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Validacao de método analitico para determinacao

do teor de taninos em “Mel Rosado”

Analytical method validation for tannins content’s determination in “Honey Rose”

Cleiton Anténio Nunes', Diégo Heleno Campos® & Eudson Carlos Souza Magalhaes®

RESUMO - A validacédo de um método analitico é apresentada para a determinag@o do teor de taninos em “Mel
Rosado”. O método baseou-se na formagdo de um complexo azulado pela reagdo dos taninos com cloreto férrico
e dosado por espectrofotometria UV-Vis a 715nm, utilizando 4cido tanico como padrio de referéncia. O método
obteve um bom desempenho, apresentando boa linearidade (r=0,999), - recuperacdo de 99,81 a 102,36%, repeti-
bilidade (DPR %) de 0,63% e precisao intermedidria (DPR %) de 0,49%, além de uma boa seletividade e robustez,
sendo uma alternativa vidvel para laboratdrios de controle de qualidade.

PALAVRAS-CHAVE - Taninos, espectrofotometria UV-Vis, validacédo de métodos analiticos.

SUMMARY — The analytical methods validation is presented for tannins content determination in “Honey Rose”.
The method was based on a bluish complex formed by the reaction between tannins and ferric chloride and
assayed by UV Vis spectrophotometer at 715 nm, using tannic acid as reference standard. The method had a good
performance, presenting a good linearity (r=0,999), a recovery of 99,81 to 102,36%, a repeatability (DPR%) of
0,63% and intermediate precision(DPR%) of 0,49%, besides a good selectivity and robustness, being a viable

alternative for quality control laboratories.
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INTRODUGAO

e acordo com a resolucdo RDC 199, de 26 de outubro

de 2006, o produto “Mel Rosado” é constituido de
10% de extrato de rosas rubras em mel e é indicado como
adstringente nas estomatites, principalmente, as infantis.
Estabelece ainda que seja determinado o teor de taninos no
produto acabado, devendo estar entre 1,5 a 3,0%. Entre-
tanto, os compéndios farmacopéicos ndo apresentam uma
monografia para o produto “Mel Rosado” e nem um méto-
do especifico para a determinagdo de taninos neste produ-
to, requerendo que os laboratdrios de controle de qualidade
validem um método desenvolvido ou adaptado para esse
fim.

Alguns métodos sao indicados para a determinagdo dos
taninos em produtos de origem natural®”'*'V. Entre eles
destaca-se 0 método d¢ HARGERMAN & BUTLER". O
método tem por base a possibilidade de formacdo de um
complexo azulado obtido a partir da reagao dos taninos com
cloreto férrico (FeCl,). A precipitagdo deste complexo em
solucdo aquosa € evitada por uma solugdo de trietanolami-
na, lauril sulfato de sédio, isopropanol e 4gua. A estimativa
do teor na amostra € feita por espectrofotometria UV-Vis
utilizando 4cido tanico como padrdo de referéncia. Embora
este método seja bastante difundido, nao foram encontra-

dos na literatura relatos de sua aplicacdo para determina-
¢oes em “Mel Rosado”.

Este trabalho teve entdo o objetivo de validar uma
metodologia baseada no método de HARGERMAN &
BUTLER adaptada para a determinacao do teor de tani-
nos em amostras de “Mel Rosado”, estimando os para-
metros seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e ro-
bustez.

MATERIAL E METODOS

® Preparo das solucées

- Solucgdo estoque de dcido tdanico: foram pesados 75,0
mg de dcido tanico e diluidos quantitativamente em 100,0ml
de etanol 50%(v/v).

- Solugdo estoque da amostra: foram pesados 3,3g da
amostra de “Mel Rosado” e diluidos quantitativamente em
100,0ml de etanol 50%(v/v).

- Solugdo de estabilidade: foram pesados 1,0g de lauril
sulfato de sédio, 5,0g de trietanolamina e medidos 25,0ml
de isopropanol, sendo diluidos para 100,0ml de dgua desti-
lada.

- Solugd@o padrao para leitura: a 4,0ml da solugdo de
estabilidade foram adicionados 2,0ml de FeCl, 0,01mol.1"!
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(em HC10,001mol.I"") e 2,0ml da solucdo estoque de 4dcido
tanico. A mistura foi deixada em repouso por 15min até
leitura.

- Solucdo amostra para leitura: a 4,0ml da solucao de
estabilidade foram adicionados 2,0ml de FeCl, 0,01mol.]"!
(em HC10,001mol.1") e 2,0ml da solugio estoque da amos-
tra. A mistura foi deixada em repouso por 15min até leitura.

® Instrumental

As medidas de absorbancia foram realizadas no com-
primento de onda de 715nm. Empregou-se um espectrofo-
tometro UV-Vis SHIMADZU modelo UV-Mini 1240 e cu-
betas de quartzo com 1,0cm de caminho dptico.

RESULTADOS

Inicialmente, foi feita a medida da absorbancia de um
branco (4,0ml da solugdo de estabilidade e 2,0ml da solu-
cdo de FeCl,) para verificar sua possivel interferéncia nos
resultados, sendo constatado que o mesmo ndo interferiu
nas medidas analiticas.

Sem a disponibilidade da matriz livre do analito, a sele-
tividade foi avaliada pela comparacao dos coeficientes an-
gulares das curvas de adi¢do padrdo para dois grupos de
amostras contendo a mesma adi¢do de analito para cada
nivel de concentracdo. Um grupo incluiu a matriz da amos-
tra (ja contendo certa concentracdo do analito) e o outro
grupo ndo a incluiu®. Foram feitas trés repeticdes para
cada ponto das curvas. As curvas obtidas para os dois gru-
pos sdo apresentadas na Figura 1.
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FIG 1- Avaliacao da seletividade pelo método de adi¢do padrao. Sem adigédo de analito (¢)
e com adicao de analito ({).

Pelo mesmo motivo relatado na avalia¢do da seletivida-
de, o estudo da linearidade foi feito pelo método de adicao
padrdo®. Foram avaliadas adi¢des de 100,0; 200,0; 300,0;
400,0 e 500,0mg I"" de analito a solugdo da amostra (con-
tendo certa concentra¢io do analito), resultando em uma
faixa de concentrag¢des que abrangeu aproximadamente 80
a 120% do intervalo de trabalho. Foram realizadas trés re-
peti¢cdes para cada ponto da curva. A curva obtida é apre-
sentada na Figura 2.

A repetibilidade foi avaliada através da andlise de uma
amostra de “Mel Rosado” em 6 repeticdes feitas por um
unico analista, nas mesmas condicdes e em um curto in-

36

2,0
y =0,001x + 0,388

g 18 r=0,999
£
0
~ a
p 1,2
Q
8
[
508
2
[=]
2
<04

0,0 ——

0 200 400 600 800 1000
Analito adicionado (mg L")

FIG. 2 - Avaliacdo da linearidade pelo método de adi¢cao padrao.

tervalo de tempo. A precisao intermedidria foi avaliada pela
comparacgdo de 6 determinagdes realizadas por analistas
diferentes, em dias diferentes e com o mesmo equipa-
mento de andlise. As médias e os respectivos desvios pa-
drdo obtidos em cada condic¢do, sdo apresentados na Ta-
bela I.

TABELAI
Avaliacao da precisao com analistas e dias diferentes
Analista 1/dia 1 Analista 2/dia 2
média (n=6) 1,69 % + 0,01 1,68 % + 0,01
DPR 0,63 0,49
Fcrinco = 5,05 Fca\cu\ado =167

A exatiddo foi estimada como a porcentagem de recu-
peracdo de uma quantidade conhecida de analito adiciona-
da a amostra em trés concentragdes distintas. As concen-
tragdes adicionadas, as médias das triplicatas para as con-
centracdes estimadas e os respectivos desvios padrdo s@o
apresentadas na Tabela II, bem como, os valores de exati-
dao obtidos.

TABELAII
Avaliacdo da exatiddao em trés pontos da faixa de trabalho
Concentracao adicionada Concentracao estimada Recuperacao
(mg L) (mg L) (%)
100,00 102,36 + 0,64 102,36 + 0,67
500,00 500,40 £ 0,90 100,08 + 0,56
900,00 898,32 + 1,50 99,81 + 0,62

A robustez foi avaliada por um planejamento fatorial
fraciondrio 2°**” realizando os cdlculos através da plani-
lha proposta no trabalho de TEOFILO & FERREIRA®.
Foi avaliado o efeito que uma possivel variagdo das con-
centragcdes de cloreto férrico, de 4cido cloridrico, de lau-
ril sulfato de sédio, de trietanolamina e de isopropanol nas
solugdes reagente causariam no resultado analitico. Os
niveis testados em cada varidvel sdo apresentados na Ta-
bela III.

Os resultados foram obtidos de forma aleatéria em
duplicata para cada ensaio conforme a matriz de planeja-
mento mostrada na Tabela IV. A partir dos resultados
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TABELAII
Niveis testados em cada variavel na avaliagdao da robustez

Variavel Codificacao Nivel baixo (-) Nivel alto (+)
[lauril sulfato de sédio] A 0,79 1,39
[trietanolamina] B 409 6,09
[isopropanol] C 18,0 g 22,09
[cloreto férrico] D 0,008 mol L™ 0,012 mol L™
[acido cloridrico] E 0,0008 mol L™ 0,0012 mol L™
TABELA IV

Planejamento fatorial fracionario 252 com os
resultados para cada ensaio

Ensaio Variavel Taninos

A B c D E (%)

1 - - - + + 1,68

2 + - - - - 1,67

3 } + ; - + 1,68

4 . + ; + - 1,68

5 . ; + + - 167

6 + - + - + 1,67

7 - + + - - 1,68

8 + + + + + 1,67
Efeito -0,008 | 0,005 | -0,003 -0,002 0,001 -
Erro 0,003 | 0,003 | 0,003 0,003 0,003 -
t 2,280 1,378 | 0,900 0,494 0,159 -

t tabelado (0,05 de probabilidade e 8 graus de liberdade) = 2,306

obtidos foram calculados os efeitos e seus erros. A sig-
nificincia de cada varidvel foi avaliada pelo teste t. Os
valores de t para cada efeito foram calculados pela divi-
sdo do valor do efeito pelo seu erro e comparados com
o valor de t tabelado de 2,306, que corresponde a um
nivel de significancia de 95% com 8 graus de liberda-
de®?.

O método validado foi aplicado na determinagdo do teor
de taninos em amostras comerciais de “Mel Rosado”. Os
resultados foram expressos como a média de trés determi-
nagdes para cada amostra analisada. Os resultados obtidos
sdo apresentados na Tabela V.

As amostras ndo declaravam o teor de taninos nos ro-
tulos.

TABELA V
Teor de taninos em amostras comerciais de “Mel
Rosado” determinados pelo método validado

Amostra Taninos (%)
A 2,15+ 0,02
B 2,18 £ 0,04
C 2,26 + 0,02
D 2,45+ 0,03
E 2,14 £ 0,02
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DISCUSSAO

A Figura 1 mostrou que os coeficientes angulares da
regressdo para os dois grupos de amostra usados no es-
tudo da seletividade foram iguais. Isso indica uma sele-
tividade aceitdvel e que o tinico efeito de matriz presente
foi a interferéncia natural causada pelo nivel bédsico do
analito j4 presente na amostra®.

No estudo da linearidade foi observado um coeficiente
de correlacdo linear superior a 0,99 indicando uma lineari-
dade adequada®”, com verificado na Figura 2.

Na avaliacdo da precisdo foram obtidos desvios pa-
drao relativos (DPR) muito abaixo do valor de 3,6%
recomendado para a faixa estudada®'?. Uma compara-
¢do estatistica (Teste F) mostrou que ndo houve dife-
renca estatisticamente significativa entre as varidncias
nas duas condic¢des avaliadas, indicando portando, uma
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediéria) ade-
quada.

No estudo da exatidao, os valores de absorbéncia das
amostras, com adi¢@o de analito, foram descontados do
valor da absorbancia para as amostras sem a adi¢cdo, com
o intuito de compensar a absor¢do do analito jd presente
na matriz da amostra. Os valores de exatiddo obtidos
mostraram-se adequados por estarem dentro do limite
recomendado de 97 a 103%®, como verificado na Ta-
bela II.

Como discutido anteriormente, a avaliagdo do efeito
de cada varidvel no teste de robustez foi feita pelo teste
t. Um valor de t calculado menor que o tabelado indica
que a respectiva varidvel ndo teve influéncia estatistica-
mente significativa no resultado analitico ®*. Pelos va-
lores de t calculado, verificou-se que as varidveis testa-
das ndo apresentaram influéncia estatisticamente signi-
ficativa nos resultados analiticos ao serem alterados nos
niveis testados, indicando uma boa robustez. Isso signi-
fica que, se por algum motivo as solugdes reagentes ti-
verem suas concentragdes alteradas dentro dos niveis
avaliados, o resultado analitico ndo terd seu valor altera-
do significativamente.

Na aplicacdo do método validado para a determina-
¢do do teor de taninos nas amostras comerciais, foram
obtidos resultados condizentes com o exigido pela legis-
lagdo vigente para o produto (taninos de 1,5 a 3,0%)",
apesar de tal teor ndo estar declarado nos rétulos das
amostras.

CONCLUSOES

Pela avaliacdo das figuras de mérito da validacdo veri-
ficou-se que a metodologia baseada no método de HAR-
GERMAN & BUTLER adaptada para a determinacdo do
teor de taninos em “Mel Rosado” teve um bom desempe-
nho. A metodologia apresentou boa linearidade (r=0,999),
exatiddo de 99,81 a 102,36%, repetibilidade de 0,63% e
precisdo intermedidria de 0,49%, além de uma boa seleti-
vidade e robustez, mostrando-se indicada para determi-
nacgdes de taninos em amostras comerciais de “Mel Rosa-
do” e sendo uma alternativa vidvel para os laboratérios de
controle de qualidade.
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