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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar a metodologia analitica para determinagio de flavonois e flavonas
em hortalicas. A hidrdlise foi otimizada utilizando-se Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
para investigar os efeitos da concentracao de HCl e do tempo de hidrdlise. Essa etapa foi realizada
simultaneamente com a extragao por metanol aquoso 50%, em refluxo a 90°C. Foi utilizado cromatografo
liquido Waters com coluna Nova-Pak C18 e detector de arranjo de diodos. Os compostos estudados
foram miricetina (M), quercetina (Q), kaempferol (K), luteolina (L) ¢ apigenina (A). As condigdes
otimas encontradas para hidrélise de cada hortalica foram: 1,0M HCI/6 horas para espinafre ¢ couve,
1,6M HCI/5 horas para ricula, 1,2M HCI/2 horas para alface, 1,7M HC1/4,3 horas para salsa ¢ 0,8M
HC1/2,5 horas para cebola. O melhor gradiente para separacdo (CLAE) dos flavonodides das hortaligas
em estudo foi constituido de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido féormico) 20:80, chegando
a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e voltando a 20:80 em 20 minutos. As curvas analiticas
apresentaram coeficientes de correlagdo maiores que 0,99. Os limites de detecgdo foram de 0,5, 0,4, 0,5,
0,6 e 1,0ug/mL, respectivamente, para M, Q, L, K e A.

Palavras-chave. flavonoides, analise por CLAE, hortaligas.

ABSTRACT

The objective of this investigation was to optimize the analytical methodology for determining flavonols
and flavones in vegetables. The hydrolysis procedure was optimized using Central Composite Rotational
Design (CCRD) to investigate the effects of HCI concentration and hydrolysis time. This step was
carried out simultaneously with extraction with 50% aqueous methanol, and refluxing at 90°C. A Waters
liquid chromatograph, with Nova-Pak C18 column and photodiode array detector, was used. The analyzed
compounds were myricetin (M), quercetin (Q), kaempferol (K), luteolin (L), and apigenin (A). The
optimum conditions found for hydrolysis for each vegetable were: 1.0M HCI for 6 hours for spinach and
kale, 1.6M HCI for 5 hours for roquette, 1.2M HCI for 2 hours for lettuce, 1.7M HCI for 4.3 hours for
parsley, and 0.8M HCL for 2.5 hours for onion. The best gradient (HPLC) for separating flavonoids
from these vegetables consisted of methanol:water (acidified with 0.03% formic acid) 20:80, changing
to 45:55 in 5 minutes, 48:52 in 17 minutes, returning to 20:80 in 20 minutes. The standard curves of the
flavonoids had coefficients of correlation higher than 0.99. The detection limits were 0.5, 0.4, 0.5, 0.6
and 1.0pug/mL for M, Q, L, K, and A, respectively.
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INTRODUCAO

Flavonodides sdo compostos polifendlicos amplamente
distribuidos em alimentos de origem vegetal. Classificados em
grandes grupos, como as antocianinas, isoflavonas, flavonas,
flavandis, flavonois e flavanonas, estes compostos vém
despertando um crescente interesse devido aos estudos que
mostram uma relagao inversa entre o seu consumo e o risco de
doencas degenerativas como o cancer e doencgas
cardiovasculares'”’. Esta possivel prote¢do pelos flavonoides é
atribuida a sua acdo como antioxidantes, devido a suas
propriedades como seqiiestradores de oxigénio singleto,
quelantes de metais ou doadores de hidrogénio, sendo potentes
seqiiestradores de radicais livres®!!. Sdo também anti-
tromboticos, através da reducdo da agregacdo plaquetaria'>"3;
moduladores da sintese de 6xido nitrico pelo endotélio vascular,
levando ao vaso-relaxamento!?; anti-mutagénicos,
interrompendo varios estagios do processo de cancer!'*!¢; e
mediadores da transdugdo celular!’.

As fontes alimentares de flavondides sdo analisadas
principalmente em relagdo a trés flavonois, quercetina,
miricetina e kaempferol, e duas flavonas, apigenina e luteolina'®
3, Estes sdo também os flavonoides mais investigados em
estudos sobre compostos anticarcinogénicos.

Os métodos analiticos quantitativos empregados para
flavondides sao diversificados, embora utilize-se macigamente
a cromatografia, em especial a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A eletroforese capilar € uma técnica bastante
promissora, mas os relatos ainda sao modestos em comparagao
a CLAE.

Os métodos por CLAE para flavonoéides envolvem, na
maioria das analises, colunas de fase reversa e detector de
arranjo de diodos?.

Em plantas, com exce¢do das catequinas, 0s
flavonodides ocorrem na forma glicosilada, ou seja, ligados a
moléculas de agucar®?’. A determinagdo quantitativa de
flavonodides na forma glicosidica ¢ dificil devido ao grande
numero de glicosideos diferentes existentes para cada
flavonodide e a dificuldade de adquirir padrdes. A hidroélise
das diversas formas de glicosideos para liberar as agliconas
oferece um método mais pratico, porém, pode provocar a
degragdo dos flavonoides. Glicosideos sdo hidrolisados
usando-se normalmente HCI em metanol aquoso!®®2!, A
hidrélise dos glicosideos requer concentracdes relativamente
altas de acidos minerais (1-2M), em condigdes de refluxo,
numa mistura de metanol e dgua (50:50, v/v)*..

O procedimento utilizado na maioria das pesquisas € o
estabelecido por Hertog et al.?!, que emprega refluxo das
amostras por 2 horas a 90°C com HCl 1,2M em solugdo aquosa
de metanol 50%. Estes autores estabeleceram as melhores
condi¢des de hidrolise para alimentos contendo flavondis
glicuronideos (2,0M de HCI por 2 horas, ou ainda 1,6M de
HCI por 4 horas), flavonois glicosideos (1,2M de HCI por no
maximo 2 horas) e flavonas (2,0M de HCI por 4 horas).

Hakkinen et al.?®, utilizando uma mistura de padrdes
de flavonois e acidos fendlicos, compararam o procedimento
estabelecido por Hertog et al.?!, 1,2M de HCI a 90°C por 2
horas, com outras condi¢gdes de hidrélise, utilizando 0,6 M
ou 1,2M de HCl em metanol 50%, com tempo de 16h a 21°C
ou 35°C sob atmosfera de nitrogénio. Os melhores resultados
foram obtidos com 1,2M de HC1 a 90°C por 2 horas e 0,6 M
de HCI a 35°C por 16 horas. Posteriormente, estes dois
procedimentos foram comparados, utilizando-se amostras
de “blackcurrant” e morango. A melhor condi¢do para
quercetina e miricetina em “blackcurrant” foi com 1,2M de
HC1a 90°C por 2 horas, porém, kaempferol ndo foi detectado
nesta condi¢@o de hidrolise. Nas amostras de morango, esta
temperatura também foi mais eficiente para quercetina,
porém miricetina ¢ kaempferol ndo foram detectados. O
método de escolha foi hidrdlise a 35°C por 16 horas usando
1,2M de HCI. Acido ascorbico e z-butil-hidroquinona
(TBHQ) foram testados como antioxidantes, sendo que o
primeiro foi escolhido, ja que TBHQ interferiu na
identificacdo da quercetina.

Mais recentemente, Nuutila et al.?> compararam os
métodos de Hertog et al.?! e Hakkinen et al.?, utilizando
solucdes de padrao e misturas de padroes (acidos fenolicos,
flavondis, flavonas e catequinas) e também padrdes
separados. Os melhores resultados, para a maioria dos
compostos, foram obtidos utilizando-se refluxo a 90°C por
2 horas com 1,2M de HCI (Hertog et al.?') sem adi¢do de
antioxidante. Porém, na auséncia de antioxidante, a
miricetina era extensivamente degradada. Acido ascérbico
e TBHQ foram comparados, obtendo-se os mesmos
resultados de Hikkinen et al.?®. A quantidade ideal de
antioxidante foi estabelecida em 2mg para SmL de solucéo,
em amostras de cebola e espinafre.

Estas variagcdes demonstram a importincia da
otimizagao ¢ validagdo de métodos analiticos para cada
alimento analisado, devido as varia¢des na natureza da matriz
e na composicao e glicosilagdo dos flavonodides.

No geral, a otimizag¢do de processos pode ser alcangada
por métodos empiricos ou estatisticos. Os tradicionais processos
que otimizam um fator de cada vez demandam maior tempo, €
podem ignorar as interagdes entre os varios fatores, sendo que
o resultado da otimizagdo pode ndo refletir o modelo real, uma
vez que as atuais respostas aos processos, resultam da influéncia
das interacdes entre as varidveis. Os processos estatisticos de
otimizacdo permitem que sejam levadas em consideragdo estas
interagdes®®. A Andlise por Superficie de Resposta (ASR),
originalmente descrita por Box et al.’!, ¢ um dos métodos que
permite a avaliacdo dos efeitos dos muitos fatores e suas
interagdes sobre as variaveis de resposta.

O objetivo deste estudo foi estabelecer as melhores
condi¢des cromatograficas para separagdo de flavonois e
flavonas de hortalicas e otimizar, através de delineamento
estatistico, as melhores condi¢des para extracdo/hidrolise
destes compostos.

143



Huber LS, Rodriguez-Amaya DB, Rodrigues M . Otimizagdo e validagdo de metodologia analitica para determinagao de flavondis e flavonas

por CLAE em hortali¢as Rev Inst Adolfo Lutz, 66(2): 142-151, 2007.

MATERIAL E METODOS

Amostras

As amostras foram adquiridas em supermercados da
cidade de Campinas, S@o Paulo. Foram determinadas as
condi¢gdes oOtimas de extragdo/hidrdlise e analise
cromatografica dos flavonoides presentes em alface (Lactuca
sativa), couve (Brassica oleraceae), espinafre (Tetragonia
expansa), racula (Eruca sativa), salsa (Petroselinum sativum)
e cebola (Allium cepa).

As amostras submetidas as analises foram retiradas
de um mesmo lote homogeneizado para cada aspecto
avaliado (um lote para otimizacdo das condigdes de
hidré6lise, um para avaliacdo da precisdo e outro para
avaliacdo da exatiddo) para que as variagdes naturais nao
fossem atribuidas a variagdes analiticas.

Reagentes e padroes

Para a preparacgao das amostras e fases moveis, utilizou-
se agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore). Metanol
grau cromatografico foi adquirido da Mallinckrodt Baker
(Philipsburg, EUA) e acetonitrila da Merck do Brasil (Sao
Paulo, Brasil). Acido acético, acido formico, acido ascorbico
e acido cloridrico de grau analitico foram adquiridos da
Labsynth Ltda (S2o Paulo, Brasil). As fases moéveis foram
filtradas em filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore,
com poros de 0,45um de didmetro.

Os padrdes de miricetina (M), quercetina (Q),
kaempferol (K), luteolina (L) e apigenina (A) foram adquiridos
da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Solugdes estoque
dos padrdes foram preparadas pela dissolucdo de cada
flavonoide em metanol grau cromatografico, em concentragio
de aproximadamente 1000ug/mL e conservadas a —18°C
protegidas da luz. As solugdes estoque apresentaram
estabilidade superior a 2 meses nessas condigdes.

Equipamento e condi¢des cromatograficas

A andlise cromatografica foi realizada em um moédulo
de separagdo a liquido da Waters (modelo 2690), Milford,
EUA, equipado com injetor manual Rheodyne (modelo
77251), controlado por Software Millenium 32. Foi utilizada
uma coluna Nova-Pak C18, (4um, 3,9 x 150mm) e detector
de arranjo de diodos (Waters 996), sendo a detecgdo fixada
em 370nm. O fluxo da fase moével foi de ImL/min e o volume
de inje¢ao foi 20uL.

Para a defini¢do das condi¢des cromatograficas, foram
realizados testes utilizando-se uma mistura de padrdes dos cinco
compostos em estudo, M, Q, L, K e A, dissolvidos em metanol,
adicionado de acido cloridrico conforme procedimento
utilizado para as amostras. Neste estudo, foram testadas as
seguintes fases moveis: agua e acetonitrila, acidificadas com
0,3% de acido formico (v/v); d4gua e metanol, acidificados com
0,3% de acido acético (v/v); e dgua e metanol, acidificados
com 0,3% de acido formico (v/v).
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A identificacao dos flavondis e flavonas foi feita por
comparacao dos tempos de reten¢do, co-cromatografia e dos
espectros obtidos através do detector de arranjo de diodos,
utilizando-se padrdes.

A quantificagdo foi realizada por padronizagdo externa.
As curvas de calibragdo foram construidas pela injecdo em
triplicata de solugdes padrao em cinco concentragdes diferentes,
cobrindo a faixa de concentracdo esperada nas amostras e
simulando as condi¢des apds hidrélise das hortalicas. Aliquotas
da solugdo estoque de cada padrdo foram diluidas em 1,5mL
de agua purificada em Milli-Q contendo acido ascorbico (0,04%
na solugdo de injecdo). A esta solugdo foi adicionado ImL de
HCI 6M (equivalente a 1,2M na solugdo de inje¢do) e o volume
foi completado a SmL com metanol.

Extracio e hidrolise dos flavonoides

Para se obter a maxima efici€ncia de extracdo e hidrolise
sem promover degradacdo, a hidrdlise de cada hortalica foi
otimizada utilizando-se Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR)®.

As hortalicas foram lavadas, secas com papel absorvente,
e ap6s remogao das partes ndo comestiveis, cortadas em por¢des
menores que foram trituradas em processador de alimentos. As
cebolas foram descascadas e trituradas em processador de
alimentos. Sub-amostras de cada amostra foram pesadas,
adicionadas de quantidade conhecida de 4gua (variando conforme
o tipo de amostra, em propor¢des de 1:0,5 a 1:2) e &cido ascorbico
e homogeneizadas durante 3 minutos na velocidade 15 em
homogeneizador do sistema Polytron MR2100, Kinematica-AG
(Luzern, Suica). Foram tomados 7,5g desse homogeneizado,
acrescidos de 12,5mL de metanol e SmL de HCI em diferentes
concentragdes molares iniciais. As solugdes de extracdao assim
obtidas consistiram-se de diferentes concentragdes molares finais
de HCI em solugdo aquosa de metanol 50% (v/v), com 0,04% de
antioxidante. Estes extratos foram levados a refluxo a 90°C
durante diferentes periodos. Em seguida, foram resfriados e
filtrados em funil sinterizado com porosidade G2. O volume foi
completado a S0mL com metanol e as solugdes foram colocadas
em ultra-som por 5 minutos. Aliquotas médias de 2mL foram
filtradas em filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) Millipore de
0,45um de didmetro, antes da analise por CLAE.

Planejamento experimental e Analise de Superficie de
Resposta

A otimizagdo da extracdo e hidrolise dos flavonodis e
flavonas das hortalicas estudadas foi realizada através da
Analise de Superficie de Resposta. Seis DCCRs constituidos
por 12 experimentos conduzidos aleatoriamente foram
utilizados para avaliagdo da concentra¢do do acido e tempo de
hidrélise na eficiéncia da extragao e hidrolise dos flavonoides.
A Tabela 1 apresenta os valores estudados para cada hortaliga
e a Tabela 2 a matriz do planejamento com as distintas condi¢des
de hidrdlise para determina¢do das concentragdes de
flavonoides nas hortaligas estudadas.
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Tabela 1. Fatores e niveis testados (valores codificados estao entre parénteses) para o Delineamento Composto Central Rotacional.

Fatores (M*h;min)

Hortalica Ponto axial Nivel Nivel Nivel Ponto axial
inferior (-0 inferior (-1)  intermediario (0) superior (+1) superior (+Q)
Alface 0,4M/35min 0,8M/1h 1,2M/2h 1,6M/3h 2M/3h25min
Cebola 0,6M/5min 0,8M/30min 1,2M/1h30min 1,6M/2h30min 1,8M/2h55min
Couve 0,15M/1h46min 0,4M/3h 1,0M/6h 1,6M/9h 1,85M/10h14min
Espinafre 0,15M/1h46min 0,4M/3h 1,0M/6h 1,6M/9h 1,85M/10h14min
Rucula 1,0M/2h11min 1,2M/3h 1,6M/5h 2,0M/7h 2,2M/7h49min
Salsa 0,6M/2h11min 0,8M/3h 1,2M/5h 1,6M/7h 1,8M/7h49min

*concentragdo molar de HCl na solugdo de hidrolise; *tempo de hidrdlise.

Tabela 2. Condigdes experimentais do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e as respostas para os flavonoides

analisados nas hortaligas.

Concentragdo de flavonoides (ug/g)

Alface  Cebola Couve Espinafre Ricula Salsa

Ensaios X, X, Q Q Q K Q K Q K A
1 -1 -1 12,34 155,01 260,40 129,04 27,85 97,77 278,03 553,80 1656,39
2 -1 +1 12,24 374,25 419,38 229,11 58,21 201,70 289,56 570,00  2377,72
3 +1 -1 13,95 305,14 458,28 270,87 63,58 225,05 283,27 563,44  2603,44
4 +1 +1 11,06 232,22 175,53 117,78 58,47 204,29 281,13 557,53 2352,31
5 -1,41%* 0 10,86 281,24 105,56 51,42 25,84 72,84 294,68 563,98 1722,09
6 +1,41%* 0 9,06 280,77 269,82 173,73 62,40 220,25 301,00 579,72 2577,75
7 0 -1,41%* 11,29 52,44 386,83 206,08 45,51 153,87 262,74 544,89 1746,17
8 0 +1,41%* 11,47 311,17 404,50 24291 73,45 233,45 288,72 575,66  2393,63
9 0 14,50 372,23 442,11 258,02 69,73 249,47 303,46 592,67  2564,83
10 0 0 13,68 359,33 478,22 281,81 66,64 237,33 304,66 611,87 244234
11 0 0 14,91 367,80 491,95 282,90 67,08 239,85 300,21 608,05  2565,50
12 0 0 13,29 334,30 485,15 275,63 66,31 234,56 301,54 592,80  2462,06

X = concentragdo molar de HCI, X,= tempo de hidrélise, Q= quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.

*0l= £2 para X, em alface e + 1,5 em cebola, ricula e salsa

Os resultados obtidos na Tabela 2 foram analisados

Onde b, b

1”72

b,b,,b

12 722

e b, representam os coeficientes

estatisticamente utilizando-se o pacote STATISTICA for
Windows, versdao 6.0 da STATSOFT. Verificou-se a
possibilidade de ajuste de modelos codificados de segunda
ordem através da Equag@o 1.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para
cada flavonoide extraido das hortalicas, verificando-se a
adequacdo dos modelos para obtengdo e analise das superficies
de resposta.

Y=b, + bX, +bX, + b X?+ b, X+ b XX,
Equacao(1)

de regressdo, X, a concentragdo molar de HCl e X, o tempo de
hidrélise.

Validagao da extracdo e método cromatografico

A faixa linear foi verificada para flavondis e flavonas.
A avaliag@o dos limites de detec¢do do equipamento (LD) foi
feita pelo método da relacdo sinal-ruido 3:1, por diluigdes
sucessivas dos padrdes, onde determinou-se a menor quantidade
detectavel para cada um deles como sendo trés vezes o valor
da amplitude do ruido. O limite de quantificagdo instrumental
foi considerado como sendo trés vezes o LD,
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Para verificar a precisdo do método, valores de sete
repeti¢des foram obtidos para cada hortalica e para avaliacao
da exatidao, triplicatas de recuperagdes com adi¢ao de padrdo
em um nivel de concentracdo foram obtidas para cada hortaliga.
Para as amostras fortificadas, o padrao foi adicionado a amostra
homogeneizada, que foi misturada e deixada por 20 minutos
para acomodacdo do padrio na matriz. As amostras sem ou
com adi¢do de padrdes foram entdo submetidas a extragdo/
hidrdlise otimizadas neste estudo.

Como as condigdes de hidrolise foram as mesmas para
couve e espinafre, a recuperagdo foi avaliada apenas em
espinafre.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Condicdes cromatograficas

Com a fase moével adgua e acetonitrila, acidificadas
com 0,3% de acido féormico, ndo foi possivel uma boa
separacdo entre os picos de quercetina e luteolina.
Conseguiu-se uma boa separacdo dos compostos em estudo,
com agua e metanol, acidificados com 0,3% de 4cido
acético, porém os picos apresentaram cauda. Agua e
metanol, acidificados com 0,3% de acido formico,
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proporcionaram boa separagdo dos compostos em estudo,
sendo que os picos ndo apresentaram cauda. Esta foi a fase movel
escolhida, e extratos hidrolisados das amostras, com e sem
acréscimo de padrdes, foram injetados no cromatografo sob as
melhores condi¢des conseguidas para os padroes, fazendo-se os
ajustes necessarios para a melhor resolugio dos picos. O gradiente
que melhor separou os flavondides das amostras investigadas
foi o mesmo conseguido para a separacdo dos padrdes: iniciando
em 20:80 de metanol:agua (acidificados com acido férmico),
chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80
em 20 minutos, sempre com gradiente linear. O tempo de
condicionamento da coluna foi de 10-15 minutos.

Cromatogramas tipicos dos flavondides agliconas para
cada extrato das hortaligas sdo apresentados na Figura 1. Os
flavonoéides M, Q, L, K e A eluiram nesta seqiiéncia nos tempos
de retencdo de 10,4 minutos, 12,5 minutos, 14,0 minutos, 16,2
minutos e 16,6 minutos, respectivamente.

Analise dos resultados dos DCCRs utilizados na otimiza¢ao
da extracao/hidrolise das agliconas

As amostras de alface e cebola apresentaram apenas o
flavonol quercetina. Salsa apresentou a flavona apigenina.
Couve, espinafre e rucula apresentaram os flavonois quercetina
e kaempferol (Figura 1).
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Q
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Figura 1. Cromatogramas tipicos dos flavonoides agliconas Q=quercetina, K=kaempferol e A=apigenina, dos extratos hidrolisados
de alface crespa, couve, espinafre, cebola, riucula e salsa. Condigdes cromatograficas: coluna Nova-Pak C18; fase mdvel iniciando
em 20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido formico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 ¢ 20:80 em
20 minutos, sempre em gradiente linear, detec¢do fixada a 370nm.
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Na etapa de hidrélise/extragdo, o objetivo ¢ liberar os
agucares ligados as agliconas, para que estas sejam mais facilmente
identificadas e quantificadas. Essa etapa deve ser eficaz na quebra
das ligacoes glicosidicas, porém sem degradar as agliconas liberadas.
Assim, considera-se que se utilizarmos uma concentracdo muito
alta de 4cido porum longo periodo, podemos liberar completamente
as agliconas, porém acelerar sua degradagdo. Se utilizarmos uma
concentragdo de acido baixa por curto periodo, a liberagdo das
agliconas pode ndo ser completa. Desta maneira, a interagdo que
pode ocorrer no efeito destas duas variaveis, indica que as melhores

condigdes devem ser alcangadas quando utilizamos uma baixa
concentragdo de acido por um periodo mais longo, ou um tempo de
hidrolise mais curto com concentra¢do mais elevada de acido. Estas
diferentes condi¢des dependerdo dos tipos de glicosideos presentes
na amostra, bem como do tipo de matriz analisada.

A Tabela 3 apresenta os coeficientes de regressao para as
agliconas extraidas das hortaligas analisadas. Para a elaboragéo dos
modelos, em fun¢do das varidveis estudadas, adotou-se 5% de
significancia na avaliagdo estatistica dos coeficientes de regressdo
obtidos.

Tabela 3. Estimativas dos coeficientes da regressdo do modelo polinomial quadratico e significancia (p-valor), para a resposta dos

teores de flavonoides agliconas nas hortalicas analisadas.

ALFACE CEBOLA
Quercetina Quercetina
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B, 14,20%* <0,0001 359,28* <0,0001
B, -0,26 0,3528 0,87 0,9500
B, -1,01* 0,0021 -28,26 0,0898
B, -0,34 0,3273 64,08* 0,0034
B,, -1,21% 0,0177 -80,90%* 0,0020
B, -0,70 0,1756 -73,04%* 0,0093
COUVE
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B, 474,24% <0,0001 274,53* <0,0001
B, 23,27 0,2603 25,44% 0,0476
B, -134,62%* 0,0007 -76,74* 0,0005
B, -12,39 0,5326 -0,14 0,9898
B, -30,02 0,2027 -20,44 0,1256
B, -110,43* 0,0058 -63,29% 0,0047
ESPINAFRE
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B, 67,44%* <0,0001 240,27* <0,0001
B, 10,97* 0,0001 42,34% 0,0002
B, -11,65* 0,0001 -43,99* 0,0003
B, 8,11* 0,0004 24,49* 0,0035
B,, -3,92% 0,0237 -20,29* 0,0139
B,, -8,86% 0,0017 -31,17% 0,0058
RUCULA
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B, 302,36* <0,0001 601,17* <0,0001
B, 0,74 0,6879 2,44 0,5039
B, -2,83 0,1755 -14,36%* 0,0074
B, 5,77* 0,0189 6,73 0,1069
B,, -14,45% 0,0004 -22,27% 0,0014
B, -3,42 0,2294 -5,53 0,3125
SALSA
Apigenina
Coeficientes p-valor
B, 2511,97* <0,0001
B, 259,43* 0,0005
B, -136,23* 0,0145
B, 173,41* 0,0045
B, -190,74* 0,0051
B -243,11* 0,0047

12

*p-valor < 0,05
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As equagdes codificadas com os parametros
estatisticamente significativos, os coeficientes de determinagao
(R?), F calculados ¢ F tabelados estdo apresentados na Tabela 4.

Pelos coeficientes de determinag¢do (R?) e F
calculados obtidos, observa-se que os resultados
experimentais tiveram um excelente ajuste aos modelos
obtidos (R?entre 0,85 ¢ 0,98), com exce¢do da extragdo/

hidrolise de quercetina em alface e kaempferol em rucula,
com R%2de 0,74 ¢ 0,77, respectivamente, apresentando valores
mais baixos, porém estatisticamente aceitaveis®2.

Assim, foi possivel gerar as nove superficies de respostas
apresentadas na Figura 2. Observa-se pelos eixos das respostas
que as figuras estdo apresentadas em ordem crescente dos teores
de flavonoides.

Tabela 4. Equagdes que representam os teores de agliconas (Y) em funcdo da concentragdo molar de HCI (X)) e tempo de

hidrolise (X,) presentes nas hortalicas estudadas.

EQUACAO Y = (ug Aglicona/g hortalica) (Valores de X, e X, codificados) R? Foo Frp,ve,Vv)
Alface Q Y=1420-1,01X7>-121X? 0,74 15,87 4,26
Cebola Q Y =359,28+64,08X, —80,90 X7 -73,04 X X, 0,86 15,84 4,07
Couve Q Y =47424-134,62X7-110,43 X X, 0,85 2538 4,26
K Y=274,53+2544X -76,74 X*- 63,29 X X, 0,88 19,47 4,07
Espinafre Q Y =67,44+10,97 X —11,65X *+ 811X, - 3,92X* - 8,86 X X, 0,98 51,18 4,39
K Y =240,27+42,34 X, — 43,99 X *+ 24,49 X, - 20,29X * - 31,17 X X, 0,96 34,17 4,07
Rucula Q Y =302,36+5,77X,—14,45X? 0,85 2523 4,26
K Y=601,17 - 14,36 X > - 22,27 X ? 0,77 37,13 426
Salsa A Y=2511,97+259,43 X - 136,23 X *+ 173,41 X, —190,74 X?-243,11 X X, 0,95 22,99 4,39

R*= coeficiente de determinagdo; F, = (QMchrcssﬁo/QMRcsi o)’

Q=quercetina; K=kaempferol; A=apigenina.

o= nivel de significancia (5%); v,=graus de liberdade da regressdo; v =graus de liberdade dos residuos
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Figura 2. Superticies de resposta para a determinagao das agliconas quercetina, kaempierol e apigenina.
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Alface foi a hortalica com menor teor de quercetina.
Espinafre, ricula, cebola e couve apresentaram teores
crescentes deste flavonol. Kaempferol foi encontrado em
espinafre, couve e ricula, sendo a riicula, a hortalica mais rica
neste composto. Salsa apresentou altos teores de apigenina.

Através das superficies de resposta geradas,
determinou-se as faixas de concentragdo molar de HCl e
tempo de hidrdlise 6timos para cada aglicona presente nas
hortalicas analisadas. As melhores condi¢des de extragdo/
hidrolise foram estabelecidas, em: 1,2M de HCI por 2 horas
para alface, 0,8M de HCI por 2,5h para cebola, 1,0M de HCI
por 6 horas para couve e espinafre, 1,6M de HCI por 5 horas
para ricula e 1,7M de HCI por 4,3 horas para salsa.

Tabela 5. Propriedades das curvas padréo.

A Figura 3 apresenta os cromatogramas obtidos da
amostra de espinafre submetida a diferentes condi¢des de
hidrélise: (A) com HCI 0,15M por 6 horas, onde ainda
pode-se observar a presenca de glicosideos, indicando
uma hidroélise incompleta destes compostos a agliconas;
(B) com HCI 1,0M por 6 horas, condigdo 6tima obtida a
partir da superficie de resposta, onde podemos verificar
que todos os glicosideos foram hidrolisados ¢ (C) com
HCI 1,0M por 10,23 horas, condi¢@o na qual os compostos
de interesse ja sofreram degradacgdo, apresentando
menores teores. Para algumas matrizes e condigdes de
hidrélise, a presenca de picos de degradagdo pode ser
observada.

Faixa de Coeficiente de Coeficiente de variacao
Flavondide concentracdo (iLg/mL) determinagdo ( 12) entre as triplicatas (%)
Miricetina 7-60 0,9988 0,8
Quercetina 9,4 -84 0,9996 1,8
Luteolina 7,1 -61,2 0,9990 1,5
Kaempferol 14,3 - 125,5 0,9998 1,8
Apigenina 7,1 — 60,6 0,9998 2,2
0.1 0“:' (A)
0.05+ Glicosideos
AU ]
11 Q K
0.0 T T T T T Ll T L LA | L] —v T 1
10.00 20.00
Minutos
0.1 O'E (B)
] K
0.057
AU E Q
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Figura 3. Cromatogramas tipicos dos flavonoides agliconas Q=quercetina, K=kaempferol, dos extratos hidrolisados de espinafre,
obtidos apds diferentes condigdes de hidrdlise (A) com HC1 0,15M por 6 horas; (B) com HCI 1,0M por 6 horas e (C) com HCI
1,0 M por 10,23 horas. Condi¢des cromatograficas: coluna Nova-Pak C18; fase movel iniciando em 20:80 de metanol:agua
(acidificados com 0,3% de 4cido férmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 e 20:80 em 20 minutos, sempre em

gradiente linear, detec¢do fixada a 370nm.
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Avaliacdo da metodologia analitica

As curvas padrdo passaram pela origem e apresentaram
boa linearidade nas faixas de concentracao estabelecidas (Tabela
5). Os coeficientes de correlagao obtidos foram superiores a 0,99.
Os limites de deteccdo obtidos para M, Q, L, K e A foram,
respectivamente, 0,5; 0,4; 0,5; 0,6 e 1,0ng/mL. A precisao
(repetitividade) do método foi demonstrada pelos coeficientes de
variagao das replicatas (Tabela 6), que variaram de 0,75 para cebola
a 5,0 para alface. As taxas de recuperagdo para os flavonoides das
diferentes hortalicas analisadas estdo apresentadas na Tabela 7,
variando de 89,9% para quercetina em racula a 102,1% para
quercetina em alface. Essas caracteristicas comprovam o excelente
desempenho do método analitico.

Tabela 6. Teores de flavondides nas amostras e seus respectivos
coeficientes de variagdo.

Coeficiente de

Amostra Concentragdo (ng/g)* variagdo (%)
Alface Q 70,52 £ 3,55 5,00
Cebola Q299,60 £ 2,24 0,75
Couve Q265,39+ 11,47 4,32

K 337,51 £ 16,67 4,94

Espinafre Q31,17+ 0,54 1,73

K 161,96 + 3,92 2,42

Rucula Q251,18 £4,52 1,80
K 945,98 + 9,42 1,00

Salsa A 2143,43 + 58,04 2,71

*média de sete repeti¢des, Q=quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.

Tabela 7. Quantidades adicionadas, percentagens de
recuperacdo e coeficientes de variacdo (CV) das recuperagdes
dos flavonoides estudados.

Flavondide Quantidade Recuperagdo® CV (%)
adicionada (ug/g) (%)

Alface Q27,9 102,1 0,2
Cebola Q 166,7 96,3 3.9
Espinafre Q16,73 92,0 0,9
K 77,8 91,8 1,1
Rucula Q 147,14 89,9 0,9
K 525,70 92,7 2,4
Salsa A 672,34 102,0 5,0

*média de trés determinagdes, Q=quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.
CV= coeficiente de variagao.

CONCLUSOES

A melhor condig@o cromatografica para a determinagao
de flavonois e flavonas nas amostras estudadas, foi obtida com
o uso de coluna de fase reversa C18 Nova-Pak (4um, 3,9 x
150mm), utilizando-se como fase mdvel metanol e agua,
acidificados com 0,3% de acido férmico, em gradiente linear,
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iniciando em 20:80, chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em
17 minutos ¢ 20:80 em 20 minutos, com fluxo de ImL/min e
volume de inje¢ao de 20uL.

A analise por superficie de resposta foi imprescindivel
na otimizacdo da extrag¢do/hidrodlise dos flavonois e flavonas,
sendo possivel estabelecer as condi¢des 6timas de concentragdo
molar de HCl e tempo de hidrélise para cada hortaliga.

Com base nesta otimizagdo, fica evidente que as
condi¢des 6timas de hidrolise para andlise de flavonoides
variam e devem ser determinadas para cada matriz estudada.
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