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OPTIMIZATION OF ANALYTIC METHODOLOGIES FOR QUANTIFYING FLAVONOIDS OF Bauhinia cheilantha
(BONGARD) STEUDEL. The present study examined the optimization of stabilization and extraction processes of the flavonoids of

Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel. Four drying temperatures (room temperature, 40, 60 and 80 °C) and seven extraction systems
(distilled water, 100% methanol, 80% methanol, 100% ethanol, 80% ethanol, 80% acetone and 60% acetone) were examined. The
results demonstrated a reduction in flavonoid levels with increasing drying temperatures; and 80% acetone, 80% ethanol, and methanol
p-a extraction systems were found to be most efficient and its weren’t differents statisticaly (p<0.05).
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INTRODUCAO

No Brasil pode-se encontrar cerca de 20% das espécies perten-
centes ao género Bauhinia (Caesalpiniaceae) das quais, muitas sdo
empregadas na medicina popular, comercializadas em feiras livres ou
estdo presentes na composi¢do de diversos produtos, pois apresentam
indicagdes populares como antidiabética, anti-hipertensiva e contra o
mau colesterol que, geralmente, sdo atribuidas as substancias fendlicas
encontradas em suas folhas, principalmente flavonoides.'*

Os flavonoides compdem um grupo economicamente importante,
sendo utilizados nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica.
Estas substancias t&ém origem na via dos fenilpropanoides e apresen-
tam mais de nove mil estruturas identificadas.* O niicleo fundamental
¢é constituido por dois anéis fendlicos, no qual o anel A € proveniente
da rota do acetato (Malonil-CoA), enquanto o anel B juntamente a
cadeia propidnica que forma o anel heterociclico C € oriundo da rota
do chiquimato (p-Cumaril-CoA), podendo estar ligados a carboidratos
(heterosideos), ndo associados (agliconas) ou ainda polimerizados
(antocianinas).*’

Esses compostos possuem uma série de propriedades medicinais
e, muitas destas, estdo sendo testadas empiricamente como a ativi-
dade anti-inflamatdria,® antimicrobiana,”® antioxidante,”!° hipoco-
lesterolemiante,''? hipoglicemiante® e até para prevenir acidentes
isquémicos.'* Uma revisdo mais detalhada sobre flavonoides e suas
propriedades pode ser encontrada em Harborne e Williams.'3

Diversas técnicas podem ser empregadas para a detecgio e dosea-
mento de flavonoides em amostras vegetais, tais como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG), cro-
matografia liquida associada a espectrometria de massas (CL-EM),
cromatografia em camada delgada (CCD), espectrofotometria UV/
Visivel, entre outras.'®? Destaca-se a espectrofotometria como uma
técnica bastante acessivel, pratica e menos onerosa e, devido as duplas
ligagdes presentes nos anéis aromadticos, os flavonoides podem ser
analisados na regido do ultravioleta ou visivel.?!*

Diversos fatores podem influenciar o teor dos principios ativos no
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processo analitico, como a estabilizacdo e a escolha correta do sistema
extrativo. A estabilizagcdo impede as reagdes de hidrélise e evita a
alterac@io das substancias originalmente presentes na planta, sendo a
secagem em estufas uma opcao mais eficiente, entretanto, tempera-
turas elevadas podem degradar ou alterar a composi¢ado quimica das
amostras.” Outro fator importante refere-se a escolha do solvente para
extracdo, sendo mais utilizados para compostos fendlicos solventes
organicos, como etanol, metanol e acetona, ou a mistura destes com
dgua, visando a otimiza¢do e o aumento do rendimento.>**

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi otimizar a me-
todologia analitica (temperatura de secagem e sistema extrativo)
para quantificacdo de flavonoides foliares de Bauhinia cheilantha
(Bongard) Steudel.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

As andlises quantitativas foram realizadas em espectrofotometro
Shimadzu UV-Mini 1240 com cubeta de vidro Equilab de 10 mm
de caminho 6ptico. Foram utilizados no estudo: agitador eletro-
magnético e Tamises Bertel, balanga analitica eletronica Shimadzu
AX200, estufa de secagem Nova Técnica NT-513, placa de aqueci-
mento Tecnal TE-018 e triturador Bermar BM30.

Reagentes e padrio de referéncia

Neste estudo foram usados os seguintes solventes: metanol p.a.
(Vetec), etanol p.a. (Vetec) e acetona p.a. (Merck). Para a metodolo-
gia analitica utilizaram-se dgua destilada, dcido acético glacial p.a.
(Merck), solugdo metandlica de piridina a 20% (Vetec) e reagente
cloreto de aluminio em metanol a 50,0 mg/mL (Vetec). Como padrio
para flavonoides foi empregada rutina 99,5% (Merck).

Metodologia analitica

Seguiu-se a metodologia descrita por Peixoto Sobrinho e colabo-
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radores com adaptacdes.”® Os extratos foram preparados com 500,0
mg das amostras secas e pulverizadas com granulometria de 60 mesh
em Erlenmeyers de 50 mL, aos quais foram adicionados 25,0 mL
do solvente e extraidos, sob aquecimento, em placa de aquecimento
durante 30 min, sendo filtrados para baldes volumétricos de 50 mL.
Em cada Erlenmeyer foram adicionados 25,0 mL do solvente e
novamente filtrado, aferindo-se o volume do baldo com o mesmo
solvente. Deste extrato foi pipetada e transferida aliquota de 1,0
mL para baldo volumétrico de 25 mL, ao qual foram acrescentados
0,6 mL de 4cido acético glacial, 10,0 mL da solu¢do metandlica de
piridina a 20% e 2,5 mL do reagente cloreto de aluminio em metanol
a 50,0 mg/mL, completando-se o volume com dgua destilada. Apds
30 min, as leituras foram realizadas a 420 nm em cubetas de vidro.

Para construgdo das curvas de calibracdo, foram preparadas solu-
¢des metandlicas de rutina a 0,5 mg/mL, sendo retiradas 6 aliquotas
para baldes volumétricos de 25 mL. Em cada baldo foram acrescen-
tados 0,6 mL de dcido acético glacial, 10,0 mL da solucdo de piridina
e 2,5 mL do reagente cloreto de aluminio, completando-se o volume
com 4gua destilada. Ap6s 30 min em temperatura ambiente, as leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro a 420 nm, utilizando-se dgua
destilada como solug@o-branco para zerar o aparelho.

Material vegetal

As amostras foliares de B. cheilantha utilizadas para os testes
de estabilizagdo e extracdo, foram coletadas num remanescente de
caatinga com 20 hectares, dentro da Estacao Experimental do Instituto
Agronomico de Pernambuco - IPA (08°14’18,2”S e 35°54°57,1”"W),
localizada no municipio de Caruaru, Agreste Pernambucano, no més
de junho/2007 entre 9 e 11 h. Os pardmetros para coleta do material
foram folhas inteiras, mesmo estagio de desenvolvimento e auséncia
de predacgdo. A identificacdo foi realizada pelo Prof. Dr. U. P. de
Albuquerque, do Departamento de Biologia da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, e as exsicatas encontram-se depositadas no
Herbério Prof. Vasconcelos Sobrinho da mesma institui¢do, sob os
n°. 49684-49704.

Estabilizacao

Para avaliar o processo de estabiliza¢do sobre o contetido de
flavonoides presentes na amostra de B. cheilantha, 50,0 g de folhas
frescas foram postas separadamente em bandejas e simultaneamen-
te desidratadas a temperatura ambiente (25 °C) e em estufa a 40,
60 e 80 °C. Apds aferigdes sucessivas, com intervalos de 1 h, sem
alterac@io de no maximo 1,0% no peso, foi determinada a perda por
dessecacdo conforme a equag@o D(%) = [(peso amostra fresca — peso
da amostra seca)/peso amostra fresca] x 100, onde D(%) representa
a perda percentual por dessecagdo. As amostras foram pulverizadas
e quantificadas pela metodologia mencionada anteriormente. Para
cada varidvel foram realizadas 6 réplicas.

Sistemas extrativos

Apds secagem das folhas frescas a temperatura ambiente, os
extratos foram preparados com os seguintes sistemas extrativos:
dgua destilada, metanol p.a, metanol 80%, etanol p.a, etanol 80%,
acetona 80% e acetona 60%. Para cada sistema extrativo foram
realizadas 6 réplicas.

Analise estatistica

Foram utilizados testes para avaliar a normalidade e os resultados
foram submetidos a andlises de variancias para comparar os teores de
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flavonoides de B. cheilantha, complementando-se o estudo, quando
necessdrio, com o teste de Tukey para comparar as médias. Testes
de correlagdo foram empregados para relacionar o teor de flavonoide
no estudo de estabilizacdo. As andlises foram realizadas ao nivel de
95% de confianga (o = 0,05) através do programa BioEstat 4.0.”

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de Kolmogorov-Smirnov mostrou que os dados possuem
distribui¢cdo normal e, por isso, foram empregados testes paramétricos
para avaliar os resultados. A equacido de correlacdo e o coeficiente de
determinacio obtidos para a curva de calibragio usada para quantificar
as amostras de B. cheilantha foram, respectivamente, y = 0,0263x +
0,0002 e R?=0,9995 (Figura 1).
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Figura 1. Curva de calibragdo construida com rutina (0,5 mg/mL) a 420 nm,
onde a equagdo de correlagdo e o coeficiente de determinagdo obtidos foram
y = 0,263x + 0,0002 e R* = 0,9995

Os percentuais de perda por dessecac@o das amostras variaram
de 67,47 a 68,99% e a estabilizacio ocorreu entre 2 h e 45 min e 22
h e 30 min (Tabela 1). A andlise de variancia realizada com os resul-
tados obtidos a diferentes temperaturas de secagem mostrou que as
amostras estabilizadas a temperatura ambiente apresentaram maior
teor de flavonoides (4,289 = 0,120), apontando perdas com o aumento
da temperatura. Entretanto, o teste de Tukey apontou diferencas es-
tatisticas apenas para a temperatura de 80 °C. A correlacéo linear de
Pearson mostrou uma relacdo inversamente proporcional (r=-0,9511;
p<0,05) entre a temperatura de secagem e os teores de flavonoides
das amostras, indicando que o aumento da temperatura provoca uma
reducdo nos teores de flavonoides. Os teores de flavonoides extraidos
das folhas de B. cheilantha submetidas a diferentes temperaturas de
secagem encontram-se na Tabela 1.

Estes dados corroboram com os encontrados por Negri que,
avaliando a estabilizagdo das folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex
Reiss. (Celastraceae), observou uma relagdo inversa entre os teores
de flavonoides e a temperatura de secagem, comprovando a influéncia
deste fator sobre os compostos fendlicos avaliados.”® Neste mesmo
trabalho foi observado que os teores de fendis totais e taninos (em
menor escala) diminuiram com o aumento da temperatura de secagem,
encontrando-se 0s maiores teores para as amostras secas a 40 °C.%

Estudo com Salix purpurea L. (Salicaceae) mostrou que a esta-
bilizacdo a 60 e 90 °C exerce forte influéncia sobre sua composic¢io
quimica foliar, podendo determinar mudancas qualitativas, como a
oxidacdo de compostos fenélicos em quinonas, e/ou quantitativas,
reduzindo os teores de flavonoides em relagdo as folhas frescas,
onde as flavanonas e flavonas glicosidicas se apresentaram mais
sensiveis que os flavondis glicosideos.?” O processo de estabiliza¢do
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Tabela 1. Teores de flavonoides foliares de Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel obtidos apds a utilizacdo de diferentes temperaturas de secagem

Temperatura (°C) Tempo de estabilizagdo Dessecacdo (%) Teor + DP (% p/p) CV (%)

Ambiente (25) 22 h e 30 min 4,289 +0,120 a 2,802
40 She 15 min 4,138 + 0,106 a 2,565
60 3 h e 30 min 4,109 = 0,091 a 2,221
80 2 he45 min 3,830+0,177b 4,634

DP = Desvio-Padrao; CV = Coeficiente de Varia¢do; médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente entre si (n = 6; p<0,05).

dos ramos de Hypericum perforatum L. (Hypericaceae), por dife-
rentes temperaturas, reduziu significativamente os teores de rutina
e quercitrina quando comparados ao material fresco, enquanto que
atemperatura de 50 °C, estes mesmos flavonoides néo apresentaram
alteracdes.*

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados dos teores de flavo-
noides obtidos por diferentes sistemas extrativos. Os resultados da
andlise de varidncia complementada pelo teste de Tukey, aplicados
para avaliar a eficiéncia da extracdo, apontaram diferengas signifi-
cativas entre os sistemas utilizados, indicando que as extracdes com
acetona 80% (4,661 + 0,155), etanol 80% (4,595 +0,071) e metanol
p-a. (4,465 = 0,164) foram os mais eficientes.

Tabela 2. Teores de flavonoides de Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel
obtidos por diferentes sistemas extrativos

Sistema Teor + DP (% p/p) CV (%)
Agua 1,394 +0,103 a 7,363
Metanol p.a. 4,465 + 0,167 be 3,747
Metanol 80% 4,332 +0,111b 2,570
Etanol p.a. 4,402 0,131 bd 2,968
Etanol 80% 4,595 £ 0,071 cd 1,547
Acetona 80% 4,661 £0,155¢ 3,336
Acetona 60% 4,379 £ 0,141 bd 3,218

DP = Desvio-Padrao; CV = Coeficiente de Variagdo; médias seguidas da
mesma letra ndo diferem significativamente entre si (n = 6; p<0,05).

Os estudos realizados sobre a otimizacio de sistemas extrativos
sdo relativos a compostos fendlicos, ndo sendo citados na literatura
trabalhos especificos para flavonoides. Uma vez que os flavonoides
sdo também polifendis, podemos comparar nossos resultados com
os obtidos por Kim e colaboradores que, ao avaliarem a extracdo de
polifendis contidos nos frutos de Theobroma cacao L. (Sterculiaceae)
por metanol (p.a. e 50%), etanol (p.a. e 50%) e acetona (40, 50 e
60%), encontraram diferencas estatisticas entre os teores, revelando
que o uso de acetona promoveu extracdes mais eficientes em todos
os niveis. *! Contudo, outro estudo realizado com a finalidade de
extrair compostos fendlicos de 7. cacao com metanol, cloroférmio,
sistema I (cloroférmio, éter e diclorometano) e sistema II (metanol e
diclorometano) mostrou que o metanol apresentou melhor eficiéncia.*?

CONCLUSOES

Os resultados mostram que a estabilizagdo € um importante
processo para a manutengdo dos principios ativos presentes nas
amostras de Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel e que pode
ser extrapolado para outras espécies; entretanto, foi observada uma
correlacdo inversamente proporcional, indicando que a temperatura
de secagem empregada ndo deve exceder 60 °C, pois temperaturas
acima desta podem reduzir os niveis de flavonoides.

Obteve-se, também, que os sistemas mais eficientes para a extra-
¢do de flavonoides de B. cheilantha foram acetona 80%, etanol 80%
e metanol p.a., ndo havendo diferencgas significativas entre ambos.
Contudo, ha ressalvas no uso de acetona e metanol com a finalidade

de extrair compostos ativos para a fabricagdo de fitomedicamentos,
por possuirem custo mais elevado e sua toxicidade torna-se um fator
determinante, pois ao comercializar seus produtos a industria tem que
assegurar que todo o solvente utilizado no processo de extragio tenha
sido eliminado para no causar riscos ao consumidor, enquanto que
solventes de baixa toxicidade ou atoxicos, como o etanol, além de
possuirem menor custo, ndo apresentam tal risco a satide e causam
menos impacto ambiental.
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