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Flavondides sdo compostos fendlicos que se encontram naturalmente
presentes nas plantas e vegetais. A sua importancia deve-se ao facto de se
saber que muitos possuem actividade biol6gica, nomeadamente actividade
anti-hepatotéxica, anti-inflamatoria, anti-osteoporose, anti-tumural, anti-
microbiana, anti-viral e antioxidante.

Sendo uma familia com cerca de 8000 compostos, divididos basicamente em
seis classes (flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavondis, antocianinas e
flavanas), ndo tem sido facil encontrar metodologias analiticas consensuais que
permitam separar, identificar e/ou quantificar flavondides, nas diferentes
matrizes onde se encontram presentes.

A aplicacdo da metodologia de HPLC na separacdo de compostos fendlicos foi
iniciada em 1976 por Fisher e Wheaton. Desde entdo, muitos tém sido os
métodos descritos, nos quais se utilizam quase exclusivamente colunas de fase
reversa e eluentes polares (acetonitrilo, metanol e agua acidificados), em
sistema de gradientes. A deteccdo é feita com detectores de UV/VIS ou de
fotodiodos (DAD), dado que estes compostos apresentam duas bandas de
absorcéo tipicas no UV, uma com maximo entre 240-285 nm e a outra com
méximo entre 300-550 nm.

A electroforese capilar (CE), associada a detectores UV/VIS e DAD, é também
uma técnica separativa muito poderosa sendo, em inumeras situacées, uma
excelente alternativa a utilizacdo de sistemas de HPLC. A sua aplicacdo na
separacdo de compostos fendlicos foi iniciada em 1992, ndo havendo porém
ainda uma utilizacao sistemética e alargada.

O presente trabalho teve por objectivo implementar, validar e comparar dois
métodos analiticos (HPLC! e CE?) para a quantificacdo de cinco flavonas,

(apigenina, rhoifolina, isorhoifolina, biochanina A e formononetina),



constituintes de algumas das principais forragens nacionais, como a tremocilha
e o trevo-violeta.

Para a validacdo dos métodos®, a gama de trabalho utilizada situou-se entre
10 a 100 pg/ml, verificando-se para as 10 rectas de calibracdo obtidas (5
padrdes por 2 técnicas distintas), a existéncia de linearidade, comprovada
através da obtencdo de r? iguais ou superiores a 0,995 e através do teste PG
de comparacao do modelo linear com um modelo polinomial de 2° grau.

A tabela 1 apresenta os valores obtidos em ambos os métodos para 0s

restantes parametros de validacéo.

Tabela 1 - Parametros de validagdo: HPLC vs. CE

HPLC CE
Lp Lo Cv T. Recup. Lo Lo Cv T. Recup.
(Hg/ml) | (ug/mli) (%) (%) (Hg/ml) | (ug/mli) (%) (%)
Apigenina 4 13 4 102 6 17 20 102
Rhoifolina 6 17 6 93 8 26 17 107
Isorhoifolina 3 10 4 98 3 10 12 101
Biochanina A 5 14 7 95 12 37 10 99
Formononetina 2 7 7 103 7 20 16 100

Lp - limite de detecgéo; Lq - limite de quantificagdo; CV - coeficiente de variagdo; T. Recup. - taxa de recuperagéo

Observando a tabela verifica-se que, para as condi¢bes estudadas, o HPLC
permite obter limites de deteccdo e quantificacdo ligeiramente mais baixos que
a CE, assim como uma melhor precisdo entre 0s ensaios, embora o0 método da
CE possa ainda ser melhorado. Porém, a CE apresenta também grandes
vantagens em relagdo ao HPLC, nomeadamente menor tempo de andlise
(cerca de metade), menores volumes de amostra e reagentes e a utilizacdo de
solventes menos téxicos. Quanto a exactidao, avaliada através da taxa de
recuperacdo, nao se observaram diferencas significativas entre os valores
obtidos para ambos os métodos.
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