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APRESENTAÇÃO
A proposta implícita nessa coletânea fundamenta-se numa valorização eclética da 

pluralidade e diversidade, que reúne pesquisas que envolvem diversas linhas de abordagem, 
destacando-se por meio de tendências de estudos envolvendo a Ciência “Química”. Tendo 
como propósito principal disseminar e divulgar no meio acadêmico, envolvido com tal 
Ciência, informações provenientes de estudos e pesquisas desenvolvidas pela comunidade 
acadêmica contemporânea. 

O e-book “A Geração de Novos Conhecimentos na Química”, está dividido em 
dois volumes, totalizando 46 artigos científicos, destacando-se temáticas pesquisadas 
e discutidas por estudantes, professores e pesquisadores. Os quais evidenciam, artigos 
teóricos e pesquisas de campo, abrangendo a linha de Ensino e diversas outras linhas de 
estudo, que se desenvolveram por meio de pesquisas laboratoriais. 

O volume I aborda tendências, envolvidos com a área de Ensino de Química, os 
quais dão ênfase as seguintes abordagens: Ensino Remoto, Experimentação, Concepções 
Pedagógicas, Bioinformática, Contextualização, Jogos Lúdicos, Redes Sociais, 
Epistemologia, Formação de Professores, Habilidades e Competências e Metodologias 
utilizadas no processo de Ensino e Aprendizagem.

O volume II aborda temáticas de cunho experimental, desenvolvidas e comprovadas 
por meio das análises desenvolvidas em diferentes universidades brasileiras, dando 
ênfase à: Química Inorgânica, Eletroquímica, Química Orgânica, Química dos Alimentos, 
Quimiometria, Química Analítica, Química Biológica, Nanoquímica e Processos Corrosivos. 

A coletânea é indicada para àqueles (estudantes, professores e pesquisadores) 
envolvidos com a Ciência “Química”, que anseiam por intermédio de informações atualizadas, 
apropriarem-se de novas informações, correlacionadas a pesquisas acadêmicas, tendo 
desta forma, novas bases de estudo e investigação para a aquisição e construção de novos 
conhecimentos. 

Excelente leitura!

Eleonora Celli Carioca Arenare
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DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODOS 
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RESUMO: Triplaris gardneriana (Polygonaceae), 
conhecida no nordeste brasileiro como pajeú, 
possui várias atividades biológicas comprovadas, 
tais como, antioxidante, antimicrobiana, 
anticolinesterásica, fotoprotetora, entre outras. 
Devido a sua importância biológica da espécie, 
a química ganhou importância, evidenciando a 
presença de uma série de compostos, dentre 
eles, fenóis e flavonoides. Diante do interesse 
terapêutico destes compostos presentes 
na espécie, associada à necessidade de 
quantificação destes e a ausência de métodos 
analíticos validados para o seu doseamento, 
objetivou-se desenvolver e validar metodologias 
analíticas por espectrofotometria de absorção no 
ultravioleta/visível (UV/Vis) e por cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE-DAD) para sua 
quantificação nas folhas de T. gardneriana. 
O método por CLAE-DAD permitiu identificar 
e quantificar isoquercetina (87,88 µg/mL) e 
quercetina (5,12 µg/mL) no extrato etanólico. 
Enquanto que, o metódo por espectofotometria 
UV-Vis quantificou os flavonoides totais (0,37 mg/
mL) expressos em quercetina. Ambos os métodos 
analíticos garantiram rapidez, seletividade, 
linearidade (R²>0,99), exatidão e precisão. 
Sendo assim, as metodologias propostas 
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atenderam a todos os requisitos indicados para validação de uma matriz vegetal e podem ser 
seguramente aplicadas para quantificação dos marcadores químicos e farmacológicos nas 
análises de controle de qualidade da espécie. 
PALAVRAS - CHAVE: Pajeú. Isoquercetina. Quercetina. Controle de qualidade. Método 
analítico.

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS BY HPLC-DAD 
AND UV-VIS FOR QUANTIFICATION OF FLAVONOIDS IN THE LEAVES OF 

TRIPLARIS GARDNERIANA WEDD. (POLYGONACEAE)
ABSTRACT: Triplaris gardneriana (Polygonaceae), known in northeastern Brazil as pajeu, 
has several proven biological activities, such as, antioxidant, antimicrobial, anticholinesterase, 
photoprotective, among others. Due to its biological importance of the species, chemistry 
gained importance, evidencing the presence of a series of compounds, among them, phenols 
and flavonoids. In view of the therapeutic interest of these compounds present in the species, 
associated with the need for their quantification and the absence of validated analytical methods 
for their measurement, the objective was to develop and validate analytical methodologies by 
ultraviolet / visible absorption spectrophotometry (UV / Vis) and by high performance liquid 
chromatography (HPLC-DAD) for its quantification in T. gardneriana leaves. The HPLC-
DAD method allowed the identification and quantification of isoquercetin (87.88 µg/mL) and 
quercetin (5.12 µg/ mL) in the ethanolic extract. While, the UV-Vis spectrophotometry method 
quantified the total flavonoids (0.37 mg/mL) expressed in quercetin. Both analytical methods 
guaranteed speed, selectivity, linearity (R²> 0.99), accuracy and precision. Thus, the proposed 
methodologies met all the requirements indicated for the validation of a plant matrix and can 
be safely applied to quantify the chemical and pharmacological markers in the quality control 
analyzes of the species.
KEYWORDS: Pajeú. Isoquercetin. Quercetin. Quality control. Analytical method.

1 |	 INTRODUÇÃO 
O gênero Triplaris (Polygonaceae) compreende cerca de 25 espécies distribuídas 

especificamente nas Américas do Sul e Central (Hussein et al., 2005).  Dentre as espécies, 
destaca-se a Triplaris gardneriana Wedd. conhecida no nordeste do Brasil como pajeú. 
Devido ao amplo espectro de atividades biológicas da espécie, a química ganhou 
importância, evidenciando a presença de uma série de compostos. Dentre eles, fenóis e 
flavonoides (Macêdo et al., 2015; Almeida et al., 2017; Lopes Neto et al., 2017), terpenos 
(Carneiro et al., 2010; Macêdo, 2015), esteroides (Braz Filho; Rodrigues, 1974; Macêdo et 
al., 2016), ácidos e álcoois graxos (Macêdo et al., 2016).

 Recentemente, um estudo conseguiu identificar treze compostos fenólicos por CLAE-
DAD-IES-EM nas folhas de T. gardneriana, incluindo procianidinas, flavanóis e flavonóis 
(Macêdo, 2020). Os compostos encontrados são quercetina-hexosídeo, quercetina-
pentosídeo, quercetina-ramnobiosídeo, miricetina-hexosídeo, miricetina-pentosídeo, 
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dímero de procianidina, epi-catequina, galato de catequina, quercetina, rutina, quercitrina, 
isoquercetina, quercetina-O-(O-galoil)-hexosídeo, quercetina 3-α-L-arabinofuranosídeo 
e 2’-O-galoilquercitrina, dentre eles, a isoquercetina foi identificado como o composto 
majoritário (Macêdo, 2015, Macêdo et al., 2015; Paiva, 2018; Macêdo et al.; 2019; Macêdo, 
2020).

Como exposto, a maioria dos metabólitos secundários identificados por CLAE-DAD 
e/ou CLAE-EM nas sementes e folhas de T. gardneriana foram os flavonóis, o que comprova 
que constituem a principal classe química da espécie, devido a sua maior distribuição. 
Corroborando também com outros estudos que evidenciaram essa afirmação, no qual, 
mostraram que os flavonóis poderiam ser considerados os marcadores químicos do gênero 
Triplaris (Oliveira, Conserva e Lemos, 2008; Hussein et al., 2005).

Diante do interesse terapêutico dos compostos flavonoídicos presente nessa 
espécie, associada à necessidade de quantificação destes, considerando que há apenas 
um método validado por CLAE-DAD para o doseamento da quercetina descrito na literatura 
para a espécie (Macêdo et al., 2019), faz-se necessário desenvolver e validar metodologias 
analíticas por espectrofotometria de absorção no ultravioleta/visível (UV/Vis) e por 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-DAD) para sua quantificação.

Nessa perspectiva, a padronização de fitoterápicos e a garantia da sua eficácia e 
segurança requerem métodos analíticos adequados para a detecção e quantificação de 
seus marcadores (Ziliotto, Farina e Souza, 2012). A validação de metodologia analítica para 
fitoterápicos deve ser feita de acordo com o disposto nas Resoluções RE 899/03 e RDC 
166/17 (Brasil, 2003; Brasil, 2017) e diretrizes da International Conference on Harmonization 
(ICH, 2005), nas quais, determinam que a validação de metodologias analíticas necessita 
ser específica, robusta, sensível, precisa e exata, constituindo fundamental importância 
para o controle de qualidade de matrizes vegetais e produtos oriundos delas.

Dessa forma, como o composto quercetina foi isolado das folhas de T. gardneriana 
(Macêdo, 2015; Macêdo et al., 2019) e a isoquercetina identificada como composto 
majoritário da espécie (Macêdo, 2020), este trabalho tem por objetivo desenvolver e validar 
métodos analíticos pela técnica CLAE-DAD para quantificar simultaneamente  isoquercetina 
e quercetina, e também por espectofotometria na região do UV-Vis para quantificação dos 
flavonoides totais, expressos em quercetina para que possa ser usada rotineiramente nos 
laboratórios de controle de qualidade das folhas de T. gardneriana.

2 |	 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1	 Material vegetal
As folhas de T. gardneriana foram coletadas no município de Santa Maria da Boa 

Vista - Pernambuco, Brasil, em julho de 2013, localizado a 349 m de altitude (08 ° 47’59, 00 
S, 039 ° 50 ‘42, 40 W). Uma exsicata da planta foi depositada no Herbário da Universidade 
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Federal do Vale do São Francisco (HVASF) sob registro 21221 e no SISGEN, sob registro 
nº A1C54A4.

2.2	 Obtenção do extrato etanólico (Tg-EtOH)
O material vegetal foi submetido a um processo de secagem em estufa com circulação 

de ar a 45 °C durante cinco dias. Posteriormente, foi pulverizado em moinho de facas, 
obtendo-se material vegetal seco e pulverizado (100 g de pó seco). Maceração exaustiva 
foi utilizada para preparar o extrato etanólico (Tg-EtOH), utilizando etanol a 95%, por 3 dias, 
realizando sucessivas extrações a cada 72 h. A solução extrativa foi concentrada em um 
evaporador rotativo sob pressão reduzida a 50 ° C, obtendo-se 6 g do extrato etanólico de 
T.gardneriana (Tg-EtOH). Uma solução estoque a 1 mg/mL em metanol foi utilizada para 
iniciar os desenvolvimentos dos métodos analíticos. 

2.3	 Desenvolvimento do método analítico por CLAE-DAD

2.3.1	 Instrumentação e condições cromatográficas

O método analítico foi desenvolvido e validado usando um cromatógrafo líquido 
de alta eficiência (CLAE) Shimadzu® LC-20 com detector de arranjo de diodos (DAD), 
equipado com um sistema quaternário de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador 
modelo DGU - 20A, detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, 
injetor automático modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo os 
dados tratados através do software Shimadzu® LC solution 1.0 (Japão). 

O método foi desenvolvido usando uma coluna de fase reversa (RP) C-18 Eclipse Plus 
da Agilent (4.6 x 250 mm, 5 μm) mantida a 30ºC. A fase móvel utilizada foi um gradiente de 
solvente: 0,3% de ácido fórmico diluído em água ultrapurificada como solvente A e metanol 
como solvente B. O fluxo empregado foi de 0,8 mL/min com o gradiente  a seguir (A%:B%): 
0 min (80:20), 3 min (80:20), 10 min (65:35), 20 min (50:50), 30 min (30:70), 45 min (30:70), 
50 min (80:20) e 55 min (80:20). As análises foram realizadas em triplicata, nos quais 
foram injetados 20 μL de solução de Tg-EtOH e feito o monitoramento no comprimento de 
onda de 370 nm. Todas as soluções foram degaseificadas e filtradas através de membrana 
filtrante de 0,45 μm (Chromafil® Xtra), antes de serem analisadas no cromatógrafo.

2.3.2	 Substancias Químicas de Referência 

Foram utilizadas no desenvolvimento da impressão digital cromatográfica vinte 
e três Substancias Químicas de Referência (SQRs). Dentre eles, ácido cafeico, ácido 
clorogênico, ácido gálico, ácido p-cumárico, ácido protocatecuico, ácido tânico, apigenina, 
crisina, fisetina, hesperidina, isoquercetina, campferol, lupeol, miricetina, narigenina, 
quercetina, resveratrol, rutina, escopoletina, cisiliol, β-sistoterol glicosilado, harmana e 
hesperitina foram adiquiridos comercialmente da Sigma Aldrich®. 
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2.3.3	 Identificação de compostos por CLAE-DAD

Foram analisados 23 SQRs (Tabela 6), individualmente, para investigar sua 
presença no extrato etanólico de T. gardneriana empregando o método cromatográfico 
determinado.  Os padrões foram diluídos em metanol, sendo a concentração final de 200 
μg/mL e injetados 5 µL. Após análise, foi realizada uma comparação entre as substâncias 
investigadas e os picos encontrados no cromatograma obtido a partir do extrato etánolico 
da droga vegetal. Os picos foram confirmados por comparação do seu tempo de retenção 
e por espectros de DAD (λmáx), ambos avaliados no comprimento de onda 370 nm, exceto 
ácido tânico e β-sisterol glicosilado que foram analisados em 255 nm. 

2.4	 Validação do método analítico por CLAE-DAD 
Para a validação do método analítico para o extrato etanólico obtido das folhas e a 

quercetina (SQR), os seguintes parâmetros foram avaliados: seletividade, linearidade, limite 
de detecção e limite de quantificação, precisão (repetitividade e precisão intermediária) 
exatidão e robustez, de acordo com os padrões estabelecidos pela RE nº 166/17 da 
ANVISA (Brasil, 2017) e diretrizes da International Conference on Harmonization (ICH, 
2005). As análises foram realizadas em triplicata e a confiabilidade dos parâmetros foi 
avaliada por meio da análise do coeficiente de variação (CV%) ou desvio padrão (DP), não 
sendo admitidos acima de 5% para padrões analíticos e 15% para extratos vegetais (Brasil, 
2003). Os dados foram tratados estatisticamente por análise de variância (ANOVA) one-
way e two-way, quando aplicável com um nível de significância de 95%. Análise estatística 
e gráficos foram obtidos em OriginPro8® e/ou Excel®. 

2.4.1	 Parâmetros de validação

2.4.1.1 Seletividade 

A seletividade foi demonstrada pela análise de uma solução a 1000 μg/mL de uma 
solução metanólica do extrato etanólico de outra espécie, a Jatropha mutabilis (Pohl) Baill, 
sob as mesmas condições cromatográficas do extrato em estudo e as substâncias de 
referência quercetina e isoquercetina. Esse parâmetro foi verificado através da sobreposição 
dos cromatogramas obtidos relacionando aos tempos de retenção e espectros de UV 
dessas substâncias.

2.4.1.2 Linearidade

A linearidade foi verificada a partir da análise de três curvas construídas com a 
solução do extrato etanólico em metanol grau HPLC, em sete níveis de concentração: 
250; 500; 750; 1000; 1500; 1750 e 2000 μg/mL a partir de uma solução estoque de 5 mg/
mL, correspondendo 80 a 120% da faixa de trabalho. Os padrões analíticos também foram 
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avaliados em uma série de concentrações. Entretanto, a QUE e ISO variaram de 0,5 a 50 
μg/mL a partir de uma solução estoque de 500 μg/mL. As amostras foram sonicadas em 
ultrassom por 6 min para facilitar a solubilização do processo. Os testes foram realizados 
em triplicata para obter a curva de calibração da média desses valores.  Os resultados 
obtidos foram tratados estatisticamente através do cálculo de regressão linear pelo método 
dos mínimos quadrados, a fi m de defi nir o coefi ciente de determinação (R2). Adicionalmente, 
realizou-se a análise de resíduo na regressão da curva analítica. 

2.4.1.3 Limite de detecção (LD) e limite de quantifi cação (LQ)

Os limites de detecção (LD) e quantifi cação (LQ) foram estimados de acordo com 
as equações:

Onde DPa é o desvio padrão do intercepto com o eixo Y, obtido das três curvas da 
linearidade e IC é a média dos coefi cientes angulares (inclinação da reta) das respectivas 
curvas (Brasil, 2017).

2.4.1.4 Precisão

A precisão foi determinada por análises em sextuplicatas na concentração do 
ponto médio da curva (1000 μg/mL). A precisão foi avaliada em dois níveis: repetitividade 
(precisão intracorrida) e precisão intermediária (precisão inter-corridas), por analistas 
distintos em dois dias consecutivos, sendo expressas como coefi ciente de variação (CV%) 
segundo a equação CV= DP/CMD, em que DP é o desvio padrão e CMD é a concentração 
média determinada. (Brasil, 2017).

2.4.1.5 Exatidão

A exatidão do método cromatográfi co foi determinada por análises em triplicata de 
três soluções do extrato e quercetina (QUE) em diferentes faixas de concentração, sendo 
uma em baixa (250), média (1000) e alta (2000 μg/mL) para o extrato e 0,5; 20 e 50 μg/
mL para a QUE. A exatidão E(%) foi expressa pela relação entre a concentração média 
determinada experimentalmente e a concentração teórica correspondente. A exatidão 
também foi avaliada pela taxa de recuperação a partir da adição do analito (QUE) de 
concentração conhecida no extrato nas concentrações 250, 1000, 2000 μg/mL, adicionou-
se 10, 25 e 50 μL de quercetina (20 μg/mL), respectivamente. Calculou-se a taxa de 
recuperação R(%) das quantidades de analito adicionadas na amostra através da equação: 
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Onde, CTQ compreende a concentração total de QUE (padrão QUE adicionado ao 
extrato de T. gardneriana), CQE compreende a concentração de QUE existente no extrato 
e CT a concentração teórica do padrão QUE. R(%) é a recuperação obtida (Brasil, 2017).

2.4.1.6 Robustez

 A robustez do método cromatográfi co foi observada mediante variações ocasionadas 
no método original no fl uxo (0,6 e 1,0 mL/min) e na temperatura do forno da coluna (28 e 
32 °C). Os dados obtidos foram comparados com os do método original proposto mediante 
comparação feita através da análise de variância. 

2.5 Desenvolvimento do método analítico por espectrofotometria no UV-Vis

2.5.1 Procedimento geral para quantifi cação de fl avonoides totais

A análise foi realizada no espectrofotômetro com detector UV-Vis modelo IL -592 
(EVEN®) utilizando-se cubetas de vidro com 1 cm de caminho ótico. Inicialmente, foi 
preparada uma solução estoque (5 mg/mL) utilizando 0,5 g de Tg-EtOH obtido das folhas 
de T. gardneriana, que foi solubilizado em 10 mL de MeOH (correspondente a 10% do 
volume total) em seguida, sonicou-se por 10 minutos até a solubilização total sendo o 
volume ajustado para 100 mL água destilada. A partir da solução estoque foi preparada a 
solução trabalho a 1 mg/mL. A determinação de fl avonoides totais seguiu-se a metodologia 
descrita por Macêdo et al. (2015), visto que, já foi utilizada para quantifi car fl avonoides 
totais nas folhas de T. gardneriana, com modifi cações.

Em cubetas, 0,30 mL dessa solução foi misturada com 1,50 mL de água destilada 
seguido da adição de 90 μL de uma solução de NaNO2 5%. Após 6 minutos, 180 μL de 
uma solução de AlCl3.6H2O 10% foi adicionada e deixou-se repousar durante 5 min. 
Em seguida, foi adicionado 600 μL de NaOH 1M. Por fi m, adicionou-se 330 μL de água 
destilada e promoveu-se a homogeneização, procedimento com complexação (Tg-
EtOH-PCC). Também foi feito esse mesmo procedimento sem complexação (Tg-EtOH-
PSC), substituindo o AlCl3 por água destilada. Imediatamente, realizou-se uma varredura 
espectrofotométrica na região de comprimentos de onda (λ) de 330 a 600 nm (de 5 em 
5 nm) com o objetivo de identifi car em qual comprimento de onda o extrato apresentava 
valores de absorbância máximos. Sendo então considerado como comprimento de onda 
adequado para quantifi cação de fl avonoides totais expressos como mg de equivalentes de 
quercetina por grama de extrato em T. gardneriana.  Utilizou-se como solução do branco 
apenas água destilada para substituir o extrato sendo a absorbância registrada.
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2.5.2	 Desenvolvimento do método por UV-Vis

Foram avaliados os seguintes parâmetros para desenvolvimento do método analítico: 
avaliação da cinética de complexação (0, 10, 15, 20, 25 30, 45 e 60 min), concentração da 
solução de AlCl3.6H2O (2,5%, 5,0 % e 10% m/v) e volume da solução de cloreto de alumínio 
a 10% (m/v) (140, 160, 180 e 200 µL), conforme descrito a seguir. 

2.5.3	 Determinação do tempo para leitura

Para a determinação do tempo adequado de leitura, avaliou-se a cinética de 
complexação nos intervalos de 0, 10, 15, 20, 25, 30, 45 e 60 min, após adição de 180 μL da 
solução de AlCl3 10% (m/v), no comprimento de onda adequado encontrado para o extrato 
com e sem os tempos de 5 e 6 min, conforme metodologia citada anteriormente.

2.5.4	 Concentração e volume da solução de cloreto de alumínio

Foram preparadas três soluções de AlCl3.6H2O diluídas em água destilada com 
concentrações diferentes, uma baixa, média e alta (2,5%, 5,0 % e 10% m/v), a fim de 
analisar se a concentração do cloreto de alumínio influenciava na análise no tempo 
determinado. Volumes diferentes (140, 160, 180 e 200 µL) da solução de AlCl3.6H2O de 
concentração escolhida também foram analisados. 

2.6	 Validação do método analítico por UV-Vis
Após definir os melhores parâmetros supracitados, iniciou-se o processo de validação 

do método analítico por UV-Vis. Para validação do procedimento analítico foram avaliados 
os mesmos parâmetros do método validado por CLAE-DAD, acrescentando a precisão por 
reprodutibilidade. A confiabilidade dos parâmetros avaliados foi observada pelo coeficiente 
de variação (CV%). Para cada parâmetro avaliado, foi determinado um CV% menor que 5% 
para o padrão e menor que 15% para o extrato (Brasil, 2003) e tratados estatisticamente 
por Análise de Variância (ANOVA) one-way ou two-way, quando aplicável, com um nível de 
significância de 95%.

2.6.1	 Seletividade 

Esse parâmetro foi verificado através da sobreposição dos espectros do padrão 
quercetina (0,25 mg/mL, concentrações mais altas estoura o pico de absorção) e amostras 
obtidas a partir de Tg-EtOH com e sem adição de AlCl3 (10% m/v)  obtidos no intervalo de 
comprimento de onda compreendido de 330 a 600 nm.

2.6.2	 Linearidade, limites de detecção e quantificação

A linearidade foi verificada a partir da análise de três curvas construídas com a solução 
extrativa (5 mg/mL) diluída em sete níveis de concentrações: 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 
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2,5 mg/mL, visto que a partir da maior concentração ocorre o estouro do pico de absorção. 
As curvas foram construídas empregando-se os valores médios das absorbâncias obtidas 
a partir das triplicatas em cada nível de concentração testada, em função da concentração. 
Para quantificação de flavonoides em equivalentes de quercetina foi obtida uma curva de 
calibração para o padrão (5 mg/mL) diluída em seis níveis de concentração 0,05; 0,1; 0,25; 
0,5; 0,75 e 1,0 mg/mL, uma vez que, nestas concentrações não foi observado o estouro 
do pico de absorção.  Os resultados foram tratados estatisticamente através do cálculo 
de regressão linear, com o objetivo de determinar a equação da reta e o coeficiente de 
determinação (R2), sendo o valor mínimo aceitável R2 ≥ 0,99. Os limites de detecção (LD) e 
quantificação (LQ) foram calculados da mesma forma que o método cromatográfico a partir 
as três curvas de linearidade (Brasil, 2017).

2.6.3	 Precisão

A precisão do método foi avaliada nos níveis de repetitividade, precisão intermediária 
e reprodutibilidade. A repetitividade foi verificada por seis determinações individuais de 
mesma concentração (0,5 mg/mL). Para o parâmetro precisão intermediária, foi realizada 
da mesma forma, em sextuplicata  em triplicata (n=18), onde analisou a variação entre dois 
analistas em dois dias diferentes, ambas também na mesma concentração de 0,5 mg/mL. A 
reprodutibilidade foi realizada em espectrofotômetro UV distintos, EVEN® (modelo IL -592) 
e Nova Instruments® (modelo NOVA-1600 UV), utilizando triplicata da amostra a 1 mg/mL. 

2.6.4	 Exatidão

A exatidão foi avaliada através da taxa de recuperação, a partir da adição de uma 
quantidade conhecida de quercetina (QUE), flavonoide presente no Tg-EtOH. Preparou-se 
o procedimento com extrato a 1 mg/mL com complexação, no qual foi realizada a leitura 
e, posteriormente acrescentou-se 100 μL da solução de QUE a 200 μg/mL. O resultado 
da recuperação foi obtido pela equação: R (%)= CTF – CFE / CFP x 100, onde: R é a 
recuperação em porcentagem, CTF corresponde à concentração total de flavonoide (QUE) 
adicionada a solução do Tg-EtOH; CFE corresponde à concentração da QUE no Tg-EtOH 
e CFP corresponde à concentração teórica do padrão QUE. 

2.7	 Robustez
A robustez do método foi analisada a partir da variação dos fabricantes do solvente 

MeOH (Synth ® e Dinâmica®-UV/HPLC) e dos comprimentos de ondas (463 e 467 nm).
Os resultados foram expressos a partir da média de três determinações na concentração 
de 1 mg/mL.
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3 |	 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	 Desenvolvimento do método analítico por CLAE-DAD
Neste estudo, de forma preliminar, utilizou as condições da análise cromatográfica 

do método validado e utilizado por Macêdo et al., (2019)  para identificar e quantificar a 
quercetina isolada das folhas de T. gardneriana, anteriormente. No entanto, no método 
analítico do nosso estudo, com a identificação por CLAE-DAD da isoquercetina, constituinte 
majoritário, utilizando um padrão analítico e com a confirmação por CLAE-EM em estudo 
anterior (Macêdo, 2020) foram feitas várias modificações obtendo-se um novo método 
cromatográfico eficaz para a identificação e quantificação da quercetina e da isoquercetina, 
simultaneamente em Tg-EtOH das folhas de T. gardneriana seguida da validação do 
método. 

No método anterior a análise foi realizada com uma coluna de fase reversa C-18 
de outro fornecedor em um tempo de análise menor (45 minutos), porém maior fluxo (1,0 
mL/min) e temperatura (35 ºC). O método do nosso estudo manteve a mesma fase móvel, 
porém modificou-se o gradiente da fase móvel para melhorar as resoluções entre os picos, 
consequentemente, aumentou o tempo para 55 minutos. O fluxo foi baixado para 0,8 mL/
min e a temperatura para 30 ºC, parâmetro importante, que ao ser diminuído as chances de 
levar a degradação das moléculas são minimizadas. Pois, é sabido que o calor nem sempre 
pode ser empregado, já que muitas substâncias são instáveis em altas temperaturas 
durante o processo (Simões et al., 2010). 

O cromatograma (Figura 1) obtido mostrou 6 picos bem resolvidos. Para identificar 
as substâncias presentes no extrato etanólico, 23 SQRs foram submetidos às mesmas 
condições. O tempo de retenção e os espectros UV obtidos dos padrões analíticos (Tabela 
1) foram comparados com aqueles obtidos a partir de Tg-EtOH visando identificar as 
substâncias. 
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Figura 1. Cromatograma obtido a partir do extrato etanólico das folhas de T. gardneriana em 370 nm.

A partir da triagem utilizando os padrões analíticos (Tabela 1) foi possível identificar 
três substâncias. Uma delas, a quercetina (TR= 30,8 min), já isolada do extrato etanólico 
das folhas (Macêdo, 2015; Macêdo et al., 2019), também identificada atualmente, no 
extrato aquoso das folhas (Paiva, 2018) e extrato etanólico das sementes de T. gardneriana 
(Almeida et al, 2017). No cromatograma obtido a substância majoritária (TR= 24,6 min) foi 
identificada como isoquercetina ou rutina, praticamente no mesmo tempo de retenção e 
espectro de UV iguais como mostra a Tabela 1. Apenas pela análise por CLAE-DAD não 
seria possível confirmar qual substância seria. Porém, a partir de uma análise por CLAE-
DAD-EM foi possível confirmar pela massa do composto m/z 464 u.m.a que corresponde a 
massa da isoquercetina (Macêdo, 2020), também identificada por CLAE-DAD nas sementes 
de T. gardneriana (Almeida et al, 2017).

SQRs TR λmáx

Ácido gálico 5,0 202/271

Ácido clorogênico 13,6 213/325

Ácido cafeico 15,9 217/323

Ácido protocatecuico 19,8 199/343 

Ácido p-cumárico 20,1 206/309 

Ácido tânico 37,4 262/400/407 

Resveratrol 25,2 206/305

Rutina 24,86 201/256/355

Isoquercetina 24,98 204/256/355

Miricetina 27,1 207/253/371

Fisetina 27,9 208/247/360
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Quercetina 30,8 198/255/370

Kaempferol 33,8 198/265/366

Apigenina 34,5 213/267/338 

Cisiliol 34,2 203/255/272/346

Crisina 39,0 198/267/313

Hesperidina 24,7 201/284

Hesperitina 31,96 205/231/288

Narigenina 31,0 200/230/289

Scopoletina 19,8 208/297/344

Sistoterol glicosilado 37,4 194/262/395

Lupeol 33,9 195/263/362

Harmana 16,8 218/243/300/365

*TR=Tempo de retenção; λmáx= Comprimento de onda máximo

Tabela 1. Resultados obtidos após análise dos padrões analíticos pelo método desenvolvido 
por CLAE-DAD para Tg-EtOH.

3.2 Validação do método analítico por CLAE-DAD
O desempenho do sistema cromatográfi co selecionado foi avaliado de acordo com 

os parâmetros estabelecidos de acordo com a United States Food and Drug Administration 
(US-FDA, 2000): resolução entre picos que deve ser > 2, no qual, indica o grau de separação 
entre duas substâncias; fator de cauda, referente à simetria dos picos que deve ser ≤ 2,0; 
fator de retenção (k’), no qual, está relacionado à razão dos tempos que os analitos fi cam 
na fase estacionária e fase móvel que deve ser >2; e número de pratos teóricos, geralmente 
> 2000, no qual, é uma indicação da efi ciência da separação cromatográfi ca. Os valores 
desses parâmetros para o método desenvolvido foram calculados automaticamente pelo 
software do equipamento e todos estavam dentro dos limites especifi cados como mostrados 
na Tabela 2. Conforme descrito, a adequação do sistema foi comprovada através da análise 
dos parâmetros supracitados.

Tabela 2.  Parâmetros cromatográfi cos do método validado de T. gardneriana por CLAE-DAD.
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A seletividade do método cromatográfico que se refere à capacidade de identificar 
ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presença de outros componentes 
na amostra foi demonstrado analisando-se a amostra de outra espécie, a Jatropha mutabilis 
(Pohl) Baill, nos quais, foram possíveis de observação dois picos cromatográficos nos 
tempos de retenções de 30,8 e 24,6 min, correspondentes aos picos da quercetina (QUE) 
e isoquercetina (ISO), respectivamente em ambos cromatogramas (Figura 2). No entanto, a 
isoquercetina não está presente no extrato de J. mutabilis. A confirmação da identidade da 
QUE e ISO se deu pela análise dos espectros de UV de ambos os extratos e dos padrões 
ISO e QUE, nos quais apresentam comprimentos de onda em absorção máxima (λmáx) 
em 256/356 nm e 255/370 nm, respectivamente, conforme demonstrado na Figura 3 e 4.

 A seletividade do padrão QUE foi comprovada a partir do método analítico em questão 
que consegue identificar e quantificar substâncias muito semelhantes separando-as em 
tempos de retenção diferentes, tais como o flavonol fisetina (TR= 27,9 min; λmáx=247/360 
nm) que separa em tempo de retenção diferente da QUE, como mostrado na Tabela 1.
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Figura 2. Seletividade do método com os padrões analíticos e as espécies J. mutabilis (Pohl) 
Baill e T. gardneriana em 370 nm.
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Figura 3. Espectros de absorbância no UV de J. mutabilis, T. gardneriana e da quercetina.

200 300 400

0,0

0,2

Ab
so

rb
ân

ci
a

Comprimento de onda(nm)

 T. gardneriana 
 Isoquercetina

256,95
356,34

Figura 4. Espectros de absorbância no UV de T. gardneriana e da isoquercetina.

Para a linearidade do método cromatográfico, os coeficientes de determinações 
obtidos para a análise de regressão foram R²>0,99 para o extrato e padrões como mostrados 
na Figura 5 e 6, comprovando que mais de 99% do método apresentou linearidade satisfatória 
entre o aumento da concentração de analito e a resposta cromatográfica. As curvas de 
calibração são lineares no intervalo de concentrações testadas para o extrato [250-2000 
μg/mL] e padrões [0,5-50 μg/mL] correspondentes à faixa de 80-120% da concentração 
doseada de quercertina e isoquercetina na amostra. Além disso, a análise dos gráficos de 
resíduos obtidos das curvas mostraram-se homocedásticos. Dessa forma, a sensibilidade 
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do método foi determinada a partir das três curvas de calibração na determinação da menor 
concentração de QUE e ISO que podem ser detectadas (LD) e quantifi cadas (LQ). Sendo 
o LD= 2,05 μg/mL e LQ= 6,21 μg/mL para a QUE (SQR); LD= 0,47 μg/mL e LQ= 1,44 μg/
mL para a ISO (SQR).

Figura 5. Representação gráfi ca da linearidade de Tg-EtOH obtido das folhas de                           
T. gardneriana.

Figura 6. Representação gráfi ca da linearidade dos padrões analíticos isoquercetina e 
quercetina.
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Este parâmetro também foi avaliado pela análise da curva de calibração das 
substâncias identifi cadas no extrato, utilizando o método dos mínimos quadrados e análise 
de variância (ANOVA). A ANOVA confi rmou que o método proposto foi considerado linear 
e indica que não há falta de ajuste (p<0,05), como pode ser visto na Tabela 3. Todas as 
análises mostraram resultados satisfatórios com valores de F calculados (cal) abaixo dos 
valores tabelados (tab) de F, no nível de signifi cância 95%. 

*Nível de signifi cância 95% (p<0,05); SQ= Soma quadrática; gl= grau de liberdade; MQ= Média 
quadrática.

Tabela 3. Análise de variância (ANOVA) para as curvas do extrato e padrões por CLAE-DAD.
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No método cromatográfi co, os valores de CV(%) obtidos durante a avaliação da 
precisão intra-dia (n = 6, três repetições cada) e inter-dia (2 dias, n = 6) foram inferiores a 
5,0%, mostrando um boa precisão do método (Tabela 4) para o extrato, já que, é aceitável 
uma variabilidade de até 15% para extratos vegetais (Brasil, 2003). A comparação entre as 
médias indicaram que não existe diferenças signifi cativas entre as médias dos grupos (F 
cal < F tab). No entanto, a avaliação da precisão inter-dia para o padrão QUE se mostrou 
impreciso quando compara os dias (F cal > F tab), no entanto, entre os analistas no mesmo 
dia não apresentaram diferenças estatísticas (F cal < F tab).

*Valores da concentração em média por μg/mL ± coefi ciente de variação (CV%), n=6, p<0,05.

Tabela 4. Resultados obtidos na análise de precisão intermediária e repetitividade.

A determinação da exatidão do extrato e QUE foi calculada separadamente para 
cada uma das concentrações analisadas (Tabela 5) e foram encontrados resultados entre 
100,76 a 118,21%.  Na exatidão por recuperação, no qual foi adicionado QUE (20 µg/mL) 
no extrato, o valor de recuperação obtido variou de 103,44 a 108,92% como mostrados na 
Tabela 6.

*DP=desvio padrão; CV (%)=coefi ciente de variação; E (%) =Exatidão; n=3, p<0,05.

Tabela 5. Resultados obtidos nos testes de exatidão do método por CLAE-DAD.
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Os resultados da exatidão encontram-se dentro dos parâmetros estabelecidos pela 
ANVISA, que determinam que os valores de exatidão não devem ser inferiores a 95% e o 
desvio não exceder 15% (Brasil, 2003). Em relação aos valores superiores a 100% podem 
indicar erros experimentais, como calibração de pipeta, por exemplo, aceitando até 110%.

*DP=Desvio padrão; CV (%)=coefi ciente de variação; n=3, p<0,05.

Tabela 6. Resultados obtidos nos testes de exatidão por recuperação método por CLAE-DAD.

Verifi cou-se para o método cromatográfi co que o mesmo também apresentou 
robustez intrínseca, pois ao analisar amostras na concentração de 1000 μg/mL em triplicata 
e em diferentes condições (temperaturas 28 e 30 °C; fl uxos 0,6 e 1,0 mL/min), as respostas 
permaneceram dentro das especifi cações exigidas pela legislação, com valores de CV(%) 
inferiores a 5,0% como mostra a Tabela 7. 

*Valores da concentração em média por μg/mL ± coefi ciente de variação (CV%); n=3, p<0,05.

Tabela 7. Resultados dos testes de robustez de Tg-EtOH para avaliação de QUE e ISO por 
CLAE-DAD.
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Exceto, no fluxo 0,6 mL/min, no qual, o extrato não foi robusto para quantificação de 
QUE e ISO e na temperatura 32 °C não foi robusto para quantificar apenas a isoquercetina 
(F cal > F tab). O padrão QUE foi robusto apenas a variações de temperatura F cal < F tab 
(Tabela 7). 

3.3	 Análise por espectofometria na região do UV-Vis

3.3.1	 Desenvolvimento do método 

Para selecionar o comprimento de onda adequado para a amostra foi realizada uma 
varredura nos comprimentos de onda na faixa de 330 a 600 nm com a solução trabalho 
de Tg-EtOH (1 mg/mL) com PSC e PCC. De acordo com os resultados da determinação 
do comprimento de onda de maior absortividade, como demonstrado na Figura 7 o 
comprimento ideal para as análises foi de 465 nm. Macêdo (2015) e Macêdo et al.  (2015) já 
haviam analisado o extrato etanólico e frações das folhas de T. gardneriana com  a mesma 
metodologia, porém, no comprimento de onda de 510 nm e utilizando o padrão catequina, 
sem analisar quais os melhores parâmetros para amostra e sem validar o método .
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Figura 7. Curva de varredura da análise da solução teste de 1 mg/mL  para Tg-EtOH com 
sobreposição de PSC e PCC.

Observou-se que a cinética de complexação do AlCl3 (Figura 8) com os flavonoides 
não apresentou diferenças estatísticas (Fcal 1,50 < Ftab 2,51, ANOVA one-way) quando 
se analisa imediatamente no tempo zero ou após 60 minutos, a reação de complexação 
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acontece de forma imediata, isso esperando 6 minutos antes de adicionar a solução de AlCl3 
e 5 minutos antes de adicionar a solução de NaOH, conforme metodologia. Ao contrário, 
quando não aguarda esses tempos de 5 e 6 minutos, adiciona os reagentes na sequência 
as absorbâncias sofrem alterações significativas a partir de 15 minutos (Fcal 13,34 > Ftab 
7,71), como mostra a Figura 8. A diferença entre as duas formas de análise confirmada 
pelo teste estatístico ANOVA one-way (Fcal 676,99 > Ftab 4,49) e pelo decaimento da 
absorbância na análise imediata, mostra que o método mais adequado é que aguarda 
os tempos de 5 e 6 min antes da adição dos reagentes já mencionados, indicando que a 
espera proporciona o máximo de complexação dos flavonoides.
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Figura 8. Curvas da cinética de complexação do AlCl3 com os flavonoides em relação ao 
tempo.

3.3.2	 Concentração e volume da solução de cloreto de alumínio 

Em relação à avaliação da concentração da solução de cloreto de alumínio a 2,5; 5,0 
e 10% m/v, observou-se que não houve diferença entre as menores concentrações (Fcal 
0,848 < Ftab 7,71), no entanto o máximo de absorbância foi observado na concentração de 
10%, indicando que nessa concentração proporciona o máximo de complexação. A análise 
estatística realizada pela ANOVA one-way, confirma que há diferença estatística entre a 
concentração de 10% e as concentrações menores (Fcal 19,29 > Ftab 5,14). Desta forma, 
no restante das análises usou-se a concentração de 10% para o cloreto de alumínio.

 Posteriormente, testou-se os volumes dessa solução (140, 160, 180 e 200 µL), de 
acordo com os dados, não houve diferença significativa entre os volumes 160, 180 e 200 
µL (Fcal 3,29 < Ftab 5,14), porém o volume de 180 µL se diferencia do volume 140 µL (Fcal 
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27,5 > Ftab 7,71),  o que mostra que há um decréscimo na absorbância quando diminui o 
volume para 140 µL. Diante disso, optou por trabalhar com o volume 180 µL, já que não há 
diferenças entre 160 e 200 µL, mantendo o mesmo volume da metodologia.

3.3.3	 Validação por UV-Vis

A legislação preconiza que o método pode ser considerado seletivo se nenhum 
interferente apresentar absorbância no comprimento de onda específico para a molécula 
a ser analisada (ICH, 2005; Brasil, 2017). Para as amostras analisadas, o comprimento 
de onda máximo determinado para a leitura (465 nm) em Tg- EtOH (Figura 7, p. 149) é 
distinto do comprimento de onda máximo da QUE isolada (370 nm), demonstrando que o 
método mostrou-se seletivo para determinar a quantidade de flavonoides totais  na amostra 
analisada.

 A complexação da Quercetina-Al3+ causa um deslocamento batocrômico, ou seja, 
um deslocamento dos seus máximos de absorção para regiões de maior comprimento 
de onda, o que possibilita a quantificação dos flavonoides sem sofrer influência de outros 
compostos fenólicos presentes na amostra (Peixoto Sobrinho et al., 2012). Os espectros 
das amostras analisadas apresentaram absorbâncias numa faixa semelhante quando 
complexado com AlCl3, individualmente. Porém, diferente do espectro da QUE isolada, 
visto que no extrato existem outros flavonoides e outros milhares de compostos que podem 
influenciar no comprimento de absorção máxima da amostra.

Na validação, foi utilizada a QUE como flavonoide para determinação de flavonoides 
totais nessa espécie, uma vez que, a QUE está presentes nas folhas, e ainda foi comprovada 
a presença majoritária de isoquercetina, derivado quercetínico glicosilado, além de outros 
flavonóis que já foram identificados nas folhas de T. gardneriana (Macêdo, 2015; Macêdo 
et al., 2015; Macêdo et al., 2019; Macêdo, 2020).

O parâmetro de linearidade da resposta espectrofotométrica foi avaliado tanto para 
o padrão analítico QUE quanto para Tg-EtOH. O método espectrofotométrico apresentou 
linearidade a 465 nm para Tg-EtOH nas concentrações testadas (0,05-2,5 mg/mL). A equação 
da regressão linear média obtida a partir de três curvas de calibração, foi y = 0,5162x + 
0,0252, em que y é a absorbância (nm) e x a concentração (mg/mL) em equivalentes de 
QUE. O coeficiente de determinação obtido foi R2=0,9989, comprovando a adequação do 
método no intervalo avaliado (Brasil, 2017). O padrão também teve relação linear entre o 
aumento da concentração do analito e a resposta espectrofotométrica na faixa de intervalo 
analisado, com R2=0,9952, isto significa que 99,52% da variabilidade experimental foi 
explicada satisfatoriamente pela equação obtida y = 1,5535x + 0,0023. As duas curvas 
apresentaram valores residuais homocedásticos, confirmando a homocedasticidade do 
método.  Os valores dos limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram 0,05 e 0,15 
mg/mL, respectivamente.
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A exatidão por recuperação defi nida como a concordância entre o valor real do 
analito na amostra e o estimado pelo processo analítico foi avaliado através da adição 
de uma quantidade conhecida do padrão QUE (200 μg/mL) na solução teste. O resultado 
da recuperação foi obtido em porcentagem pela equação descrita nos procedimentos de 
validação. Os dados experimentais obtidos revelaram a média de recuperação do padrão 
de 102,7% e coefi ciente de variância 1,22%, atestando este valor como aceitável (Brasil, 
2017). Os dados demostram que o método analítico desenvolvido é satisfatoriamente exato.

O método desenvolvido demonstrou ser preciso nos três níveis avaliados: 
repetitividade, precisão intermediária e reprodutibilidade, ou seja, foi capaz de proporcionar 
resultados próximos de uma série de medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma 
amostra (ICH, 2005; Brasil, 2017).  O método apresentou uma boa repetibilidade, visto que, 
o CV(%) foi inferior ao especifi cado pela legislação como mostra a Tabela 8. 

*Valores da concentração em média por mg/mL ± coefi ciente de variação (CV %), n=6, p<0,05.

Tabela 8. Resultados obtidos na análise de precisão intermediária e repetitividade do método 
por UV-vis.

Em relação à precisão intermediária, o método foi preciso para análises realizadas 
por analistas diferentes em dias consecutivos, estando à variação encontrada, dentro dos 
limites especifi cados, uma vez que, os dados não apresentaram diferenças estatísticas 
signifi cativas (Fcal < Ftab) com nível de signifi cância de 0,05, de acordo com a ANOVA two-
way (Tabela 8). A reprodutividade foi atendida, quando avaliados equipamentos distintos, de 
acordo com a ANOVA one-way (Fcal < Ftab) com nível de signifi cância de 0,05, mostrados 
na Tabela 9.

*Valores da concentração em média por mg/mL ± coefi ciente de variação (CV %), n=6, p<0,05.

Tabela 9. Resultados obtidos na análise de reprodutibilidade do método por UV-Vis.
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Foi constatado que o método possui robustez intrínseca em meio às variações 
realizadas (Tabela 10). Os fatores da robustez foram avaliados em triplicata individualmente 
e todos os parâmetros conjuntamente. Os resultados apresentaram Fcal inferiores aos 
Ftab, conforme ANOVA one-way, demonstrando que não há diferença entre as variáveis 
analisadas de forma individual e em todos os fatores analisados (ANOVA, two-way, Fcal < 
Ftab).

*Valores da concentração em média por mg/mL ± coefi ciente de variação (CV %), n=3, p<0,05.

Tabela 10. Resultados da robustez para o método avaliado por UV-Vis.

Os métodos analíticos propostos neste trabalho foram desenvolvidos a fi m de 
disponibilizar procedimentos analíticos para quantifi cação dos marcadores químicos de 
T. gardneriana devido à ausência de métodos ofi ciais para a referida espécie, no intuito 
de quantifi car o marcador químico majoritário, além de oferecer outro método validado 
otimizado para identifi car e quantifi car a quercetina na espécie (Macêdo et al., 2019). 

Os métodos desenvolvidos neste estudo podem ser considerados intercambiáveis, 
uma vez que, as amostras aplicadas na validação de ambos foi a mesma. Entretanto, 
as metodologias apresentam faixas de linearidade distintas e complementares. O método 
cromatográfi co é mais efi ciente para o controle de qualidade de matrizes vegetais, devido 
a sua maior sensibilidade e seletividade para quantifi cação de isoquercetina e quercetina 
em extratos e produtos obtidos dessa espécie. No entanto, a espectrofotometria na região 
do UV-Vis é uma alternativa mais acessível, rápida e de baixo custo para o doseamento 
de fl avonoides das drogas vegetais na rotina laboratorial (Peixoto Sobrinho et al., 2012; 
Figueirêdo et al., 2015; Alencar Filho et al., 2019).

Os dados confi rmam que os métodos encontram-se em conformidade com a 
legislação vigente e apresenta confi abilidade dos resultados. Os parâmetros estudados 
garantiram rapidez, seletividade, linearidade, exatidão e precisão, apresentando-se, 
portanto, validados conforme as resoluções 899/2003 e 166/2017 da ANVISA. A validação 
dos métodos por diferentes técnicas permitirá a continuação dos estudos envolvendo 
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extratos de T. gardneriana, a fim de comparar a influência de diferentes métodos de 
extração no conteúdo dessas substâncias e diferentes épocas de coletas das folhas. 

4 |	 CONCLUSÃO 
As metodologias recomendadas neste trabalho podem ser seguramente aplicadas 

para quantificação dos marcadores químicos nas análises de controle de qualidade de 
T. gardneriana, pois, demonstraram estar em conformidade com a legislação. O método 
cromatográfico permite quantificar isoquercetina e quercetina em matérias-primas 
obtidas da espécie. Para testes mais simples, a metodologia por espectrofotometria para 
doseamento de flavonoides totais pode ser aplicada devido a sua rapidez e baixo custo.  
Destarte, considera-se a relevância desse estudo, visto a ausência de métodos analíticos 
validados para o doseamento de flavonoides totais, sobretudo o constituinte majoritário na 
espécie em questão.
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