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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi otimizar a metodologia analítica para determinação de flavonóis e flavonas
em hortaliças. A hidrólise foi otimizada utilizando-se Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
para investigar os efeitos da concentração de HCl e do tempo de hidrólise. Essa etapa foi realizada
simultaneamente com a extração por metanol aquoso 50%, em refluxo a 90ºC. Foi utilizado cromatógrafo
líquido Waters com coluna Nova-Pak C18 e detector de arranjo de diodos. Os compostos estudados
foram miricetina (M), quercetina (Q), kaempferol (K), luteolina (L) e apigenina (A). As condições
ótimas encontradas para hidrólise de cada hortaliça foram: 1,0M HCl/6 horas para espinafre e couve,
1,6M HCl/5 horas para rúcula, 1,2M HCl/2 horas para alface, 1,7M HCl/4,3 horas para salsa e 0,8M
HCl/2,5 horas para cebola. O melhor gradiente para separação (CLAE) dos flavonóides das hortaliças
em estudo foi constituído de metanol:água (acidificados com 0,3% de ácido fórmico) 20:80, chegando
a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e voltando a 20:80 em 20 minutos. As curvas analíticas
apresentaram coeficientes de correlação maiores que 0,99. Os limites de detecção foram de 0,5, 0,4, 0,5,
0,6 e 1,0µg/mL, respectivamente, para M, Q, L, K e A.
Palavras-chave. flavonóides, análise por CLAE, hortaliças.

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 HCl 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 HCl for 6 hours for spinach and
kale, 1.6M HCl for 5 hours for roquette, 1.2M HCl for 2 hours for lettuce, 1.7M HCl 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 1.0µg/mL for M, Q, L, K, and A, respectively.
Key words. flavonoids, HPLC analysis, vegetables.
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INTRODUÇÃO

Flavonóides são compostos polifenólicos amplamente
distribuídos em alimentos de origem vegetal. Classificados em
grandes grupos, como as antocianinas, isoflavonas, flavonas,
flavanóis, flavonóis e flavanonas, estes compostos vêm
despertando um crescente interesse devido aos estudos que
mostram uma relação inversa entre o seu consumo e o risco de
doenças degenerativas como o câncer e doenças
cardiovasculares1-7. Esta possível proteção pelos flavonóides é
atribuída à sua ação como antioxidantes, devido a suas
propriedades como seqüestradores de oxigênio singleto,
quelantes de metais ou doadores de hidrogênio, sendo potentes
seqüestradores de radicais livres8-11. São também anti-
trombóticos, através da redução da agregação plaquetária12,13;
moduladores da síntese de óxido nítrico pelo endotélio vascular,
levando ao vaso-relaxamento12; anti-mutagênicos,
interrompendo vários estágios do processo de câncer14-16; e
mediadores da transdução celular17.

As fontes alimentares de flavonóides são analisadas
principalmente em relação a três flavonóis, quercetina,
miricetina e kaempferol, e duas flavonas, apigenina e luteolina18-

23. Estes são também os flavonóides mais investigados em
estudos sobre compostos anticarcinogênicos.

Os métodos analíticos quantitativos empregados para
flavonóides são diversificados, embora utilize-se maciçamente
a cromatografia, em especial a cromatografia líquida de alta
eficiência (CLAE). A eletroforese capilar é uma técnica bastante
promissora, mas os relatos ainda são modestos em comparação
à CLAE.

Os métodos por CLAE para flavonóides envolvem, na
maioria das análises, colunas de fase reversa e detector de
arranjo de diodos24.

Em plantas, com exceção das catequinas, os
flavonóides ocorrem na forma glicosilada, ou seja, ligados a
moléculas de açúcar25-27. A determinação quantitativa de
flavonóides na forma glicosídica é difícil devido ao grande
número de glicosídeos diferentes existentes para cada
flavonóide e a dificuldade de adquirir padrões. A hidrólise
das diversas formas de glicosídeos para liberar as agliconas
oferece um método mais prático, porém, pode provocar a
degração dos flavonóides. Glicosídeos são hidrolisados
usando-se normalmente HCl em metanol aquoso18,19,21. A
hidrólise dos glicosídeos requer concentrações relativamente
altas de ácidos minerais (1-2M), em condições de refluxo,
numa mistura de metanol e água (50:50, v/v)21.

O procedimento utilizado na maioria das pesquisas é o
estabelecido por Hertog et al.21, que emprega refluxo das
amostras por 2 horas a 90°C com HCl 1,2M em solução aquosa
de metanol 50%. Estes autores estabeleceram as melhores
condições de hidrólise para alimentos contendo flavonóis
glicuronídeos (2,0M de HCl por 2 horas, ou ainda 1,6M de
HCl por 4 horas), flavonóis glicosídeos (1,2M de HCl por no
máximo 2 horas) e flavonas (2,0M de HCl por 4 horas).

Häkkinen et al.28, utilizando uma mistura de padrões
de flavonóis e ácidos fenólicos, compararam o procedimento
estabelecido por Hertog et al.21, 1,2M de HCl a 90ºC por 2
horas, com outras condições de hidrólise, utilizando 0,6M
ou 1,2M de HCl em metanol 50%, com tempo de 16h a 21ºC
ou 35ºC sob atmosfera de nitrogênio. Os melhores resultados
foram obtidos com 1,2M de HCl a 90°C por 2 horas e 0,6M
de HCl a 35°C por 16 horas. Posteriormente, estes dois
procedimentos foram comparados, utilizando-se amostras
de “blackcurrant” e morango. A melhor condição para
quercetina e miricetina em “blackcurrant” foi com 1,2M de
HCl a 90ºC por 2 horas, porém, kaempferol não foi detectado
nesta condição de hidrólise. Nas amostras de morango, esta
temperatura também foi mais eficiente para quercetina,
porém miricetina e kaempferol não foram detectados. O
método de escolha foi hidrólise a 35ºC por 16 horas usando
1,2M de HCl. Ácido ascórbico e t-butil-hidroquinona
(TBHQ) foram testados como antioxidantes, sendo que o
primeiro foi escolhido, já que TBHQ interferiu na
identificação da quercetina.

Mais recentemente, Nuutila et al.29 compararam os
métodos de Hertog et al.21 e Häkkinen et al.28, utilizando
soluções de padrão e misturas de padrões (ácidos fenólicos,
flavonóis, flavonas e catequinas) e também padrões
separados. Os melhores resultados, para a maioria dos
compostos, foram obtidos utilizando-se refluxo a 90ºC por
2 horas com 1,2M de HCl (Hertog et al.21) sem adição de
antioxidante. Porém, na ausência de antioxidante, a
miricetina era extensivamente degradada. Ácido ascórbico
e TBHQ foram comparados, obtendo-se os mesmos
resultados de Häkkinen et al.28. A quantidade ideal de
antioxidante foi estabelecida em 2mg para 5mL de solução,
em amostras de cebola e espinafre.

Estas variações demonstram a importância da
otimização e validação de métodos analíticos para cada
alimento analisado, devido às variações na natureza da matriz
e na composição e glicosilação dos flavonóides.

No geral, a otimização de processos pode ser alcançada
por métodos empíricos ou estatísticos. Os tradicionais processos
que otimizam um fator de cada vez demandam maior tempo, e
podem ignorar as interações entre os vários fatores, sendo que
o resultado da otimização pode não refletir o modelo real, uma
vez que as atuais respostas aos processos, resultam da influência
das interações entre as variáveis. Os processos estatísticos de
otimização permitem que sejam levadas em consideração estas
interações30. A Análise por Superfície de Resposta (ASR),
originalmente descrita por Box et al.31, é um dos métodos que
permite a avaliação dos efeitos dos muitos fatores e suas
interações sobre as variáveis de resposta.

O objetivo deste estudo foi estabelecer as melhores
condições cromatográficas para separação de flavonóis e
flavonas de hortaliças e otimizar, através de delineamento
estatístico, as melhores condições para extração/hidrólise
destes compostos.
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MATERIAL E MÉTODOS

Amostras
As amostras foram adquiridas em supermercados da

cidade de Campinas, São Paulo. Foram determinadas as
condições ótimas de extração/hidrólise e análise
cromatográfica dos flavonóides presentes em alface (Lactuca
sativa), couve (Brassica oleraceae), espinafre (Tetragonia
expansa), rúcula (Eruca sativa), salsa (Petroselinum sativum)
e cebola (Allium cepa).

As amostras submetidas às análises foram retiradas
de um mesmo lote homogeneizado para cada aspecto
avaliado (um lote para otimização das condições de
hidrólise, um para avaliação da precisão e outro para
avaliação da exatidão) para que as variações naturais não
fossem atribuídas a variações analíticas.

Reagentes e padrões
Para a preparação das amostras e fases móveis, utilizou-

se água purificada em sistema Milli-Q (Millipore). Metanol
grau cromatográfico foi adquirido da Mallinckrodt Baker
(Philipsburg, EUA) e acetonitrila da Merck do Brasil (São
Paulo, Brasil). Ácido acético, ácido fórmico, ácido ascórbico
e ácido clorídrico de grau analítico foram adquiridos da
Labsynth Ltda (São Paulo, Brasil). As fases móveis foram
filtradas em filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore,
com poros de 0,45µm de diâmetro.

Os padrões de miricetina (M), quercetina (Q),
kaempferol (K), luteolina (L) e apigenina (A) foram adquiridos
da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Soluções estoque
dos padrões foram preparadas pela dissolução de cada
flavonóide em metanol grau cromatográfico, em concentração
de aproximadamente 1000µg/mL e conservadas a –18ºC
protegidas da luz. As soluções estoque apresentaram
estabilidade superior a 2 meses nessas condições.

Equipamento e condições cromatográficas
A análise cromatográfica foi realizada em um módulo

de separação a líquido da Waters (modelo 2690), Milford,
EUA, equipado com injetor manual Rheodyne (modelo
7725i), controlado por Software Millenium 32. Foi utilizada
uma coluna Nova-Pak C18, (4µm, 3,9 x 150mm) e detector
de arranjo de diodos (Waters 996), sendo a detecção fixada
em 370nm. O fluxo da fase móvel foi de 1mL/min e o volume
de injeção foi 20µL.

Para a definição das condições cromatográficas, foram
realizados testes utilizando-se uma mistura de padrões dos cinco
compostos em estudo, M, Q, L, K e A, dissolvidos em metanol,
adicionado de ácido clorídrico conforme procedimento
utilizado para as amostras. Neste estudo, foram testadas as
seguintes fases móveis: água e acetonitrila, acidificadas com
0,3% de ácido fórmico (v/v); água e metanol, acidificados com
0,3% de ácido acético (v/v); e água e metanol, acidificados
com 0,3% de ácido fórmico (v/v).

A identificação dos flavonóis e flavonas foi feita por
comparação dos tempos de retenção, co-cromatografia e dos
espectros obtidos através do detector de arranjo de diodos,
utilizando-se padrões.

A quantificação foi realizada por padronização externa.
As curvas de calibração foram construídas pela injeção em
triplicata de soluções padrão em cinco concentrações diferentes,
cobrindo a faixa de concentração esperada nas amostras e
simulando as condições após hidrólise das hortaliças. Alíquotas
da solução estoque de cada padrão foram diluídas em 1,5mL
de água purificada em Milli-Q contendo ácido ascórbico (0,04%
na solução de injeção). A esta solução foi adicionado 1mL de
HCl 6M (equivalente a  1,2M na solução de injeção) e o volume
foi completado a 5mL com metanol.

Extração e hidrólise dos flavonóides
Para se obter a máxima eficiência de extração e hidrólise

sem promover degradação, a hidrólise de cada hortaliça foi
otimizada utilizando-se Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR)32.

As hortaliças foram lavadas, secas com papel absorvente,
e após remoção das partes não comestíveis, cortadas em porções
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 água (variando conforme
o tipo de amostra, em proporções de 1:0,5 a 1:2) e ácido ascórbico
e homogeneizadas durante 3 minutos na velocidade 15 em
homogeneizador do sistema Polytron MR2100, Kinematica-AG
(Luzern, Suíça). Foram tomados 7,5g desse homogeneizado,
acrescidos de 12,5mL de metanol e 5mL de HCl em diferentes
concentrações molares iniciais. As soluções de extração assim
obtidas consistiram-se de diferentes concentrações molares finais
de HCl em solução aquosa de metanol 50% (v/v), com 0,04% de
antioxidante. Estes extratos foram levados a refluxo a 90ºC
durante diferentes períodos. Em seguida, foram resfriados e
filtrados em funil sinterizado com porosidade G2. O volume foi
completado a 50mL com metanol e as soluções foram colocadas
em ultra-som por 5 minutos. Alíquotas médias de 2mL foram
filtradas em filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) Millipore de
0,45µm de diâmetro, antes da análise por CLAE.

Planejamento experimental e Análise de Superfície de
Resposta

A otimização da extração e hidrólise dos flavonóis e
flavonas das hortaliças estudadas foi realizada através da
Análise de Superfície de Resposta. Seis DCCRs constituídos
por 12 experimentos conduzidos aleatoriamente foram
utilizados para avaliação da concentração do ácido e tempo de
hidrólise na eficiência da extração e hidrólise dos flavonóides.
A Tabela 1 apresenta os valores estudados para cada hortaliça
e a Tabela 2 a matriz do planejamento com as distintas condições
de hidrólise para determinação das concentrações de
flavonóides nas hortaliças estudadas.
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Os resultados obtidos na Tabela 2 foram analisados
estatisticamente utilizando-se o pacote STATISTICA for
Windows, versão 6.0 da STATSOFT. Verificou-se a
possibilidade de ajuste de modelos codificados de segunda
ordem através da Equação 1.

A análise de variância (ANOVA) foi realizada para
cada flavonóide extraído das hortaliças, verificando-se a
adequação dos modelos para obtenção e análise das superfícies
de resposta.

Y= b0 + b1X1 + b2X2 + b11X1
2 + b22 X2

2 + b12X1X2
Equação(1)

Onde b0, b1, b2, b11, b22 e b12 representam os coeficientes
de regressão, X1 a concentração molar de HCl e X2 o tempo de
hidrólise.

Validação da extração e método cromatográfico
A faixa linear foi verificada para flavonóis e flavonas.

A avaliação dos limites de detecção do equipamento (LD) foi
feita pelo método da relação sinal-ruído 3:1, por diluições
sucessivas dos padrões, onde determinou-se a menor quantidade
detectável para cada um deles como sendo três vezes o valor
da amplitude do ruído. O limite de quantificação instrumental
foi considerado como sendo três vezes o LD33,34.

Tabela 1. Fatores e níveis testados (valores codificados estão entre parênteses) para o Delineamento Composto Central Rotacional.

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

Rúcula 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

Hortaliça Ponto axial
inferior (-α)

Nível
inferior (-1)

Nível
intermediário (0)

Nível
superior (+1)

Ponto axial
superior (+α)

Fatores (Ma/h;minb)

Tabela 2. Condições experimentais do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e as respostas para os flavonóides
analisados nas hortaliças.

aconcentração molar de HCl  na solução de hidrólise; btempo de hidrólise.

 Ensaios X1   X2    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* 11,47 311,17 404,50 242,91 73,45 233,45 288,72 575,66 2393,63
   9 0 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 2442,34
 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

Alface Cebola        Couve  Espinafre     Rúcula Salsa

X1= concentração molar de HCl, X2= tempo de hidrólise, Q= quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.
*α= ±2 para X1 em alface e  ± 1,5 em cebola, rúcula e salsa

Concentração de flavonóides (µg/g)
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Para verificar a precisão do método, valores de sete
repetições foram obtidos para cada hortaliça e para avaliação
da exatidão, triplicatas de recuperações com adição de padrão
em um nível de concentração foram obtidas para cada hortaliça.
Para as amostras fortificadas, o padrão foi adicionado à amostra
homogeneizada, que foi misturada e deixada por 20 minutos
para acomodação do padrão na matriz. As amostras sem ou
com adição de padrões foram então submetidas a extração/
hidrólise otimizadas neste estudo.

Como as condições de hidrólise foram as mesmas para
couve e espinafre, a recuperação foi avaliada apenas em
espinafre.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Condições cromatográficas
Com a fase móvel água e acetonitrila, acidificadas

com 0,3% de ácido fórmico, não foi possível uma boa
separação entre os picos de quercetina e luteolina.
Conseguiu-se uma boa separação dos compostos em estudo,
com água e metanol, acidificados com 0,3% de ácido
acético, porém os picos apresentaram cauda. Água e
metanol, acidificados com 0,3% de ácido fórmico,

proporcionaram boa separação dos compostos em estudo,
sendo que os picos não apresentaram cauda. Esta foi a fase móvel
escolhida, e extratos hidrolisados das amostras, com e sem
acréscimo de padrões, foram injetados no cromatógrafo sob as
melhores condições conseguidas para os padrões, fazendo-se os
ajustes necessários para a melhor resolução dos picos. O gradiente
que melhor separou os flavonóides das amostras investigadas
foi o mesmo conseguido para a separação dos padrões: iniciando
em 20:80 de metanol:água (acidificados com ácido fórmico),
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 típicos dos flavonóides agliconas para
cada extrato das hortaliças são apresentados na Figura 1. Os
flavonóides M, Q, L, K e A eluíram nesta seqüência nos tempos
de retenção de 10,4 minutos, 12,5 minutos, 14,0 minutos, 16,2
minutos e 16,6 minutos, respectivamente.

Análise dos resultados dos DCCRs utilizados na otimização
da extração/hidrólise das agliconas

As amostras de alface e cebola apresentaram apenas o
flavonol quercetina. Salsa apresentou a flavona apigenina.
Couve, espinafre e rúcula apresentaram os flavonóis quercetina
e kaempferol (Figura 1).

Figura 1. Cromatogramas típicos dos flavonóides agliconas Q=quercetina, K=kaempferol e A=apigenina, dos extratos hidrolisados
de alface crespa, couve, espinafre, cebola, rúcula e salsa. Condições cromatográficas: coluna Nova-Pak C18; fase móvel iniciando
em 20:80 de metanol:água (acidificados com 0,3% de ácido fórmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 e 20:80 em
20 minutos, sempre em gradiente linear, detecção fixada a 370nm.
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Na etapa de hidrólise/extração, o objetivo é liberar os
açúcares ligados às agliconas, para que estas sejam mais facilmente
identificadas e quantificadas. Essa etapa deve ser eficaz na quebra
das ligações glicosídicas, porém sem degradar as agliconas liberadas.
Assim, considera-se que se utilizarmos uma concentração muito
alta de ácido por um longo período, podemos liberar completamente
as agliconas, porém acelerar sua degradação. Se utilizarmos uma
concentração de ácido baixa por curto período, a liberação das
agliconas pode não ser completa. Desta maneira, a interação que
pode ocorrer no efeito destas duas variáveis, indica que as melhores

condições devem ser alcançadas quando utilizamos uma baixa
concentração de ácido por um período mais longo, ou um tempo de
hidrólise mais curto com concentração mais elevada de ácido. Estas
diferentes condições dependerão dos tipos de glicosídeos presentes
na amostra, bem como do tipo de matriz analisada.

A Tabela 3 apresenta os coeficientes de regressão para as
agliconas extraídas das hortaliças analisadas. Para a elaboração dos
modelos, em função das variáveis estudadas, adotou-se 5% de
significância na avaliação estatística dos coeficientes de regressão
obtidos.

                         ALFACE                           CEBOLA
                       Quercetina                          Quercetina
 Coeficientes p-valor                                      Coeficientes p-valor

B0                     14,20* <0,0001 359,28* <0,0001
B1 -0,26 0,3528 0,87 0,9500
B11 -1,01* 0,0021 -28,26 0,0898
B2 -0,34 0,3273 64,08* 0,0034
B22 -1,21* 0,0177 -80,90* 0,0020
B12 -0,70 0,1756 -73,04* 0,0093

                                 COUVE
                          Quercetina                         Kaempferol
 Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor

B0 474,24* <0,0001 274,53* <0,0001
B1 23,27 0,2603   25,44* 0,0476
B11 -134,62* 0,0007 -76,74* 0,0005
B2 -12,39 0,5326  -0,14 0,9898
B22 -30,02 0,2027 -20,44 0,1256
B12 -110,43* 0,0058 -63,29* 0,0047

                              ESPINAFRE
                           Quercetina                           Kaempferol
 Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor

B0 67,44* <0,0001 240,27* <0,0001
B1 10,97* 0,0001 42,34* 0,0002
B11 -11,65* 0,0001 -43,99* 0,0003
B2 8,11* 0,0004 24,49* 0,0035
B22 -3,92* 0,0237 -20,29* 0,0139
B12 -8,86* 0,0017 -31,17* 0,0058

                                 RÚCULA
                           Quercetina                         Kaempferol

 Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B0 302,36* <0,0001 601,17* <0,0001
B1 0,74 0,6879 2,44 0,5039
B11 -2,83 0,1755 -14,36* 0,0074
B2 5,77* 0,0189 6,73 0,1069
B22 -14,45* 0,0004 -22,27* 0,0014
B12 -3,42 0,2294 -5,53 0,3125

                           SALSA
                        Apigenina
 Coeficientes p-valor

B0 2511,97* <0,0001
B1 259,43* 0,0005
B11 -136,23* 0,0145
B2 173,41* 0,0045
B22 -190,74* 0,0051
B12 -243,11* 0,0047

Tabela 3. Estimativas dos coeficientes da regressão do modelo polinomial quadrático e significância (p-valor), para a resposta dos
teores de flavonóides agliconas nas hortaliças analisadas.

*p-valor < 0,05
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As equações codificadas com os parâmetros
estatisticamente significativos, os coeficientes de determinação
(R2), F calculados e F tabelados estão apresentados na Tabela 4.

Pelos coeficientes de determinação (R2) e F
calculados obtidos,  observa-se que os resultados
experimentais tiveram um excelente ajuste aos modelos
obtidos (R2 entre 0,85 e 0,98), com exceção da extração/

hidrólise de quercetina em alface e kaempferol em rúcula,
com R2 de 0,74 e 0,77, respectivamente, apresentando valores
mais baixos, porém estatisticamente aceitáveis32.

Assim, foi possível gerar as nove superfícies de respostas
apresentadas na Figura 2. Observa-se pelos eixos das respostas
que as figuras estão apresentadas em ordem crescente dos teores
de flavonóides.

EQUAÇÃO  Y = (µg Aglicona/g hortaliça) (Valores de X1 e X2 codificados) R2 FCAL FTAB (α, νR, νr)

Alface Q Y = 14,20 - 1,01 X1
2 - 1,21 X2

2 0,74 15,87       4,26
Cebola Q Y = 359,28 + 64,08 X2  – 80,90 X2

2  - 73,04 X1X2 0,86 15,84       4,07
Couve Q Y = 474,24 – 134,62 X1

2  - 110,43 X1X2 0,85 25,38       4,26
K Y = 274,53 + 25,44 X1 – 76,74 X1

2 – 63,29 X1X2 0,88 19,47       4,07
Espinafre Q Y = 67,44 + 10,97 X1 – 11,65X1

2+ 8,11X2 -  3,92X2
2  - 8,86 X1X2 0,98 51,18       4,39

K Y = 240,27 + 42,34 X1 – 43,99 X1
2+ 24,49 X2 – 20,29X2

2 - 31,17 X1X2 0,96 34,17       4,07
Rúcula Q Y = 302,36 + 5,77 X2 – 14,45 X2

2 0,85 25,23       4,26
K Y = 601,17  – 14,36 X1

2 – 22,27 X2
2 0,77 37,13       4,26

Salsa A Y = 2511,97 + 259,43 X1 – 136,23 X1
2+ 173,41 X2  – 190,74 X2

2 - 243,11 X1X2 0,95 22,99       4,39

Tabela 4. Equações que representam os teores de agliconas (Y) em função da concentração molar de HCl (X1) e tempo de
hidrólise (X2) presentes nas hortaliças estudadas.

R2= coeficiente de determinação; FCalc =  (QMRegressão/QMResíduo); Q=quercetina; K=kaempferol; A=apigenina.
α= nível de significância (5%); νR=graus de liberdade da regressão;  νr=graus de liberdade dos resíduos

Figura 2. Superfícies de resposta para a determinação das agliconas quercetina, kaempferol e apigenina.



149

Huber LS, Rodriguez-Amaya DB, Rodrigues M . Otimização e validação de metodologia analítica para determinação de flavonóis e flavonas
por CLAE em hortaliças Rev Inst Adolfo Lutz, 66(2): 142-151, 2007.

Alface foi a hortaliça com menor teor de quercetina.
Espinafre, rúcula, cebola e couve apresentaram teores
crescentes deste flavonol. Kaempferol foi encontrado em
espinafre, couve e rúcula, sendo a rúcula, a hortaliça mais rica
neste composto. Salsa apresentou altos teores de apigenina.

Através das superfícies de resposta geradas,
determinou-se as faixas de concentração molar de HCl e
tempo de hidrólise ótimos para cada aglicona presente nas
hortaliças analisadas. As melhores condições de extração/
hidrólise foram estabelecidas, em: 1,2M de HCl por 2 horas
para alface, 0,8M de HCl por 2,5h para cebola, 1,0M de HCl
por 6 horas para couve e espinafre, 1,6M de HCl por 5 horas
para rúcula e 1,7M de HCl por 4,3 horas para salsa.

A Figura 3 apresenta os cromatogramas obtidos da
amostra de espinafre submetida a diferentes condições de
hidrólise: (A) com HCl 0,15M por 6 horas, onde ainda
pode-se observar a presença de glicosídeos, indicando
uma hidrólise incompleta destes compostos a agliconas;
(B) com HCl 1,0M por 6 horas, condição ótima obtida a
partir da superfície de resposta, onde podemos verificar
que todos os glicosídeos foram hidrolisados e (C) com
HCl 1,0M por 10,23 horas, condição na qual os compostos
de interesse já sofreram degradação, apresentando
menores teores. Para algumas matrizes e condições de
hidrólise, a presença de picos de degradação pode ser
observada.

Figura 3. Cromatogramas típicos dos flavonóides agliconas Q=quercetina, K=kaempferol, dos extratos hidrolisados de espinafre,
obtidos após diferentes condições de hidrólise (A) com HCl 0,15M por 6 horas; (B) com HCl 1,0M por 6 horas e (C) com HCl
1,0 M por 10,23 horas. Condições cromatográficas: coluna Nova-Pak C18; fase móvel iniciando em 20:80 de metanol:água
(acidificados com 0,3% de ácido fórmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 e 20:80 em 20 minutos, sempre em
gradiente linear, detecção fixada a 370nm.

Tabela 5. Propriedades das curvas padrão.

Flavonóide

Miricetina

Quercetina

Luteolina

Kaempferol

Apigenina

Faixa de
concentração (µg/mL)

7 – 60

9,4 – 84

7,1 – 61,2

14,3 – 125,5

7,1 – 60,6

Coeficiente de
determinação ( r2 )

0,9988

0,9996

0,9990

0,9998

0,9998

Coeficiente de variação
entre as triplicatas (%)

0,8

1,8

1,5

1,8

2,2
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Avaliação da metodologia analítica
As curvas padrão passaram pela origem e apresentaram

boa linearidade nas faixas de concentração estabelecidas (Tabela
5). Os coeficientes de correlação obtidos foram superiores a 0,99.
Os limites de detecção obtidos para M, Q, L, K e A foram,
respectivamente, 0,5; 0,4; 0,5; 0,6 e 1,0µg/mL. A precisão
(repetitividade) do método foi demonstrada pelos coeficientes de
variação das replicatas (Tabela 6), que variaram de 0,75 para cebola
a 5,0 para alface. As taxas de recuperação para os flavonóides das
diferentes hortaliças analisadas estão apresentadas na Tabela 7,
variando de 89,9% para quercetina em rúcula a 102,1% para
quercetina em alface. Essas características comprovam o excelente
desempenho do método analítico.

iniciando em 20:80, chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em
17 minutos e 20:80 em 20 minutos, com fluxo de 1mL/min e
volume de injeção de 20µL.

A análise por superfície de resposta foi imprescindível
na otimização da extração/hidrólise dos flavonóis e flavonas,
sendo possível estabelecer as condições ótimas de concentração
molar de HCl e tempo de hidrólise para cada hortaliça.

Com base nesta otimização, fica evidente que as
condições ótimas de hidrólise para análise de flavonóides
variam e devem ser determinadas para cada matriz estudada.
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