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Artigo

EVALUATION OF PROCEDURE FOR SPECTROPHOTOMETRIC QUANTIFICATION OF TOTAL FLAVONOIDS IN LEAVES
OF Bauhinia forficata LINK. Interest in analytical methods for quality control of herbal drugs has grown sharply due to the scarcity of

monographs in official manuals. Thus, the aim of the present study was to evaluate analytical procedures for quantitative determination

of flavonoids from leaves of Bauhinia forficata Link (pata-de-vaca). Two procedures for quantification of total flavonoids (with and
without acid hydrolysis) by spectrophotometry were tested. The proposed methods proved to be specific, sensitive, precise, accurate

and robust, being suitable for routine laboratory use.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais e fitoterdpicos para a recupe-
racdo e manutengdo da satde representa um mercado farmacéutico
bastante promissor. Em 2010 o mercado mundial de fitoterdpicos
movimentou cerca de US$ 44 bilhdes, e apesar de ndo existirem da-
dos oficiais sobre o tamanho desse mercado no Brasil, as estimativas
variam entre US$ 350 milhdes e US$ 550 milhdes, segundo a Asso-
ciag@o Brasileira de Empresas do Setor Fitoterdpico (ABIFISA).!

A produgio de fitoterdpicos envolve um processo interdisciplinar,
multidisciplinar e interinstitucional e abrange diversas etapas. Uma
destas consiste no emprego de métodos analiticos para quantificagdo e
controle dos marcadores quimicos ou farmacoldgicos, presentes tanto
na matéria-prima vegetal quanto no produto intermedidrio e final.
Esses métodos compreendem requisitos indispensdveis ao registro
desses produtos no Brasil, tendo em vista que permitem a avaliacdo
de sua qualidade, eficdcia terapéutica e seguranca.>*

Entre as inimeras espécies vegetais de interesse medicinal e que
despertam o interesse para producdo de fitoterdpicos, encontra-se
a Bauhinia forficata Link (pata-de-vaca), que se destaca pela sua
relevancia terapéutica no tratamento do diabetes mellitus e por se
encontrar na Rela¢do Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
a0 Sistema Unico de Satde (RENISUS), divulgada em 2009 pelo
Ministério da Satde.>*Essa espécie, pertencente ao género Bauhinia
e familia Fabaceae, ¢ considerada uma planta nativa da América do
Sul, encontrada no Brasil, predominantemente, entre as regides do
Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul.”#

Os estudos fitoquimicos e farmacoldgicos realizados com B.
forficata sugerem os glicosideos flavonoidicos canferdlicos e quer-
cetinicos como seus principais constituintes e provaveis responsdveis
pela sua propriedade antidiabética, sendo o canferol 3,7-di-O-o-L-
rhamnopiranosideo (canferitrina) considerado o marcador analitico
das folhas.™ Apesar da potencialidade farmacoldgica e do grande
interesse pela comunidade farmacéutica, a espécie referida ndo consta
em monografias oficiais, fazendo-se necessario o desenvolvimento e a
validac@o de métodos analiticos para quantificagdo de seus compostos
flavonoidicos e padronizagio de extratos.'”

Diversas técnicas sdo empregadas para o doseamento de flavonoi-
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des em materiais vegetais, uma delas, a espectrofotometria de absorcéo
na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) alcanca grande destaque
devido a sua simplicidade, rapidez, baixo custo de execugdo e ampla
disponibilidade nos laboratdrios de controle de qualidade.''> Embora
extremamente utilizada, a pouca seletividade tem sido um dos maio-
res desafios dessa técnica para andlise de matrizes complexas como
0s extratos vegetais, pois a espectrofotometria direta pode ocasionar
sobreposicdo das bandas, impedindo a absorcdo do componente de
interesse.'>!* Decorrente disso, para obtengdo dos espectros dos flavo-
noides sem a interferéncia de outros compostos fenélicos, comumente
se emprega o método colorimétrico com cloreto de aluminio (AICI,)
para tratamento das amostras a serem analisadas. Isto porque o cdtion
AP forma complexos estdveis com as hidroxilas livres dos flavonoides,
ocasionando extensdo do sistema conjugado e, consequentemente, um
desvio batocromico, ou seja, um deslocamento dos seus maximos de
absorgdo para regides de maior comprimento de onda.!>!”

Entretanto, antes de sua adogdo oficial, os métodos ou procedi-
mentos analiticos precisam ser submetidos a uma série de experi-
mentos capazes de avaliar sua capacidade em detectar e quantificar
um determinado analito.'>!® De acordo com a Resolu¢io Especifica
(RE) n° 899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (AN-
VISA), essa validacdo deve ser realizada através da andlise de uma
série de pardmetros, quais sejam: especificidade, linearidade, limite
de detecgdo (LD), limite de quantificagio (LQ), precisdo, exatiddo e
robustez, sendo o principal objetivo atestar a eficiéncia dos métodos
na rotina laboratorial."”

Portanto, impulsionados pelas necessidades normativas no que
se refere a regularizagio de fitoterdpicos e diante do amplo interesse
popular e institucional acerca da B. forficata, esse estudo descreve a
avaliagdo dos procedimentos para determinacio espectrofotométrica
de flavonoides totais descritos na literatura, com e sem hidrélise acida,
aplicados as folhas dessa espécie, de forma que os mesmos atendam
as exigéncias sanitdrias em vigor."

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

As folhas de B. forficata foram coletadas em dezembro/2009 na
Vila Gianetti, Vicosa— MG, sendo a identificacdo realizada pelo Prof.
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J. M. Fernandes e a exsicata depositada no Herbario VIC, do Departa-
mento de Biologia Vegetal, na Universidade Federal de Vicosa, sob o
n°32513. A identidade da amostra foi confirmada no Jardim Botanico
do Rio de Janeiro — RJ, pela especialista em identificagdo de espécies
do género Bauhinia, A. Vaz. Na prepara¢ao da matéria-prima vegetal,
as folhas foram submetidas a secagem em estufa a uma temperatura
de 45 °C, durante 72 h e, em seguida, pulverizadas em liquidificador
industrial (Bermar® BM30).

Reagentes e vidrarias

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: cloreto de
aluminio (Vetec®), acetona, dcido cloridrico, acetato de etila, metanol,
dcido acético, acido fosforico, etanol (Dindmica®; FMaia®), acetona
(Cinética®), metenamina, quercetina e rutina (Merck®). Utilizaram-se
vidrarias volumétricas calibradas, com certificado de calibracdo por
lote do fabricante Satelit®.

Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram balanga analitica Bioprecisa®,
modelo FA2104N, banho-maria Nova ética® e espectrofotometro
UV-Vis mini- 1240 Shimadzu®.

Teor de flavonoides totais por espectrofotometria
Procedimento por diluigdo direta (PDD) - sem hidrdlise

Preparagdo da solugdo extrativa

A solucio extrativa foi obtida através de extragdo sob refluxo
com solu¢do hidroalcodlica (40%, v/v), baseando-se no método
desenvolvido e validado previamente por Petry e colaboradores.® A
extragdo foi realizada em baldo de fundo redondo contendo 1,0 g do
material vegetal e 30 mL de solug¢do hidroalcodlica, durante 30 min.
O extrato foi resfriado a temperatura ambiente (25 °C) e filtrado em
algodio, sendo o residuo (algoddo e material vegetal) re-extraido por
mais duas vezes, durante 10 min. As fracdes filtradas foram reunidas
em baldo volumétrico e o volume ajustado para 100,0 mL com a
solucdo hidroalcodlica (40%, v/v).

Preparagdo da amostra para leitura

Aliquotas da solugdo extrativa foram transferidas para baldes
volumétricos de 25 mL, onde se adicionaram 2,0 mL de solugdo
etandlica de AICI, (5%, m/v). Ajustou-se o volume, em seguida,
com a solucdo hidroalcodlica (40%, v/v). Apds a adi¢do da solucdo
de AICI, (5%, m/v), a absorvancia foi medida em espectrofotometro,
utilizando-se como branco uma solu¢do de compensag¢ao, preparada
do mesmo modo que a amostra, mas sem adi¢do da solugdo etandlica
de AICIL, (5%, m/v).

Determinacgdo da concentracdo da amostra e comprimento de
onda para leitura

Uma série de amostras, diluidas a partir de uma solucdo extrativa
(40%, v/v), foram submetidas a varredura em espectrofotdmetro na
faixa de 230 a 500 nm, apds 30 min da adi¢do de solucdo etandlica
de AICL, (5%, m/v), para identificagio da diluicdo e do comprimento
de onda que apresentassem o valor de absorbancia mais adequado
para o método.

Determinacdo do tempo para leitura

Foi realizada através da leitura de amostras da solucéo extrativa
em comprimento de onda de 408 nm, em intervalos de 5, 15, 30, 45
e 60 min ap6s adi¢do da solucdo etandlica de AICI,.
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Procedimento por hidrélise dcida (PHA)

Preparacdo da solugdo extrativa

A solucdo extrativa foi obtida através de extragdo sob refluxo
de 1,0 g da droga vegetal em solucdo dcida de acetona na presenga
de metenamina 0,5%, conforme preconizado pela Farmacopeia
Brasileira para Calendula officinalis L. e modificado por Pinheiro e
colaboradores.?!

Preparacdo da amostra para leitura

Aliquotas da solugdo extrativa foram transferidas para baldes
volumétricos de 25 mL, onde se adicionou 1,0 mL de solugdo me-
tandlica de AICl, (5%, m/v). Ajustou-se o volume, em seguida, com
solucéio metanodlica de dcido acético (2,5%, v/v). Apds a adi¢do da
solugdo de AICI, (5%, m/v), a absorvancia foi medida em espectro-
fotdometro, utilizando-se como branco uma solu¢@o de compensagao,
preparada do mesmo modo que a amostra, mas sem adi¢ao da solucdo
metano6lica de AICL, (5%, m/v).

Determinacdo da concentracdo da amostra e comprimento de
onda para leitura

Uma série de amostras, diluidas a partir da soluc@o extrativa,
foram submetidas a varredura em espectrofotometro na faixa de 230
a 500 nm, apds 30 min da adi¢@o de solugdo metandlica de AICL, (5%,
m/v), para identificagdo da diluicdo e do comprimento de onda que
apresentassem o valor de absorbancia mais adequado para o método.

Determinacdo do tempo para leitura

Foi realizada através da leitura de amostras da solucdo extrativa
em comprimento de onda de 408 nm, em intervalos de 5, 15, 30, 45
e 60 min ap6s adigdo da solugdo metanélica de AlCI,.

Calculo para determinacao do teor de flavonoides totais (TFT)

O teor de flavonoides totais, expresso em porcentagem (p/p) de
flavonoides totais calculados como quercetina, foi calculado para
ambos os procedimentos de acordo com a Equacio 1:

AXFD

mx ’

lem
onde: TFT = teor de flavonoides totais; A = absorvancia determinada;
FD = fator de dilui¢do; m = massa de droga seca (g); E\** = absor¢ao
especifica do complexo quercetina — cloreto de aluminio.
Posteriormente, as concentragdes foram convertidas para ug de
quercetina por mL de extrato.

Avaliacdo dos procedimentos analiticos

Avaliacdo da razdo droga vegetal:solvente

Para ambos os procedimentos estudados foram preparadas solu-
¢Oes extrativas a partir de diferentes quantidades de droga vegetal:
0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 g. Desta forma, foi avaliada a influéncia
da razao de droga vegetal:liquido extrator (p:v) sobre a resposta do
procedimento.

Avaliagdo da influéncia da dilui¢do do analito e da concentragdo
de reagente

A avaliacdo destes pardmetros foi conduzida através de um pla-
nejamento fatorial 3 (2 varidveis em 3 niveis de varia¢do) aumentado
de 2 pontos centrais para avaliacdo do efeito da concentragdo das
amostras e concentracdo das solucdes de AICI, (varidveis indepen-
dentes) sobre o comportamento espectrofotométrico dos flavonoides
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(varidvel dependente). A Tabela 1 apresenta os valores utilizados em
cada nivel estudado. Os niveis de concentra¢do das amostras foram
selecionados nos estudos preliminares, de acordo com o item Determi-
nagdo da concentracdo da amostra e comprimento de onda, enquanto
os niveis de concentragdo da solugdo de AICI; foram baseados no
estudo realizado Petry e colaboradores.” Todas as andlises foram
realizadas em triplicata e de modo aleatdrio. A andlise estatistica foi
realizada com o auxilio do software Statistica®, 6.0 (StatSoft, USA),
através do qual foram geradas superficies de resposta.

Validacéio dos procedimentos analiticos

Os procedimentos descritos foram avaliados quanto a especifi-
cidade, linearidade, limites de detec¢do e de quantificagdo, precisdo
(repetitividade e precisdo intermedidria), exatiddo e robustez, de acor-
do com as normas estabelecidas.!” Todas as andlises foram realizadas
em triplicata e a confiabilidade dos parametros foi verificada pelo
coeficiente de variagio percentual (CV%) ou desvio padrao relativo
(DPR%), ndo se admitindo valores superiores a 5%. Adicionalmente,
os resultados foram tratados estatisticamente por andlise de varidncia
(ANOVA) One-Way ou Two-Way, quando aplicavel.

Especificidade

A especificidade das técnicas foi demonstrada através da sobrepo-
sicdo dos espectros de padrdes e das amostras do extrato com e sem
adicao da solucdo de AICL, (2,5%, m/v), obtidos na faixa de 230 a 500
nm. Quercetina foi empregada para avalia¢do do procedimento PDD,
enquanto que a rutina foi adotada para avaliacdo do procedimento
PHA. No segundo caso, a rutina foi previamente tratada de acordo
com o procedimento de hidrélise aplicado a droga vegetal. A eleicao
das substancias dos padrdes quercetina e rutina foi fundamentada nos
relatos da presenca dos mesmos na espécie estudada e na similaridade
da estrutura com os glicosideos canferélicos.

Linearidade

A linearidade da resposta espectrofotométrica para os proce-
dimentos em estudo foi verificada a partir da andlise de trés curvas
auténticas, construidas com amostras da solucdo extrativa, em cinco
niveis de concentragdo, nas faixas de 0,8 a 4,0 e de 0,3 a 0,9 mg/
mL para PDD e PHA, respectivamente. As curvas foram construidas
empregando-se os valores médios das absorvancias (PDD e PHA)
em funcdo da concentragdo. Os resultados obtidos foram tratados
estatisticamente através do cdlculo de regressdo linear pelo método
dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de determinacio
(R?), adotando R*> 0,99 como valor minimo para aceitagio.

Limites de detec¢do e quantificagcdo

Os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados
(em ug/mL) de acordo com as equacdes LD = DP, x 3/IC e LQ =
DP, x 10/IC, onde DP, € o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y,
obtido das trés curvas de linearidade e IC € a média dos coeficientes
angulares (inclinag@o da reta) das respectivas curvas.

Precisao

A precisdo foi avaliada pela repetitividade (precisdo intracorrida),
na qual foram examinadas, em um tnico dia, 6 determinagdes indivi-
duais para amostras a 100% da concentragdo teste, obtidas a partir de
solucdes extrativas diferentes, e pela precisdo intermedidria (precisao
intercorridas), a qual foi determinada por dois analistas em dois dias
consecutivos, para amostras também na concentracio de 100%.

Exatiddo
A exatiddo foi avaliada por ensaios de recuperacdo, através da
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adi¢do de quantidades conhecidas de solugdo extrativa diluida a
amostras a 100% da concentracdo teste. Os valores de recuperagao,
expressos em porcentagem, foram determinados através da razdo
entre as concentragdes médias determinadas experimentalmente com
as concentragdes tedricas correspondentes. Para a PDD, amostras
a 2,8 mg/mL de material vegetal foram acrescidas de quantidades
crescentes (1,0; 2,0 e 3,0 mL) de uma solugdo contaminante a 3,6 mg/
mL de material vegetal, resultando em trés solugdes (2,944; 3,088 e
3,232 mg/mL), com trés réplicas cada. Do mesmo modo, para a PHA,
amostras (0,64 mg/mL) foram acrescidas de quantidades crescentes de
uma solucio extrativa contaminante (1,12 mg/mL), resultando em trés
solucdes (0,6848; 0,7296 e 0,7744 mg/mL), com trés réplicas cada.

Robustez

O ensaio para determinagao da robustez dos procedimentos sobre
a resposta espectrofotométrica foi realizado a partir da variagdo dos
seguintes parametros: influéncia da luminosidade (presenca e auséncia
de luz), estabilidade da solucio extrativa (0, 3 e 6 h), fabricante do
solvente [dlcool etilico absoluto (Dindmica® e FMaia®) para a PDD
e acetona (Dinidmica® e Cinética®) para a PHA].

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacdo dos procedimentos analiticos

Determinagdo da concentracdo da amostra e comprimento de
onda para leitura

Os comprimentos de onda com absorvancia médxima observados
nos espectros de absorcdo das amostras obtidas pelo PDD e PHA,
apos a reagdo de complexacdo com AICl,, foram de 408 e 421 nm,
respectivamente. J4 as dilui¢des da solucdo extrativa que apresenta-
ram o valor de absorbancia mais adequado para os procedimentos
foram de 7/25 e 4/25 v/v, correspondendo as concentragdes de 2,8
e 0,64 mg/mL.

Determinagdo do tempo de leitura

O tempo de reacdo necessario para formagdo do complexo
flavondide-Al** exerce fungdo importante na resposta de métodos
espectrofotométricos e depende de fatores tais como padrdo de
substitui¢do da aglicona e da razdo aglicona-Al**.>> Também merece
atencdo o fato de que em misturas ou em extratos, o perfil de formacao
destes complexos € diferente do observado para substancias puras.
Portanto, a avaliacdo e o estabelecimento do tempo necessdrio para
que haja formacdo mdxima do complexo, assim como a estabilidade
depois de formado, € uma das etapas preliminares para que este erro
sistemdtico possa ser minimizado.” Neste estudo, comportamentos
distintos foram observados para as amostras estudas. Embora ambas
as amostras tenham apresentado aumento na absorvancia até 30 min
de reagdo ap6s a adigdo de solugdo de AICl,, o emprego do proce-
dimento de dilui¢do direta (PDD) propiciou comportamento estdvel
até o final do ensaio. Por outro lado, a amostra obtida apds hidrdlise
acida (PHA) apresentou reducdo na absorvancia lida apds 30 min,
com reducio importante da resposta até o fim do experimento (Fi-
gura 1). Embora haja reversao dos complexos formados na segunda
amostra, os dados obtidos permitem estabelecer o tempo de leitura
de 30 min, apéds adicdo da solucdo de AICI;, como o mais apropriado
para realizacdo da leitura.

Avaliagdo da propor¢do droga vegetal:solvente

A influéncia da propor¢do de droga vegetal sobre a resposta
do método para ambos os procedimentos analiticos foi avaliada na
faixa de 0,5 a 1,5 g. Os dados revelaram comportamento linear para
os teores de flavonoides totais (TFT) calculados para amostras na
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Figura 1. Cinética de complexagdo dos flavonoides com AICl,. (A) PDD e
(B) PHA

regido de 0,5 a 1,0 g. Para amostras de 1,25 g ou superior, a resposta
do método apresentou decréscimo significativo para o TFT, o qual
pode ser atribuido a saturagdo do meio de extragdo ou limita¢do do
meio reacional. Por outro lado, amostras menores que 0,5 g de droga
vegetal levaram a leituras inferiores a 0,2 U.A., as quais estdo em
desacordo com a lei de Lambert-Beer.”® Considerando as limitagdes
observadas, os TFTs calculados para amostras de droga vegetal na

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental

Marques et al.
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regido linear foram de 45,60 + 1,68 ug/mL (3,69%) e 168,36 + 0,81
ug/mL (0,48%), para PDD e PHA, respectivamente.

Avaliagdo da influéncia da dilui¢do do analito e da concentragdo
de reagente

Como discutido anteriormente, a formagdo do complexo flavo-
noide-Al** apresenta dependéncia importante das diferentes classes
de flavonoides e esse efeito € bastante especifico e intrinseco. Ade-
mais, o comportamento observado para o flavonoide isolado sofre
modifica¢do importante quando presente em mistura ou na solucio
extrativa, de maneira que para cada droga vegetal € primordial in-
vestigar o comportamento antes da adog¢do de procedimentos desta
natureza.” Nesse sentido, as influéncias das concentracdes de AICL,
e da amostra, sobre a resposta do método para cada procedimento
proposto, foram investigadas através de planejamento fatorial do tipo
32, e adicionados de 2 pontos centrais A matriz completa do planeja-
mento experimental para avaliacdo de ambos os procedimentos (PDD
e PHA) estd apresentada na Tabela 1, juntamente com os resultados
experimentas encontrados.

Os dados foram empregados para gerar superficies de respostas
(Figura 2), as quais permitiram observar o comportamento dos
fatores (varidveis independentes) e suas interagdes sobre a resposta
espectrofotométrica (varidvel dependente) para cada procedimento
analitico (PDD ou PHA).*

A andlise das superficies de resposta (Figura 2) revelou que, in-
dependente do procedimento de preparagio de amostra, as respostas
do método (absorvancia) ndo foram sensiveis a varia¢ao nas concen-
tragdes de AICI,. Considerando a concentra¢do de droga vegetal, a
resposta do método apresentou relacdo linear e ndo foi observada
qualquer interagdo entre os fatores estudados. Assim, os resultados
encontrados permitiram a escolha da solugio de AICI, (2,5%, m/v)
como reagente para qualquer dos procedimentos adotados.

Validacio dos procedimentos analiticos

Especificidade

Na Figura 3 estio apresentados os espectros de varredura obtidos
para as solugdes de referéncia de quercetina e hidrolisado da rutina
ap6s adicdo de AICI;, em comparacdo com os espectros das solugdes
extrativas de B. forficata antes e apds a adi¢do de AICI, e obtidas de
acordo com ambos os procedimento PDD e PHA. A avaliacdo dos
espectros permitiu observar que ha similaridade importante entre os
espectros das solugdes empregadas como referéncia e as respectivas
solucdes extrativas. Considerando o procedimento PDD (Figura 3A),

Variaveis codificadas Varidveis naturais Abs (U.A)
Exp. AlCI, Amostra AICI, (% m/v) PDD (mg/mL) PHA (mg/mL) PDD (média + dp) PHA (média + dp)
1 -1 -1 2,5 1.6 0,32 0,357 £ 0,01 0,231 £0,01
2 -1 0 2,5 2,8 0,64 0,550 = 0,01 0,453 0,01
3 -1 1 2,5 4,0 0,96 0,738 £ 0,01 0,668 = 0,01
4 0 -1 5,0 1.6 0,32 0,351 £0,01 0,240 £ 0,01
5 0 0 5,0 2,8 0,64 0,565 = 0,01 0,469 + 0,01
6 0 1 5,0 4,0 0,96 0,755 0,01 0,690 = 0,01
7 1 -1 7.5 1.6 0,32 0,343 + 0,01 0,243 £ 0,01
8 1 0 75 2,8 0,64 0,539 = 0,01 0,473 0,01
9 1 1 75 4,0 0,96 0,755 0,01 0,685+ 0,01
10 0 0 5,0 2,8 0,64 0,548 = 0,01 0,467 = 0,01
11 0 0 5,0 2,8 0,64 0,546 = 0,01 0,464 = 0,01
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Figura 2. Superficies de respostas geradas a partir das respostas do planeja-
mento fatorial 3* para PDD (A) e PHA (B). [Abs] = Absorvancia

apds a adi¢do da AICI, o comprimento de onda onde ocorre 0 maximo
de absorg¢ao foi de 408 nm. Por outro lado, para o procedimento PHA
(Figura 3 B), o mdximo observado apds adigdo de AICI, ocorreu em
421 nm. Os dados apresentados confirmam que os comprimentos de
onda selecionados anteriormente representam satisfatoriamente os
marcadores eleitos para a espécie.

Linearidade, limites de detec¢do (LD) e quantifica¢do (LQ)

Para avaliar a linearidade da resposta analitica para ambos os
procedimentos, foi executada regressdo linear para as curvas obtidas
a partir de cinco concentragdes nas regides de 0,8 a 4,0 ¢ 0,3 2 0,9
mg/mL, para os procedimentos PDD e PHA, respectivamente. Os
dados da regressdo obtidos pelo método dos minimos quadrados
apresentaram valores de coeficientes de determinag@o (R?) de 0,998 ¢
0,999 para o PDD e PHA, respectivamente, denotando que mais que
99% (99,8 € 99,9%, respectivamente), da variabilidade experimental
é explicada satisfatoriamente pela equagdo proposta, comprovando a
relagdo linear entre o aumento da concentracdo do analito e a resposta
espectrofotométrica. Os dados permitiram afirmar que o desempenho
dos procedimentos atende os requisitos preconizados para andlise
desse parametro.

Considerando os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo
(LQ), os resultados encontrados foram 0,130 e 0,435 mg/mL e
0,028 e 0,091 mg/mL para PDD e PHA, respectivamente. Com
esses resultados, verificou-se que os procedimentos proporcionam
respostas espectrofotométricas com sensibilidade para deteccio e
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Figura 3. Espectros de varredura obtidos na andlise da especificidade. (A)
PDD e (B) PHA

quantificag@o dos flavonoides totais nos extratos de B. forficata com
a confiabilidade desejada.

Precisdo, exatiddo e robustez

Os procedimentos propiciaram respostas espectrofotométricas
precisas nos dois niveis analisados: repetitividade e precisdo inter-
medidria. Quanto ao pardmetro repetitividade para PDD e PHA, os
resultados apresentaram, respectivamente, respostas médias em flavo-
noides totais de 41,53 e 164,99 pg/mL e CVsde 0,13 ¢ 0,85% (valores
bem abaixo do valor maximo preconizado e igual 5%). Quanto ao
parametro precisdo intermedidria, foi demonstrado, através do trata-
mento estatistico por ANOVA de duas entradas (two-way ANOVA),
que os procedimentos sdo precisos para as andlises realizadas por
analistas diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes (p < 0,05).

A exatiddo dos procedimentos foi estimada a partir do ensaio de
recuperagdo. Desta forma, a interferéncia da matriz sobre a resposta
do método foi avaliada sob dois aspectos: a capacidade de extracio
dos analitos e a repetibilidade das respostas. De acordo com os dados
obtidos, ndo houve interferéncia significativa dos procedimentos sobre
a recuperacdo de flavonoides totais, os quais apresentaram taxas de
recuperagdo de 100,55 = 1,71% para PDD e 100,46 + 1,26% para
PHA. Adicionalmente, os procedimentos apresentaram respostas
bastante exatas em todos os niveis testados, confirmados através dos
coeficientes de variacdo de 1,70% para PDD e 1,25% para PHA.

A robustez dos procedimentos foi testada preliminarmente através
da avaliacdo da fotoestabilidade dos complexos (exposi¢ao a luz do
dia por até 6 h) e do fabricante do etanol. Os dados mostraram que
ambos os procedimentos (PDD e PHA) se mostraram robustos quanto
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aos parametros analisados, pois todos os F calculados foram inferiores
aos F tabelados, através de ANOVA de uma entrada (one-way ANOVA).

CONCLUSAO

Os procedimentos analiticos para determinacdo espectrofoto-
métrica de flavonoides totais nas folhas de B. forficata, avaliados
neste trabalho, apresentaram desempenho dentro das especificacdes
sanitdrias preconizadas para métodos bioanaliticos para os parametros
de linearidade, especificidade, sensibilidade, exatiddo e recuperagao.
Desta forma, os procedimentos puderam ser considerados validados
para o fim que se propdem. Enquanto o procedimento por diluigdo
direta apresentou maior simplicidade em virtude do menor nimero de
passos experimentais, o procedimento por hidrélise dcida apresentou
maior sensibilidade em virtude do procedimento de preparagdo da
amostra. Por fim, foi possivel concluir que, independente das me-
todologias, ambos os procedimentos avaliados neste estudo estdo
apropriados ao emprego como ferramenta de controle de qualidade
para a droga vegetal e produtos derivados das folhas de B. forficata.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As tabelas com os resultados da andlise de precisdo interme-
didria, da exatiddo e robustez encontram-se disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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Figura 1S. Rendimento comparativo em g % de flavonoides totais (TFT) para cada procedimento em func¢do da quantidade de amostra

Tabela 18S. Resultados obtidos na andlise da precisao intermediaria da PDD e PHA
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Dia 1 (ug/mL) Dia 2 (ug/mL) Analista Dia
PDD Analista 1 41,16 41,95 F eutase = 0,69 F eutate = 0,85
Analista 2 41,92¢ 41,85¢ F iherato= 18,51 F iherato= 18,51
PHA Analista 1 164,49¢ 158,36¢ F euago= 1,36 F eutado = 5513
Analista 2 163,49¢ 161,70* F iberato = 18,51 F iherato= 18,51

PDD - Procedimento por dilui¢éo direta; PHA— Procedimento por hidrélise dcida; “Resultado expresso em quercetina (ug de flavonoide/mL de extrato).

Tabela 2S. Resultados obtidos no teste de recuperacdo da PDD e PHA

Amostra Valor tedrico Valor experimental (ug/mL) Média Recuperagao
(mg/mL) (ug/mL) +dp (%)
PDD 2,944 44,37¢ 43,78+ 1,43 98,66
3,088 45,93¢ 46,38*+2,33 100,99
3,232 48,54 ¢ 49,51+ 0,75 101,99
PHA 0,6848 171,11° 174,30+ 0,41 101,85
0,7296 182,31 182,542+ 2,15 100,12
0,7744 193,50° 192,35+ 4,15 99,4

PDD = Procedimento por diluigio direta; PHA = Procedimento por hidrdlise dcida; dp = desvio padrio; ‘Resultado expresso em quercetina (ug de flavonoide/

mL de extrato).

*e-mail: phtech@uol.com.br
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Tabela 3S. Resultados obtidos para andlise da robustez da PDD
~ o Tempo TFT (ug/mL)
Parametros Varidveis (h) Meédia + dp F
Luminosidade Auséncia de luz -—- 40,26* = 0,01 F Licutato = 3,872
Presenca de luz -—- 41,384 +0,22 F wberado = 18,512
0 40,27+ 0,42
Auséncia de luz 3 40,24*+ 0,42 F cutato = 4,823
6 41,03*+0,13 F iherao = 5,143
Estabilidade
0 41,222 +0,22
Presenca de luz 3 41,54*+ 0,50 F cutato = 0,571
6 41,34*+ 0,31 F berao = 5,143
Marca do solvente (dlcool Dinamica® - 41,932+ 0,08 F ccutago = 3,727
etilico) Fmaia® - 41,394+ 0,37 F iherato = 7,708
dp = desvio padrao; “Resultado expresso em quercetina (ug de flavonoide/mL de extrato).
Tabela 4S. Resultados obtidos para andlise da robustez da PHA
~ S Tempo TFT (ug/mL)
Parametros Varidveis (h) Meédia + dp F
Luminosidade Auséncia de luz --- 163,71* £ 1,93 F eutnao = 17,326
Presenca de luz - 170,25+ = 1,41 F wberado = 18,512
0 162,49* + 1,76
Auséncia de luz 3 162,71* + 1,84 F cutaao = 4,961
6 165,94+ 0,51 F herao = 5,143
Estabilidade
0 162,49* + 1,76
Presenca de luz 3 162,71* + 1,84 F cutato = 2,664
6 165,94 = 0,51 F iherao = 5,143
Dindmica® --- 161,04* + 1,17 F ceutago = 0,137
Marca do solvente (acetona) Fmaia® . 161.93¢ + 3.98 F =7.708

tabelado

dp = desvio padrao; “Resultado expresso em quercetina (ug de flavonoide/mL de extrato).



