34

ARTIGO ORIGINAL

ISSN 1677-5090
© 2017 Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas

DOI: http://dx.doi.org/10.9771/cmbio.v16i1.13501

Otimiza¢ao do método extracao de compostos fendlicos totais em
sementes de Mucuna pruriens (L.) DC.

Optimization of extraction of total phenolics compounds from seeds of Mucuna
pruriens (L.) DC.

Sheila Negrini Parmezan?, Lilian Klein?, Bras Heleno Oliveira®, Fernanda Bovo** Elisa Perez®

1 Mestre. UNIFESP; > Mestre. UNICENTRO; 3 Professor. UFPR; ¢ Doutoranda. UFPR. ®> Professora. UNICENTRO

Resumo

Introdugdo: plantas do género Mucuna sdo usadas para o tratamento do Mal de Parkinson em muitos paises. Estas agdes farmacoldgicas
sdo associadas a presenga de levodopa e de compostos fendlicos, que auxiliam no potencial antioxidante da droga. Objetivo: otimizar
um método eficiente para o preparo de amostra a fim de quantificar a concentragdo de fendlicos totais (TP) em trés variedades de
sementes de M. pruriens pelo método de Folin-Denis. Metodologia: sementes de trés variedades de M. pruriens L. foram usadas. Foi
utilizado planejamento fatorial 2*com ponto central (n=3) e as variaveis foram: tipo do liquido extrator; presenga de HCl ou auséncia;
tipo de extragdo e tempo de extragdo. Resultado: o preparo de amostra otimizado resultou em extragdo com dgua acidificada com HCI
1,14 M em vortex por 5 min. O teor de TP foi 2,971 + 0,143 mg de acido 3-hidroxicindmico (3-HC) % (var. cinza), 2,916 + 0,093mg 3-HC
% (var. preta) e 2,588 + 0,120 mg 3-HC % (var. verde) em relagdo ao pé da semente. Conclusdo: o método de extragdo foi otimizado
para as condigdes de agitagdo de 5 min. em vértex com HCl 1,14M. As varidveis significativas com efeito de primeira ordem foram
dgua como liquido extrator na presenga de HCl 1,14 M, para a extragdo de fendlicos totais em M. pruriens (L.) DC.
Palavras-chaves: Mucuna. Planejamento. Mal de Parkinson.

ABSTRACT:

Introduction: plants of the genus Mucuna are used for the treatment of Parkinson’s disease in many countries. This pharmacological
property has been related to the presence of levodopa and phenolics which may also be involved with the potential antioxidant.
Objective: optimize an efficient method for sample preparation in order to quantify the concentration of total phenolics (TP) in three
varieties of M. pruriens seeds by the Folin-Denis method. Metodology: seeds of three varieties of M. pruriens L. were used. It was
used a Factorial design 2* with center point (n = 3) and the variables were: type of extraction liquid; presence or absence of HC; type
of extraction and extraction time. Resulting: The optimized sample preparation resulted in the extraction of water acidified with 1.14
M HCl for 5 min in vortex. The PT content was 2.971 + 0.143 mg of 3-hydroxycinnamic acid (3-HC)% (var. Gray), 0,093mg + 2.916%
HC-3 (var. Black), and 2.588 + 0.120 mg% HC-3 (var . green) in relation to the seed powder. Conclusion: the extraction method was
optimized for the 5 min stirring conditions in vortex with 1.14M HCI. The significant variables with first order effect were water as

extracting liquid in the presence of 1.14 M HCl for the extraction of phenolic compounds in M. pruriens (L.) DC.

Keywords: Mucuna. Planning. Parkinson disease.

INTRODUCAO

A espécie Mucuna pruriens (L.) DC. (Fabaceae), conhe-
cida popularmente como café berdo e pé de mico, tem
suas propriedades medicinais amplamente divulgadas
em paises asiaticos, especialmente a india. E uma espé-
cie nativa de paises tropicais, tais como a india, Africa e
Ilhas do Pacifico, mas também ocorre no Brasil, sendo
encontrada nas regides da Amazonia, Cerrado e Mata
Atlantica (MOTTA; PINTO, SCIO, 2012; RAJESHWAR et al.,
2005; SMIT et al., 1995; TOZZI; AGOSTINI; SAZIMA, 2005).

Segundo Hussain e Manyam (1997) as sementes de
M. pruriens L. contém aproximadamente 4 % de levodo-
pa, principio ativo utilizado para o tratamento Mal de
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Parkinson (MP) e, em analise de mais de 1000 espécies
dentre 135 familias, o género Mucuna foi considerado a
melhor fonte de levodopa em sementes para uso comer-
cial (WICHERS et al., 1993).

Além de levodopa, outros compostos basicos foram
encontrados em folhas de M. pruriens, como o derivado
indol-3-alquilaminico N,N-dimetiltriptamina, compostos
catecélicos como isoquinolinas, entre outros (GHOSAL;
SINGH; BHATTACHARYA, 1971) fendlicos (MOTTA et al.,
2013).

Em sementes de M. mutisiana foi isolada a L-3-
-carboxi-6,7-diidroxi-1,2,3,4-tetraidroisoquinolina (BELL;
NULU, 1971) e tetraidroisoquinolinas de M. pruriens
(MISRA; WAGNER, 2004). Ja o extrato etandlico obtido
a quente do caule de M. cinerea apresentou prunetina
e genisteina (DEMUNER et al., 2003). Essas substancias
pertencem a classe dos polifenois, que sdo compostos de
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grande diversidade de estruturas, possuem pelo menos
um anel aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila (CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2004).

As substancias fendlicas podem se apresentar li-
vres ou na forma de glicosideos. A posicdo do agucar
na estrutura fendlica interfere em varias propriedades
desses compostos, tais como capacidade de dissolugao,
ionizacdo e em outras propriedades fisico-quimicas. Estas
diferengas podem ser importantes no desenvolvimento
de métodos de separagdo e quantificacdo desse grupo
de substancias. Os compostos fendlicos, especialmente
os acidos fendlicos apresentam potentes propriedades
antioxidantes, pois mesmo em baixas doses sdo capazes
de intervir no stress oxidativo e prevenir danos a saudes
(ANTOLOVICH et al., 2000; BADIALE-FURLONG et al., 2003;
CRUZADO et al., 2013).

Os polifendis sdo amplamente encontrados nos
vegetais, e dentre os compostos pertencentes ao meta-
bolismo secundario dos vegetais, encontram-se fendlicos
simples, xantonas, flavondides, ligninas, taninos, entre
outros (CARVALHO; GOSMAN; SCHENKEL, 2004). Os
polifendis sdao oriundos do metabolismo secundario de
vegetais, assim sdo importantes elementos para o seu
crescimento e reproducao, vegetais, além disso, sdo co-
nhecidos por seu potencial antioxidante (ANGELO; JORGE,
2007; CARVALHO; GOSMAN; SCHENKEL, 2004; NACZK;
SHAHIDI, 2004). Essas evidéncias sugerem que doengas
causadas pelas reagGes oxidativas podem ser retardadas
pelaingestao de antioxidantes naturais, como é o caso do
MP (CARVALHO; GOSMAN; SCHENKEL, 2004).

A determinagdo da concentragdao compostos fendlicos
totais em extratos vegetais € um ensaio bastante valoriza-
do pela literatura indexada, uma vez que a concentragao
desse grupo de substancias pode estar correlacionado
com varias atividades bioldgicas dos vegetais, tais como
a atividade antioxidante, anti-inflamatdria entre outras
atividades biolégicas (CRUZADO et al., 2013; MOTTA et
al., 2013).

O método de Folin-Denis, largamente utilizado para a
guantificagao de fenois totais, baseia-se em uma reagao
de oxido-reducdo, na qual o ion fenolato é oxidado em
meio alcalino, enquanto reduz o complexo fosfotungstico-
-fosfomolibdico no reagente para uma solugdo azul (o
cromoforo), que absorve fortemente a 760 nm (FUNARI;
FERRO, 2006). Nesse contexto, ferramentas laboratoriais
gue otimizem a extragdo desses compostos em extratos
vegetais sdo de alta aplicabilidade, tanto no contexto de
pesquisa, académico, bem como da industria fitoterapica.

A andlise de extragdes otimizadas em compostos
vegetais por diferentes metodologias é uma importante
ferramenta para estudos que visam a obtengao de um pro-
duto vegetal ou extratos vegetais altamente concentrados
em substancias ou grupos de substancias especificas,
uma vez que a modificacdo quantitativa ou qualitativa
das varidveis do processo extrativo, tais como solvente,
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tempo de extragdo, modo de extracdo, entre outras po-
dem resultar em diferentes concentra¢des de compostos
vegetais. Para atingir a extragdo 6tima de um determinado
composto, com o minimo de experimentos, a ferramenta
do planejamento fatorial mostra-se extremamente util,
em virtude de possibilitar a otimizagdo de metodologias
e por considerar varios niveis das variaveis criticas, ava-
liando seus efeitos e possiveis interacGes de fatores nas
respostas desejadas (SOUZA et al., 2009).

A otimizacdo de experimentos quimicos e bioldgicos
é realizada, na maioria das vezes, de forma univariada,
método onde avalia-se somente uma varidvel por vez.
Porém, essa forma de avaliacdo pode nao refletir a total
eficiéncia dos métodos, uma vez que ndo tem a capaci-
dade de avaliar efeitos de sinergismo ou interagdes entre
varios métodos concomitantes (PERALTA-ZAMORA; MO-
RAIS; NAGATA, 2005). Atualmente, técnicas envolvendo
otimizagdo multivariada vém sendo aplicadas em estudos
analiticos por permitirem, dentre outras vantagens, a
otimizagdo simultanea de varios fatores envolvidos no
sistema com menor numero de experimentos, maior
rapidez e principalmente indicar condi¢Ges étimas para
obtencdo dos melhores resultados (PERALTA-ZAMORA,;
MORAIS; NAGATA, 2005).

Para a realizacdo de um planejamento fatorial (PF)
a combinacdo de k fatores é investigada em y niveis,
assim um PF consistira de y* experimentos (TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

Neste trabalho, procurou-se obter, por meio do PF,
qual o melhor método para se preparar amostras visan-
do extrair e quantificar fendlicos de variedades de M.
pruriens.

METODOLOGIA

Material Vegetal

Foram utilizadas trés sementes de Mucuna pruriens
(L.) DC., Fabaceae, variedade preta, verde e cinza, forne-
cidas pelo Instituto de Agronomia do Parana (IAPAR) de
Londrina. O trabalho foi realizado utilizando-se o po das
sementes moidas na empresa Steviafarma Industrial, na
granulometria inferior a 0,250 mm. As sementes foram
previamente secas em estufa 60 °C e a massa seca obtida
foi em torno de 92+2%.

Insumos e Reagentes

Para realizar a curva de calibracdo foi usado como
padrdo o 4cido 3-hidroxicinamico (3-HC) (Sigma-Aldrich).

Tanto para a realizagdo da curva de calibragdo, quanto
para a quantificagdo de fendlicos foi preparado o reativo
de Folin e Denis (1912).

Os aparelhos utilizados foram: Espectrofotdmetro
Shimadzu, mod. UV-2401PC, UV-vis; Vortex Genie 2;
Lavadora ultrassénica Unique, mod. USC 700, frequéncia
ultrassonica de 40 kHz, poténcia ultrassdnica de 45 watts;
centrifuga Labnet Force 7 (méx. 7200 g).
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Preparo da amostra por planejamento fatorial

No trabalho em questdo foram utilizados quatro fato-
res, assim utilizou-se o método de planejamento fatorial
multivariado 2% com ponto central (n=3). As variaveis
foram: tempo de extragdo (5 ou 10 minutos.), liquido
extrator (agua deionizada ou etanol), tipo de extragao (so-
nicagdo ou agitagdo por vortex) e presenca (ou auséncia)
de acido cloridrico 1,14 M. A disposi¢do do preparo das
amostras estd na Tabela 1:

Tabela 1 — Matriz de contrastes ilustrando o Planejamento
Fatorial 2* utilizando as varidveis: Tempo de extragdo, Liquido
Extrator, Tipo de Extracdo, Extrator para a extragdo de feno-
licos em sementes de M. pruriens

Tempo de Liquido Tipo de

Amostras extragdo Extrator Extracdo Extrator
(-) =5 min (-) = Agua (-) = Vértex (-) = Sem HCl
(+) =10 min (+) = Etanol (+)= Sonicagdo (+) = Com HCI
1
2 +
3 +
4 + +
5 +
6 + +
7 + +
8 + + +
9 +
10 + +
11 + +
12 + + +
13 + +
14 + + +
15 + + +
16 + + + +
17-19
3,75 min Vortex +
7,5 min H,0:Etanol(1:1) 3,75min HCl 0,57 M
Sonicador

Fonte: Proprio Autor.

O p6 da semente (50 mg) foi misturado ao liquido
extrator (1,5 ml) pelo tempo estabelecido. Em seguida, a
mistura foi centrifugada (10 min., 7200 g) e o sobrenadan-
te coletado em um baldo volumétrico (10 ml). O processo
foi repetido mais uma vez e o volume foi completado com
agua. A uma aliquota dessa mistura (0,4 ml) foi adicionado
o reativo de Folin-Denis (1,25 ml), seguido da adigdo de
solugdo saturada de Na,CO, (2,5 ml) e o volume final com-
pletado com dgua em baldo volumétrico de 25 ml. Apds 30
min., a coloragao obtida foi lida em espectrofotdmetro a
720 nm e as concentragdes calculadas com base na curva
de calibragdo (FOLIN; DENIS, 1912).

Analise estatistica dos Dados
Os dados de cada teste foram analisados estatisti-

camente, realizando-se teste o Q para @ comparacao
entre médias e para os resultados dos PFs, os

dados foram inseridos em planilhas de quimio-
metria, com a= 0,05 (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

As andlises entre as diferentes concentra-
¢oes de fendlicos nas trés diferentes variedades
de Mucuna pruriens (apés a técnica otimizada)

foram realizadas por meio de software OriginPro 8,
via teste de analise de variancias—ANOVA — e comparagdo
de médias utilizando os testes Tuckey e Bonferroni todos

com a=0,05.

RESULTADOS

A curva analitica mostrou resultado linear, com um
R2de 0,99835 e equacdo da reta igual ay = 0,32123 x +
0,05485.

Em um planejamento fatorial o termo otimizar signi-
fica encontrar os valores das variadveis que irdo produzir a
melhor resposta desejada, isto é, encontrar a regido 6tima
na superficie definida pelos fatores (TEOFILO; FERREIRA.,
2006). O ponto central ensaiado em triplicata foi incluido
no estudo para uma melhor avaliagdo de tendéncias e
da reprodutibilidade da metodologia analitica envolvida
(PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005). Deste
modo, dos resultados obtidos pela extracdo otimizada
das sementes de Mucuna pruriens., observou-se que o
melhor método de extracdo de fendlicos foi o realizado
com tempo de agitacdo de 5 min. em vortex, com agua
deionizada e presenca de acido cloridrico 1,14 M como
liguido extrator (ensaio 9 — Figura 1).

Figura 1 — Planilha de quimiometria ilustrando o planeja-
mento fatorial 2* com Ponto Central, para a extracdo de
fendlicos em sementes de M. Pruriens

gg.%' Planejamento Fatorial Completo 2* com Ponto Central L?Z
unicAua Todas as Interagoes LaTh
Identificagdo: Data: 811012008
Planejamento Respostas  Estimadas Efeitos Erro P

Ensaio textr ligextr tipoextr HCI ¥ ¥ SG  Média 051248 % 0007243 00002

1 404 1 A 071 07 1 002506 & 0015786 02533

2 1 -l - 1 0,73 08 56 2 038817 & 0015786 00018

3 1 1 1 1 0,00 00 3 000145 £ 0015786 09351

4 1 1 1 A 0,00 00 56 4 024982 * 0015786 0,004

§ 1 1 1 A 0,70 07 12 002124 & 0015786 03107

] 1 1 1 1 074 08 13 004851 % 0015786 00916

7 1 1 1 1 0,00 00 14 003675 * 0015785 01454

8 1 1 1 1 0,00 00 2 000726 & 0015786 06908

9 1 1 1 1 0,76 08 56 24 03308 & 0015786 00023

0 1 1 1 1 051 05 34 000244 % 0015786 08911

1 1 1 - 1 0,62 07 124 003293 % 0015786 0,1723

12 1 1 1 1 056 06 134 004416 % 0015786 01076

13 1 1 1 1 063 07 224 000626 * 0015786 07298

19 1 1 1 1 065 07 1234 001834 & 0015786 0,3653

15 1 1 1 1 055 08 Nivel designificancia (o) 005 ::j

18 1 1 1 1 059 08

17 0 0 0 0 08 05

18 0 0 0 0 07 05 Qgﬂ

19 0 0 0 0 07 05

Fonte: Teofilo e Ferreira ( 2006)

Com as varidveis e os teores de fendlicos observados
nas planilhas de quimiometria, comparados com o resul-
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tado da melhor extragdo (ensaio 9), observou-se como
efeito de primeira ordem que, ao usar etanol ao invés de
agua como liquido extrator, o rendimento de fendlicos foi
reduzido em 51,21 % (p= 0,0016) e na extragcdo em pre-
senca de HCl ocorreu um aumento de 32,26 % (p=0,004)
no rendimento. Além disso, a escolha pela presencga de
HCI é reforcada pelo fato de que sem o HCl ocorre uma
maior solubilizagdo de proteinas, que turvam o extrato,
interferindo no processo.

Um efeito de interagdo de segunda ordem ocorreu
entre o liquido extrator e a presenca ou auséncia de HCI.
Neste caso, foi verificado que na extragao realizada com
etanol e HCl houve um aumento de 43,64 % (p= 0,0023)
dos compostos fendlicos. A existéncia de efeitos de se-
gunda ordem tdo significativos, como neste caso, implica
em uma elevada inter-relagdo entre as varidveis, o que
nos demonstra que tentativas univariadas poderiam levar
a obtencdo de resultados ndo verdadeiros (TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

Analisando-se o tipo de extragdo, na amostra que so-
freu agitacdo por sonicagdo, a concentragdo de compostos
fendlicos foi de 0,70 mg/mL, enquanto que a concentra-
¢do encontrada na amostra agitada por vértex foide 0,76
mg/mL. Valores estatisticamente iguais (p=0,9351).

Em relagdo a variacdo do liquido extrator, na extragao
aquosa a concentragdo de fendlicos foi de 0,76 mg/mL,
enquanto que na extracdo etandlica essa concentragdo
foi de 0,62 mg/mL. Desse modo, se analisado o efeito do
liquido extrator isoladamente observou-se um decréscimo
na concentragao de fendlicos totais em relagdo a presenca
de etanol. No entanto, quando ocorreu a interagdo entre
etanol e HCl, esses apresentaram aumento em relagao a
concentragdo, mesmo assim, o melhor rendimento foi o
observado quando utilizou-se dgua e HCl.

N3do foi observada diferenca significa em relagdo ao
tempo de extragao (p=0,2533).

A partir do PF e dos resultados otimizados obtidos,
foi realizada a quantificacdo de polifenois totais nas
variedades de M. pruriens (preta, cinza e verde). Para as
varidveis que ndo apresentaram diferencas significativas
entre si, optou-se pela que ofereceu maior praticidade
para realizagdo do ensaio: menor tempo de extragdo
(5 min) e agitacdo em vértex. Em todas as variedades
analisadas as amostras encontraram-se dentro da razdo
Q. Assim, o Intervalo de Confianga (IC) foi definido com
t=99 %. Os teores de polifenois totais encontrados estdo
dispostos na Tabela 2.

O teor de fendlicos totais em M. pruriens variedade.
cinza foi 2,971 £ 0,143 mg de 3-HC %, na M. pruriens var.
preta o teor foide 2,916 + 0,093 3-HC % e um teor de 2,588
+ 0,120 3-HC % foi encontrado na M. pruriens var. verde,
todas em relagdo ao p6 da semente (Tabela 2)
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Tabela 2 — Quantificagdo de polifenois totais em po de trés varie-
dades de sementes de M. pruriens expressas em percentual 3-HC

Variedades de M. pruriens IC (3-HC%)

CINZA 2,971 +0,143
PRETA 2,916 £ 0,093
VERDE 2,588 + 0,120

IC: Intervalo de Confianga com t= 0, 99%.
3-HC:Acido 3-hidroxicindmico

Fonte: Proprio Autor.

Houve diferenca significativa na analise de varidncia
entre o conteldo de fendlicos totais para as trés varieda-
des de sementes de M. pruriens p=5,4910*.

As analises estatisticas de médias dos conteldos
fendlicos apresentaram diferencas significativas entre as
variedades preta e verdes (p=5,0610*para o teste bon-
ferroni e p= 4,66 10 para Tuckey). Foi verificado ainda,
diferencas significativas entre a variedades cinza e verde
(p=1,0710"*para o teste bonferroni e p= 9,9710° para o
teste Tuckey). Ndo houve diferenca significativa entre as
variedades cinza e preta.

DISCUSSAO

Os resultados da curva de calibragdo estdo de acordo
com o previsto na legislacdo vigente (para a validagdo de
métodos analiticos e bioanaliticos em fitoterdpicos), pois
encontrou-se R2de 0,99835 e a preconizada pela legisla-
¢do é de R? 0,99 (BRASIL, 2003).

Em um estudo comparativo sobre a eficiéncia de
métodos de extracdo dos polifenois do cha verde (Ca-
mellia sinensis), observou-se que o método de extracdo
sob sonicacdo por 15 minutos mostrou-se vantajoso na
quantificacdo dos polifenois quando comparado ao mé-
todo de extrac¢do utilizando banho-maria a 80 —90 °C por
30 minutos (LAGO; PAULA; BARRA, 2007)). Entretanto, os
compostos fendlicos do cha verde compreendem substan-
cias tanicas do tipo condensadas, que sdo provavelmente
diferentes em polaridade e caracteristicas quimicas das
substancias fendlicas contidas na semente de M. pruriens,
portanto considerando a praticidade, economia e eficién-
cia, o método de extracdo por voértex foi o selecionado
para analise.

A padronizacdo de um método de extragdo 6tima para
fendlicos totais em sementes de M. pruriens, mostra-se de
grande importancia, uma vez que os fendlicos presentes
nessa espécie podem estar intimamente relacionados
com a principal propriedade medicinal desta planta, o
tratamento de Mal de Parkinson (MP). Uma vez que,
as substancias fendlicas apresentam elevada atividade
antioxidante e, como ja descrito em literatura, o stress
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oxidativo de pacientes com MP é alto (LONGHI et al.,
2011). Portanto, essas substancias poderiam ser uma das
responsaveis pelo bons resultados obtidos nos tratamen-
tos de MP com M. pruriens.

Estudos revelam que a quantidade de fendlicos totais
de sementes de M. pruriens, coletadas na india, foi de
6,23% de fendlicos totais (trabalho sem relato do padrao
de fendlicos) (SIDDHURAJU; VIJAYAKUMARI; JANARD-
HANAN, 1996). Outros autores, usando Folin-Ciocalteu
para quantificagcdo, encontraram concentragdes entre
5,23 a 6,14% de fendlicos totais (trabalho sem relato do
padrdo de fendlicos) (SIDDHURAJU; BECKER; MAKKAR et
al., 2000). Outras pesquisas de quantificagdo de fendli-
cos totais também utilizando o reativo de Folin-Denis,
encontraram 7,75% desses compostos, expressos em
trans-sipanic acid [sic] (ADEBOWALE; ADEYEMI; OSHODI,
2005). Analisando tais estudos pode-se observar grande
variagdo no conteudo de fendlicos totais entre sementes
de M. pruriens. Porém, ressalva-se que os padrdes de
fendlicos nos estudos supra citados ndo foram iguais
entre si, nem o mesmo utilizado no presente estudo, a
comparacao entre os diferentes trabalhos torna-se dificil.
Além disso, os coeficientes de absortividade molar das
substancias utilizadas com o reativo de Folin-Denis podem
ser diferentes entre si, o que dificulta ainda mais as com-
paragGes entre diferentes estudos. Além disso, é valido
ressaltar que as sementes utilizadas nos diferentes tra-
balhos ndo sdo as mesmas utilizadas no presente estudo:
ha varia¢des de contelddo quimico, tanto na concentragao
de metabdlitos especiais quanto na sua composicdo em
diferentes substancias quimicas, sendo percebidas em
mesmas espécies vegetais. Essas espécies sdo chamadas
de quimiotipos — mesma espécie vegetal com conteudo
quimico diferente. Isso pode ocorrer pela presenga de
caracteres genéticos flutuantes ou pelas variagGes do
ambiente (EVANS, 1996).

Na literatura encontra-se a descricdo de diversos
métodos de preparo de amostras visando a determinagdo
do teor de fendlicos totais: fervura com dgua (PRADO et
al., 2005) ou 4gua com sonica¢dao em Camellia sinensis (L.)
(LAGO; PAULA ;BARRA, 2007); ou somente metanol para
prépolis (FUNARI; FERRO, 2006) e especificamente para
M. pruriens tém-se uma solu¢do de metanol:agua 50:50
em banho a 95 °C por 10 min (BHAT; SHIDHAR; TOMI-
TA-YOKOTANI, 2007), solugdo de acetona a 70 % em agua
(ADEBOWALE; ADEYEMI; OSHODI, 2005), entre diversos
outros métodos. No entanto, pode-se verificar que ndo
ha relatos na literatura de outro trabalho que utilize o PF
para preparo de amostras coma espécie vegetal Mucuna
pruriens. Ressalta-se assim, a importancia dos dados e da
ferramenta de estudos mostrados no presente trabalho.

A otimizagdo de metodologia de extracdo de um com-
posto em especifico é fundamental, visto que pequenas
mudancas nos parametros de extragGes testados podem
acarretar em grandes diferencas, principalmente em ter-
mos de quantitativos deste componente.. Neste contexto,
visando melhores extrages e diminuicdo do numero de

experimentos, planejamentos fatoriais completos sdo
promissores e vém sendo largamente utilizados também
para otimizagdo de metodologia analitica.

CONCLUSAO

O melhor método de extragdo de fenois totais foi
realizado com agitacdo de 5 min. em vértex, utilizando-se
agua deionizada em presenca de acido cloridrico 1,14M.
As varidveis significativas com efeito de primeira ordem
foram agua como liquido extrator e presenca de HCl 1,14
M, tendo um efeito de segunda ordem com a interacdo
entre agua (liquido extrator) e HCI.
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