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ABSTRACT

Nine plant samples were studied from complexation reaction that occurs between aluminum from aluminum chloride
(AICI,) and quercetin. The reaction shows yellow solution, which was spectroscopically evidenced by the bathochro-
mic shift from 360-370 nm to 420-430 nm. Four samples of petals were investigated: white and magenta azalea, burnt
yellow lily and dandelion; three leaf samples: aloe, orange and lime; and two peel samples: orange and lime fruits.
Among the analyzed samples, only azalea (Rhododendron sp.) white and magenta petals had sufficient quercetin
concentration to be detected by UV-Vis spectroscopy and analyzed by quercetin-aluminum complex formation. The
interaction between aluminum and quercetin showed a stoichiometry of 2:1, with a binding constant of 3.94 + 0.34 x
10° mol L.
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RESUMO

Foram estudadas nove amostras de plantas a partir da reacdo de complexacdo que ocorre entre aluminio, proveniente
do cloreto de aluminio (AICIL,) e quercetina, presente no material botanico avaliado. A reacdo € caracterizada pela
formagdo de uma solugdo amarela, evidenciada espectroscopicamente pelo deslocamento batocromico da regido de
360-370 nm para 420-430 nm. Foram investigadas quatro amostras de pétalas: azaleia branca e magenta, lirio amarelo
queimado e dente-de-ledo; trés amostras de folhas: babosa, laranja e lima; e duas amostras de cascas de frutos: laranja
e lima. Dentre as amostras analisadas, apenas as pétalas de azaleia (Rhododendron sp.) branca e magenta apresentaram
concentragdo de quercetina suficiente para ser detectada e analisada por espectroscopia de UV-Vis pela formagao do
complexo quercetina-aluminio. A interagdo entre o aluminio e a quercetina apresenta estequiometria 2:1, com uma
constante de ligagdo de 3,94 + 0,34 x 10° mol L.

Palavras-chave: Produtos naturais; quercetina; efeito antioxidante.
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INTRODUCAO

A quercetina, ou 3,5,7,3’-4’-pentahidroxiflavona
(Figura 1), ¢ um dos flavonois mais comuns (1), encon-
trado em plantas medicinais, frutos, vegetais e folhas (2).
Como a quercetina pertence ao grupo dos flavonoides,
apresenta capacidade antioxidante (3). Todavia, estudos

recentes tém mostrado que a agdo benéfica da quercetina
vai além de sua capacidade de capturar radicais livres
no metabolismo (4), protegendo o DNA (5,6), apresen-
tando atividade antitumoral e anticarcinogénica (7,8)
e anti-inflamatoria (9). A quercetina vem sendo intro-
duzida em suplementos vitaminicos e em formulagdes
farmacéuticas (2).

Figura 1. Representacdo dos flavonois mais comuns

A quercetina é capaz de formar complexos com
ions aluminio (AI**) (10) e ha indicios de que elevadas
concentragdes de ions aluminio atuem como neuroto-
xinas, implicando em distirbios neuroldgicos como o
Alzheimer (11, 12). Sun e cols. (2016) descreveram a
preparagdo de nanoparticulas a base de quercetina, redu-
zindo os efeitos colaterais do Alzheimer (13). A literatu-
ra descreve a detec¢do de quercetina em varias plantas,
utilizando diversos métodos e técnicas de andlise (14-
19), dentre elas a espectroscopia de ultravioleta (16, 20).

Esse trabalho tem como objetivo identificar a pre-
senca do flavonoide quercetina em plantas, por meio da
formagdo do complexo quercetina:aluminio, utilizan-
do espectroscopia de ultravioleta visivel (UV-Vis). As
amostras estudadas foram: quatro amostras de pétalas
(P): azaleia branca (PAB) (Rhododendron sp.), azaleia
magenta (PAM) (Rhododendron sp.), lirio amarelo quei-
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mado (PLA) (Lilum sp.) e dente-de-ledo amarelo (PDL)
(Taraxacum sp.); trés amostras de folhas (F): babosa
(FBB) (4loe sp.), laranja (FLA) (Citrus sp.) e lima (FLI)
(Citrus sp.); e duas amostras de cascas (C) de frutos: la-
ranja (CLA) e lima (CLI). Para compreender a interacdo
que ocorre entre a quercetina ¢ o aluminio, foi determi-
nada a constante de ligagdo entre a quercetina e ions AI**
por meio de ajuste ndo linear.

MATERIAL E METODO

Reagentes, extracido da quercetina e curva de
calibracio.

Foram utilizados os reagentes quercetina (Querce-
gen, 98,0%), cloreto de aluminio hexa-hidratado (AICI,
. 6 H,0, Neon, 97,0%), acido acético, metanol (Vetec, >



99,0%) e acido cloridrico (Vetec, 37,0%). Todos os rea-
gentes e solventes foram utilizados sem purificag@o pré-
via. Foi pulverizado 0,5 g (= 0,0001 g) de cada amostra,
transferido para um erlenmeyer, com adi¢ao de 25 mL de
solugdo metandlica acidulada (MeOH, 1% HCIl), manti-
da a temperatura de 85 = 5 °C durante 5 horas (21). Os
extratos obtidos foram filtrados e transferidos para um
baldo volumétrico de 25 mL, e o volume foi completado
com metanol. Em seguida, uma aliquota de 2 mL de cada
extrato foi transferida para uma cubeta de quartzo de 1
cm de caminho Optico, e diluida para 3 mL (13,33 g L)
com metanol:acido acético:AlCI,. Para o preparo dessa
solucdo foi utilizado 0,02 g de cloreto de aluminio (2000
mg L; 8,28 x 10° mol L") dissolvido em 20 mL de solu-
¢do de metanol:acido acético (MeOH:AA 1:19 v/v) (22).

Para a determinagdo da concentragdo de quercetina
nas amostras, foram construidas duas curvas de calibra-
¢do utilizando como técnica de andlise a espectroscopia
de ultravioleta-visivel (UV-Vis). Os espectros foram ad-
quiridos em um espectrofotometro PerkinElmer, Lamb-
da 365, entre 350 ¢ 550 nm. Foram preparadas duas so-
lugdes:

Solugdo A: Solugdo de AICI, concentragio de 8,28
x 10° mol L' (2000 mg L) dissolvido em MeOH:AA
(1:19), contendo quercetina, concentragéo de 4,94 x 10+
mol L (100 mg L).

Solugdo B: Solugio de AICI, de 8,28 x 10 mol L"!
(2000 mg L) dissolvido em MeOH:AA (1:19), na au-
séncia de quercetina.

As curvas de calibrag@o foram geradas com adigdes
crescentes da Solugdo A a Solu¢do B. O método avaliou
a concentragdo de quercetina entre as concentracdes de
4,94 x 10" mol L' (9,99 x 102mg L") e 2,62 x 10 mol
L1 (5,30 mg L1). As curvas de calibragdo foram plotadas
apenas para as amostras que continham quercetina (PAB
e PAM), e apresentaram coeficientes de correlagdo (R?)
de 0,99 (£ 0,069) para PAB e 0,99 (+ 0,072) para PAM.
Ambas as curvas de calibracdo foram plotadas com 31
pontos. Durante a obtencdo das curvas de calibragdo os
frascos e a cubeta de quartzo permaneceram hermetica-
mente fechados com tampas de borracha para evitar a
evaporagao do solvente, a 25 °C. A curva de calibragdo
para a amostra PAB foi plotada em 422,0 nm e para a
amostra PAM em 430,0 nm.

Determinaciao da constante de ligacio e da este-
quiometria do complexo formado.

Solugdo estoque: Para determinar a constante de
ligagdo foram preparados 5 mL de solugdo estoque de
quercetina (1,0 x 102 mol L") em metanol.
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Solugdo 1: Para o preparo da solugdo de quercetina
4 x 10° mol L', foi transferida uma aliquota de 40 pL da
solugdo estoque para um baldo volumétrico de 10 mL,
contendo NaCl para ajustar a forca idnica do meio (23)
(I=0,1 mol L"), completando o volume com metanol.

Solugdo 2: A solugdo de AICI, foi preparada na
concentragdo de 1,0 x10° mol L' em um baldo volumé-
trico de 5 mL de AICI, a partir da Solugdo 1.

Em seguida, 2 mL da Solugdo I foram adicionados
em uma cubeta de quartzo hermeticamente fechada com
tampa de borracha para evitar a evaporagao do solvente,
a 25 °C. Com o auxilio de uma micropipeta, a Solu¢do 2
foi adicionada gradativamente & cubeta contendo a Solu-
¢do 1, para obtencao dos espectros. Os dados espectrais
foram coletados e analisados de acordo com as Equa-
¢oes 1 e 2, descritas por Castro e Blanco (2004) (23),
que se referem a estequiometria 2:1, sendo:

Equacdo 1.
M + 2L ML,
Mo-x)  (Lo-2x) (x)

Onde M ¢ a concentragdo do AICL;; L a concentra-
¢do de quercetina e ML, a concentragdo do complexo
formado. M, representa a concentragdo molar de AICI,
no inicio do experimento, L, concentragdo molar de
quercetina no inicio do experimento e x representa a
concentragdo molar do complexo quercetina:aluminio
formado.

A constante de ligacdo (k) foi calculada a partir da
Equacao 2.

Equacao 2.
A, _ 2(e, — &c) 1
LMy 7 T @A (M)

Onde: ¢, €a absortividade molar do ligante; ¢ . a ab-
sortividade molar do metal; / a distdncia do caminho 6p-
tico (1 cm); e 4, a absorbéncia coletada no comprimento
de onda maximo. A constante de ligacdo foi calculada a
partir do ajuste ndo linear dos dados, tendo 4e no eixo y
versus M, no €ixo Xx.

Para a determinagdo da estequiometria do comple-

xo0 formado, foi utilizado o método de Job (método das
variagdes continuas). Para isso, foram preparadas solu-



¢Oes equimolares de AICI, e quercetina em metanol (4 x
105 mol L), contendo NaCl (/ = 0,1 mol L) para man-
ter constante a forga idnica do meio. Em seguida, a partir
dos comprimentos de onda méximos (A__ ) em 429,3 nm
foram plotadas as intensidades de absor¢do maximas de
cada mistura versus as fragdes molares.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A adicdo da solugdo MeOH:AA:AICI, confirma
a presenca de quercetina pelo deslocamento da banda
de absorcdo principal da quercetina, entre 360-370 nm
para maiores comprimentos de onda, entre 420-430 nm
(deslocamento batocromico). Os testes foram realizados
para as amostras: PAB, PAM, PLA, PDL, FBB, FLA,
FLI, CLA e CLI e o batocromismo foi observado ape-
nas para as amostras PAB e PAM, indicando a presenga
de quercetina quantificavel por este método apenas para
estas duas amostras. Os deslocamentos batocromicos fo-
ram de 57 nm para PAB (de 365,0 nm para 422,0 nm)
e de 61 nm para PAM (de 369,0 nm para 430,0 nm).
O deslocamento batocromico ocorre devido ao cation
aluminio formar complexos estaveis com flavonoides
em methanol, provocando alteragdo na regido da ban-
da absorc¢do do anel B da quercetina (24, 25). As con-
centragdes de quercetina, para cada grama de pétalas,
foram de 0,163 mg g' (2,20 mg L%; 1,09 x 10° mol L)
para PAB e 1,95 mg g'! (5,20 mg L; 2,57 x 10° mol
L") para PAM. Cao ¢ cols. (18) determinaram a concen-
tragdo de 5,13 mg L' de quercetina em Rhododendron
dauricum L. e Liu e cols. (19) identificaram a presen-
¢a de oito diferentes tipos de quercetina glicosilada em
dez espécies de Rhododendron contendo concentragdes
de quercetina por grama de amostra entre 3,8 mg g
e 844 mg g

Esse comportamento pode ser observado devido a
formagdo de um complexo entre a quercetina e os ions
AP, Uma investigagdo acerca da estequiometria entre
ions AP** e quercetina foi realizada, baseada no Método
de Job (método das variagdes continuas).

O experimento foi realizado plotando o espectro
de UV-Vis de quercetina em metanol na presenca e na
auséncia de ions AI**, utilizando NaCl para manter a for-
¢a ibnica do meio constante (/ = 0,1 mol L'). Os dados
coletados indicaram que a quercetina exibe uma forte
banda maxima de absor¢ao em 371,6 nm. A adi¢do de
ions AI** a solugdo provocou o decréscimo da banda de
absor¢do em 371,6 nm, com formagao de nova banda de
absor¢do em 429,3 nm (Figura 2). Os dados coletados
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em 429,3 nm geraram o grafico de Job que indicou a
razdo molar de 0,68, definindo a razdo estequiométrica
do complexo Que:Al formado de 2:1 (Figura 2, projegdo
interna), conforme também descrito por Cornard e Mer-
lin (2002) (10).
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Figura 2. Espectros de UV-Vis da quercetina em metanol na
presenca e na auséncia de ons Al**. As razdes molares entre
Que/Al** sdo indicadas em cada espectro. Projecdo interna:
Gréfico de Job entre a quercetina (Que) e Al* (ALCL) em 429,
3 nm.

Para a determinagdo da constante de ligacdo, a
concentragdo de quercetina foi mantida constante, 4 x
10 mol L. A concentragdo maxima de Al** adiciona-
da ao final do experimento 4,59 x 10* mol L', o que
implica em uma concentragao de 11,49 vezes maior de
A" em relagdo a concentragdo de quercetina (Figura
3). A adi¢do de AI** provocou um decréscimo da ban-
da de absor¢do em 371,6 nm e o surgimento de uma
nova banda de absorcdo em 429,3 nm, com presenga
de ponto isosbéstico em 392,8 nm, que foi nitido até
que a concentragdo fosse equimolar entre quercetina e
AP*. Quando a concentra¢do de AI** passou a ser 2,27
vezes maior que a concentragdo de quercetina, comegou
a surgir um ponto isosbéstico em 434,0 nm e o apareci-
mento de uma terceira banda de absor¢do, em 448,4 nm
(Figura 3).

A partir da Equagédo 2 (23), descrita para estequio-
metria 2:1, foi possivel obter uma constante de ligagao
de 3,94 £ 0,34 x 10° mol L' (3> = 2,72 x 10?), a partir
de um ajuste ndo linear (Figura 4). O ajuste foi realiza-
do para as absorbancias em 371,6 nm (4,), regido que
indica o desaparecimento da quercetina livre; em 429,3
nm (4,) e em 448,4 nm (4), regides que indicam com-



plexagd@o entre quercetina e aluminio. A constante que
apresentou o melhor ajuste a partir da Equagdo 2, com
menor y’, foi obtida em 4, = 429,3 nm (Figura 4).

Figura 3. Espectros de UV-Vis de quercetina e cloreto de alu-
minio (Que:Al) em metanol, a 25 °C, apds adigbes crescentes
de AICL,, sendo a concentracdo de quercetina constante, 4 x
10" mol L.
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Figura 4. Variacdo da absorbancia em 429,3 nm pela adicdo
de fons Al* a solucdo contendo quercetina. A concentragdo de
quercetina se manteve constante (4 x 10®° mol L) e a concen-
tracdo de Al>* maxima foi de 4,59 x 10 mol L.

Simdes (2001) descreveu o potencial efeito inibi-
dor sobre a peroxida¢do microssomal de lipideos (ati-
vidade antioxidante) que a quercetina e outros flavonoi-
des apresentam (26). No entanto, as plantas do género
Rhododendron apresentam efeito toxicologico devido a
presenca de diterpenos derivados do andromedano, de
agdo cardiotoxica, presentes em todas as partes da planta
(26). Isso impede o uso da planta para chas, por exem-
plo, mas ela mostra ser um removedor natural de ions
A" de aguas e solos, podendo ser chamado de um “ad-
sorvente verde . Esse estudo indicou que PAB ¢ PAM
podem remover 0,18 mg de AI** para cada mg de querce-
tina, contida em extratos so6lidos. Em amostras liquidas,
a PAB pode remover 2,41 mg e a PAM 0,48 mg de ions
A" para cada mg de quercetina.

CONCLUSAO

Foi possivel identificar a presenca de quercetina em
azaleia branca e azaleia magenta por meio da formagéao
do complexo quercetina:aluminio, utilizando espectros-
copia de ultravioleta visivel (UV-Vis). A estequiometria
entre aluminio e quercetina foi 2:1 com uma constan-
te de ligacdo de 3,94 + 0,34 x 10° mol L, a partir de
ajuste ndo linear. Estudos que viabilizem o uso desta
técnica no monitoramento de quercetina em plantas
por meio do complexo aluminio-quercetina se mostram
promissores.
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