Doseamento do teor de flavonoides totais
em extratos hidroalcoolicos
de Passiflora alata Dryander (maracuja)

Total flavonoid content determination in aereal parts of Passiflora alata Dryander (maracuja)
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RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento e validagdo do método espectrofotométrico de doseamento de flavo-
néides totais, presentes em partes aéreas de Passiflora alata. O material vegetal foi extraido sob refluxo, durante 30 minutos, utilizando
etanol a 40 % (V/V), sem hidrélise prévia dos glicosideos flavonoidicos e sem uso de outros solventes orgnicos. A interferéncia de
substincias lipofilicas no comprimento de leitura foi avaliado por remogdo destas mediante extragdo em fase sélida, utilizando solugdes
extrativas obtidas com etanol a 20, 40 e 80 % (V/V). Os flavonéides foram complexados com cloreto de aluminio e a absor¢éo lida, 30
minutos apds, a 397 nm, utilizando amostra ndo complexada como branco. O teor de flavondides foi expresso em gramas de apigenina por
100 g de droga vegetal seca. Os testes de reprodutibilidade, realizados com amostras diferentes e considerando andlises realizadas em dias
diferentes, foram satisfatérios. O teste de recuperagio indicou, porém, que o teor de flavonéides calculado é dependente da proporcdo
droga:solvente, utilizada na fase de preparacdo da solugio extrativa. Para efeitos comparativos, a confiabilidade dos resultados fica restrita
ao estabelecimento de condigbes experimentais precisas. O teor de flavonéides calculado para P. alata (0,55 g%) foi comparativamente
menor ao calculado para P. incarnata (0,94 g%) e P. edulis (0,90 g %), sob as mesmas condi¢des experimentais. A andlise comparativa
utilizando o comprimento de onda de 425 nm, preconizado por diversas farmacopéias, revelou falta de especificidade e a presenca de erros
analiticos evidentes.

PALAVRAS-CHAVE ~ Passiflora alata; Passiflora incarnata; teor de flavondides totais, método analitico; validagio.

SUMMARY — This work aims the development and validation of an assay for the total flavonoid content determination, in aerial parts of
Passiflora alata. The drug was extracted by reflux using ethanol 40% (V/V), without previous acid hydrolysis nor other organic solvents. The
interference effect due to lipophilic substances was determined by solid phase extraction using 20, 40 and 80% (V/V) hydroalcoolic mixtu-
res. The flavonoids were complexed with aluminum chioride reagent and the absorption was determined at 397 nm, 30 min after the
aluminum chloride addition. The total flavonoid content was expressed as apigenin (g %) related to 100 g of dried drug. The reproducibility
tests led to satisfactory results when different samples and analysis daytimes were considered. The recovery assay, however, showed that
different extraction drug:solvent ratios brought about unlike flavonoid contents. Consequently, for comparative purposes the results confi-
dence is attached to well defined experimental parameters. Under the same analytical conditions, P. alata showed smaller flavonoid content
(0.55 g %) than P. incarnata (0.94 g %) and P. edulis (0.90 g %). On the other hand, a comparative study carried out using the 425 nm
wavelength, as recommended by several pharmacopoeias, indicated lack of specificity and analytical errors occurrence.

KEY WORDS - Passiflora alata; Passiflora incarnata; total flavonoids content; method validation.

INTRODUCAO

Passiflora alata Dryander (folhas) consta
nas trés primeiras edi¢Ses da Farmacopéia
Brasileira®, sem no entanto,.preconizar um
método analitico quantitativo, que permita a
avaliagio fidedigna da qualidade da droga.
Um dos fatores que dificulta o doseamento
de substancias ativas, presentes nesta espé-
cie, € a insuficiéncia de estudos fitoquimi-
cos e farmacolégicos, apesar do caréter ofi-
cial da mesma. Os flavonéides relatados, em
sua maioria C-glicosilados, parecem consti-
tuir a melhor op¢ao de escolha de marcado-
res de qualidade, da mesma forma como re-
latado para P. incarnata e P. edulis'*%"%%,

Um dos métodos de quantifica¢do do teor
de flavondides totais mais freqiientemente
utilizado é o método espectrofotométrico ado-
tado pelas Farmacopéias Alema (DAB-10)’ e
Sui¢a (Ph. Helv. VII)’. O método € geral e
preconizado para Passiflora incarnata e ou-
tras espécies vegetais ricas em flavondides,
como a Camomila recutita, Crataegus spp. €
Betula alba. Contudo, diversos autores assi-
nalam para o mesmo diversas fontes de erro
analitico, decorrentes do método ter sido de-
senvolvido, de forma especifica, para a andli-
se darutina e flavonéides O-glicosilados, mas
ndo para flavondides C-glicosilados, que re-
sistern a hidrélise dcida'*®?.

No presente trabalho foi adotado o

método geral preconizado por Schmidt e
Gonzilez Ortega®, introduzindo modifica-
¢Oes e validando-o para a droga vegetal
partes aéreas de Passiflora alata, com én-
fase no comprimento de onda de leitura,
tempo de leitura, interferéncia causada por
substincias lipofilicas e reprodutibilidade.

METODOLOGIA

Extragdo, preparacdo e leitura das
amostras

A extracio foi realizada utilizando eta-
nol a 40% (V/V). A metodologia utilizada
para a preparagio das solugdes extrativas e
amostras de leitura estd descrita na Figura 1.
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Figura 1 - Metodologia geral de extracio e pre-
paraciio de amostras e leitura.

A proporgio droga:solvente utilizada foi de
0,2:10, exceto quando especificado o con-
trario.

Selecdo do comprimento de onda

A solugfo extrativa foi diluida na propor-
¢do 1:2.000(V:V) com etanol 40% (V/V). Os
espectros de absorgio foram obtidos na faixa
de comprimento de onda de 230 a 500 nm, 30
minutos apds a adi¢do de 2 mL de solug@o eta-
nélica de cloreto de aluminio a 0,5% (m/V)".

Determinagdo do tempo de leitura

A solugdo extrativa foi diluida com eta-
nol 40% (V/V) na proporg¢ao 1:2000 (V/V).
As leituras das absorvéncias a 397 nm fo-
ram realizadas em intervalos de 5 minutos,
durante uma hora, apds adigio de 2 mL de
AICIL; 0,5%.

Determinagdo do coeficiente de absor-
¢do especifica da apigenina

O valor de E'* da apigenina foi calculado a
partir da absorvincia de uma solugéo contendo
8,2 mg/100mL, 30 minutos apds adigdo de 2
mL AICI; 0,5%. A mesma, sem AlCL 0,5%, foi
utilizada como solugiio de compensagio.

Avaliagdo do efeito de interferentes li-
pofilicos

A interferéncia de substincias lipofilicas
sobre a leitura a 397 nm foi avaliada por do-

* A solugio etandlica de cloreto de aluminio
hexaidratado a 0,5 % (m/V), calculado como base
anidra, serd abreviada como AICl, 0,5 %.
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seamento do teor de flavonéides totais em
solugdes extrativas preparadas com misturas
hidroalcodlicas a 20, 40 e 80% (V/V), e uma
proporg¢ao droga:solvente de 0,4:10 (m/V). A
metodologia de extra¢do foi a mesma descri-
ta na Figura 1. Aliquotas de 1,0 mL de cada
uma das trés solugdes extrativas obtidas, ap6s
diluigéio na proporgio 1:1000 (V/V) com os
respectivos liquidos extratores, foram aplica-
das, separadamente, em colunas de extragio
em fase sdlida (Sep-pak® RP-18 - 100 mg).
As colunas foram lavadas, primeiro com 7 mL
de etanol 40% (V/V) (fragdo A) e depois com
7 mL de éter de petrdleo (faixa dest. 40-60
°C) (fracdo B). A absorvancia em 397 nm da
fragdo A foi determinada, apés adigdo de 2
ml AlCI; 0,5% e diluigdo 1:20 (V/V) com eta-
nol 40%. Igual procedimento foi seguido para
a fracdo B, diluida com éter de petréleo ao
invés de etanol 40%. Em ambos casos, as res-
pectivas fragdes sem AICl; 0,5% foram utili-
zadas como solugdes de compensagdo. O es-
pectro de absorgio, da fragdo B, na faixa de
200 a 600 nm foi obtido 30 minutos apds a
adi¢do de AICl; 0,5%, utilizando éter de pe-
tréleo como branco.

Doseamento quantitativo do teor de fla-
vondides em 397 nm

A preparacgido das amostras foi realiza-
da conforme metodologia descrita na Figu-
ra 1. A soluciio extrativa foi diluida com
etanol 40%, na propor¢io 1:2000 (V/V). A
medida da absorvincia em 397 nm foi feita
30 minutos apds adicio do AICl,; 0,5%. A
solugdo extrativa diluida e n3o adicionada
de AICl; 0,5% foi utilizada como solugio
de compensagio. O teor de flavondides to-
tais, expresso em gramas de apigenina por
100 g de droga seca, foi calculado pela
Equacgdo A.

Equacio A
Cc= A*FD
1%

Iem

onde: C = concentragio de apigenina em g por 100
g de droga seca; A = absorvincia lida; FD = fator de
diluigdo; m = massa de drogaseca (g ); E

336,5. lem

Doseamento comparativo do teor de fla-
vondides totais em 425 nm

As amostras foram preparadas conforme
descrito na Figura 1. A diluigio foi com eta-
nol 40%, na propor¢do 1:2500 (V/V). A ab-
sorvancia em 425 nm foi medida 30 minutos
apds adigdo de 2 mL de AICI, 0,5%, utilizan-
do solugao extrativa diluida, sem AICl, 0,5%,
como solugio de compensagio.

Teste de recuperagdo

Foram utilizadas solucGes extrativas pre-
paradas conforme descrito na Figura 1, com
proporgio droga:solvente de 0,4:10. A solu-
¢do extrativa com fator de dilui¢do 1:2500 (V/
V) foi acrescida de quantidades crescentes de
extrato com diluigdo 1:1000 (V/V), resultando
em mais trés solugbes extrativas com fatores
de diluicdo respectivos de 1:2273, 1:1923 e
1:1667 (V/V). As solugBes extrativas assim
preparadas foi adicionado 2 mL de AICl; 0,5%.
As absorvancias em 397 nm foram medidas
30 minutos apés adigdo do reagente comple-
Xante.

Reprodutibilidade

Extratos preparados conforme a metodo-
logia geral (Figura 1), com proporgdo
droga:solvente de 0,4:10, foram utilizados
neste ensaio. Os fatores de variagdo consi-
derados foram quatro amostras e quatro dias
de andlise diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de doseamento de flavo-
ndides totais esteve baseada na proposta por
Schmidt e Gonzdlez Ortega® para P. incar-
nata, a qual foi modificada em alguns as-
pectos. A diferenga do método espectrofo-
tométrico preconizado pelas Farmacopéias
Alemi e Suiga para P. incarnata®’, a solu-
¢do extrativa ndo foi submetida a hidrélise
dcida nem a extragdo com acetona e acetato
de etila, evitando diversos erros relatadas na
literatura para drogas vegetais ricas em fla-
vonéides C-glicosilados*®®.

O comprimento de onda de 397 nm foi
escolhido para a medida da absorvincia, le-
vando em consideragfio a absorvancia maxi-
ma observada no espectro de absorcdo (Figu-
ra 2) e o menor efeito interferente da clorofila
e outros compostos lipofilicos. O 1,5, coinci-
de com os relatados para diversos flavonéi-
des presentes no Género Passiflora, quando
complexados com AICI?, o que torna o mé-
todo, em principio, aplicdvel a outras espéci-
es de Passiflora.

A absorvincia maxima permanece esté-
vel transcorridos 30 minutos da adi¢do de
AICl, 0,5% (Figura 3), caracterizando uma
reagdo de cinética lenta. O incremento de
0,004 U.A./minuto, observado apds 30 mi-
nutos, € irrelevante do ponto de vista das
exigéncias analiticas incidentes no caso de
uma matriz vegetal complexa.

A escolha da apigenina como substin-
cia de referéncia levou em consideragio os
maximos de absorgio observados no espec-
tro desta apés adigdo de AICl; 0,5% (278,
301, 389 nm), além da semelhanga espec-
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Figura 2 - Espectro de absor¢io de extrato hidroetanélico de P. alata, obti-
do apoés 30 minutos da adi¢dio de solugiio etanélica de AICL; a 0,5 %, na
regiio de 230 a 500 nm, utilizando extrato sem AICl, como solu¢io de com-

pensacio.

AlCla 0,5 % (mvV).

Figura 3 - Valores de absorvincia observados para o extrato hidroetanéli-
co de P. alata em fungiio do tempo de leitura, apoés acrescida a solugiio de
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Figura 4 - Espectro de absorc¢do da apigenina obtido ap6s 30 minutos da
adicio de solucio etanélica de AICI, a 0,5 %, na regisio de 230 a 500 nm,
utilizando extrato sem AIC], como solu¢io de compensagao.

tral com outros flavonéides com presenga
relatada no Género Passiflora, entre eles vi-
texina e orientina®® (Figura 4). A escolha
da absor¢do em 278 nm, embora forte, tem
o inconveniente da possivel interferéncia de
outros compostos aromdticos nio flavono-
fdicos. A absor¢io em 389 nm, por outro
lado, localiza-se em um platd, coincidindo
com valores de absorvincia maxima obser-
vados para P. alata e P. edulis. O coeficien-
te de absorgdo especifica (E'*) da apigeni-
na, em 397 nm, calculado nas mesmas con-
dicdes experimentais que a solugio extrati-
va de P. alata, foi de 336,5.

O efeito de interferentes lipofilicos, como
carotendides e clorofilas, tem sido relatado
para o método de doseamento de flavondides
totais, utilizando AICl; como agente comple-
xante*®’, A andlise do espectro UV-VIS da
fragdo lipofilica, obtida com éter de petrdleo,
revelou uma interferéncia forte na regido de
210 a 280 nm e outra menor, centrada em tor-
no de 420 nm (Figura 5).

O efeito da interferéncia lipofilica foi
avaliado em fungio do teor alcodlico do li-
quido extrator, comparando os teores de fla-
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Figura 5 — Espectro da fracfio de éter de petréleo obtida por extrag¢io em
fase solida, a partir da solucdo extrativa diluida de P. alata, 30 minutos
apés adicdo de AlCl,, na regifio de 200 a 600 nm e utilizando éter de petré-

leo como liquido de compensacio.

vondides totais de solugdes extrativas pre-
paradas com etanol a 20, 40 e 80% (V/V),
em 397 nm. Os respectivos teores de flavo-
naides totais, expressos como apigenina, fo-
ram de 0,42, 0,57 e 0,76 g%. Esses teores
evidenciam uma relagfio direta com a maior
proporgdo de etanol no liquido extratos e,
conseqiientemente, uma interferéncia cres-
cente da fragdo lipofilica extrafda. Solugdes
extrativas preparadas com etanol a 20 ¢ 40%
praticamente ndo diferiram no seu teor de
flavonéides totais, apds tratamento em co-
luna de extrac¢d@o sélida, o que permite assi-
nalar uma menor interferéncia lipofilica as-
sociada a extragio com etanol a 20%. Esta
fase de purificagdo no método leva, contu-
do, a adsorg¢do irreversivel de uma pequena
parcela dos flavondides analisados, o que tor-
na estes resultados aproximados.

Para as solugbes extrativas preparadas
com etanol a 80% e leitura a 397 nm, a com-
paragéio entre as absorvincias obtidas com
solugdes livres da fragio lipofilica e aquelas
contendo ainda essa fragfo, sugere a possi-
vel formagdo de um complexo substéncias
lipofilicas e AICl,, com E'* diferente do cal-

culado para a apigenina, que foi 336,5. Quan-
do as absorvancias foram medidas em 425
nm, essa possibilidade de erro torna-se mais
evidente. Para solugbes extrativas prepara-
das com etanol 40% e E'* de 122,6, para a
apigenina complexada com AICI,, os teores
de flavondides calculados levam a valores
discrepantes. Assim, os teores calculados em
425 nm, utilizando a Equagio A, foram mai-
ores que os calculados em 397 nm, apesar
das absorvancias medidas em 425 nm serem
nitidamente menores (Tabela I).

Os fatores determinantes dessa discre-
pancia sio o emprego de E'* igual a 122,6
no denominador da Equagdo A, assim como
adiferenga das inclinagdes das curvas de ab-
sor¢do de P. alata e da apigenina, observa-
das na regido préxima a 425 nm (Figuras 2 e
4). Este fato, conjuntamente com a interfe-
réncia de substéncias lipofilicas, tornam o
comprimento de onda de 425 nm inadequa-
do para fins analiticos, corroborando restri-
¢oes relatadas anteriormente na literatura*®’,

No teste de recuperagio, os resultados
mostraram uma perda paulatina da correlagio
entre aumento de concentrag@o (DC) € o in-
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cremento na absorvancia (DA), resultando em
uma recuperagdo percentual abaixo de 10%
(Tabela II). Um comportamento semelhante
foi relatado para P. edulis', sendo o mesmo
atribuido a falta de linearidade entre a con-

centragio de flavondides e a quantidade de
AlCl;. Sobre esse tema, estudos de modela-
gem matemdtica, mediante analise de super-
ficie de resposta, tém demonstrado que esse
desvio da linearidade ndo € explicado somente

TABELA 1
Teores de flavonéides totais determinados em solucdes extrativas Passiflora alata,
preparadas com etanol a 40%, em 397nm e 425 nm

-
Amostra 1 : 2 3 [}
C"mprd‘:";‘i’:zr:e onda 397 nm 397 nm 425 nm 425 nm
0,549 0,572 10,672 0,752
TFT. (g %) 0,569 0,530 0,602 0,663
0,540 0,560 0,702 0,723
Média 0,553 0,554 0,689 0,713
CV (%) 2,68 3,91 222 6,37

Abreviaturas: TFT = teor de flavonéides totais calculado como gramas de apigenina por 100 gramas de droga

seca. CV (%): coeficiente de variagdo percentual.

TABELA 11
Resultados do teste de recuperaciio para determinacao do teor de flavonéides
totais de solucdes extrativas obtidas com etanol a 40%, em 397 nm

= Desvio em rela
Concentragio (mg/mL) | DC(%) | A [DA@) | , , Do esp;:;a | Y@
0.40 - 0316 | - — 452
0,44 10 | 0347 | 981 0,19 1,36
0.52 30 | 0301 | 237 6,30 1,03
0,60 50 | 0422 | 335 16,5 0,89

Abreviaturas: DC - diferenga percentual da concentragdo (mg/mL), A - média das absorvancias lidas (U.A.).
DA - diferenga percentual das absorvincias lidas em relagdio a absorgdo inicial de 0,316 U.A. CV (%) -

coeficiente de variagdo percentual.

TABELA HI
Resultados do teste de reprodutibilidade levando em consideracao
os fatores de variacao dias e amostras diferentes

Dia Amostras massa (mg) C(glL) A T.FET
A, 3999 1,9995 0,399 0,593
1° dia A, 4003 2,0015 0397 - 0,589
A, 4003 2,0015 0,369 0,548

média de T.E.T.: 0,577 (s + 0,025; C.V. 4,33 %)
A, 4003 2,0015 0404 [ 0600
2 dia A, 4004 20020 | 0391 0,580
A, 4001 2,0005 7|7 0371 0,551
A, 4005 2,0025 0,373 0,551

média de T.ET.: 0,570 (s = 0,024; C.V. 4,19 %)
A, 4004 2,0020 0,361 0,536
3° dia A, 4002 2,0010 0,360 0,535
Ay | 4006 2,0030 0,360 0,534

média de T.ET.: 0,535 (s = 0,001; C.V. 0,19 %)
A 4007 2,0035 0,391 0,580
. A, 4001 2,0005 0,391 0,580
4 dia A 3999 1,9995 0,398 0,591
A, 4004 2,0020 0,389 0,577

média de T.ET.: 0,582 (s £ 0,0061; C.V. 1,06 %)

Coeficientes de variagdo: a) amostras diferentes =

4,20 %

b) entre os diferentes dias = 3,57 %
Abreviaturas: C: concentragdo; A: absorvincia; C.V.(%): coeficiente de variagdo percentual; s: desvio pa-
drdo; T.ET.: teor de flavondides totais calculado como gramas de apigenina por 100 g de droga seca.
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em fungio do possivel esgotamento do AICl;,
caracterizando um fenémeno ainda mais com-
plexo, que envolveria outras varidveis™.

Para diferentes amostras analisadas, o co-
eficiente de variagao foi de 4,2%, enquanto que
para diferentes dias esse foi de 3,27% (Tabela
III), indicando uma boa reprodutibilidade.

Oteor de flavondides totais, expresso como
apigenina foi de 0,55 g%, relativo as partes aé-
reas de P. alata. Esse valor foi inferior ao teor
de 0,94 g%, relatado para partes aéreas de P.
incamata®e P. edulis' (0,90 g%), utilizando a
mesma propor¢ao droga:liquido extrator, nes-
te caso, etanol 40%.

O conjunto de resultados obtidos mostra
que o método pode ser aplicado para fins de
comparagao e estabelecimento de critérios de
qualidade relativos. No entanto, a observan-
ciade condigdes experimentais idénticas cons-
titui a principal restrico do método, sobretu-
do, em relag@o ao uso de etanol a 20 ou 40%,
com eliminagdo da fragfo lipofilica, e as pro-
porgdes de droga:liquido extrator:volume da
solugio de AICL 0,5%.
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