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ABORDAGEM FITOQUIMICA E ANALISE CROMATOGRAFICA DAS
FOLHAS DE BAUHINIA VARIEGATA L.

FINENCIO, Beatriz M.
MININEL, Francisco José?

RESUMO: A espécie Bauhinia variegata L. pertence a familia Fabaceae. Suas folhas s&o simples,
parecendo bipartidas, dando a semelhanca de uma pisada de bovino, dai seu nome popular: pata de
vaca ou casco de vaca. O seu género, Bauhinia, ocorre desde o Piaui até o Rio Grande do Sul, nas
formacdes florestais do complexo atlantico e nas matas de planalto. Os processos fitoquimicos sdo
responsaveis por analisar experimentalmente e qualitativamente os constituintes quimicos das
plantas. Na espécie em questdo, 0s principais compostos quimicos incluem compostos fenolicos, tais
como taninos e flavonoides, que parecem ser 0s responsaveis por suas propriedades farmacolégicas.
Entretanto, outros metabdlitos secundarios tém sido isolados de varias espécies do género Bauhinia
e sdo objetos de investigacdo para utilizacdo humana. As folhas e flores tém sido utilizadas na
medicina popular para o tratamento de algumas patologias, tais como diabetes e inflamagdes. A
abordagem fitoquimica e posterior analise cromatogréfica auxiliam na descoberta ou confirmacéo da
presenca de substancias benéficas para a salde humana, embora sejam necessarios testes clinicos para
comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas.

Palavras-chave: Bauhinia variegata; pata de vaca; processos fitoquimicos; compostos quimicos;
analise cromatografica; propriedades farmacoldgicas.

1 INTRODUGCAO

A espécie Bauhinia variegata L. pertence a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioidea.
Devido as suas folhas de aspecto bipartido, dando a semelhan¢a com o pisado de um bovino, leva o
nome vulgar de pata de vaca ou casco de vaca (FIGURA 1). Esta planta ¢ originaria da Asia, mais
precisamente China e India. No Brasil, 0 género Bauhinia ocorre de norte a sul, principalmente mata
atlantica e de planalto. Suas flores variam de rdseas, roxo-palidas até avermelhadas (FIGURA 2). B.

variegata, além de ser utilizada no paisagismo e recuperagdo de areas degradadas (por ser fixadora
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de nitrogénio do solo), também ¢é utilizada na fitoterapia e estudos experimentais que buscam
comprovar suas atividades farmacoldgicas. Suas folhas e caule s&o usados na medicina popular para
efeitos hipoglicemiante e anti-inflamatérios. A grande diversidade e empregabilidade de seus
constituintes quimicos se deve a variedade de metabolitos secundarios até compostos mais complexos
como as proteinas encontrados em diferentes 6rgéos da planta.

A ciéncia responsavel pelo estudo dos constituintes quimicos dos vegetais denomina-se

Fitoquimica. A Fitoquimica estuda cada grupo da planta, desde a estrutura guimica molecular até as

propriedades bioldgicas dos vegetais. Faz levantamentos e analises dos componentes quimicos das
plantas, como o0s principios ativos, os odores, pigmentos, entre outros. O conhecimento dos
constituintes quimicos de diversas partes da planta favorece o seu uso sustentavel e contribui para sua
preservacdo, além disso, os metabdlitos secundarios possuem atividade bioldgica, oferecendo
beneficios também a satide humana.

Pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se impressionados pelo fato desses
produtos, encontrados na natureza, revelarem uma gama quase inacreditavel de diversidade em
termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (SIMOES, 2002).

No contexto histérico a medicina popular contribui com inimeras descobertas que devem
sempre ser respaldadas pelo conhecimento cientifico, contribuindo para o uso racional de espécies
medicinais e a conscientiza-los quanto a sua toxicidade (GONSALVES, 1997).

Logo, a pesquisa objetiva a analise qualitativa que visa, através de reacdes quimicas classicas,
identificar a presenca ou auséncia de classes de substancias de interesse farmacoldgico e, também,
através da leitura em espectrofotobmetro UV-vis de uma fracdo cromatogréfica, observar o
comprimento de onda caracteristico do composto quimico de maior abundancia presente nas folhas

da planta analisada e montar sua curva de calibragéo.

Figura 1 Aspecto geral das folhas da espécie Bauhinia variegata (foto de Beatriz M. Finéncio)

Edicdo 17 - Marc¢o de 2019


http://www.infoescola.com/plantas/fitoquimica/
http://www.infoescola.com/plantas/fitoquimica/
http://www.infoescola.com/plantas/fitoquimica/

FACULDADE 0o
GUARUJA Revista Cientifica

1FAGU Intr@ciéncia \\

Figura 2 Aspecto das flores e folhas da Bauhinia variegata (foto de Beatriz M. Finéncio)

2 METODOLOGIA

2.1 Preparacao do extrato fluido de Bauhinia variegata L.

Para a execucdo dos ensaios fitoquimicos de folhas secas (a secagem da espécie foi feita em
estufa com circulacdo de ar e controle de temperatura) foram preparados extratos hidroalcodlicos a
20%(p/v), por meio de maceracao (trituracdo) do material a temperatura ambiente. Utilizou-se como
liquido extrator, alcool etilico a 70% até completa submersdo do material. Posteriormente foi vedado
o recipiente com folha de aluminio e reservado por uma semana. Os extratos aquosos a 20%(p/v)
foram obtidos macerando-se o material vegetal com agua deionizada em banho-maria a 60°C. Os
extratos foram filtrados através de papel de filtro e ensaiados para a pesquisa de metabdlitos
secundarios por testes analiticos qualitativos, tais como: flavondides, esterdides e triterpendides,

alcaldides, saponinas, taninos, antraquinonas e glicosideos cardioativos (MATOS, MATOS, 1989).
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O extrato hidroalcoolico devera ser analisado também por cromatografia em coluna liquida
classica e deverdo ser executados experimentos para determinacdo do teor (%) de fendis totais em
espectrofotdmetro UV-vis e formacéo da sua curva de calibragdo em software especifico.

2.2 Testes analiticos qualitativos: Prospeccao de constituintes do extrato hidroalcodlico

2.2.1 Proteinas e Aminoacidos

REACAO DE MOLISH: Foi redissolvido alguns miligramas do residuo em 2mL de agua destilada e
filtrado para um tubo de ensaio. Adicionou-se 3 gotas de solugdo alcodlica de a-naftol com conta
gotas e, em seguida, cuidadosamente pelas paredes do tubo, 3mL de &cido sulfdrico concentrado com
uma pipeta graduada. Formacdo de anel violaceo - azul no contato entre as duas camadas indica
reacao positiva.

2.2.2 Taninos

Redissolveu-se alguns miligramas do residuo em 10 mL de 4gua destilada em um tubo de ensaio. Em
seguida, foi adicionado uma gota de cloreto férrico 1% com o auxilio de um conta gotas. Mudanca
de coloragdo para azul indica reacdo positiva para taninos hidrolisaveis.

2.2.3 Flavondides

Foi redissolvido alguns miligramas do residuo em 10 mL de metanol e filtrado com papel filtro em
um tubo de ensaio. Adicionou-se:

- cinco gotas de acido cloridrico concentrado com conta gotas;

- 1 cm de fita de magnésio

O surgimento de uma coloracao résea na solucdo indica reacdo positiva para essa classe de polifenol.

2.2.4 Catequinas

Foi redissolvido alguns miligramas do residuo em 3 mL de metanol e filtrado para um tubo de ensaio.
Adicionou-se 1 mL de solucdo aquosa de vanilina 1% e 1 mL de &cido cloridrico concentrado com o
auxilio de pipeta graduada. O surgimento de uma coloracdo vermelha intensa indica reacédo positiva

para esse polifenol com forte acdo antioxidante.

2.2.5 Saponina Espumidica
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Redissolveu-se alguns miligramas do residuo em 1 mL de etanol 80°GL e diluido até 15 mL com
agua destilada. Posteriormente, foi agitado vigorosamente durante alguns minutos num tubo de ensaio
fechado. Se a camada de espuma permanece estavel por mais de meia hora, o resultado € considerado

positivo tendo, entdo, propriedades detergentes e surfactantes.

2.2.6 Esteroides e triterpenoides

Foi redissolvido alguns miligramas do residuo em 3 mL de cloroférmio e filtrado para um tubo de
ensaio. Adicionou-se ao extrato cloroférmico, 2 mL de anidrido acético com uma pipeta graduada e
agitado suavemente. Pelas paredes do tubo, adicionou-se 1 mL de &cido sulfarico concentrado,
também com auxilio de uma pipeta graduada. No caso de reagao positiva, observa-se uma sucessdo

de cores, do azul evanescente seguido de verde persistente.

2.2. 7 Depsideos e depsidonas

Foi redissolvido alguns miligramas do residuo em 5 mL de éter etilico e filtrado. Foi evaporado todo
0 éter em banho-maria. Em seguida, foi adicionado ao residuo 3 mL de metanol com uma pipeta
graduada. Agitou-se e adicionou trés gotas de cloreto férrico (FeCI3) 1% com um conta gotas.
Coloracdo verde, azul ou cinza indica reacdo positiva para essas substancias fenolicas de acédo

antimicrobiana e atividade antioxidante.

2.2. 8 Purinas

Em uma capsula de porcelana, juntou-se a alguns miligramas do residuo:

- 3 gotas de acido cloridrico 6N com conta gotas;

- 2 gotas de perdxido de hidrogénio concentrado (30%) com conta gotas

Evaporou-se em banho Maria. Deve formar um residuo corado de vermelho. Apds a formacdo do
residuo vermelho, adicionou-se trés gotas de hidroxido de amdnio 6N. Coloracdo violeta indica

reacao positiva.

2.2.9 Antraquinonas
Redissolveu-se alguns miligramas do residuo em 3 mL de Benzeno e posteriormente foi filtrado.
Adicionou-se 2 mL de Hidrdxido de Amonio 10% e entdo foi agitado suavemente o tubo de ensaio.

Uma coloragéo rdsea, vermelha ou violeta na fase aquosa indica reagéo positiva.

2.2.10 Alcaléides
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Foi redissolvido alguns miligramas do residuo em 4 mL de &cido cloridrico a 5% e, entéo, filtrado.
Separou-se porgdes de 1 mL em tubos de ensaio, e adicionado gotas dos reagentes citados abaixo. No
caso de precipitacdo a reacao € positiva.

a. Bouchardat — precipitado laranja avermelhado;

b. Dragendorff — precipitado vermelho-tijolo;

c. Bertrand — precipitado branco;

d. Mayer — precipitado branco.

2.2.11 Glicosideos cardioativos

Foi redissolvido alguns miligramas do residuo em 10 mL de metanol e filtrado. Entdo, foi separado
em duas porc¢des de 2 mL em tubos de ensaio (A e B) e adicionou-se gotas dos reagentes abaixo.

a. Reativo de KEDDE — Coloracdo azul ou violeta indica reacdo positiva (Tubo de ensaio A)

b. Adicionou-se 3 gotas de solucdo recente de nitroprussiato de sodio 5% em agua e trés gotas de
hidroxido de so6dio 2N com conta gotas. Coloracdo roxa intensa indica reacdo positiva (Tubo de

ensaio B).

3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA COM MARMORE BRANCO COMO FASE
ESTACIONARIA

1. Foi empacotado (preenchido) a coluna (bureta) com marmore branco triturado (ndo muito fino)
lavado previamente com agua destilada, e colocado um chumaco de algoddo na parte inferior da
bureta para evitar que o p6 entupa a torneira. O marmore sera a fase estacionaria.

2. Adicionou-se acetona comercial no topo da coluna com a torneira aberta, em quantidade suficiente
para molhar toda a fase estacionaria, enchendo-a até o topo. Deixou-se escorrer o solvente, coletando-
0 em um frasco para eliminar o ar, até que restou-se somente cerca de 0,5 cm de liquido acima da
fase estacionéria. Entdo, fechada a torneira.

3. Adicionou-se ao topo da coluna 8 a 10 gotas do extrato fluido em questdo para ser cromatografrado.
Em seguida foi aberto a torneira e deixado o liquido escoar lentamente (gotejando) até que a amostra
penetre completamente na fase estacionaria (o marmore).

4. Foi adicionado acetona parta eluir o extrato colocado. No inicio, adicionou-se pequenas por¢oes
do solvente (acetona) com o conta-gotas, pelas paredes do tubo, para evitar revolver a camada de

marmore que adsorveu 0s extratos.
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5. Foi observado a separacdo dos diferentes componentes do extrato a medida que descem pela
coluna. Foi recolhido cada um dos componentes separados em frascos pequenos. Continuou-se a
adicionar acetona até retirar as fragdes que apresentam maior afinidade por esta fase movel.

6. Em seguida, acrescentado dgua a coluna para retirar os componentes que ndo foram eluidos com a
acetona. Recolhidos, também, em frasco pequenos.

7. Cada um dos componentes isolados podem ser analisados por espectrometria UV-vis.

4 RESULTADOS

4.1 Resultados de classes de substancias no extrato fluido de Bauhinia variegata L. pelos testes

analiticos quantitativos

As diferentes reacGes executadas com o residuo seco do extrato hidroalcoolico de Bauhinia
variegata L. detectaram a possivel presenca de uma variedade de substancias, conforme indicado na
tabela abaixo:

+ = Presenca

- = Auséncia

Tabela 1 Resultado dos metabdlitos secundarios no extrato fluido de Bauhinia variega

Classes de o Precipitado ou
o Presenca/Auséncia .
Substancias Coloracéo
Proteinas e Aminoéacidos + Azul
Taninos + Azul
Flavonoides + Rosea vermelhada
Catequinas - Auséncia
Saponina Espumidica + Permanéncia da espuma
Esterdides e Triterpendides  + Verde persistente
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Depsideos e Depsidonas 0 Azul/verde escuro

Purinas - Auséncia

Antraquinonas + Fase aquosa avermelhada

Alcaldides + Precipitado  avermelhado
(Dragerdorff)

Glicosideos Cardioativos + Roxa intensa (Tubo B)

4.2 Analise por Espectrometria Ultra Violeta (UV-vis)

A andlise do cromatograma por HPLC-PDA das fracGes isolada, apresentou espectro no UV
(FIGURA 3), maximos de absor¢cdo em Amax 250, 306 e 368 nm, sugerindo que esta substancia é um
derivado de acido elagico (DHOOGHE, 2010).

Figura 3 Espectro caracteristico de derivados de &cidos elagicos (maximos de absorcdo: 260nm e 366nm)

(gréfico obtido pelo software Xcalibur)
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Tanino do tipo hidrolisavel (ou seja, possivel de ser hidrolisado a compostos mais simples), 0
Acido Elagico é um polifenol sintetizado por varias espécies de plantas, e tem como fungio proteger

os tecidos contra a luz ultravioleta, virus, bactérias e parasitas. Sua forma sintética & C14HgOs.

O
HO O

O OH
0

Figura 4: Representacdo da formula do acido elagico

6 CONCLUSAO

Um dos métodos considerado mais adequado para a analise quimico-farmacoldgica de plantas
é a preparacdo de um extrato hidroalcodlico (etanol/agua), pois este extrato é analogo as tinturas
realizadas na cultura popular e também possibilita a extracdo de um nimero maior de compostos.
Neste trabalho, preparou-se um extrato hidroalcéolico a 70% utilizando-se o método da percolacéo.
A partir deste extrato, realizou-se uma série de reacdes classicas para identificacdo de classes de
substancias. Detectou-se a possivel presenca de proteinas e aminoacidos, taninos, flavonoides,
saponina espumidica, esteroides e triterpendides, depsideos e depsidonas, antraquinonas, alcaloides
e glicosideos cardioativos.

A cromatografia em coluna e a posterior leitura das fracbes em espectrofotdbmetro uv-vis
confirma a presenca de &cido elagico (um tipo de tanino hidrolisavel polifenolico). Isso significa que
a espécie Bauhinia variegata possui metabdlitos secundarios considerados importantes pela inddstria

farmacéutica para a satide humana, principalmente para a pele.
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Destacando-se, também, o composto polifendlico flavonoide, a espécie Bauhina variegata
pode ser considerada como uma planta de grande importancia medicinal ja que este composto possuli
potencial antioxidante e anticarcinogénico.

Para maior clareza, o organismo Vvivo esta sujeito a acdo oxidativa do oxigénio (formas de
oxigénio extremamente reativas) responsavel pelo envelhecimento do corpo, e doencas como cancer,
diabetes e doencgas do coragdo. Por isso 0 interesse em encontrar oxidantes naturais para uso
farmacéutico e em alimentos de prateleira, e substituir o sintético, é tdo grande. E 0os maiores
responsaveis por essas acdes antioxidantes sao compostos fenolicos.

Para concluir, o famoso cha de Pata de vaca talvez seja um dos tratamentos alternativos para
0 Diabetes mais popular no Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, entretanto nessa
pesquisa ndo foram realizados testes clinicos. O que conclui-se € a presenca de antioxidantes que
ajudam a combater radicais livres e o possivel efeito benéfico sobre os niveis de glicose, deixando
claro que isso ndo significa que o cha das folhas da planta em questdo deve ser usado como

medicamento para tratamento de diabetes e outras doencas humanas.
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