| Atena

Ano 2021

A GERACAO
DE NOVOS
CONHECIMENTOS

FNOUIMICA 2

Eleonora Celli Carioca Arenare
(Organizadora)



| Atena

Ano 2021

‘v?i|
"o ﬂ I o

, / 2./ -
\ ¢ X :
~ \\*, 4 . < . - 1 =k

A GERACAO
DE NOVOS
CONHECIMENTOS

'NOUIMICA 2

Eleonora Celli Carioca Arenare
(Organizadora)



as

—

S
N
N
)
Q
W
()]
]
&
=
S
O
v
3
§

»

A

/encl/as

C

Editora Chefe
Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Assistentes Editoriais
Natalia Oliveira
Bruno Oliveira
Flavia Roberta Bardo
Bibliotecaria
Janaina Ramos
Projeto Gréfico e Diagramacgéo
Natéalia Sandrini de Azevedo
Camila Alves de Cremo
Luiza Alves Batista
Maria Alice Pinheiro
Imagens da Capa 2021 by Atena Editora
Shutterstock  Copyright © Atena Editora
Edicao de Arte  Copyright do Texto © 2021 Os autores
Luiza Alves Batista  Copyright da Edicao © 2021 Atena Editora
Revisdo Direitos para esta edigdo cedidos a Atena
Os Autores Editora pelos autores.

@@@ Todo o contelido deste livro esta licenciado sob uma Licenca de
Atribuicdo  Creative ~ Commons.  Atribuicdo-Nao-Comercial-

NaoDerivativos 4.0 Internacional (CC BY-NC-ND 4.0).

O contelido dos artigos e seus dados em sua forma, correcdo e confiabilidade sao de
responsabilidade exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posicao
oficial da Atena Editora. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam
atribuidos créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou
utiliza-la para fins comerciais.

Todos os manuscritos foram previamente submetidos a avaliacdo cega pelos pares, membros
do Conselho Editorial desta Editora, tendo sido aprovados para a publicacao com base em
critérios de neutralidade e imparcialidade académica.

A Atena Editora € comprometida em garantir a integridade editorial em todas as etapas do
processo de publicagao, evitando plagio, dados ou resultados fraudulentos e impedindo que
interesses financeiros comprometam os padrdes éticos da publicacédo. Situagdes suspeitas de
ma conduta cientifica serdo investigadas sob o0 mais alto padrao de rigor académico e ético.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia do Parana
Prof. Dr. Américo Junior Nunes da Silva - Universidade do Estado da Bahia
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Prof. Dr. Antonio Gasparetto Jinior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia
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Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Criséstomo Lima do Nascimento - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Daniel Richard Sant’Ana - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Ronddnia

Prof® Dr® Dilma Antunes Silva - Universidade Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Elson Ferreira Costa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Jadson Correia de Oliveira - Universidade Cat6lica do Salvador

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Pontificia Universidade Catélica de Campinas
Prof® Dr® Maria Luzia da Silva Santana - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Pablo Ricardo de Lima Falcéo - Universidade de Pernambuco

Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Saulo Cerqueira de Aguiar Soares - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr® Vanessa Ribeiro Simon Cavalcanti - Universidade Catélica do Salvador

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Arinaldo Pereira da Silva - Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof® Dr® Carla Cristina Bauermann Brasil - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazénia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof® Dr® Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Jael Soares Batista - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Jayme Augusto Peres - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof. Dr. Jalio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof® Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas
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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Llcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

A proposta implicita nessa coletanea fundamenta-se numa valorizacdo eclética da
pluralidade e diversidade, que reline pesquisas que envolvem diversas linhas de abordagem,
destacando-se por meio de tendéncias de estudos envolvendo a Ciéncia “Quimica”. Tendo
como propésito principal disseminar e divulgar no meio académico, envolvido com tal
Ciéncia, informacdes provenientes de estudos e pesquisas desenvolvidas pela comunidade
académica contemporanea.

O e-book “A Geracdo de Novos Conhecimentos na Quimica”, esta dividido em
dois volumes, totalizando 46 artigos cientificos, destacando-se tematicas pesquisadas
e discutidas por estudantes, professores e pesquisadores. Os quais evidenciam, artigos
tedricos 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 | aborda tendéncias, envolvidos com a area de Ensino de Quimica, os
quais dao énfase as seguintes abordagens: Ensino Remoto, Experimentacdo, Concepcgbes
Pedagobgicas, Bioinformatica, Contextualizacdo, Jogos Ludicos, Redes Sociais,
Epistemologia, Formacéo de Professores, Habilidades e Competéncias e Metodologias
utilizadas no processo de Ensino e Aprendizagem.

O volume Il aborda tematicas de cunho experimental, desenvolvidas e comprovadas
por meio das andlises desenvolvidas em diferentes universidades brasileiras, dando
énfase a: Quimica Inorgénica, Eletroquimica, Quimica Orgénica, Quimica dos Alimentos,
Quimiometria, Quimica Analitica, Quimica Biolégica, Nanoquimica e Processos Corrosivos.

A coletanea ¢ indicada para aqueles (estudantes, professores e pesquisadores)
envolvidos com a Ciéncia “Quimica”, que anseiam por intermédio de informagdes atualizadas,
apropriarem-se de novas informagdes, correlacionadas a pesquisas académicas, tendo
desta forma, novas bases de estudo e investigacéo para a aquisi¢céo e construcéo de novos
conhecimentos.

Excelente leitura!

Eleonora Celli Carioca Arenare
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RESUMO: Triplaris gardneriana (Polygonaceae),
conhecida no nordeste brasileiro como pajed,
possui varias atividades biol6gicas comprovadas,
tais como, antioxidante, antimicrobiana,
anticolinesterasica, fotoprotetora, entre outras.
Devido a sua importancia bioldgica da espécie,
a quimica ganhou importancia, evidenciando a
presenca de uma série de compostos, dentre
eles, fenois e flavonoides. Diante do interesse
terapéutico destes compostos  presentes
na espécie, associada a necessidade de
quantificacdo destes e a auséncia de métodos
analiticos validados para o seu doseamento,
objetivou-se desenvolver e validar metodologias
analiticas por espectrofotometria de absor¢do no
ultravioleta/visivel (UV/Vis) e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) para sua
quantificacdo nas folhas de T. gardneriana.
O método por CLAE-DAD permitiu identificar
e quantificar isoquercetina (87,88 pg/mL) e
quercetina (5,12 pg/mL) no extrato etandlico.
Enquanto que, o metddo por espectofotometria
UV-Vis quantificou os flavonoides totais (0,37 mg/
mL) expressos em quercetina. Ambos os métodos
analiticos garantiram rapidez, seletividade,
linearidade (R2>0,99), exatiddo e precisao.
Sendo assim, as metodologias propostas
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atenderam a todos os requisitos indicados para validagdo de uma matriz vegetal e podem ser
seguramente aplicadas para quantificagdo dos marcadores quimicos e farmacologicos nas
analises de controle de qualidade da espécie.

PALAVRAS - CHAVE: Pajeu. Isoquercetina. Quercetina. Controle de qualidade. Método
analitico.

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 pyg/mL) and
quercetin (5.12 pg/ 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: Pajeu. Isoquercetin. Quercetin. Quality control. Analytical method.

11 INTRODUGAO

O género Triplaris (Polygonaceae) compreende cerca de 25 espécies distribuidas
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 pajeu.
Devido ao amplo espectro de atividades biologicas da espécie, a quimica ganhou
importancia, evidenciando a presenca de uma série de compostos. Dentre eles, fendis e
flavonoides (Macédo et al., 2015; Almeida et al., 2017; Lopes Neto et al., 2017), terpenos
(Carneiro et al., 2010; Macédo, 2015), esteroides (Braz Filho; Rodrigues, 1974; Macédo et
al., 2016), acidos e alcoois graxos (Macédo et al., 2016).

Recentemente, um estudo conseguiu identificar treze compostos fenélicos por CLAE-
DAD-IES-EM nas folhas de T. gardneriana, incluindo procianidinas, flavanois e flavonois
(Macédo, 2020). Os compostos encontrados sdo quercetina-hexosideo, quercetina-
pentosideo, quercetina-ramnobiosideo, miricetina-hexosideo, miricetina-pentosideo,
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dimero de procianidina, epi-catequina, galato de catequina, quercetina, rutina, quercitrina,
isoquercetina, quercetina-O-(O-galoil)-hexosideo, quercetina 3-a-L-arabinofuranosideo
e 2-O-galoilquercitrina, dentre eles, a isoquercetina foi identificado como o composto
majoritario (Macédo, 2015, Macédo et al., 2015; Paiva, 2018; Macédo et al.; 2019; Macédo,
2020).

Como exposto, a maioria dos metabdlitos secundarios identificados por CLAE-DAD
e/ou CLAE-EM nas sementes e folhas de T. gardneriana foram os flavonois, o que comprova
que constituem a principal classe quimica da espécie, devido a sua maior distribuicéo.
Corroborando também com outros estudos que evidenciaram essa afirmagéo, no qual,
mostraram que os flavonois poderiam ser considerados os marcadores quimicos do género
Triplaris (Oliveira, Conserva e Lemos, 2008; Hussein et al., 2005).

Diante do interesse terapéutico dos compostos flavonoidicos presente nessa
espécie, associada a necessidade de quantificacdo destes, considerando que ha apenas
um método validado por CLAE-DAD para o doseamento da quercetina descrito na literatura
para a espécie (Macédo et al., 2019), faz-se necessario desenvolver e validar metodologias
analiticas por espectrofotometria de absor¢cdo no ultravioleta/visivel (UV/Vis) e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) para sua quantificagao.

Nessa perspectiva, a padronizacdo de fitoterapicos e a garantia da sua eficacia e
segurancga requerem métodos analiticos adequados para a detecgdo e quantificacdo de
seus marcadores (Ziliotto, Farina e Souza, 2012). A validagdo de metodologia analitica para
fitoterapicos deve ser feita de acordo com o disposto nas Resolugcdes 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 validagdo de metodologias analiticas necessita
ser especifica, robusta, sensivel, precisa e exata, constituindo fundamental importancia
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
(Macédo, 2015; Macédo et al., 2019) e a isoquercetina identificada como composto
majoritario da espécie (Macédo, 2020), este trabalho tem por objetivo desenvolver e validar
métodos analiticos pela técnica CLAE-DAD para quantificar simultaneamente isoquercetina
e quercetina, e também por espectofotometria na regido do UV-Vis para quantificagcdo dos
flavonoides totais, expressos em quercetina para que possa ser usada rotineiramente nos
laboratérios de controle de qualidade das folhas de T. gardneriana.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As folhas de T. gardneriana foram coletadas no municipio 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 Herbario da Universidade
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Federal do Vale do Sa@o Francisco (HVASF) sob registro 21221 e no SISGEN, sob registro
n° A1C54A4.

2.2 Obtencéo do extrato etanélico (Tg-EtOH)

O material vegetal foi submetido a um processo de secagem em estufa com circulagao
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 p6 seco). Maceracgao exaustiva
foi utilizada para preparar o extrato etanélico (Tg-EtOH), utilizando etanol a 95%, por 3 dias,
realizando sucessivas extragdes a cada 72 h. A solucdo extrativa foi concentrada em um
evaporador rotativo sob pressao reduzida a 50 ° C, obtendo-se 6 g do extrato etandélico de
T.gardneriana (Tg-EtOH). Uma solucdo estoque a 1 mg/mL em metanol foi utilizada para

iniciar os desenvolvimentos dos métodos analiticos.

2.3 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-DAD

2.3.1 Instrumentacédo e condigbes cromatograficas

O método analitico foi desenvolvido e validado usando um cromatoégrafo liquido
de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu® LC-20 com detector de arranjo de diodos (DAD),
equipado com um sistema quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador
modelo DGU - 20A, detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP,
injetor automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo os
dados tratados através do software Shimadzu® LC solution 1.0 (Jap&o).

O método foi desenvolvido usando uma coluna de fase reversa (RP) C-18 Eclipse Plus
da Agilent (4.6 x 250 mm, 5 um) mantida a 30°C. A fase movel utilizada foi um gradiente de
solvente: 0,3% de &cido formico diluido em agua 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 analises foram realizadas em triplicata, nos quais
foram injetados 20 pL de solugéo de Tg-EtOH e feito 0 monitoramento no comprimento de
onda de 370 nm. Todas as solu¢des foram degaseificadas e filtradas através de membrana
filtrante de 0,45 um (Chromafil® Xtra), antes de serem analisadas no cromatégrafo.

2.3.2 Substancias Quimicas de Referéncia

Foram utilizadas no desenvolvimento da impressédo digital cromatogréafica vinte
e trés Substancias Quimicas de Referéncia (SQRs). Dentre eles, acido cafeico, acido
clorogénico, acido galico, acido p-cumarico, acido protocatecuico, acido tanico, apigenina,
crisina, fisetina, hesperidina, isoquercetina, campferol, lupeol, miricetina, narigenina,
quercetina, resveratrol, rutina, escopoletina, cisiliol, S-sistoterol glicosilado, harmana e

hesperitina foram adiquiridos comercialmente da Sigma Aldrich®.
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2.3.3 Identificagao de compostos por CLAE-DAD

Foram analisados 23 SQRs (Tabela 6), individualmente, para investigar sua
presenca no extrato etandlico de T. gardneriana empregando o método cromatografico
determinado. Os padrées foram diluidos em metanol, sendo a concentragéo final de 200
pg/mL e injetados 5 pL. ApOs analise, foi realizada uma comparagao entre as substancias
investigadas e os picos encontrados no cromatograma obtido a partir do extrato etanolico
da droga vegetal. Os picos foram confirmados por comparacgéo do seu tempo de retencéao

e por espectros de DAD (A ambos avaliados no comprimento de onda 370 nm, exceto

méx)’

acido tanico e B-sisterol glicosilado que foram analisados em 255 nm.

2.4 Validacao do método analitico por CLAE-DAD

Para a validacdo do método analitico para o extrato etandlico obtido das folhas e a
quercetina (SQR), os seguintes parametros foram avaliados: seletividade, linearidade, limite
de deteccao e limite de quantificacdo, precisao (repetitividade e precisdo intermediaria)
exatidao e robustez, de acordo com os padroes estabelecidos pela RE n° 166/17 da
ANVISA (Brasil, 2017) e diretrizes da International Conference on Harmonization (ICH,
2005). As analises foram realizadas em triplicata e a confiabilidade dos parametros foi
avaliada por meio da analise do coeficiente de variagdo (CV%) ou desvio padrao (DP), ndo
sendo admitidos acima de 5% para padroes analiticos e 15% para extratos vegetais (Brasil,
2003). Os dados foram tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) one-
way e two-way, quando aplicavel com um nivel de significancia de 95%. Andlise estatistica
e gréficos foram obtidos em OriginPro8® e/ou Excel®.

2.4.1 Parametros de validagcao

2.4.1.1 Seletividade

A seletividade foi demonstrada pela anédlise de uma solucdo a 1000 pg/mL de uma
solugdo metanolica do extrato etandlico de outra espécie, a Jatropha mutabilis (Pohl) Baill,
sob as mesmas condi¢cdes cromatogréficas do extrato em estudo e as substéncias de
referéncia quercetina e isoquercetina. Esse parametro foi verificado através da sobreposicao
dos cromatogramas obtidos relacionando aos tempos de retencédo e espectros de UV
dessas substéancias.

2.4.1.2 Linearidade

A linearidade foi verificada a partir da analise de trés curvas construidas com a
solucdo do extrato etandlico em metanol grau HPLC, em sete niveis de concentragao:
250; 500; 750; 1000; 1500; 1750 e 2000 pg/mL a partir de uma solugéo estoque de 5 mg/
mL, correspondendo 80 a 120% da faixa de trabalho. Os padrées analiticos também foram
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avaliados em uma série de concentracoes. Entretanto, a QUE e ISO variaram de 0,5 a 50
png/mL a partir de uma solucao estoque de 500 pug/mL. As amostras foram sonicadas em
ultrassom por 6 min para facilitar a solubilizacdo do processo. Os testes foram realizados
em triplicata para obter a curva de calibracdo da média desses valores. Os resultados
obtidos foram tratados estatisticamente através do calculo de regresséao linear pelo método
dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de determinagéo (R?). Adicionalmente,

realizou-se a analise de residuo na regresséo da curva analitica.

2.4.1.3 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de detec¢éo (LD) e quantificacao (LQ) foram estimados de acordo com
as equacoes:

LD=DPax3/IC (1)
LQ =DPax 10/IC (2)

Onde DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo Y, obtido das trés curvas da
linearidade e IC é a média dos coeficientes angulares (inclinagéo da reta) das respectivas
curvas (Brasil, 2017).

2.4.1.4 Precisdo

A precis@o foi determinada por analises em sextuplicatas na concentracao do
ponto médio da curva (1000 pg/mL). A precisédo foi avaliada em dois niveis: repetitividade
(precisé@o intracorrida) e precisdo intermediaria (preciséo inter-corridas), por analistas
distintos em dois dias consecutivos, sendo expressas como coeficiente de variacao (CV%)
segundo a equacao CV= DP/CMD, em que DP é o desvio padrao e CMD é a concentragédo
média determinada. (Brasil, 2017).

2.4.1.5 Exatidao

A exatidao do método cromatografico foi determinada por anélises em triplicata de
trés solugcbes do extrato e quercetina (QUE) em diferentes faixas de concentracao, sendo
uma em baixa (250), média (1000) e alta (2000 pg/mL) para o extrato e 0,5; 20 e 50 ug/
mL para a QUE. A exatiddo E(%) foi expressa pela relagdo entre a concentragdo média
determinada experimentalmente e a concentragdo teérica correspondente. A exatiddo
também foi avaliada pela taxa de recuperacao a partir da adicao do analito (QUE) de
concentragcdo conhecida no extrato nas concentragdes 250, 1000, 2000 pg/mL, adicionou-
se 10, 25 e 50 pL de quercetina (20 pg/mL), respectivamente. Calculou-se a taxa de
recuperacao R(%) das quantidades de analito adicionadas na amostra através da equacao:
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R(%)= CTQ-CQE x 100
CT

Onde, CTQ compreende a concentracao total de QUE (padrdo QUE adicionado ao
extrato de T. gardneriana), CQE compreende a concentragcdo de QUE existente no extrato
e CT a concentragéo teorica do padrao QUE. R(%) é a recuperagéo obtida (Brasil, 2017).

2.4.1.6 Robustez

Arobustez do método cromatografico foi observada mediante variagées ocasionadas
no método original no fluxo (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
comparacao feita através da andlise de variancia.

2.5 Desenvolvimento do método analitico por espectrofotometria no UV-Vis

2.5.1  Procedimento geral para quantificacdo de flavonoides totais

A analise foi realizada no espectrofotémetro com detector UV-Vis modelo IL -592
(EVEN®) utilizando-se cubetas de vidro com 1 cm de caminho 6tico. Inicialmente, foi
preparada uma solugao 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 solubilizagdo total sendo o
volume ajustado para 100 mL agua destilada. A partir da solugéo estoque foi preparada a
solugéo trabalho a 1 mg/mL. A determinacéo de flavonoides totais seguiu-se a metodologia
descrita por Macédo et al. (2015), visto que, ja foi utilizada para quantificar flavonoides
totais nas folhas de T. gardneriana, com modificacdes.

Em cubetas, 0,30 mL dessa solugéo foi misturada com 1,50 mL de agua destilada
seguido da adi¢do de 90 pL de uma solugéo de NaNO, 5%. Ap6s 6 minutos, 180 uL de
uma solugéo de AICI,.6H,0 10% foi adicionada e deixou-se repousar durante 5 min.
Em seguida, foi adicionado 600 pL de NaOH 1M. Por fim, adicionou-se 330 pL de agua
destilada e promoveu-se a homogeneizagdo, procedimento com complexacdo (Tg-
EtOH-PCC). Também foi feito esse mesmo procedimento sem complexacdo (Tg-EtOH-
PSC), substituindo o AICI, por agua destilada. Imediatamente, realizou-se uma varredura
espectrofotométrica na regido de comprimentos de onda (A) de 330 a 600 nm (de 5 em
5 nm) com o objetivo de identificar em qual comprimento de onda o extrato apresentava
valores de absorbancia maximos. Sendo entdo considerado como comprimento de onda
adequado para quantificagdo de flavonoides totais expressos como mg de equivalentes de
quercetina por grama de extrato em T. gardneriana. Utilizou-se como solu¢do do branco
apenas agua destilada para substituir o extrato sendo a absorbancia registrada.
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2.5.2 Desenvolvimento do método por UV-Vis

Foram avaliados os seguintes parametros para desenvolvimento do método analitico:
avaliacé@o da cinética de complexacéo (0, 10, 15, 20, 25 30, 45 e 60 min), concentragdo da
solugéo de AICI,.6H,0 (2,5%, 5,0 % e 10% m/v) e volume da solugéo de cloreto de aluminio
a 10% (m/v) (140, 160, 180 e 200 pL), conforme descrito a seguir.

2.5.3 Determinag&o do tempo para leitura

Para a determinagcdo do tempo adequado de leitura, avaliou-se a cinética de
complexacao nos intervalos de 0, 10, 15, 20, 25, 30, 45 e 60 min, ap6s adicao de 180 pL da
solugéo de AICI, 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 Concentragdo e volume da solugdo de cloreto de aluminio

Foram preparadas trés solugbes de AICI,.6H,O diluidas em agua destilada com
concentragOes diferentes, uma baixa, média e alta (2,5%, 5,0 % e 10% m/v), a fim de
analisar se a concentragdo do cloreto de aluminio influenciava na analise no tempo
determinado. Volumes diferentes (140, 160, 180 e 200 uL) da solugéo de AICI,.6H,0O de
concentracéo escolhida também foram analisados.

2.6 Validacao do método analitico por UV-Vis

Apo6s definir os melhores parametros supracitados, iniciou-se o processo de validagéo
do método analitico por UV-Vis. Para validacédo do procedimento analitico foram avaliados
0s mesmos parédmetros do método validado por CLAE-DAD, acrescentando a preciséo por
reprodutibilidade. A confiabilidade dos parametros avaliados foi observada pelo coeficiente
de variacdo (CV%). Para cada parametro avaliado, foi determinado um CV% menor que 5%
para o padrdo e menor que 15% para o extrato (Brasil, 2003) e tratados estatisticamente
por Analise de Variancia (ANOVA) one-way ou two-way, quando aplicavel, com um nivel de
significancia de 95%.

2.6.1 Seletividade

Esse parametro foi verificado através da sobreposicdo dos espectros do padrao
quercetina (0,25 mg/mL, concentra¢des mais altas estoura o pico de absor¢ao) e amostras
obtidas a partir de Tg-EtOH com e sem adi¢&o de AICI, (10% m/v) obtidos no intervalo de
comprimento de onda compreendido de 330 a 600 nm.

2.6.2 Linearidade, limites de deteccao e quantificagcdo

Alinearidade foi verificada a partir da analise de trés curvas construidas com a solugéo
extrativa (5 mg/mL) diluida em sete niveis de concentracdes: 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 concentracdo ocorre o estouro do pico de absorgéo.
As curvas foram construidas empregando-se os valores médios das absorbancias obtidas
a partir das triplicatas em cada nivel de concentragao testada, em fungéo da concentracgéo.
Para quantificacao de flavonoides em equivalentes de quercetina foi obtida uma curva de
calibragéo para o padréao (5 mg/mL) diluida em seis niveis de concentragéo 0,05; 0,1; 0,25;
0,5; 0,75 e 1,0 mg/mL, uma vez que, nestas concentra¢des nao foi observado o estouro
do pico de absorgdo. Os resultados foram tratados estatisticamente através do calculo
de regressao linear, com o objetivo de determinar a equacéo da reta e o coeficiente de
determinacao (R?), sendo o valor minimo aceitavel R? = 0,99. Os limites de detecc¢éo (LD) e
quantificacéo (LQ) foram calculados da mesma forma que o método cromatografico a partir
as trés curvas de linearidade (Brasil, 2017).

2.6.3 Precisao

Aprecisdo do método foi avaliada nos niveis de repetitividade, precisao intermediaria
e reprodutibilidade. A repetitividade foi verificada por seis determinacdes individuais de
mesma concentracdo (0,5 mg/mL). Para o parametro precisao intermediaria, foi realizada
da mesma forma, em sextuplicata em triplicata (n=18), onde analisou a variagéo entre dois
analistas em dois dias diferentes, ambas também na mesma concentracdo de 0,5 mg/mL. A
reprodutibilidade foi realizada em espectrofotometro UV distintos, EVEN® (modelo IL -592)
e Nova Instruments® (modelo NOVA-1600 UV), utilizando triplicata da amostra a 1 mg/mL.

2.6.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada através da taxa de recuperagéo, a partir da adicdo de uma
quantidade conhecida de quercetina (QUE), flavonoide presente no Tg-EtOH. Preparou-se
o procedimento com extrato a 1 mg/mL com complexacdo, no qual foi realizada a leitura
e, posteriormente acrescentou-se 100 pL da solugcdo de QUE a 200 pg/mL. O resultado
da recuperacgéo foi obtido pela equagéo: R (%)= CTF — CFE / CFP x 100, onde: R é a
recuperacao em porcentagem, CTF corresponde a concentragéo total de flavonoide (QUE)
adicionada a solucdo do Tg-EtOH; CFE corresponde a concentragdo da QUE no Tg-EtOH
e CFP corresponde a concentracgéo tedrica do padrao QUE.

2.7 Robustez

A robustez do método foi analisada a partir da variagao dos fabricantes do solvente
MeOH (Synth ® e Dinamica®-UV/HPLC) e dos comprimentos de ondas (463 e 467 nm).
Os resultados foram expressos a partir da média de trés determinag¢des na concentracédo
de 1 mg/mL.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-DAD

Neste estudo, de forma preliminar, utilizou as condi¢bes da analise cromatografica
do método validado e utilizado por Macédo et al., (2019) para identificar e quantificar a
quercetina isolada das folhas de T. gardneriana, anteriormente. No entanto, no método
analitico do nosso estudo, com a identificacao por CLAE-DAD da isoquercetina, constituinte
majoritario, utilizando um padréao analitico e com a confirmag¢ao por CLAE-EM em estudo
anterior (Macédo, 2020) foram feitas varias modifica¢cdes obtendo-se um novo método
cromatografico eficaz para a identificagéo e quantificacao da quercetina e da isoquercetina,
simultaneamente em Tg-EtOH das folhas de T. gardneriana seguida da validagdo do
método.

No método anterior a analise foi realizada com uma coluna de fase reversa C-18
de outro fornecedor em um tempo de analise menor (45 minutos), porém maior fluxo (1,0
mL/min) e temperatura (35 ‘C). O método do nosso estudo manteve a mesma fase movel,
porém modificou-se o gradiente da fase mével para melhorar as resolugdes entre os picos,
consequentemente, aumentou o tempo para 55 minutos. O fluxo foi baixado para 0,8 mL/
min e a temperatura para 30 °C, parametro importante, que ao ser diminuido as chances de
levar a degradagao das moléculas séo minimizadas. Pois, &€ sabido que o calor nem sempre
pode ser empregado, j& que muitas substancias séo instaveis em altas temperaturas
durante o processo (Simdes et al., 2010).

O cromatograma (Figura 1) obtido mostrou 6 picos bem resolvidos. Para identificar
as substancias presentes no extrato etanodlico, 23 SQRs foram submetidos as mesmas
condi¢bes. O tempo de retencéo e os espectros UV obtidos dos padrées analiticos (Tabela
1) foram comparados com aqueles obtidos a partir de Tg-EtOH visando identificar as
substéancias.
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Figura 1. Cromatograma obtido a partir do extrato etandlico das folhas de T. gardneriana em 370 nm.

A partir da triagem utilizando os padrdes analiticos (Tabela 1) foi possivel identificar
trés substancias. Uma delas, a quercetina (TR= 30,8 min), ja isolada do extrato etandélico
das folhas (Macédo, 2015; Macédo et al., 2019), também identificada atualmente, no
extrato aquoso das folhas (Paiva, 2018) e extrato etanélico das sementes de T. gardneriana
(Almeida et al, 2017). No cromatograma obtido a substancia majoritaria (TR= 24,6 min) foi
identificada como isoquercetina ou rutina, praticamente no mesmo tempo de retencéo e
espectro de UV iguais como mostra a Tabela 1. Apenas pela analise por CLAE-DAD n&o
seria possivel confirmar qual substancia seria. Porém, a partir de uma analise por CLAE-
DAD-EM foi possivel confirmar pela massa do composto m/z 464 u.m.a que corresponde a
massa da isoquercetina (Macédo, 2020), também identificada por CLAE-DAD nas sementes
de T. gardneriana (Almeida et al, 2017).

SQRs TR Ao

Acido galico 5,0 202/271
Acido clorogénico 13,6 213/325
Acido cafeico 15,9 217/323
Acido protocatecuico 19,8 199/343
Acido p-cumarico 20,1 206/309
Acido tanico 37,4 262/400/407
Resveratrol 25,2 206/305
Rutina 24,86 201/256/355
Isoquercetina 24,98 204/256/355
Miricetina 271 207/253/371
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 retengéo; A_, Comprimento de onda maximo

max=

Tabela 1. Resultados obtidos apds analise dos padrdes analiticos pelo método desenvolvido
por CLAE-DAD para Tg-EtOH.

3.2 Validacao do método analitico por CLAE-DAD

O desempenho do sistema cromatografico selecionado foi avaliado de acordo com
os parametros estabelecidos de acordo com a United States Food and Drug Administration
(US-FDA, 2000): resolucéo entre picos que deve ser>2, no qual, indica o grau de separacao
entre duas substancias; fator de cauda, referente a simetria dos picos que deve ser < 2,0;
fator de retencéo (k’), no qual, estéa relacionado a razéo dos tempos que os analitos ficam
na fase estacionaria e fase movel que deve ser >2; e nUmero de pratos tedricos, geralmente
> 2000, no qual, é uma indicagéo da eficiéncia da separagéo cromatografica. Os valores
desses parametros para o método desenvolvido foram calculados automaticamente pelo
software do equipamento e todos estavam dentro dos limites especificados como mostrados
na Tabela 2. Conforme descrito, a adequacgéo do sistema foi comprovada através da analise
dos parametros supracitados.

Tempo de  Fator de Pratos
< ~ Fator de - .
Amostra retencio retenc¢io cauda Resolucio tedricos
(minutos) (k") (N)

Tg-EtOH QUE 30,8 8.7 2,86 2,1 264795,825
1SO 24,6 6,7 1,98 272 138646,027
QUE (SQR) 30,8 8.9 2,35 492 305698,838
1SO (SQR) 248 7.1 1,58 77,0 327326,353

Tabela 2. Parametros cromatograficos do método validado de T. gardneriana por CLAE-DAD.
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A seletividade do método cromatografico que se refere a capacidade de identificar
ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de outros componentes
na amostra foi demonstrado analisando-se a amostra de outra espécie, a Jatropha mutabilis
(Pohl) Baill, nos quais, foram possiveis de observacdo dois picos cromatogréaficos nos
tempos de retencbes 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 ndo esta presente no extrato de J. mutabilis. A confirmacgao da identidade da
QUE e ISO se deu pela analise dos espectros de UV de ambos os extratos e dos padrbes
ISO e QUE, nos quais apresentam comprimentos de onda em absor¢cdo maxima (Amax)
em 256/356 nm e 255/370 nm, respectivamente, conforme demonstrado na Figura 3 e 4.

Aseletividade do padréo QUE foi comprovada a partir do método analitico em questao
que consegue identificar e quantificar substancias muito semelhantes separando-as em
tempos de retencao diferentes, tais como o flavonol fisetina (TR= 27,9 min; Amax=247/360
nm) que separa em tempo de retencéo diferente da QUE, como mostrado na Tabela 1.

— Quercetina
120000 - QUE —— Isoquercetina
‘\ ——T. gardneriana
\

—— J. mutabilis

100000 —

80000 — | J”

60000 — I

Intensidade(mAU)

40000

20000 —

Tempo (min)

Figura 2. Seletividade do método com os padroes analiticos e as espécies J. mutabilis (Pohl)
Baill e T. gardneriana em 370 nm.
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Figura 3. Espectros de absorbancia no UV de J. mutabilis, T. gardneriana e da quercetina.
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Figura 4. Espectros de absorbancia no UV de T. gardneriana e da isoquercetina.

Para a linearidade do método cromatografico, os coeficientes de determinagdes
obtidos para a analise de regressao foram R2>0,99 para o extrato e padrées como mostrados
na Figura5 e 6, comprovando que mais de 99% do método apresentou linearidade satisfatoria
entre 0 aumento da concentracdo de analito e a resposta cromatogréafica. As curvas de
calibragcéo sao lineares no intervalo de concentracdes testadas para o extrato [250-2000
pg/mL] e padrdes [0,5-50 pg/mL] correspondentes a faixa de 80-120% da concentracdo
doseada de quercertina e isoquercetina na amostra. Além disso, a analise dos graficos de
residuos obtidos das curvas mostraram-se homocedasticos. Dessa forma, a sensibilidade
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do método foi determinada a partir das trés curvas de calibragdo na determinagéo da menor
concentracéo de QUE e ISO que podem ser detectadas (LD) e quantificadas (LQ). Sendo
o LD= 2,05 pg/mL e LQ= 6,21 pug/mL para a QUE (SQR); LD= 0,47 pg/mL e LQ= 1,44 ng/
mL para a ISO (SQR).

® Tg-EtOH
2500004 y =123,33957x-10855,90068
R?*=0,9985
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T 150000
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Figura 5. Representacéo grafica da linearidade de Tg-EtOH obtido das folhas de
T. gardneriana.
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Figura 6. Representagéo grafica da linearidade dos padrdes analiticos isoquercetina e
quercetina.
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Este parametro também foi avaliado pela andlise da curva de calibragdo das

substancias identificadas no extrato, utilizando o método dos minimos quadrados e analise

de variancia (ANOVA). A ANOVA confirmou que o método proposto foi considerado linear
e indica que nao ha falta de ajuste (p<0,05), como pode ser visto na Tabela 3. Todas as

analises mostraram resultados satisfatorios com valores de F calculados (cal) abaixo dos

valores tabelados (tab) de F, no nivel de significancia 95%.

Amostra Fonte* Modelo Residuo Total
SQ 509129863,238083  119374417767,714  119883547630,952
gl 2 18 20
Tg-EtOH  MQ 254564931,6 6631912098,20635 -
F cal 0,0384 - -
F tab 3,5546 -
SO 47410570030,58  4958019031410,37  5005429601440,96
gl 2 21 23
QUE MQ 23705285015,292  236096144352,88 -
(SQR)  Fcal 0,1004 - ;
F tab 3,4668 - -
SO 3491910489,25 352146259383,25  355638169872,50
gl 2 21 23
ISO MQ 1745955244,63 16768869494 44 -
(SQR)  Fcal 0,1041 - -
F tab 3,4668 - -

*Nivel de significancia 95% (p<0,05); SQ= Soma quadratica; gl= grau de liberdade; MQ= Média

quadratica.

Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA) para as curvas do extrato e padrdes por CLAE-DAD.
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No método cromatogréfico, os valores de CV(%) obtidos durante a avaliagdo da
precisao intra-dia (n = 6, trés repeticbes cada) e inter-dia (2 dias, n = 6) foram inferiores a
5,0%, mostrando um boa precisdo do método (Tabela 4) para o extrato, ja que, é aceitavel
uma variabilidade de até 15% para extratos vegetais (Brasil, 2003). A comparacao entre as
médias indicaram que n&o existe diferengas significativas entre as médias dos grupos (F
cal < F tab). No entanto, a avaliacdo da preciséo inter-dia para o padrdo QUE se mostrou
impreciso quando compara os dias (F cal > F tab), no entanto, entre os analistas no mesmo
dia ndo apresentaram diferencas estatisticas (F cal < F tab).

Concentracdo  Concentracio

Amostra Analista (Dia 1) (Dia 2) Repetitividade
1 5,26 281 4,96+ 3,59
QUE 5,12=3.29
2 495+414 501£3.73
Tg-EtOH
1 83,56+ 2,21 82,93+ 2,30
ISO 87,88+ 1,53
2 81,66+ 1,94 79,66+ 5,05
QUE 1 19,58+ 2,34 2226+ 246
22.34+228
(SQR) 2 20,15+ 4,15 21,75+2,19

*Valores da concentragdo em média por pg/mL + coeficiente de variagao (CV%), n=6, p<0,05.

Tabela 4. Resultados obtidos na andlise de precisdo intermediaria e repetitividade.

A determinacdo da exatidao do extrato e QUE foi calculada separadamente para
cada uma das concentrac¢des analisadas (Tabela 5) e foram encontrados resultados entre
100,76 a 118,21%. Na exatidao por recuperacgéo, no qual foi adicionado QUE (20 pg/mL)
no extrato, o valor de recuperacgéo obtido variou de 103,44 a 108,92% como mostrados na

Tabela 6.
Concentragio Concentracio
Amostra tedrica experimental Dp* CV*(%) E*(%)
(pg/mL) (pg/mL)

250 2519 0,039 2,6 100,76
Tg-EtOH 1000 1038,4 0,169 329 103,84
2000 20543 0,269 2,72 102,72

0,5 - - - -
QUE 10 23,64 0,087 0,37 118,21
50 58,601 0,372 0,61 117,23

*DP=desvio padréao; CV (%)=coeficiente de variacao; E (%) =Exatidao; n=3, p<0,05.
Tabela 5. Resultados obtidos nos testes de exatidao do método por CLAE-DAD.
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Os resultados da exatidao encontram-se dentro dos parametros estabelecidos pela
ANVISA, que determinam que os valores de exatiddo ndo devem ser inferiores a 95% e o
desvio ndo exceder 15% (Brasil, 2003). Em relacéo aos valores superiores a 100% podem

indicar erros experimentais, como calibrag@o de pipeta, por exemplo, aceitando até 110%.

Concentracdo Concentracio

Co?:;:::f 1 4eQUE  apés adico de Recu([:;;acﬁo DP*  CV(%)*
(ng/mL) QUE (pg/mL)
250 1,5 3.8 104,57 16,2 15,49
1000 4,56 10,69 108,92 6,49 5,96
2000 8,76 19,51 103,44 8,98 8,68

*DP=Desvio padrdo; CV (%)=coeficiente de variagéo; n=3, p<0,05.
Tabela 6. Resultados obtidos nos testes de exatiddo por recuperagdo método por CLAE-DAD.

Verificou-se para o método cromatografico que o mesmo também apresentou
robustez intrinseca, pois ao analisar amostras na concentra¢do de 1000 pg/mL em triplicata
e em diferentes condi¢bes (temperaturas 28 e 30 °C; fluxos 0,6 e 1,0 mL/min), as respostas
permaneceram dentro das especificacbes exigidas pela legislagéo, com valores de CV(%)

inferiores a 5,0% como mostra a Tabela 7.

Parametro  Variavel Marcador Concentragdo Fceal Ftab CV(%)

quimico

QUE 6,68 +3,57 60,43 7.71 3,57

0,6 mL/min
ISO 114,07+397 86,85 7,71 3,97

Fluxo

] QUE 5.20+2,57 0,008 7,71 2,57

1,0 mL/min
ISO 88,39+ 1,64 0,02 7,71 1,64
- QUE 5,29+ 458 0,47 7,71 4,58
ISO 88,03 £ 1,47 0,24 7,71 1,47

Temperatura

o QUE 5,10 1,94 0,99 7,71 1,94
ISO 53,99+£275 916,84 7,71 2,75
0,6 mL/min - 31,67+1,56  800,6 7,71 1,56
QUE 1,0 mL/min - 1991 +999 1245 7,71 9,99
(SQR) 28°C - 23,78 +1.23 0,77 426 1,22
32¢°C - 2344 £ 147 0,77 426 1,47

*Valores da concentragdo em média por pg/mL =+ coeficiente de variagéo (CV%); n=3, p<0,05.

Tabela 7. Resultados dos testes de robustez de Tg-EtOH para avaliagdo de QUE e ISO por
CLAE-DAD.
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Exceto, no fluxo 0,6 mL/min, no qual, o extrato ndo foi robusto para quantificacéo de
QUE e ISO e na temperatura 32 °C nao foi robusto para quantificar apenas a isoquercetina

(F cal > F tab). O padrao QUE foi robusto apenas a variagbes de temperatura F cal < F tab
(Tabela 7).

3.3 Analise por espectofometria na regiao 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 solucédo trabalho
de Tg-EtOH (1 mg/mL) com PSC e PCC. De acordo com os resultados da determinacéao
do comprimento de onda de maior absortividade, como demonstrado na Figura 7 o
comprimento ideal para as analises foi de 465 nm. Macédo (2015) e Macédo et al. (2015) ja
haviam analisado o extrato etanolico e fragbes das folhas de T. gardnerianacom a mesma
metodologia, porém, no comprimento de onda de 510 nm e utilizando o padréao catequina,
sem analisar quais os melhores parametros para amostra e sem validar o método .

—— Tg-EtOH com AICI,
1,24 —— Tg-EtOH sem AICI,
1,0
< 4
S 0,8
© 465
E 0,6
=
o]
o]
2 044
0,2
0,0 ; : ; : ; : ; : ; : ;
350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 7. Curva de varredura da analise da solugéo teste de 1 mg/mL para Tg-EtOH com
sobreposicéo de PSC e PCC.

Observou-se que a cinética de complexagéo do AICI, (Figura 8) com os flavonoides

ndo apresentou diferencgas estatisticas (Fcal 1,50 < Ftab 2,51, ANOVA one-way) quando
se analisa imediatamente no tempo zero ou apés 60 minutos, a reacao de complexacao
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acontece de forma imediata, isso esperando 6 minutos antes de adicionar a solugéo de AICI,
e 5 minutos antes de adicionar a solugédo de NaOH, conforme metodologia. Ao contrério,
quando nao aguarda esses tempos de 5 e 6 minutos, adiciona os reagentes na sequéncia
as absorbancias sofrem alteragdes significativas a partir de 15 minutos (Fcal 13,34 > Ft{ab
7,71), como mostra a Figura 8. A diferenca entre as duas formas de analise confirmada
pelo teste estatistico ANOVA one-way (Fcal 676,99 > Fiab 4,49) e pelo decaimento da
absorbancia na analise imediata, mostra que o método mais adequado é que aguarda
os tempos de 5 e 6 min antes da adicao dos reagentes j& mencionados, indicando que a
espera proporciona 0 maximo de complexagéo dos flavonoides.

—a— Com os tempos de 5 e 6 min

—e— Imediata (sem 5 e 6 min)
7 -\’\'\—\'\‘V\\'\-
0,60 -
<
=2
< 0,55
S
j=
g
S 0,50
Ke)
<
0,45 4 S
.\.\, \.77.777'\7”77\
] e
—e
0,40 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 8. Curvas da cinética de complexagéo do AICI, com os flavonoides em relagéo ao
tempo.

3.3.2 Concentragéo e volume da solucdo de cloreto de aluminio

Em relagéo a avaliagcao da concentragéo da solugéo de cloreto de aluminio a 2,5; 5,0
e 10% m/v, observou-se que nédo houve diferenga entre as menores concentracbes (Fcal
0,848 < Ftab 7,71), no entanto o maximo de absorbancia foi observado na concentragéo de
10%, indicando que nessa concentragdo proporciona o0 maximo de complexacao. A anélise
estatistica realizada pela ANOVA one-way, confirma que ha diferenca estatistica entre a
concentracéo de 10% e as concentracdes menores (Fcal 19,29 > Ftab 5,14). Desta forma,
no restante das analises usou-se a concentracdo de 10% para o cloreto de aluminio.

Posteriormente, testou-se os volumes dessa solugéo (140, 160, 180 e 200 pL), de
acordo com os dados, ndo houve diferenca significativa entre os volumes 160, 180 e 200
uL (Fcal 3,29 < Ftab 5,14), porém o volume de 180 pL se diferencia do volume 140 pL (Fcal
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27,5 > Ftab 7,71), o que mostra que ha um decréscimo na absorbancia quando diminui o
volume para 140 pL. Diante disso, optou por trabalhar com o volume 180 pL, ja que ndo ha

diferencgas entre 160 e 200 pL, mantendo o mesmo volume da metodologia.

3.3.3 Validagcdo por UV-Vis

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

A complexagdo da Quercetina-Al** causa um deslocamento batocroémico, ou seja,
um deslocamento dos seus maximos de absor¢do para regides de maior comprimento
de onda, o que possibilita a quantificacdo dos flavonoides sem sofrer influéncia de outros
compostos fendélicos presentes na amostra (Peixoto Sobrinho et al., 2012). Os espectros
das amostras analisadas apresentaram absorbancias numa faixa semelhante quando
complexado com AICI,, 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 absor¢gdo maxima da amostra.

Na validacao, foi utilizada a QUE como flavonoide para determinagéo de flavonoides
totais nessa espécie, uma vez que, a QUE esta presentes nas folhas, e ainda foi comprovada
a presenca majoritaria de isoquercetina, derivado quercetinico glicosilado, além de outros
flavonois que ja foram identificados nas folhas de T. gardneriana (Macédo, 2015; Macédo
et al., 2015; Macédo et al., 2019; Macédo, 2020).

O parametro de linearidade da resposta espectrofotométrica foi avaliado tanto para
0 padréo analitico QUE quanto para Tg-EtOH. O método espectrofotométrico apresentou
linearidade a 465 nm para Tg-EtOH nas concentragdes testadas (0,05-2,5 mg/mL). Aequacao
da regresséo linear média obtida a partir de trés curvas de calibracéo, foi y = 0,5162x +
0,0252, em que y é a absorbéncia (nm) e x a concentragdo (mg/mL) em equivalentes de
QUE. O coeficiente de determinagédo obtido foi R?=0,9989, comprovando a adequagéo do
método no intervalo avaliado (Brasil, 2017). O padrdo também teve relagéo linear entre o
aumento da concentragéo 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 equacdo obtida y = 1,5535x + 0,0023. As duas curvas
apresentaram valores residuais homocedasticos, confirmando a homocedasticidade do
método. Os valores dos limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ) foram 0,05 e 0,15
mg/mL, respectivamente.
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A exatiddo por recuperacao definida como a concordancia entre o valor real do
analito na amostra e o estimado pelo processo analitico foi avaliado através da adicédo
de uma quantidade conhecida do padrédo QUE (200 pg/mL) na solugéo teste. O resultado
da recuperacao foi obtido em porcentagem pela equacéo descrita nos procedimentos de
validacdo. Os dados experimentais obtidos revelaram a média de recuperagao do padréo
de 102,7% e coeficiente de variancia 1,22%, atestando este valor como aceitavel (Brasil,
2017). Os dados demostram que o método analitico desenvolvido € satisfatoriamente exato.

O método desenvolvido demonstrou ser preciso nos trés niveis avaliados:
repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade, ou seja, foi capaz de proporcionar
resultados préximos de uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra (ICH, 2005; Brasil, 2017). O método apresentou uma boa repetibilidade, visto que,
0 CV(%) foi inferior ao especificado pela legislagdo como mostra a Tabela 8.

Concentracio Concentracio

Amostra Analista Fcal Ftab Repetitividade

(Dia 1) (Dia 2)
1 0,191= 1,72 0,188+232

Tg-EtOH 0,76 475 0299+ 1,72
2 0,184=238  0,189+252

*Valores da concentracdo em média por mg/mL + coeficiente de variacdo (CV %), n=6, p<0,05.

Tabela 8. Resultados obtidos na analise de preciséo intermediaria e repetitividade do método
por UV-vis.

Em relagéo a preciséo intermediaria, o método foi preciso para andlises realizadas
por analistas diferentes em dias consecutivos, estando a variacdo encontrada, dentro dos
limites especificados, uma vez que, os dados ndo apresentaram diferengas estatisticas
significativas (Fcal < Ftab) com nivel de significancia 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 nivel de significancia de 0,05, mostrados

na Tabela 9.
Variaveis
Parimetro Concentracio Fcal Fab
(marca)
Espectrofotémetro EVEN® 0,371+ 4,04
. 0,35 7,71
UV-Vis Nova Instruments® 0,378+ 1,39

*Valores da concentragdo em média por mg/mL + coeficiente de variagéo (CV %), n=6, p<0,05.

Tabela 9. Resultados obtidos na andlise de reprodutibilidade do método por UV-Vis.
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Foi constatado que o método possui robustez intrinseca em meio as variagdes
realizadas (Tabela 10). Os fatores da robustez foram avaliados em triplicata individualmente
e todos os parametros conjuntamente. Os resultados apresentaram Fcal inferiores aos
Ftab, conforme ANOVA one-way, demonstrando que nado ha diferenca entre as variaveis
analisadas de forma individual e em todos os fatores analisados (ANOVA, two-way, Fcal <
Ftab).

Parimetro Variavel Concentrac¢io F cal F tab
Synth® 0,373 £2,48
Marca do solvente 0,35 7,71
Dinamica® 0,367 4,99
) 463 0,394+ 1,70
Comprimento de onda (nm) 1,15 7,71
467 0,388+ 1,91

Interacdo fatores
(ANOVA two-way)

. ; 1.28 475

*Valores da concentracdo em média por mg/mL + coeficiente de variacao (CV %), n=3, p<0,05.

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

Os métodos analiticos propostos neste trabalho foram desenvolvidos a fim de
disponibilizar procedimentos analiticos para quantificacdo dos marcadores quimicos de
T. gardneriana devido a auséncia de métodos oficiais para a referida espécie, no intuito
de quantificar o marcador quimico majoritario, além de oferecer outro método validado
otimizado para identificar e quantificar a quercetina na espécie (Macédo et al., 2019).

Os métodos desenvolvidos neste estudo podem ser considerados intercambiaveis,
uma vez que, as amostras aplicadas na validacdo de ambos foi a mesma. Entretanto,
as metodologias apresentam faixas de linearidade distintas e complementares. O método
cromatografico é mais eficiente para o controle de qualidade de matrizes vegetais, devido
a sua maior sensibilidade e seletividade para quantificacdo de isoquercetina e quercetina
em extratos e produtos obtidos dessa espécie. No entanto, a espectrofotometria na regido
do UV-Vis é uma alternativa mais acessivel, rapida e de baixo custo para o doseamento
de flavonoides das drogas vegetais na rotina laboratorial (Peixoto Sobrinho et al., 2012;
Figueirédo et al., 2015; Alencar Filho et al., 2019).

Os dados confirmam que os métodos encontram-se em conformidade com a
legislacéo vigente e apresenta confiabilidade dos resultados. Os parametros estudados
garantiram rapidez, seletividade, linearidade, exatiddo e precisdo, apresentando-se,
portanto, validados conforme as resolugdes 899/2003 e 166/2017 da ANVISA. A validagéo
dos métodos por diferentes técnicas permitira a continuacdo dos estudos envolvendo
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extratos de T. gardneriana, a fim de comparar a influéncia de diferentes métodos de
extragdo no conteudo dessas substéncias e diferentes épocas de coletas das folhas.

41 CONCLUSAO

As metodologias recomendadas neste trabalho podem ser seguramente aplicadas
para quantificagdo dos marcadores quimicos nas analises de controle de qualidade de
T. gardneriana, pois, demonstraram estar em conformidade com a legislagdo. O método
cromatografico 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 relevancia desse estudo, visto a auséncia de métodos analiticos
validados para o doseamento de flavonoides totais, sobretudo o constituinte majoritario na
espécie em questao.
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