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Resumo: Introducdo: No decorrer da historia da humanidade, as plantas foram vitais na
cura de diversas doencas por apresentarem atividades farmacologicas (BURQUE et al,
2013). O Brasil possui uma ampla biodiversidade, contudo, as espécies catalogadas ainda
sd0 poucas e sdo restritamente estudadas quanto ao seu potencial farmacologico,
dificultando a utilizacdo destas (RIBEIRO et al, 2014). Os compostos fendlicos séo
metabolitos secundarios amplamente encontrados no reino vegetal responsaveis por
apresentarem propriedades farmacologicas (LIMA e CARVALHO, 2013). A Capparis
flexuosa € conhecida popularmente como feijdo bravo e apresenta-se na medicina como
contribuinte de diversas enfermidades (BARRETO, 2005). E uma espécie considerada
fonte de flavonoides (JUNIOR et al, 2015). Objetivo: Diante do que foi exposto, o
objetivo desse trabalho foi realizar uma analise cromatografica e quantificar os
compostos fendlicos e os flavonoides da Capparis flexuosa. Metodologia: A
determinacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos realizada utilizando-se da técnica
por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) foi feita em um equipamento da
marca Shimadzu. Para quantificar o teor de fendis totais e flavonoides foi utilizado
método descrito por Rezende (2010) e Siqueira (2011) respectivamente e realizada uma
curva de calibracéo de &cido galico e quercetina, respectivamente nas concentracdes que
variaram de 0,15 a 0,005 mg/mL. Em seguida, as concentracbes da amostra foram
realizadas em triplicata e, apos a obtencdo das absorbancias em espectrofotometro, 0s
resultados foram interpolados para a curva de calibracdo obtendo-se a concentracdo em
miligramas equivalentes de &cido galico (para compostos fendlicos) e quercetina (para
flavondides) por grama do extrato. Resultados: A amostra analisada apresentou diversos
constituintes em sua composicdo quimica através da analise cromatografica por HPLC.
Sendo possivel observar a presenca e quantificacdo do acido galico (5,02mg/L), catecol
(133,54mg/L), &cido clorogénico (17,56mg/L), acido vanilico (0,34mg/L), &cido cafeico
(6,40mg/L), wvanilina (5,05mg/L), seringaldeido (13,22mg/L), é&cido cumarico
(19,05mg/L), cumarina (133,45mg/L), acido salicilico (8,21mg/L), rutina (946,04mg/L),
quercetina (209,81mg/L) e kaempferol (4,13mg/L). Tais compostos sdo muito citados na
literatura cientifica por sua acdo antioxidante. O teor de fendis totais que foi quantificado
foi de 1.916,9 mg EAG/g de extrato e, o de flavonoides de 84,04 mg EQ/g de extrato da
C. flexuosa resultado esse superior a outros descritos na literatura que, segundo JUNIOR
(2015), apresentou um resultado igual a 595,47mg EQ/g de extrato e 61,31 mg EAG/g
de extrato. Consideracdes finais: Tendo em vista o crescimento pela busca de plantas
que apresentem potencial terapéutico, fica evidente a necessidade de se estudar as
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propriedades farmacoldgicas destas e a correta forma de uso. A espécie Capparis
flexuosa apresenta-se como uma fonte de compostos bioativos o que valida a necessidade
de estudos sobre o potencial farmacoldgico desta espécie vegetal até entdo pouco

estudada.

Palavras-chave: Feijdo bravo; HPLC; compostos fendlicos; plantas medicinais.
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INTRODUCAO

H& muitos anos as ervas medicinais sdo utilizadas para fins terapéuticos por apresentarem
diversas propriedades farmacoldgicas. Em funcdo disso, é notdria a crescente busca por
pesquisas que identifiqguem quais substancias estdo atreladas a essas atividades farmacolédgicas
atribuidas aos vegetais (BIANCHETTI; ETHUR; STULP, 2014; SILVA et al, 2017).

Esses compostos bioativos, mais conhecidos por compostos fendlicos, estdo presentes no
metabolismo secundario do vegetal que ocorrem a partir de substratos em seu metabolismo
primario. Tais substancias sdo produzidas pelas plantas como mecanismo de defesa e, ao
mesmo tempo promovem alguns efeitos benéficos para o organismo humano (DIAS et al, 2015;
FERRERA, 2016).

Cada vegetal possui sua particularidade e, por isso, as plantas se diferem umas das outras
em seu desenvolvimento e, consequentemente, 0s compostos bioativos também serdo diferentes
em termos de diversidade e quantidade. Assim se torna de essencial importancia esse crescente
interesse em estuda-las (BIANCHETTI; ETHUR; STULP, 2014).

A Capparis flexuosa, conhecida popularmente por Feijao Bravo, € uma planta nativa da
Caatinga que pertence a familia Capparaceae. Pouco se sabe sobre sua composicdo quimica,
mas alguns estudos destaca essa espécie por seu potencial forrageiro e por se apresentar verde
durante o periodo seco do ano. Assim acredita-se que a mesma pode apresentar uma diversidade
e quantidade significativa de compostos fendlicos (GOMES et al, 2015; SILVA et al, 2016).

Uma das técnicas bastante utilizada para esse tipo de analise é a cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Essa técnica permite a separacao das substancias quimicas para identificacéo,
além de ter a capacidade de quantificar cada composto presente no vegetal (DUTRA;RIBANI,
2009; LEE, 2000; SAGDIC et al, 2011).

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo realizar uma analise cromatografica
para identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes na Capparis flexuosa,

além de quantificar esses compostos pelo método de Folin-Ciocalteau.
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METODOLOGIA
Obtencéo da amostra

Foram coletadas as folhas de Capparis flexuosa no municipio de Olho d’agua do Casado
em Alagoas. O material vegetal foi seco numa estufa a 50°C e submetido a trituragdo em

moinho.

Extracgéo assistida por micro-ondas (EAM)

O extrato etandlico vegetal foi obtido através da extracao assistida por micro-ondas. Foi
pesado 0,5g da amostra vegetal seca e adicionado 5 mL de etanol P.A com 4 repeti¢cdes (2g da
amostra vegetal seca e moida para um volume de 20 mL de etanol) e submetidos ao micro-
ondas programado a 300 W, temperatura de 40°C e um tempo de 2 minutos. O material obtido

foi filtrado e submetido a um evaporador rotativo a 40°C para obtencdo do extrato bruto seco.

Apos a obtencdo do extrato foi calculado 0 R% (Rendimento percentual) pela seguinte

formula;

Mazsa do extrato bruto
Rendimento (04) =

100
Meassa do material regetal *

Determinacao do teor de fendis totais por Folin — Ciocalteau

O teor de fendis totais da amostra foi determinado pelo método de Folin — Ciocalteau
(SCHERER e GODOY, 2009), com algumas adaptacGes para realizacdo do teste em
microplacas. Em eppendorf (triplicata) foi adicionado 100 pL da solucdo metandlica da
amostra, 500 pL da solucdo aquosa de Folinl:11 (v/v) e 400 pL da solugcéo aquosa de Na.COs
(7,5%) e foi preparado um branco em triplicata. Em seguida as solu¢bes foram agitadas no
vortex por 30 segundos. A partir destas solucdes foi transferido 250 pL de cada solucdo para 3
compartimentos de uma placa de 96 pocos, a placa foi mantida ao abrigo da luz por 2 horas e a
leitura da absorbancia foi a 740 nm, em um espectrofotdmetro leitor de placa. Foi construida
uma curva de calibracdo de acido galico nas concentracdes de 0,1 a 0,005mg/mL. Os resultados

foram expressos em mg Equivalente de Acido Galico/g extrato seco.

Quantificacdo de flavonoides
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A quantificacdo do teor de flavonoides nas amostras foi determinado pelo método ja
descrito por Souza et al (2011), com adaptagdes para realizacdo do teste em microplacas. Foi
transferido para cada poco (triplicata) de uma placa de 96 compartimentos, 200 puL da solugéo
metandlica da amostra e 100 pL da solugdo metandlica de cloreto de aluminio (2%). A placa
foi mantida em ambiente escuro por 30 minutos com leitura da absorbancia a 420 nm, em um
espectrofotémetro leitor de placa. Foi construida uma curva de calibracdo de quercetina nas
concentracdes de 0,03-0,00125 mg/mL. Os resultados foram expressos em mg EQ/g extrato

Seco.

Quantificacdo de compostos fendlicos por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia)

Para os padrdes (&cido galico, catecol, acido vanilico, acido salicilico, vanilina,
seringaldeido, acido cumarico, acido clorogénico, cumarina, rutina, quercetina, kaempferol,
acido cafeico) foram preparadas solucOes-estoque com concentracdo de 40 mg L-1 em
agua/alcool a 30%/70%. O método utilizado para a quantificagdo foi o da padronizacdo
externa. Para a construcdo das curvas analiticas, foram realizadas diluicdes de uma solucao
intermediaria, contendo uma mistura de todos os padrdes, sendo que esta foi obtida por meio
da diluicdo das solucbes-estoque previamente preparadas. Nesta solucdo intermedidria,
todos os padrbes encontraram-se na concentracdo de 10 mg L-1. Foram utilizados como fase
maovel para a eluicdo dos compostos analisados a solu¢éo de acido formico a 1% em agua milli-
Q (Solvente A) e metanol (Solvente B). As amostras e os padrdes foram eluidos de acordo com
um gradiente que inicia em 7% de metanol e vai aumentando até chegar em 85%, totalizando
uma corrida de 80 minutos. O comprimento de onda utilizado foi de 290 nm, numa temperatura
de 33°C, fluxo de 0,6 mL min* e volume de injecdo de 20 pL. As amostras e os padrdes foram
filtrados em membrana de polietileno de 0,45 um (Milipore) e injetados diretamente no sistema
cromatografico. Cada injecdo foi realizada trés vezes no sistema CLAE, com a finalidade de se
obter a média das concentracdes e dos tempos de retencdo. Sendo assim, a identidade dos
analitos confirmada pelo tempo de retencdo, e o perfil dos picos da amostra, comparados aos

dos padrdes.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Determinacéo do teor de fenois totais por Folin — Ciocalteau
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A partir do extrato etandlico bruto foram realizadas as analises de quantificacdo do teor
de fenois totais da amostra. A principio foi obtido uma curva de calibracdo do acido galico
padrdo para compostos fendlicos, apresentando uma equacéo da reta de y = 7,701x + 0,0131 e
R2 = 0,995 (Gréfico 1).

Curva do Acido Galico
1
E g v=7,701x+0,0131
s R? = 0,995
-
= 0.6
s a-'"-’
-_r.: 0.4 —Sdriel
[=] . .
b ——Linear [Sérial)
g Q.2
0
0 0,05 0,1 0,15
[mg/mL]

Gréfico 1- Curva de Calibracdo do Acido Galico. Fonte: Dados do autor.

Com a equacao da reta e a média das absorbancias da amostra estudada, foram obtidos
os resultados de fendis do feijao bravo que foi equivalente a 1.916,9 mg EAG/g de extrato
(Tabela 1).

Tabela 1- Teor de fendis totais da amostra de Capparis flexuosa.
AMOSTRA Mg EAG/g de extrato
C. flexuosa 1.916,9

Fonte: Dados do autor.

Através da interpolacdo das absorbancias da espécie C. flexuosa na curva de calibracao
de &cido galico, onde a mesma apresentou uma equacao da reta equivalente a 0,99, o resultado
obtido da quantificacdo de fendis totais foi de 1.916,9mg EAG/g de extrato. Esse resultado

mostrou-se superior ao resultados obtidos por Junior (2015) que avaliou a mesma espécie.
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Quantificacao de flavondides

Na avaliagdo do teor de flavonoides do extrato foi obtida a curva de calibragdo da
quercetina padréo para flavonoides, com uma equagéo da reta de y = 32,262x+0,0595 com R?
=0,9993 (Gréafico 2).

Curva da Quercetina
1,2

! y=32,262x+ 0,0595
E R?=0,9993
S 08
£ 06
'-' ]
._;;E —Siriel
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0
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Grafico 2- Curva de Calibracdo da Quercetina. Fonte: Dados do autor.

Com a equacao da reta e a média das absorbancias da amostra estudada, os resultados

de flavonoides apresentados pela amostra foi equivalente a 84,04 mg EQ/g de extrato (Tabela

2).
Tabela 2- Teor de flavonoides das amostras de feijdo-bravo
AMOSTRA Mg EQ/g de extrato
C. flexuosa 84,04

Fonte: Dados do autor.

Através da interpolacdo das absorbancias da espécie C. flexuosa na curva de calibracao
de quercetina, onde a mesma apresentou uma equacao da reta equivalente a 0,99, o resultado
obtido da quantificacdo de flavonoides foi de 84,04mg EQ/g de extrato. Esse resultado mostrou-

se superior a duas amostradas da mesma espécie estudada por Junior (2015).

Quantificacdo de compostos fendlicos por HPLC
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As amostras foram injetadas no HPLC e a partir da comparacdo do tempo de retencéo
dos padrdes de polifendis, os compostos foram identificados e quantificados. Os resultados

obtidos estéo dispostos na tabela 3 que segue.

Tabela 3- Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos por HPLC em feijdo

bravo
Compostos fendlicos Concentracéo
Acido Galico 5,02mg/L
Catecol 133,54mg/L
Acido Clorogénico 17,56mg/L
Acido Vanilico 0,34mg/L
Acido Cafeico 6,40mg/L
Vanilina 5,05mg/L
Seringaldeido 13,22mg/L
Acido Cumérico 19,05mg/L
Cumarina 133,45mg/L
Acido Salicilico 8,21mg/L
Rutina 946,04mg/L
Quercetina 209,81mg/L
Kaempferol 4,13mg/L

Fonte: Dados do autor.

Tais compostos séo citados na literatura como os de Assis; Oliveira (2014) que realizaram
a identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos acido clorogénico, rutina, &cido
cafeico, quercetina em diferentes tipos de gradientes e obtiveram um resultado que variou entre
0,3% e 18,9% na area destes. Esse resultado é inferior aos resultados encontrados em Capparis
flexuosa. Mas vale ressaltar que apesar da técnica ter sido a mesma, a espécie analisada foi

diferente.

Isso mostra, que a planta avaliada nesse estudo, apresenta uma diversidade de compostos

fendlicos com quantificacdes significativas.

CONCLUSAO

Tendo em vista o crescimento pela busca de plantas que apresentem potencial
terapéutico, fica evidente a necessidade de se estudar as propriedades farmacoldgicas destas e
a correta forma de uso. A espécie Capparis flexuosa apresenta-se como uma fonte de compostos
bioativos o que valida a necessidade de estudos sobre o potencial farmacoldgico desta espécie

vegetal até entdo pouco estudada.
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