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RESUMO

Fitoterapicos preparados com folhas de Passiflora edulis Sims. tém efeito
ansiolitico e sedativo associado a presenca de diversos flavonoides. Foi realizado
estudo sobre a variabilidade quimica de amostras de folhas de maracuja
provenientes de cultivos localizados em regido de Caatinga e Mata Atlantica.
Vinte amostras de cada regiao foram coletadas. As folhas foram secas e tiveram o
teor de flavonoides determinado através de espectrofotometria de absor¢cdo no
ultravioleta, sendo o resultado expresso em porcentagem de flavonoides totais
calculados como apigenina. Foram obtidos os perfis cromatogréaficos, dos extratos
hidroalcodlicos, por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos, empregando

isovitexina e rutina como substancias de referéncia. As amostras da regido da
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Caatinga apresentaram maior teor de flavonoides totais (1,08% + 0,194%), com
coeficiente de variagao igual a 17,9%, resultado que se encontra de acordo com o
preconizado pela Farmacopeia Brasileira (1%). As amostras provenientes da
regido de Mata Atlantica apresentaram teor insatisfatorio de flavonoides (0,554%
+ 0,286%), além disso, a variacdo entre as amostras foi maior (51,5%). O perfil
cromotografico por CCD e CLAE foi diferente para as amostras de cada regiao,
mas semelhante para amostras de uma mesma regido. Concluimos que em
regido de Caatinga é possivel produzir folhas de maracuja adequadas, em relacéo
aos flavonoides, para a producdo de fitoterapicos. Como destes cultivos séo
comercializados apenas os frutos, a venda de folhas poderia resultar em

ampliacdo da renda no caso de produtores organicos ou agroecolégicos.

Palavras-chave: controle analitico de qualidade, espectrofotometria, flavonoides,

cromatografia.

ABSTRACT

Herbal medicines prepared with Passiflora edulis Sims. leaves have anxiolytic and
sedative effects associated with the presence of several flavonoids. A research
was carried out on the chemical variability of samples of passion fruit leaves from
crops located in the Caatinga and Atlantic Forest regions. Twenty samples from
each region were collected. The leaves were dried and had their flavonoid content
determined by ultraviolet absorption spectrophotometry, the result was expressed
as a percentage of total flavonoids calculated as apigenin. The chromatographic
profiles of the hydroalcoholic extracts were obtained by thin-layer chromatography
(TLC) and high-performance liquid chromatography (HPLC) with a diode array
detector, using isovitexin and rutin as reference substances. Samples from the
Caatinga region had a higher content of total flavonoids (1.08% + 0.194%). The
result was within parameters of the recommendations of the Brazilian
Pharmacopoeia (1%). Samples from the Atlantic Forest region showed

unsatisfactory flavonoid content (0.554% + 0.286%). The chromatographic profile
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by TLC and HPLC was different for samples from each region but similar for
samples from the same region. We conclude that in the Caatinga region it is
possible to produce adequate passion fruit leaves, concerning flavonoids, for the
production of herbal medicines. As from these crops, only the fruit is harvested as
a product, the sale of leaves could result in increased income in the case of

organic or agroecological producers.

Palavras-chave: analytical quality control, spectrophotometry, flavonoids,

chromatography.

INTRODUCAO

Passiflora edulis Sims. (Passifloraceae), popularmente conhecida como
maracuja, é nativa do Brasil e assim como 120 outras espécies do mesmo género
(BERNACCI et al., 2008; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004). Esta espécie
apresenta ampla variabilidade morfolégica. Seus frutos podem apresentar
coloragdo amarelo clara, amarelo, amarelo alaranjada, vermelho rosa, vermelho,
roxo vermelhado, roxo esverdeado, roxo e roxo escuro (BERNACCI et al., 2008).
A maior parte (95%) do maracuja cultivado no Brasil apresenta frutos amarelos e
€ conhecido como P. edulis fo. flavicarpa O. Deg. (BERNACCI et al., 2008;
BERNACCI et al., 2020). Foram detectadas diferencas na composi¢cao quimica da
infuséo das folhas para as variedades roxa e amarela (AYRES et al., 2015; LI et
al.,, 2011), porém ambas apresentam atividades farmacologicas semelhantes
(AYRES et al., 2015).

Em relacdo a relevancia medicinal, P. edulis foi listada na sexta edicdo da
Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019) e na Relagao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Saude
(BRASIL, 2009). Na medicina tradicional, infus6es ou decoccdes de folhas tém
sido utilizadas como calmantes e sedativos em casos de ansiedade e insonia,

como antidiarreicos, como diuréticos em pacientes com hipertensao e para aliviar
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0os sintomas da menopausa e colicas (BRASIL, 2018; DHAWAN; DHAWAN;
SHARMA , 2004; GUTIERREZ; CHILPA; JAIME, 2014).

Estudos in vivo tém relatado efeito ansiolitico (AYRES et al.,, 2015;
BARBOSA et al., 2008; LI et al., 2011; OTIFY et al., 2015), antidepressivo (ALVES
et al., 2020; AYRES et al., 2017) e antiinflamatoério. Os constituintes fitoquimicos
das folhas incluem principalmente flavonoides C-glicosideos (ZUCOLOTTO et al.,
2009), mas também O-glicosideos; triterpenos; glicosideos cianogénicos (HE et
al., 2020; ZHANG et al., 2013) e alcaloides (HE et al., 2020). Sao flavonoides
isolados de P. edulis: isoorientina (luteolin-6-C-glicosideo), vicenina-2 (apigenina-
6,8-di-C-glicosideo) (ZHANG et al., 2013; ZUCOLOTTO et al., 2009), lonicerina
(luteolina-7-O-[2-ramnosilglucosideo]) (COLETA et al., 2006), espinosina
(ZUCOLOTTO et al., 2009), crisina, crisina 6-C-rutinosideo, crisina-6,8-di-C-
glicosideo (ZHANG et al.,, 2013). Isoorientina, isovitexina e vicenina-2 foram
identificados como os compostos majoritarios de fragdes do extrato aquoso das
folhas. Vitexina e orientina também foram detectados porém sao minoritarios
(ZUCOLOTTO, 2011).

Devido a relevancia dos flavonoides para as atividades farmacoldgicas de
P. edulis, os métodos de deteccdo e quantificacdo desta classe de metabdlitos
secundarios sdo empregados no controle de qualidade. Existem ensaios
guantitativos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (AYRES et al.,
2015; CHABARIBERI et al., 2009; GUTIERREZ; CHILPA; JAIME, 2014; OTIFY et
al., 2015) e por espectrofotometria UV-visivel (CHABARIBERI et al., 2009;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Mesmo com a disponibilidade de métodos
mais modernos para a analise quantitativa de flavonoides em Passiflora spp., as
técnicas espectrofotométricas ainda sdo uma boa opcdo pelo baixo custo e
rapidez na andlise.

O objetivo desta pesquisa € contribuir para a qualidade de drogas vegetais
constituidas por folhas de P. edulis coletadas nos biomas Caatinga e Mata

Atlantica.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas de Passiflora edulis foram colhidas no municipio de “Presidente
Tancredo Neves”, Bahia, Brasil, localizado na regido da Mata Atlantica (13°22'20"
S, 39°22'16"W) e no municipio de “Livramento de Nossa Senhora”, Bahia, Brasil
(13°40'52,1"S, 41°56'05,7" W), na Caatinga. Vinte amostras de cada regido foram
colhidas. As amostras foram secas a 40°C por 10 horas e armazenadas em sacos
de papel. As folhas foram identificadas pela Profa. Patricia Baier Krepsky (Instituto
Multidisciplinar em Saude, Universidade Federal da Bahia, Brasil) com base na
descricdo macroscépica e microscopica que consta na Farmacopeia Brasileira
(2019). Os autores registraram 0 acesso ao Sistema Brasileiro a partir da Gestao
do Patrimonio Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados - SISGEN
(#A08BF30).

Reagentes, solventes e compostos de referéncia

Todos os solventes e reagentes usados foram adquiridos da FMAIA (Brasil)
e Vetec (Brasil), respectivamente. Os solventes para HPLC foram obtidos de J. T.
Backer (Brasil). Agua ultrapura foi produzida por um sistema de purificacdo de
agua Milli Q. Os compostos de referéncia rutina, vitexina, isovitexina e orientina

foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich®.
Perfil fitogquimico por cromatografia em camada delgada (CCD)

Folhas pulverizadas (0,5 g) foram extraidas com 10 ml de uma solucao
hidroetandlica (50% v/v) em banho ultrassénico durante 10 min. O filtrado foi
evaporado a secura utilizando um evaporador rotativo sob pressdo reduzida, a
uma temperatura de 40 £ 5°C. Os extratos secos foram ressuspensos em metanol

para serem aplicados em placas de silica gel, assim como as solu¢cdes de
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referéncia. A fase mével consistia em acetato de etila/agua / acido formico / acido
aceético (40:5:4,4:4,4). A deteccdo foi feita sob luz ultravioleta (365 nm) apds
pulverizagdo de solugéo alcodlica de AICIz 1%. O perfil quimico foi comparado
qualitativamente utilizando rutina e isovitexina (Sigma Aldrich®) como substancias
de referéncia (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019 modificada).

Perfil fitoquimico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras foram analisadas também por CLAE em um cromatégrafo
Shimadzu (Kyoto, Japéo) consistindo em bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-
20As, detector de matriz de fotodiodo SPD-M20A (PDA) e controlador CBM-20A.
Os cromatogramas foram obtidos utilizando-se coluna de fase reversa C-18 com
150 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e particulas de 5 pm
(Shim-pack CLC-ODS (M)® C18 Shimadzu). A fase mbvel foi composta por
metanol e solucdo de acido férmico 2,0% (v/v). A condicdo inicial foi metanol:
solucdo de acido férmico 25:75 com gradiente de concentracdo até 50% de
metanol em 35 min. A vazdo da fase moével foi de 1,0 ml min e o volume de
injecdo 20 pl. A deteccdo no UV foi realizada em 337 nm. As amostras foram
filtradas usando um filtro de seringa de 0,45 um composto por

politetrafluoroetileno hidrofilico.

Por se tratar de analise qualitativa, as substancias de referéncia -
isovitexitina, orientina e rutina — foram empregadas apenas como referéncia em
relacdo ao tempo de retencdo comparando-se o tempo de retencdo destas com
0s picos obtidos através da analise por CLAE das amostras. Cada substancia de
referéncia também foi adicionada a amostra a fim de confirmar o resultado

anterior através do aumento na area sobre a curva dos picos de interesse.
Teor de flavonoides totais

O material vegetal (0,4 g de cada amostra em triplicata) foi extraido em sob

refluxo com 30,0 ml de uma solugédo hidroetandlica (60% v/v) durante 30 min. O
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extrato foi resfriado a temperatura ambiente e filtrado. O residuo foi extraido
novamente nas mesmas condi¢cdes. Os dois extratos hidroalcodlicos foram
combinados, o volume foi completado para 100 ml com solucdo hidroetandlica
60% (v/v), resultando na solucdo estoque. Uma aliquota da solucao estoque (2,0
ml) foi transferida para um baléo volumétrico de 10,0 ml. O volume foi completado
com metanol, resultando no branco. Uma segunda aliquota da solugédo estoque
(2,0 ml) foi transferida para outro baldo volumétrico de 10,0 ml, foram adicionados
2,0 ml de solugdo de AICIz a 2% e o volume foi completado com metanol,
resultando na solucéo teste. Apés 25 min, a absorvancia da solugcéo de teste foi
medida a 397 nm contra a solugdo o branco. O teor de flavonoides total (TFT) no
material vegetal foi calculado, como apigenina, usando a equacédo a seguir. Os
resultados foram expressos em porcentagem de flavonoides totais calculados

como apigenina.
TFT = (A*500/(365,3*m)

Onde: “TFT” é o teor de flavonoides totais (%), “A” € a absorvéncia da amostra e
‘m” & a massa do material vegetal (g) apds a corregéo considerando o teor de
agua (CHABARIBERI et al.,, 2019 modificado; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2019 modificado).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Perfil fitoquimico por cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD evidenciou perfil cromatografico semelhante para todas as
amostras coletadas em regido de Caatinga, com duas bandas amarelas
fluorescentes intensas em 365 nm com fator de retencdo (Rf) 0,19 e 0,68. Esta
ultima corresponde a isovitexina. O Rf da rutina, a substéncia de referéncia, foi de
0,54 (Figura 1). As amostras da Mata Atlantica apresentaram as mesmas bandas
com Rf 0,19 e 0,68, porém com maior variacdo na intensidade da fluorescéncia.

Apenas manchas de baixa intensidade de fluorescéncia foram observadas com Rf
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correspondentes a vitexina e orientina, o que esta de acordo com os resultados
da pesquisa de Zucolotto (2011) a qual apontou isovitexina como um dos
componentes majoritarios, e vitexina e orientina como minoritarios. Portanto,
considera-se a isovitexina como substancia referéncia adequada para esta
andlise, e a rutina como alternativa de referéncia para o fator de retencao por

apresentar Rf pouco inferior a isovitexina.

Figura 1: Perfil fitoquimico por CCD das amostras da Caatinga.
Rutina como substancia de referéncia.

Perfil fitoquimico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

957



%_ Journal of Biology & Pharmacy
&*:u and Agricultural Management

B0
ISSN 1983-4209 Journal of Biology & Pharmacy and Agricultural Management, v. 17, n. 4, out/dez 2021

revista.uepb.edu.br/index.php/biofarm

Amostras provenientes da regido da Caatinga apresentaram isovitexina
como um dos picos com maior area sobre a curva (pico 2, Figura 2). Outro pico
com destaque para a area sobre a curva apresentou tempo de retengdo pouco
superior ao da orientina (pico 1 na Figura 2). Os perfis cromatograficos das
amostras desta regido foram mais uniformes. Por outro lado, houve maior

variagdo qualitativa nas amostras procedentes da regido da Mata Atlantica, com
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Figura 2: Perfil cromatografico por CLAE de extrato de
Passiflora edulis Sims. proveniente de amostra da Caatinga. 2
— pico correspondente a isovitexina; 1 — pico com tempo de
retencdo proximo aquele da orientina, possivelmente

isoorientina.
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algumas amostras apresentando perfil semelhante ao observado para as
amostras provenientes da Caatinga e a maior parte com pico correspondente a
isovitexina de menor intensidade. Em funcdo da variabilidade nos perfis
cromatograficos, ndo foi possivel estabelecer um perfil caracteristico para as

amostras coletadas em regido de Mata Atlantica.

O tempo de retencédo da rutina foi cerca de 2 min. superior ao da isovitexina

mostrando-se, também para esta analise, como uma possibilidade de referéncia.

Considera-se a isovitexina como substancia de referéncia, porém a rutina,

apesar de ndo presente nas amostras, pode ser usada como substancia de
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referéncia alternativa em funcdo do seu tempo de retengdo proximo ao da

Isovitexina e, especialmente, pelo menor custo.
Teor de flavonoides totais

Observou-se maior teor de flavonoides (teste t de Student, p > 0,05) nas
amostras da regidao da Caatinga 1,08% + 0,19% (RSD = 17,9%) que naquelas
coletadas em regido de Mata Atlantica, que apresentaram flavonoides
insatisfatorios contetdo 0,554% + 0,281% (RSD = 51,5%).

Chabariberi e colaboradores (2009) utilizando meétodos
espectrofotométricos, detectaram teor total de flavonoides igual a 10,77 mg/g
calculado como rutina (CHABARIBERI et al., 2009), transformando este resultado
para porcentagem obtém-se 1,077%, equivalente a parte dos resultados
encontrados na pesquisa aqui relatada. Maior teor foi detectado por Petry e
colaboradores (2004), 4,60% (p/p). Todos estes resultados estdo em
conformidade com o preconizado na edicdo da Farmacopeia Brasileira (2019).

As amostras coletadas em cultivo na Caatinga resultaram em maior teor de
flavonoides em relacdo aquelas coletadas em regido de Mata Atlantica, com
menor variabilidade neste teor entre as 20 amostras. Este resultado ndo exclui
regibes de Mata Atlantica como fornecedoras de folhas de maracuja com
adequado teor de flavonoides visto que muitos fatores podem interferir na
biossintese de flavonoides, como a intensidade de radiacdo solar e sazonalidade
(GOMES et al., 2019).

CONCLUSOES

Em regido de Caatinga € possivel produzir folhas de maracuja adequadas,
em relacdo aos flavonoides, para a producdo de fitoterapicos. Como destes
cultivos sdo aproveitados apenas os frutos, a venda de folhas poderia resultar em

ampliacdo da renda no caso de produtores organicos ou agroecolégicos.
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