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Validação de método analítico para determinação
do teor de taninos em “Mel Rosado”

Analytical method validation for tannins content’s determination in “Honey Rose”
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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.
KEYWORDS – Tannins, UV-Vis spectrophotometer, analytical methods validation.

RESUMO – A validação de um método analítico é apresentada para a determinação do teor de taninos em “Mel
Rosado”. O método baseou-se na formação de um complexo azulado pela reação dos taninos com cloreto férrico
e dosado por espectrofotometria UV-Vis a 715nm, utilizando ácido tânico como padrão de referência. O método
obteve um bom desempenho, apresentando boa linearidade (r=0,999),   recuperação de 99,81 a 102,36%, repeti-
bilidade (DPR %) de 0,63% e precisão intermediária (DPR %) de 0,49%, além de uma boa seletividade e robustez,
sendo uma alternativa viável para laboratórios de controle de qualidade.
PALAVRAS-CHAVEEEEE – Taninos, espectrofotometria UV-Vis, validação de métodos analíticos.

INTRODUÇÃO

De acordo com a resolução RDC 199, de 26 de outubro
  de 2006(1), o produto “Mel Rosado” é constituído 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 compêndios farmacopéicos não apresentam uma
monografia para o produto “Mel Rosado” e nem um méto-
do específico para a determinação de taninos neste produ-
to, requerendo que os laboratórios de controle de qualidade
validem um método desenvolvido ou adaptado para esse
fim.

Alguns métodos são indicados para a determinação dos
taninos em produtos de origem natural(3,7,10,11). Entre eles
destaca-se o método de HARGERMAN & BUTLER(7). O
método tem por base a possibilidade de formação de um
complexo azulado obtido a partir da reação dos taninos com
cloreto férrico (FeCl3). A precipitação deste complexo em
solução aquosa é evitada por uma solução de trietanolami-
na, lauril sulfato de sódio, isopropanol e água. A estimativa
do teor na amostra é feita por espectrofotometria UV-Vis
utilizando ácido tânico como padrão de referência. Embora
este método seja bastante difundido, não foram encontra-
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dos na literatura relatos de sua aplicação para determina-
ções em “Mel Rosado”.

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

MATERIAL E MÉTODOS

• Preparo das soluções
- Solução estoque de ácido tânico: foram pesados 75,0

mg de ácido tânico e diluídos quantitativamente em 100,0ml
de etanol 50%(v/v).

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

- Solução de estabilidade: foram pesados 1,0g de lauril
sulfato de sódio, 5,0g de trietanolamina e medidos 25,0ml
de isopropanol, sendo diluídos para 100,0ml de água desti-
lada.

- Solução padrão para leitura: a 4,0ml da solução de
estabilidade foram adicionados 2,0ml de FeCl3 0,01mol.l-1



36 Rev. Bras. Farm., 90(1), 2009

(em HCl 0,001mol.l-1) e 2,0ml da solução estoque de ácido
tânico. A mistura foi deixada em repouso por 15min até
leitura.

- Solução amostra para leitura: a 4,0ml da solução de
estabilidade foram adicionados 2,0ml de FeCl3 0,01mol.l-1

(em HCl 0,001mol.l-1) e 2,0ml da solução estoque da amos-
tra. A mistura foi deixada em repouso por 15min até leitura.
• Instrumental

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

RESULTADOS

Inicialmente, foi feita a medida da absorbância de um
branco (4,0ml da solução de estabilidade e 2,0ml da solu-
ção de FeCl3) para verificar sua possível interferência nos
resultados, sendo constatado que o mesmo não interferiu
nas medidas analíticas.

Sem a disponibilidade da matriz livre do analito, a sele-
tividade foi avaliada pela comparação dos coeficientes an-
gulares das curvas de adição padrão para dois grupos de
amostras contendo a mesma adição de analito para cada
nível de concentração. Um grupo incluiu a matriz da amos-
tra (já contendo certa concentração do analito) e o outro
grupo não a incluiu(5). Foram feitas três repetições para
cada ponto das curvas. As curvas obtidas para os dois gru-
pos são apresentadas na Figura 1.

Pelo mesmo motivo relatado na avaliação da seletivida-
de, o estudo da linearidade foi feito pelo método de adição
padrão(5). Foram avaliadas adições de 100,0; 200,0; 300,0;
400,0 e 500,0mg l-1 de analito à solução da amostra (con-
tendo certa concentração do analito), resultando em uma
faixa de concentrações que abrangeu aproximadamente 80
a 120% do intervalo de trabalho. Foram realizadas três re-
petições para cada ponto da curva. A curva obtida é apre-
sentada na Figura 2.

A repetibilidade foi avaliada através da análise de uma
amostra de “Mel Rosado” em 6  repetições feitas por um
único analista, nas mesmas condições e em um curto in-

tervalo de tempo. A precisão intermediária foi avaliada pela
comparação de 6 determinações realizadas por analistas
diferentes, em dias diferentes e com o mesmo equipa-
mento de análise. As médias e os respectivos desvios pa-
drão obtidos em cada condição, são apresentados na Ta-
bela I.

TABELA I
Avaliação da precisão 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

Fcrítico = 5,05 Fcalculado = 1,67

TABELA II
Avaliação da exatidão em três pontos da faixa de trabalho

Concentração adicionada Concentração estimada Recuperação
(mg L-1) (mg L-1) (%)

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 ± 0,62FIG. 1 - Avaliação da seletividade pelo método de adição padrão. Sem adição de analito ( )
e com adição de analito (

 

).

FIG. 2 - Avaliação da linearidade pelo método de adição padrão.

A robustez foi avaliada por um planejamento fatorial
fracionário 25-2 (6,9) realizando os cálculos através da plani-
lha proposta no trabalho de TEÓFILO & FERREIRA(9).
Foi avaliado o efeito que uma possível variação das con-
centrações de cloreto férrico, de ácido clorídrico, de lau-
ril sulfato de sódio, de trietanolamina e de isopropanol nas
soluções reagente causariam no resultado analítico. Os
níveis testados em cada variável são apresentados na Ta-
bela III.

Os resultados foram obtidos de forma aleatória em
duplicata para cada ensaio conforme a matriz de planeja-
mento mostrada na Tabela IV. A partir dos resultados

A exatidão foi estimada como a porcentagem de recu-
peração de uma quantidade conhecida de analito adiciona-
da à amostra em três concentrações distintas. As concen-
trações adicionadas, as médias das triplicatas para as con-
centrações estimadas e os respectivos desvios padrão são
apresentadas na Tabela II, bem como, os valores de exati-
dão obtidos.
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obtidos foram calculados os efeitos e seus erros. A sig-
nificância de cada variável foi avaliada pelo teste t. Os
valores de t para cada efeito foram calculados pela divi-
são do valor do efeito pelo seu erro e comparados com
o valor de t tabelado de 2,306, que corresponde a um
nível de significância de 95% com 8 graus de liberda-
de(6,9).

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

As amostras não declaravam o teor de taninos nos ró-
tulos.

DISCUSSÃO

A Figura 1 mostrou que os coeficientes angulares da
regressão para os dois grupos de amostra usados no es-
tudo da seletividade foram iguais. Isso indica uma sele-
tividade aceitável e que o único efeito de matriz presente
foi a interferência natural causada pelo nível básico do
analito já presente na amostra(5).

No estudo da linearidade foi observado um coeficiente
de correlação linear superior a 0,99 indicando uma lineari-
dade adequada(2,5), com verificado na Figura 2.

Na avaliação da precisão foram obtidos desvios pa-
drão relativos (DPR) muito abaixo do valor de 3,6%
recomendado para a faixa estudada(4,12). Uma compara-
ção estatística (Teste F) mostrou que não houve dife-
rença estatisticamente significativa entre as variâncias
nas duas condições avaliadas, indicando portando, uma
precisão (repetibilidade e precisão intermediária) ade-
quada.

No estudo da exatidão, os valores de absorbância das
amostras, com adição de analito, foram descontados do
valor da absorbância para as amostras sem a adição, com
o intuito de compensar a absorção do analito já presente
na matriz da amostra. Os valores de exatidão obtidos
mostraram-se adequados por estarem dentro do limite
recomendado de 97 a 103%(8),  como verificado na Ta-
bela II.

Como discutido anteriormente, a avaliação do efeito
de cada variável no teste de robustez foi feita pelo teste
t. Um valor de t calculado menor que o tabelado indica
que a respectiva variável não teve influência estatistica-
mente significativa no resultado analítico (6,9). Pelos va-
lores de t calculado, verificou-se que as variáveis testa-
das não apresentaram influência estatisticamente signi-
ficativa nos resultados analíticos ao serem alterados nos
níveis testados, indicando uma boa robustez. Isso signi-
fica que, se por algum motivo as soluções reagentes ti-
verem suas concentrações alteradas dentro dos níveis
avaliados, o resultado analítico não terá seu valor altera-
do significativamente.

Na aplicação do método validado para a determina-
ção do teor de taninos nas amostras comerciais, foram
obtidos resultados condizentes com o exigido pela legis-
lação vigente para o produto (taninos de 1,5 a 3,0%)(1),
apesar de tal teor não estar declarado nos rótulos das
amostras.

CONCLUSÕES

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

TABELA III
Níveis testados em cada variável na avaliação da robustez

Variável Codificação Nível baixo (-) Nível alto (+)

[lauril sulfato de sódio] A 0,7 g 1,3 g

[trietanolamina] B 4,0 g 6,0 g

[isopropanol] C 18,0 g 22,0 g

[cloreto férrico] D 0,008 mol L-1 0,012 mol L-1

[ácido clorídrico] E 0,0008 mol L-1 0,0012 mol L-1

TABELA IV
Planejamento fatorial fracionário 25-2 com os

resultados para cada ensaio

Variável Taninos

A B C D E (%)

1 - - - + + 1,68

2 + - - - - 1,67

3 - + - - + 1,68

4 + + - + - 1,68

5 - - + + - 1,67

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

Ensaio

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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