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RESUMO: A crisina, um flavonoide 
pertencente à classe das flavonas, tem 
suscitado crescente interesse devido 
aos seus diversos e promissores efeitos 
bioativos, que incluem propriedades 
antioxidantes, anticonvulsivantes, 
anti-hipertensivas, anti-inflamatórias, 
antineoplásicas e antidepressivas. Este 
composto é encontrado de forma natural 
no mel e em algumas espécies de plantas, 

entre as quais se destaca a Passiflora 
caerulea, uma planta abundante na América 
do Sul, porém pouco explorada para 
consumo humano ou outros fins. Assim, 
este capitulo visa apresentar estudos sobre 
a viabilidade de determinação de crisina 
de Passiflora caerulea, por um método 
simples e eficaz. Para isso, o capítulo está 
dividido em quatro seções. A primeira seção 
apresentará uma síntese dos estudos sobre 
a determinação de crisina. A segunda 
seção discutirá brevemente os flavonoides, 
com ênfase na crisina. A terceira seção 
abordará as possibilidades de extração e 
determinação de crisina. Por fim, a última 
seção apresentará as perspectivas futuras 
e considerações finais sobre o estudo.
PALAVRAS-CHAVE: cromatografia, 
preparo de amostra, maracujá, crisina.

POSSIBILITIES OF ANALYZING 
CHRYSIN IN PASSIFLORA 

CAERULEA USING QUECHERS 
METHOD AND HPLC-DAD

ABSTRACT: Chrysin, a flavonoid belonging 
to the flavone class, has garnered increasing 
interest due to its diverse and promising 
bioactive effects, which include antioxidant, 
anticonvulsant, antihypertensive, anti-
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inflammatory, antineoplastic, and antidepressant properties. This compound is naturally found 
in honey and in some plant species, among which Passiflora caerulea stands out, a plant 
abundant in South America yet underexplored for human consumption or other uses. Thus, 
this chapter aims to present studies on the feasibility of determining chrysin from Passiflora 
caerulea using a simple and effective method. To this end, the chapter is divided into four 
sections. The first section will provide a synthesis of studies on the determination of chrysin. 
The second section will briefly discuss flavonoids, with an emphasis on chrysin. The third 
section will explore the methods of extraction and determination of chrysin. Finally, the last 
section will present future perspectives and final considerations on the study.
KEYWORDS: chromatography, sample preparation, passion fruit, chrysin.

INTRODUÇÃO
A crisina (5,7-Dihidroxiflavona) pertence à classe flavona de flavonoides e 

tem sido apresentada como tendo inúmeros e promissores efeitos bioativos, como 
atividade antioxidante (Pushpavalli et al., 2010), anticonvulsivante (Medina et al., 1990), 
antihipertensiva (Villar et al., 2002), anti-inflamatória (Bae et al., 2011), antineoplásica 
(Pichichero et al., 2011), anti-hiperlipidêmica (Zarzecki et al., 2014) e, especialmente 
associada a este trabalho, atividade antidepressiva (Borges Filho et al. 2015; 2016a; 
2016b; Bortolotto et al., 2018). A crisina é encontrada naturalmente em mel, própolis, e 
várias espécies de plantas, incluindo espécies do gênero Passiflora (Nabavi et al., 2015).

Apesar disso, a maioria dos bioensaios com crisina não utiliza fontes naturais para 
sua obtenção, sendo adquirida na forma de pó com alta pureza em empresas especializadas, 
elevando o custo dos experimentos e deixando de explorar produtos naturais. Entre outros 
fatores, isso se deve à escassez de trabalhos que demonstrem com precisão o teor de 
crisina em fontes naturais e meios adequados para sua extração. Isso ocorre porque 
a maior ênfase nos estudos com crisina é na sua biotividade, ficando muitas vezes em 
segundo plano a sua extração e quantificação.

O maracujá Passiflora caerulea é uma espécie do gênero Passiflora abundante e 
de fácil acesso na América do Sul, ocorrendo em campos, beiras de estradas e bordas 
de florestas (Mondin et al., 2011), sendo raramente utilizada para consumo humano ou 
qualquer outra finalidade. Embora os estudos sobre o Passiflora caerulea sejam escassos, 
já se sabe que suas folhas contém o flavonoide crisina (Medina et al., 1990; El-Askary et al., 
2017), possuindo potencial bioativo promissor (Ozarowski et al., 2018). Assim, estabelecer 
um método analítico que quantifique os níveis de crisina nas folhas de Passiflora caerulea 
pode ser um grande passo para avanços nos estudos deste produto natural. Além disso, é 
interessante analisar o teor de crisina e o potencial bioativo das demais partes da planta, 
que são a polpa e a casca, que ainda não foram estudadas.

Em relação à análise de crisina em matrizes vegetais, uma etapa importante 
é a preparação da amostra, que geralmente consiste em uma etapa que requer várias 
horas e/ou alto consumo de energia para execução. Gharari et al. (2020) mostraram a 
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determinação de crisina em raízes e parte aérea de quatro espécies de Scutellaria, com 
secagem do material em temperatura ambiente e moagem seguidas de 48h de extração 
com metanol. Em seguida, o extrato foi armazenado a 4ºC por 48h antes da injeção no 
sistema de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Hadas et al. (2017) e Ozarowski 
et al. (2018) avaliaram o perfil químico de folhas de Passiflora caerulea e, para isso, as 
folhas foram secas com circulação de ar (25°C, 24h), e posteriormente extraídas com 
metanol por 1h (n=3) e concentradas sob vácuo. Portanto, é necessário buscar alternativas 
mais rápidas, que também tenham baixo custo e impacto ambiental. Além disso, ainda 
não existem métodos validados para quantificação da crisina em outras matrizes vegetais, 
como polpa e casca. Em 2003, Anastassiades et al. desenvolveram o método QuEChERS 
(rápido, fácil, barato, efetivo, robusto e seguro (do inglês quick, easy, cheap, effective, 
rugged and safe)), com o objetivo de minimizar o manuseio de amostras, o tempo e melhorar 
as recuperações para determinação de pesticidas em matrizes alimentares. Estudos 
recentes também relataram o uso bem sucedido do método QuEChERS para determinação 
de compostos fenólicos em diferentes matrizes alimentares (Rotta et al., 2019; Nicácio 
et al., 2021). Porém, esta metodologia ainda não foi aplicada para a análise da crisina 
em nenhuma matriz. O QuEChERS destaca-se ainda por possuir uma etapa de limpeza, 
favorecendo a identificação dos compostos e diminuindo possíveis danos causados pelos 
co-eluentes ao sistema cromatográfico. Já nos métodos até então usados para análise de 
crisina, esta etapa de limpeza não ocorre.

Quanto à quantificação de crisina, a cromatografia líquida de alta eficiência com 
detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) é uma excelente escolha, pois fornece limites 
de quantificação (LOQ) mais baixos, análise simples e de baixo custo (Gharari et al., 2020; 
Oroian et al. , 2017; Giacomeli et al., 2020). Além disso, muitos trabalhos relataram o uso 
de HPLC-DAD para análise de compostos fenólicos em matrizes alimentares (Kebal et al., 
2022; Rahman et al., 2022; Bueno-Herrera et al., 2020).

FLAVONOIDES
Os compostos fenólicos derivados de plantas são divididos em diversas categorias, 

como fenóis simples, ácidos fenólicos, cumarinas, flavonoides, taninos condensados e 
hidrolisáveis, lignanas e ligninas (Naczk & Shahidi, 2004). Os flavonoides são divididos 
em vários grupos, incluindo flavonas, flavanonas, antocianidinas, flavanóis, flavonóis e 
isoflavonas, de acordo com o grau de oxidação no anel C central, a hidroxilação dos anéis, 
e a substituição na posição 3 (Maher et al., 2019) (Figura 1). Dentro de cada grupo, a 
diversidade é gerada pelo arranjo dos grupos hidroxila combinados com a glicosilação ou 
alquilação (Talebi et al., 2021). Os flavonoides são compostos presentes em alimentos e 
bebidas de origem vegetal e que têm despertado interesse em decorrência da bioatividade 
destes compostos. Nesse contexto, flavonoides isolados de plantas, como luteolina, 
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hespiridina, apigenina, rutina, quercetina e crisina têm demonstrado efeitos protetores 
e terapêuticos em diversos transtornos, como doenças cardíacas, circulatórias, renais, 
hepáticas, cerebrais, e neoplásicas (Sequeto et al., 2012; Borges Filho et al., 2016a, 2016b; 
Talebi et al., 2021).

Figura 1 - Estrutura básica das principais classes de flavonoides.

Fonte: Adaptada de Talebi et al. (2021)

A crisina (5,7-Dihidroxiflavona) pertence à classe flavona de flavonoides, e é formada 
por dois anéis de benzeno duplos (A e B) e um anel central heterocíclico pirano contendo 
oxigênio (C) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura química do flavonoide crisina.

Fonte: Adaptada de Talebi et al. (2021)
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O flavonoide crisina possui inúmeros efeitos bioativos. Apesar de estar presente 
em fontes naturais, a maioria dos bioensaios não utiliza fontes naturais para obtenção 
da crisina. Isto decorre da falta de trabalhos que demonstrem o teor de crisina em fontes 
naturais e métodos analíticos adequados. A crisina é encontrada naturalmente em 
mel, própolis, e várias espécies de plantas, incluindo espécies do gênero Pelargonium, 
Passiflora e da família Pinaceae (Nabavi et al., 2015). Estudos anteriores avaliaram as 
concentrações de crisina em vários méis. O teor de crisina é de 0,10 mg/kg em mel de 
melada, 5,3 mg/kg em méis florestais, e chega a 28g/L no própolis (Hadjmohammadi et 
al., 2010; Pichichero et al., 2010). Outra importante fonte de crisina é a planta Passiflora 
caerulea, da qual foi isolada em 1990 e apresentada como um composto com propriedades 
anticonvulsivantes (Medina et al., 1990). Quanto à Passiflora caerulea, é uma espécie do 
gênero Passiflora abundante e de fácil acesso na América do Sul, ocorrendo em campos, 
beiras de estradas e bordas de florestas (Mondin et al., 2011), e é considerada uma planta 
ornamental comestível que possui fruto adocicado. Embora seja raramente utilizada para 
consumo com fins alimentícios oumedicinais na maioria dos países em que é encontrada, 
folhas de Passiflora caerulea são comercializadas como erva para infusão na Argentina, 
com a alegação de possuírem efeito ansiolítico (Minteguiaga et al., 2021).

Embora os estudos sobre Passiflora caerulea sejam escassos, já se sabe que suas 
folhas contém o flavonoide crisina (Medina et al., 1990; El-Askary et al., 2017), e possuem 
potencial bioativo promissor (Ozarowski et al., 2018 ). Assim, estabelecer um método 
analítico que quantifique os níveis de crisina nas folhas de Passiflora caerulea pode ser um 
grande passo para avanços nos estudos deste produto natural. Além disso, é interessante 
analisar o teor de crisina e o potencial bioativo das demais partes da planta, que são a 
polpa e a casca, que ainda não foram estudadas.

ANÁLISE
Em relação à análise de crisina em matrizes vegetais, uma etapa importante é a 

preparação da amostra, que geralmente consiste em uma etapa que requer várias horas e/
ou alto consumo de energia para execução. Gharari et al. (2020) mostraram a determinação 
de crisina em raízes e parte aérea de quatro espécies de Scutellaria, com secagem do 
material em temperatura ambiente e moagem seguidas de 48h de extração com metanol. 
Em seguida, o extrato foi armazenado a 4ºC por 48h antes da injeção no sistema HPLC. 
Hadas et al. (2017) e Ozarowski et al. (2018) avaliaram o perfil químico de folhas de 
Passiflora caerulea e, para isso, as folhas foram secas com circulação de ar (25°C, 24h), 
e posteriormente extraídas com metanol por 1h (n=3) e concentradas sob vácuo. Portanto, 
é necessário buscar alternativas mais rápidas, que também tenham baixo custo e impacto 
ambiental. Além disso, ainda não existem métodos validados para quantificação da crisina 
em outras matrizes vegetais.
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Procurando reduzir custos, tempo e impacto ambiental na análise de compostos 
fenólicos, têm sido demonstradas adaptações do método QuEChERS para a quantificação 
destes compostos em diferentes matrizes. O QuEChERS foi apresentado em 2003, por 
Anastassiades et al., com o objetivo de minimizar o manuseio de amostras, o tempo e 
melhorar as recuperações para determinação de pesticidas em matrizes alimentares. O 
método QuEChERS compreende uma etapa de extração/partição e uma etapa de limpeza, 
que proporcionam a extração dos compostos da amostra para um solvente orgânico 
apropriado por meio de extração com sais, onde é promovido um equilíbrio entre uma 
camada aquosa e uma orgânica, seguida de etapa de limpeza por extração dispersiva 
em fase sólida (d-SPE), para remoção de pigmentos ou interferentes (Rotta et al., 2019). 
Estudos recentes relataram o uso bem sucedido do método QuEChERS para determinação 
de compostos fenólicos em diferentes matrizes alimentares (Rotta et al., 2019; Nicácio et 
al., 2021). Porém, esta metodologia ainda não foi aplicada para a análise da crisina em 
nenhuma matriz. Além dos benefícios relacionados ao baixo custo e rapidez do método, 
a possibilidade do uso do QuEChERS para análise de crisina destaca-se pela existência 
da etapa de limpeza, que diminui substancialmente o potencial de dano ao sistema 
cromatográfico causado por pigmentos e interferentes. Observe-se que esta etapa de 
limpeza não ocorre nas metodologias já citadas na literatura para análise de crisina. Em 
relação à quantificação de crisina, Gharari et al. (2020) apresentaram um método analítico 
determinando crisina e outros compostos em plantas por cromatografia líquida de alta 
eficiência com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), em 262nm, coluna C8, usando 
metanol como solvente e água-acetonitrila-metanol-ácido orfofosfórico (60:38:30:1 v/v/v/v) 
como fase móvel. Oroian et al. (2017) demonstraram a determinação de crisina e outros 
flavonoides em mel por HPLC, com detector UV na faixa de 200 a 210nm, coluna C18, 
utilizando acetonitrila-água (48:52 v/v) como eluente. Giacomeli et al. (2020) quantificaram 
crisina em nanocápsulas lipídicas através de HPLC, com detector UV em 260nm, coluna 
RP-18, usando acetonitrila/água (70:30 v/v) como fase móvel. Desta forma, o uso de HPLC-
DAD é uma excelente escolha para análise de crisina, pois fornece limites de quantificação 
(LOQs) baixos, análise simples e de baixo custo (Gharari et al., 2020; Oroian et al. , 
2017; Giacomeli et al., 2020). O método QuEChERS tem sido utilizado com sucesso para 
determinação de compostos fenólicos em diferentes matrizes alimentares, como frutas, 
vegetais, ervas, especiarias, mel e bebidas (Rotta et al., 2019; Nicácio et al., 2021).

A referida técnica se destaca por ser de excelência analítica na quantificação de 
diversos compostos, inclusive os flavonoides como a crisina, devido à sua alta sensibilidade e 
especificidade. Como já citado o uso de HPLC-DAD permite alcaçar limites de quantificação 
extremamente baixos, o que para matrizes alimentares que possuem baixas concentrações 
dos analitos é crucial. Corroborando com isto, pesquisas recentes tem demonstrado que 
o uso do HPLC-DAD além de apresentar confiabilidade e versatilidade na identificação de 
componstos fenólicos de diversas matrizes, possui baixo custo operacional, o que evidencia 
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a importância do seu uso na pesquisa, segurança e controle de qualidade alimentar (Bueno-
Herrera et al., 2020, Kebal et al.,2022 e Rahman et al., 2022) .

Utilizando espectrofotômetro UV-Vis, é possível identificar a absorbância para 
análise de crisina. A varreadura foi realizada entre 190 e 1100 nm, e o comprimento de 
onda com absorvância máxima adotado para análise da crisina foi 265 nm. O método 
QuEChERS pode ser considerado eficiente principalmente, por causa da etapa de limpeza 
do extrato. Em comparação com método disponível na literatura para análise de crisina em 
vegetais apresentado por Gharari et al. (2020) - 48h de extração com metanol seguida de 
filtração e injeção no sistema - o método QuEChERS não é apenas eficiente, mas também 
significativamente mais rápido.

CONSIDERAÇÕES FINAIS
Avaliando os métodos comumente utilizados para quantificação de crisina (Gharari 

et al., 2020), é possível identificar o potencial promissor na utilização do método QuEChERS 
na identificação e quantificação de compostos fenólicos, principalmente devido a etapa de 
limpeza. Este processo de limpeza da amostra diminui os danos ao sistema cromatográfico 
e por tanto pode apresentar maior rapidez em análises complexas, como matrizes vegetais. 
Além disso, o método destaca-se pela possibilidade de ser aplicado a muitos laboratórios 
de análises de HPLC, uma vez que em muitos casos o detector DAD é a única opção 
disponível em decorrência do seu baixo custo. Além das questões relacionadas a custo, 
tempo e impacto ambiental, o método QuEChERS apresenta excelente versatilidade, 
possibilitando, com algumas adaptações, realizar preparação de amostras em matrizes 
diferentes.

Embora naturalmente abundante, de fácil acesso e com um interessante conteúdo 
bioativo potencial, esta espécie de Passiflora é subutilizada. Dessa forma, estudos sobre 
a quantidade de crisina e outros compostos se torna muito importante para apoiar mais 
formas de inclusão em alimentos e/ou formulações nutracêuticas . Além disso, avaliar os 
níveis de crisina nas folhas, verdes e maduras polpa e casca verde e madura é uma forma 
importante de observar a distribuição deste flavonóide na planta e o comportamento da 
crisina no processo de maturação.
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