolvimento de nanoformulações que envolvem técnicas de emulsão, 

resultando na formação de micelas. As micelas são compartimentos que levam a 

formação de nanopartículas as quais se tornam carreadoras de ativos, com tamanho 

variando de 50 a 500 nm (MITTAL, 2011, p.16). Essas nanopartículas podem ser 

produzidas nas formas de microesferas, micelas poliméricas, nanopartículas poliméricas 

e cápsulas poliméricas (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; RIVAS et al., 2017).  

Por sua vez, as nanopartículas poliméricas apresentam vantagens como, 

capacidade de incorporar substâncias tanto hidrofóbicas, quanto hidrofílicas, capacidade 

de transporte e elevada estabilidade coloidal. Elas podem ser aplicadas na agricultura 

(SAMPATHKUMAR; TAN; LOO, 2020), medicina (TZENG et al., 2016) e cosmética 

(DRAELOS, 2011), havendo esforços para o desenvolvimento de tecnologias novas 

buscando elevação da estabilidade coloidal e aperfeiçoamento na entrega dos princípios 

ativos (DESAI, 2017; PAN et al., 2019). Em aplicações relacionadas a seres humanos as 

nanoformulações podem ser administradas por diferentes vias, tais como ocular (MEZA-

RIOS et al., 2020), nasal, oral (COSTA et al., 2021) e intravenosa/intramuscular (RIVAS 

et al., 2017). Na agricultura nanopartículas podem conter diferentes ativos por exemplo, 

de fertilizantes, herbicidas e pesticidas, sendo comumente administradas por pulverização 

(PRIFTI; MAÇI, 2015).   

 No entanto, a escolha do material constituinte de nanopartículas poliméricas é 

de suma importância, sendo os biodegradáveis e biocompatíveis mais vantajosos para o 

meio ambiente por serem facilmente degradados e não tóxicos à fauna e flora. Para isso, 

pode-se recorrer aos biopolímeros, que são produzidos através de organismos vivos, 

apresentando biodegradabilidade e biocompatibilidade, como exemplos, polímeros de 

amido, polilactato, alginato, dentre outros (SHOEVA et al., 2020; SAMROT et al., 2020). 

Dentre estes, o alginato merece destaque por oferecer fácil manipulação, baixo custo, 

biocompatível, biodegradável e versatilidade (HARIYADI; ISLAM, 2020).   



48 
 

O polissacarídeo alginato de sódio provém da metabolização do ácido algínico, 

e está presente em paredes celulares de algas marinhas marrons (SELLIMI et al., 2015). 

É um polímero natural biodegradável, que apresenta biocompatibilidade e disponibilidade 

alta, não tóxico, sendo desta forma utilizado em diversas áreas, assim como as já citadas 

(HUIQIONG et al., 2020).  

Quando o alginato entra em contato com cátions divalentes, como Ca2+, ocorre 

a gelificação ionotrópica. Este processo leva à junção intercadeias, gerando as 

nanopartículas, permitindo a encapsulação de ativos na matriz polimérica por meio de 

interações de van der Waals e eletrostáticas. Esta junção de cadeias faz com o que o 

alginato deixe de ser solúvel em água, formando nanopartículas e permitindo o 

encapsulamento dos ativos de interesse (SILVA et al., 2010; SARMENTO et al., 2006; 

CHAVANPATIL et al., 2007).  

Nanopartículas poliméricas podem ser carregadas com diversos ativos, podendo 

destacar aqueles provindos de fontes vegetais. O ativo quercetina-3-O-rutinosídeo, 

também conhecido por rutina, é um flavonol glicosilado derivado do flavonoide 

quercetina, destaca-se por ser amplamente utilizado na alimentação e na medicina, 

recorrente de seus efeitos antioxidante, antimicrobiano, antitumoral, anti-inflamatório e 

contra doenças neurodegenerativas (BUDZYNSKA et al., 2019; Habtemariam, 2016). 

Este composto pode ser encontrado em banana (YINGYUEN; SUKRONG; 

PHISALAPHONG, 2020), tomate (PÉREZ et al., 2020) e outros.  

Diante deste contexto, ressaltando a importância que a quercetina-3-O-

rutinosídeo apresenta e as vantagens que as nanopartículas demonstram, o objetivo do 

estudo foi preparar nanopartículas de alginato contendo quercetina-3-O-rutinosídeo, 

através de um fatorial para otimização das condições de preparo das nanopartículas. 

 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS  

5.2.1 Preparação das nanopartículas vazias 

Neste ensaio, objetivou-se a realização de fatoriais para obtenção de uma 

amostra estável. Na Tabela 1, encontra-se os dados do experimento, bem como o fatorial 

23 com ponto central. Assim como, as combinações para análise da superfície resposta, 

em que o último tratamento significa o ponto central.  

Tabela 1. Dados do experimento. 

Variáveis X1  X2  X3  
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(Alginato  

mg.mL-1) 

(Tween 80 - %m/v) (CTAB/alginato-

m/m) 

Níveis - 0,6 0,5 0,2:1 

+ 1,8 1,5 1:1 

Tratamento X1 X2 X3 

--- 0,6 0,5 0,2:1 

--+ 0,6 0,5 1:1 

-+- 0,6 1,5 0,2:1 

-++ 0,6 1,5 1:1 

+-- 1,8 0,5 0,2:1 

+-+ 1,8 0,5 1:1 

++- 1,8 1,5 0,2:1 

+++ 1,8 1,5 1:1 

000 1,2 1,0 0,6:1 

 

Para este ensaio, utilizou-se soluções preparadas em água destilada dos seguintes 

reagentes: alginato (10 mg.mL-1), cloreto de cálcio (0,67 mg.mL-1), brometo de 

cetiltrimetilamônio (9 mg.mL-1) e tween 80 (50 mg.mL-1) (SORASITTHIYANUKARN 

et al., 2019; LERTSUTTHIWONG et al., 2009).  A solução de cloreto de cálcio de 

trabalho utilizada de concentração 0,067 mg.mL-1 foi preparada através da solução 

estoque de cloreto de cálcio (0,67 mg.mL-1). Na Tabela 2 se observa os volumes utilizados 

de cada solução para preparo das amostras.  

 

Tabela 2. Fatorial para preparação das nanopartículas vazias. 

 

Formulações 

Solução A Solução B Solução C Volume 

água  

VSE 

alginato/mL 

VSE tween/mL VSE CTAB/mL (mL) 

1 - - - 1,2 2 0,26 12,4 

2 - - + 1,2 2 1,3 12,4 

3 - + - 1,2 6 0,26 8,4 

4 - + + 1,2 6 1,3 8,4 

5 + - - 3,6 2 0,8 8,4 

6 + - + 3,6 2 4 8,4 

7 + + - 3,6 6 0,8 4,4 

8 + + + 3,6 6 4 4,4 

9 0 0 0 2,4 4 1,6 8,4 
   VSE: volume de solução estoque. 

 

Para esta preparação, seguiu-se os seguintes passos: adicionou-se em um béquer 

as soluções A e B e foi completado o volume com água destilada para 20 mL. Esta mistura 

foi colocada sob agitação magnética vigorosa e durante 30 minutos foi adicionado 4 mL 

da solução de CaCl2, gota a gota lentamente com auxílio de uma micropipeta. Em seguida, 

em um béquer foi adicionado o volume da solução C e completou o volume para 4 mL e 

seguindo o mesmo procedimento de adição descrito anteriormente. Ao final as dispersões 

foram reservadas em tubos cônicos.  
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Para todos os tratamentos após obtenção das amostras, realizou-se leituras em 

comprimento de onda 650 nm das amostras sem diluição utilizando o espectrofotômetro 

UV-Vis (BEL Photonics). As medidas de absorvância obtidas foram utilizadas para 

monitoramento da estabilidade coloidal das amostras. 

 

5.2.2 Preparação de nanopartículas com quercetina-3-O-rutinosídeo 

Para preparação das nanopartículas com quercetina-3-O-rutinosídeo 

denominadas por QR, utilizou-se o fatorial anterior com modificações das variáveis, 

conforme apresentado na Tabela 3. A concentração da solução de alginato foi fixado em 

10 mg/mL, correspondendo o volume de 3,6 mL, que corresponde o nível máximo 

trabalhado na Tabela 1, os volumes de solução de tween transformados em 4 mL (para as 

formulações 1, 2, 5 e 6), 8 mL (para a formulação 9) e 12 mL (para as formulações 3, 4, 

7 e 8), não foi adicionado água para esta preparação e permaneceu o volume de solução 

de CaCl2. Após o preparo das dispersões, foi realizado o acompanhamento da estabilidade 

destas amostras através de leituras em espectrofotômetro a 750 nm. 

Tabela 3. Planejamento fatorial para preparação de nanopartículas contendo quercetina-3-O-

rutinosídeo.  

Formulações VS quercetina-

3-O-rutinosídeo 

/mL 

VS tween/mL VS CTAB/mL 

QR1 1 4 0,26 

QR2 1 4 1,3 

QR3 1 12 0,26 

QR4 1 12 1,3 

QR5 3 4 0,8 

QR6 3 4 4 

QR7 3 12 0,8 

QR8 3 12 4 

QR9 2 8 1,6 

 

5.2.3 Determinação da eficiência de encapsulação 

Foi determinada a eficiência de encapsulação do ativo nas nanopartículas através 

do método de ultrafiltração/centrifugação. O método consistiu em submeter a suspensão 

de nanopartículas à centrifugação em dispositivos de ultrafiltração constituídos de 

celulose regenerada de 10 kDa (Microcon – Millipore) e à quantificação do ultrafiltrado 

posteriormente por cromatografia líquida (CLAE-DAD). Neste procedimento as 

nanopartículas ficaram retidas pela membrana, enquanto o meio de dispersão, a fase 

aquosa contendo o ativo não encapsulado, é filtrada. Os ultrafiltrados das formulações 

serão assim quantificados por CLAE-DAD utilizando a Equação [1].  
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EE (%) =
QTinicial − QTsobrenadante

QTinicial
x 100 

Equação [1] 

Em que: 

QTinicial = quantidade total de quercetina-3-O-rutinosídeo inicial; 

QTsobrenadante = quantidade total de quercetina-3-O-rutinosídeo no sobrenadante. 

 

O método analítico foi desenvolvido através de cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada ao detector de fotodiodos (CLAE-DAD Shimadzu®) com injetor 

automático e bomba quaternária. A injeção do padrão de quercetina-3-O-rutinosídeo se 

deu através de uma coluna Supelcosil TML C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 µm) Shimadzu® 

acoplada a pré-coluna Shim-pack GVP-ODS 10Lx4.6, fluxo de 1,0 mL.min-1, volume de 

injeção de 20 µL, temperatura de 30°C, varredura entre 190nm-400nm e quantificação 

em 254 nm. Os solventes utilizados na fase móvel foram: (A) água acidificada com 0,1% 

de ácido acético e (B) metanol. A eluição ocorreu em gradiente linear, iniciando 10% B: 

90% A (32 min), 66% B: 34% A (32 min), 10% B: 90% A (35 min), e reequilibrando a 

coluna com 10% B: 90% A (40 min).  

Para construção da curva de calibração foram preparadas seis soluções do padrão 

(quercetina-3-O-rutinosídeo) em metanol a diferentes concentrações (500, 250, 125, 50, 

25 e 10 µg.mL-1). Após, foram injetados os meios de dispersão das amostras de 

nanopartículas de alginato contendo quercetina-3-O-rutinosídeo.  

 

5.2.4 Determinação do tamanho hidrodinâmico e polidispersão das 

nanopartículas  

O diâmetro hidrodinâmico e polidispersão das nanopartículas poliméricas foi 

determinado através da técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS). As medidas 

foram realizadas em equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments. Utilizou-

se o valor de índice de refração para o alginato 1,33, absorção 0,01, viscosidade 0,8872 

mPa.s para a amostra de QR4 e viscosidade 0,9308 cP para a amostra de QR3, a 25°C. 

 

5.2.5 Determinação do potencial zeta 

O potencial zeta foi obtido através das medidas de mobilidade eletroforética, 
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realizada em aparelho Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments. As leituras foram 

realizadas com as amostras puras, com viscosidade de 0,8872 e constante dielétrica do 

dispersante de 78,5.  

 

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.3.1 Ensaios com as nanopartículas vazias 

Neste ensaio foi acompanhado a estabilidade das nanopartículas poliméricas de 

alginato vazias, por meio de leituras em espectrofotômetro das nove amostras obtidas, em 

período de tempo iniciando em 0 hora, 1 hora, 15 horas, 24 horas e diariamente até 40 

dias e após três meses.  

Das nove amostras obtidas, inicialmente as que apresentaram aspecto turvo 

foram as amostras de número dois, quatro e seis, concordando com os valores de 

absorbância que foram superiores as demais amostras que apresentaram aspecto 

transparente. Já com o passar do tempo outras amostras também ficaram turvas. Essas 

amostras que estavam turvas são constituídas por maiores concentrações de CTAB, 

alginato e menor concentração de tween. Nota-se que a concentração de CTAB, de 

alginato e tween influenciam diretamente na estabilidade dessas amostras. Em 

consonância com o trabalho de Mirtic, Ilas e Kristl (2018), notando que a razão massa 

CTAB/alginato implica na estabilidade das nanopartículas. Destaca-se também que as 

amostras constituídas pelo volume de 3,6 mL de solução de alginato se apresentaram 

estáveis por 40 dias.  

Através do acompanhamento das amostras foi elaborada a Figura 1, que 

apresenta a estabilidade das amostras durante 40 dias, podendo observar que as amostras 

de número dois, quatro e seis representadas pelas cores vermelho, lilás e azul escuro são 

as que diferenciam das outras amostras. Essas três amostras se mantiveram estáveis por 

um período, mas logo se desestabilizaram apresentando máximo de absorbância próximo 

de 1,6, sendo o ocorrido com a amostras dois. Na Figura 2A, observa-se a estabilidade 

das amostras a 40 dias e após três meses, em concordância com a Figura 2B, sendo 

observado o aspecto das amostras após três meses de síntese.    
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Figura 1. Absorbância (nm) versus tempo (dias) das amostras obtidas, leituras realizadas em 

comprimento de onda de 650nm durante 40 dias. Fonte: a autora. 

 
Figura 2. A: Estabilidade das amostras a 40 dias e após três meses de síntese. B: Aspecto das 

amostras de nanopartículas vazias após três meses de síntese. Fonte: a autora.  

 

5.3.2 Ensaios com as nanopartículas contendo quercetina-3-O-

rutinosídeo 

Neste ensaio foi acompanhado a estabilidade das nanopartículas de alginato 

contendo quercetina-3-O-rutinosídeo, através de leituras em espectrofotômetro das nove 

amostras obtidas, em 0 hora, 1 hora, 15 horas, 24 horas e diariamente até completar 16 

dias.  

Das nove amostras obtidas, notou-se que inicialmente a amostra que apresentou 

o maior valor de absorbância foi a amostra QR6, com absorbância acima de 1, como pode 

ser observado na Figura 3A, sendo representada pela linha de cor azul escuro. Com o 

passar do tempo as demais amostras com exceção das amostras QR3 e QR4 que 

permaneceram transparentes, as demais estavam turvas e com aspecto leitoso (Figura 3C). 
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Na Figura 3B, observa-se o acompanhamento das amostras QR3 e QR4 desde o tempo 

inicial.  

Com estes resultados, nota-se que as maiores concentrações de alginato e tween 

possibilitou que as amostras de nanopartículas QR1, QR2, QR3 e QR4 se mantiveram 

com valores de absorbância entre 0,017 e 0,834 por 13 dias com aspecto turvo. A amostra 

QR5 se manteve estável por 1 hora, após esse tempo já apresentou valor de absorbância 

acima de 1, e apresentou aspecto leitoso desde a síntese. A amostra QR7 se manteve com 

valor de absorbância de 0,857 até 15 horas, após já apresentou valor acima de 1, com 

aspecto leitoso. Já as amostras QR8 e QR9 demonstraram aspecto leitoso desde a síntese 

e valor de absorbância abaixo de um por quatro dias. 

 

 

 
Figura 3. A: Absorbância versus tempo das nove amostras de nanopartículas de alginato contendo 

quercetina-3-O-rutinosídeo por 120 dias. B: Absorbância (nm) versus tempo (horas) das amostras 

contendo quercetina-3-O-rutinosídeo, leituras realizadas durante 16 dias. C: Imagem das amostras 

de nanopartículas de alginato contendo quercetina-3-O-rutinosídeo no dia da síntese. Fonte: a 

autora. 

 

A Figura 4 apresenta a foto das amostras de nanopartículas de alginato contendo 

quercetina-3-O-rutinosídeo após oito meses de síntese. Observa-se que as amostras QR3 

e QR4 continuaram estáveis, já as demais amostras coagularam e sedimentaram. Desta 

forma, as amostras QR3 e QR4 foram selecionadas para análise de DLS.  
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Figura 4. Amostras de nanopartículas de alginato contendo quercetina-3-O-rutinosídeo após oito 

meses de síntese. Fonte. a autora.  

 

Na Figura 5A, observa-se a distribuição de tamanho por intensidade da luz 

espalhada para a amostra QR3 representada pela cor preta. Observa-se população de 

83,9% de partículas com média de tamanho de 13 nm. Outra população na faixa de 

tamanho de 560 nm, e por fim pequena população na faixa de 5000 nm. Com estes dados, 

pode ser atribuída a esta última população a formação de agregados na amostra. A amostra 

QR3 se manteve estável por aproximadamente sete meses (dia da síntese - Figura 3C, 

após sete meses de síntese - Figura 4). Os dados de média de tamanho, índice de 

polidispersão, potencial zeta e as absorbâncias iniciais e finais dessas duas amostras são 

apresentados na Tabela 4.  

Tabela 4. Dados da análise de Espalhamento Dinâmico de Luz para as amostras QR3 e QR4. 

Amostras Absorbância 

(inicial) 

Absorbância 

(final) 

Média de 

tamanho 

(nm) 

Índice de 

polidispersão 

(PDI) 

Potencial 

zeta (mV) 

QR3 0,008 0,022 67,53 0,259 -22,9 

QR4 0,008 0,017 201,6 0,486 -25,3 

 

Já a amostra QR4 apresentou média de tamanho de 201,6 nm e PDI de 0,486. 

Apresentou três populações, sendo a primeira com média de 14,30 nm, perfazendo 71,1%, 

outra população de 15% com tamanho médio de 301 nm, e por fim, uma população 8,8% 

com média 86,84 nm de tamanho. Seu potencial zeta foi de -25,3 mV. Se comparada com 

a amostra anterior, essa se apresenta mais polidispersa com maior tamanho médio das 

partículas. O fato da QR4 apresentar mais agregados está relacionado a sua composição, 

sendo seu diferencial na concentração de CTAB. 

Nota-se que em ambos os casos apresentam população por volta de 13 nm, sendo 

esta a população majoritária, o fator mais variante entre elas são as populações de 

agregados na faixa de 50 a 1000 nm. Essas populações de agregados exercem maior 

intensidade de espalhamento na QR4 do que na QR3.  



56 
 

O valor negativo do potencial zeta, leva-se em consideração o pH da amostra 

sendo de neutro para básico, devido os grupos carboxilatos presentes apresentarem carga 

negativa, com isso, quando está em solução as nanopartículas irão apresentar valor 

negativo porque os grupos são carregados negativamente. 

 
Figura 5. A: Distribuição de tamanho por intensidade de luz espalhada para as amostras de 

nanopartículas de alginato carregadas com quercetina-3-O-rutinosídeo. B: Distribuição de 

tamanho por número de população para as amostras.  

 

Os valores de tamanho de partícula e potencial zeta se aproximam do valor 

encontrado por Mirtic, Ilas e Kristl (2018), que trabalhou com nanopartículas de alginato 

utilizando o CTAB como reticulante. As nanopartículas obtidas apresentaram tamanho 

de 170 nm e potencial zeta de -25 mV.  

Os trabalhos de Mukhopadhyay et al (2017) e Katuwavila et al (2016) 

desenvolveram nanopartículas de alginato e quitosana, as quais apresentaram tamanho de 

aproximadamente 91,58 e 100 nm respectivamente, sendo próximos aos encontrados no 

presente trabalho. Já o trabalho de Remanam e Zhu (2020) obtiveram valor médio de 

nanopartículas de amido de milho e quinoa contendo rutina, os valores de 107 e 222 nm, 

valores próximos aos encontrados para nanopartículas de alginato contendo rutina. Para 

o potencial zeta do trabalho de Remanam foi inferior ao desse trabalho, sendo de -18 e -

18,5 mV. 

Na Figura 6 está apresentado o diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para 

a eficiência de encapsulação de quercetina-3-O-rutinosídeo nas nanopartículas de 

alginato referentes ao planejamento fatorial 23 com ponto central das formulações. Os 

dados foram tratados utilizando o programa StatSoft, Inc. (2014). STATISTICA (data 

analysis software system), version 12. Conforme apresentado na Figura 6, o fator linear 

alginato e a interação dos dois fatores alginato e Tween possuem efeitos positivos de 



57 
 

forma significativa. O fator linear Tween apresentou efeito negativo de forma 

significativa. A interação linear do CTAB/Alginato e das interações dos fatores 

combinados (Alginato e CTAB/Alginato; Tween e CTAB/Alginato) não apresentaram 

efeitos significativos sobre a eficiência de encapsulação do ativo. 

 
Figura 6. Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados. A resposta é eficiência de encapsulação 

(%) de quercetina-3-O-rutinosídeo nas nanopartículas com efeitos de valores acima da linha 

tracejada (p=0,05) foram significativos. Linear (Alginato, Tween e CTAB/Alginato) e interação 

com dois fatores (Alginato*Tween, Alginato* CTAB/Alginato e Tween* CTAB/Alginato). 

Tratamento dos dados realizado no StatSoft, Inc. (2014). STATISTICA (data analysis software 

system), version 12. www.statsoft.com  

 

Conforme apresentado na Figura 7, os gráficos de superfície de resposta sobre a 

influência relacionando as variáveis independentes e a absorbância das nanopartículas no 

tempo zero sofre influência positiva com o aumento da quantidade de tween, e influência 

negativa com o aumento da quantidade de CTAB presente nas formulações de 

nanopartículas.  

http://www.statsoft.com/
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Figura 7. Gráficos dos experimentos das superfícies respostas relacionando as variáveis 

independentes e a absorbância das nanopartículas no tempo zero. A) Alginato x Tween; B) 

Alginato x CTAB/Alginato; C) Tween x CTAB/Alginato. Tratamento dos dados realizado no 

StatSoft, Inc. (2014). STATISTICA (data analysis software system), version 12. 

www.statsoft.com. 

A 
A 

B 

C 

http://www.statsoft.com/
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5.3.3 Determinação da eficiência de encapsulação 

A Tabela 5 apresenta os resultados para a eficiência de encapsulação (%) de 

quercetina-3-O-rutinosídeo nas formulações de nanopartículas de alginato. Observa-se 

que os valores variaram de 95,08 a 99,12 % e representa alta encapsulação do ativo nas 

formulações. 

Tabela 5. Eficiência de encapsulação de quercetina-3-O-rutinosídeo nas nanopartículas de 

alginato.  

Formulações QTD de QR 

adicionada 

(µg) 

Qtd média 

de QR 

adicionada 

(µg) 

Volume 

total da 

form (mL) 

EE (%) 

média 

DP DPR 

QR1 17500 274,0 16,6 98,43 0,0132 0,0134 

QR2 17500 183,69 16,6 98,95 0,0017 0,0017 

QR3 17500 860,23 24,6 95,08 0,0289 0,0304 

QR4 17500 552,74 24,6 96,84 0,0271 0,0280 

QR5 52500 644,66 18,6 98,77 0,0041 0,0041 

QR6 52500 460,91 18,6 99,12 0,0024 0,0024 

QR7 52500 735,93 26,6 98,60 0,0031 0,0031 

QR8 52500 549,31 26,6 98,95 0,0024 0,0025 

QR9 35000 525,63 21,6 98,50 0,0030 0,0030 
Tratamento estatístico feito no do software Microsoft® Excel® para Microsoft 365 versão 2010 para Windows®. Qtd: 

quantidade. V: volume. Form: formulação. DP: Desvio Padrão. DPR: Desvio Padrão Relativo. 

 

O efeito negativo do tensoativo Tween sobre o valor de encapsulação pode ser 

explicado pelo fato da quercetina-3-O-rutinosídeo ter característica mais lipofílica (pouco 

solúvel em água). Assim, a presença do polissorbato faz com que a quercetina-3-O-

rutinosídeo tende a ficar mais no sobrenadante (fase aquosa da formulação) do que na 

partícula de alginato. 

 

5.4 CONCLUSÃO 

Diante dos fatoriais planejados para as nanopartículas vazias foram obtidas nove 

amostras, entre elas as que apresentaram valores de absorbância menor que um, foram 

amostras de número um, três, cinco, sete, com absorbância variando entre 0,051 a 0,257. 

Apresentando estabilidade desde a preparação até três meses, podendo o alginato ter 

contribuído para esta estabilidade. 

Para as nove amostras obtidas de nanopartículas de alginato contendo quercetina-

3-O-rutinosídeo, as que se mantiveram estáveis por oito meses, após síntese, foram as 

amostras QR3 e QR4. As mesmas demonstraram média de tamanho de 67,53 e 201,6 nm, 

potencial zeta de -22,9 e -25,3 mV e PDI de 0,259 e 0,486, respectivamente.  

A eficiência de encapsulação de quercetina-3-O-rutinosídeo sofreu influência 

positiva com o aumento da quantidade de alginato e CTAB/Alginato e influência negativa 
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com o aumento da quantidade de Tween presente nas formulações de nanopartículas. Os 

valores de encapsulação variaram de 95,08 a 99,12 % apresentando alta encapsulação do 

ativo nas formulações. 
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6 CONCLUSÃO GERAL 

De acordo com os resultados obtidos pôde-se concluir que:  

O melhor método de extração para o flavonol quercetina-3-O-rutinosídeo foi o E-

Hidro, o que apresentou quantitativo de 34,559 mg.g-1 no extrato. O E-Hidro e o E-Met 

apresentaram percentual de atividade antioxidante de 93,78 e 93,22, respectivamente. O 

E-Met apresentou maior quantitativo de fenólicos totais, perfazendo 41,35 mg EAG e o 

E-Hex se destacou com a quantidade de carotenoides, sendo 16003,06 µg.g-1.  

O método cromatográfico desenvolvido demonstrou precisão, exatidão, 

simplicidade e linearidade para execução. Sendo o mais adequado para identificar e 

quantificar o composto quercetina-3-O-rutinosídeo. 

Para o teste antifúngico, concluiu-se que o E-Hex apresentou melhor 

performance de inibição contra o fungo Rhizopus stolonifer, e demonstrou performance 

semelhante ao E-Hidro contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum. 

O fatorial planejado para preparação de nanopartículas de alginato contendo 

quercetina-3-O-rutinosídeo que proporcionou estabilidade para as formulações por longo 

tempo (oito meses), foi o planejado para as amostras QR3 e QR4. As nove formulações 

preparadas apresentaram eficiência de encapsulação entre 95,08 a 99,12%.   
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