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RESUMO: A metodologia para doseamento de taninos através de difuséo radial desenvolvido por
Hagerman (1987) vem sendo utilizada em laboratérios de fitoterapicos devido, principalmente, a
sua simplicidade de execucgao, rapidez e baixo custo; contudo, ndo harelato na literatura sobre
a submisséao desta metodologia a um estudo de validagdo. Baseando-se neste fato, o presente
estudo visou validar a metodologia de Difusdo Radial para o doseamento de taninos. Todos
0s parametros obrigatorios exigidos pela ANVISA foram avaliados. O método foi considerado
linear e com alta sensibilidade de quantificagao (27,72 pg/pogo). Mostrou-se também robusto
e com recuperacgao aceitavel (85,96%). Os resultados obtidos para repetibilidade (intra-corrida)
e precisao intermediaria (inter-corridas), certificaram a precisdo do método, obtendo-se valores
entre 1,89 e 7,03%. Para a exatidao, valores entre 100,47 e 105,26% foram obtidos, os quais
se encontram dentro dos limites preconizados pela ANVISA. O método foi considerado preciso,
exato e reprodutivel, além de ser de facil execugao e de baixo custo.

Palavras-chaves: difusao radial, doseamento de taninos, validagcao de método, quantificagéo.

ABSTRACT: Validation of the analytical methodology for the determination of tannins by
radial diffusion method. The method to determine tannins by radial diffusion developed by
Hagerman (1987) has been explicitly used in herbal laboratories mainly because of its simplicity
to implement, speed and low cost; yet, there are no reports in the literature on the submission
of this method to a validation study. Based on this fact, this study sought to validate the method
of Radial Diffusion in the tannin determination. All mandatory parameters required by ANVISA
were evaluated. The method was considered linear and with high sensitivity quantitation (27.72
pg / well). It also showed robust and acceptable recovery (85.96%). The results obtained for
repeatability (within-run) and intermediate precision (inter-run) certified the accuracy of the
method, obtaining values between 1.89 and 7.03%. For accuracy, values between 100.47 and
105.26% were obtained, which is within the limits recommended by ANVISA. Thus, the method
was considered as precise, accurate and reproducible, and is easy to perform and inexpensive.

Keywords: radial diffusion, tannin content, method validation, quantification.

INTRODUGAO

Muito se tem falado sobre validagéo,
certificacdo e qualificacao de instalacdes,
equipamentos, processos, e metodologia analitica;
porém, a falta de padronizacdo de linguagem do
setor cria uma barreira para o completo entendimento
dos termos (Athaide, 2000). Milhdes de medigdes
analiticas séo efetuadas a cada dia em laboratérios
ao redor do mundo e verifica-se a necessidade
progressiva de dados analiticos comparaveis e
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consistentes para a eliminagao de barreiras técnicas
entre os varios paises. Para atingir este processo
de reconhecimento mutuo a nivel internacional, em
que uma vez efetuada a medicdo, esta é aceita
em qualquer pais, requisitos legais, de certificagéo
e de credenciamento devem ser observados. As
normas internacionais, nacionais e sistemas da
qualidade destacam a importancia da validagao de
métodos analiticos e a documentagao do trabalho de
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validagao, para a obtencgéao de resultados confiaveis
e adequados ao uso pretendido (Barros, 2002).

De acordo com a United States
Pharmacopeia XXIV (2000), a validagdo de métodos
analiticos “é o processo pelo qual é estabelecido,
por estudos de laboratério, que as caracteristicas
executadas do método satisfazem os requisitos
para as aplicagbes analiticas praticadas”, ou seja,
é a confirmagdo por exame e fornecimento de
evidéncia objetiva de que os requisitos especificos
para um determinado uso pretendido sédo atendidos
(NBR ISO/IEC 17025, 2001). As caracteristicas
analiticas tipicas usadas na validagao de métodos
sdo: exatidao, precisao, especificidade, limite de
detecgao, limite de quantificagao, linearidade,
intervalo de aceitagao, robustez ou resisténcia e
conformidade do sistema (Brasil, 2003; Espires,
1998; Pecora, 2000; Pinto et al., 2003). Portanto,
a validagdo de metodologias analiticas necessita
ser especifica, robusta, sensivel, precisa e exata,
constituindo fundamental importancia para o
controle de qualidade dos produtos e sendo parte
das normas de Boas Praticas de Fabricacéo e
Controle (Barros Neto et al., 2002).

A realizagcdo da validagao deve ser
executada: i) sempre que de forma direta ou
indireta quando o processo de fabricagdo tenha sido
alterado; ii) quando a qualidade final do produto for
duvidosa; iii) em equipamentos novos e iv) em caso
de implantagéo de um processo ou método analitico
novo (Emanuelli, 2000; Pasteelnick, 1993).

O método de difusdo radial desenvolvido
por Hagerman (1987) para o doseamento de
taninos se fundamenta na propriedade que estes
metabdlitos secundarios possuem de se complexar
com as proteinas. No ensaio, o tanino difunde por
um gel contendo proteina e o precipitado desenvolve
uma forma de disco visivel a medida que o tanino
interage com a proteina. O método é simples,
sensivel e especifico, e deve ser especialmente
aplicado para estudos nos quais um grande numero
de amostras sera analisado. Apesar de ja bastante
utilizado e difundido na comunidade académica, nao
ha relatos de que a metodologia tenha passado por
um processo de validacdo, estudo este de extrema
importancia para se garantir a confiabilidade do
método. Neste sentido, o objetivo deste trabalho
foi realizar a validagdo da metodologia analitica de
quantificacao de taninos por difusado radial.

MATERIAL E METODO
Reagentes e equipamentos

O solvente usado foi o metanol (Vetec
Quimica Fina, 99,8%). Os reagentes foram acido

acético glacial (Merck, 99,8%), hidroxido de sédio
(Vetec Quimica Fina, 99%), acido ascorbico 99,5%
(Vetec Quimica Fina), agarose tipo | (Sigma-Aldrich)
e albumina sérica bovina fragado V livre de acidos
graxos (Sigma-Aldrich). Como padréao para taninos
foi utilizado acido tanico 99,5% (Vetec Quimica
Fina).

As pesagens foram realizadas em balanga
analitica Shimadzu AX200 e as diluicbes com
micropipetas monocanal de volume variavel HTL
Lab Solutions. A bancada de vidro foi nivelada com
inclinémetro Insize C7. As analises de pH foram
realizadas em pHmetro de bancada Tecnopon
mPA210.

Preparacgéao do gel
Foi preparada uma solugéo 50 mM de acido
acético e 60 uM de acido ascorbico, sendo o pH
ajustado para 5,0 pela adigao de hidréxido de sodio
em pérolas pois este é o pH ideal para a interacéo
tanino-proteina (Lépez et al., 2004). O gel foi
preparado utilizando agarose (1%, p/v) na solugao
descrita previamente. A mistura foi homogeneizada
sob aquecimento e, apds o resfriamento a 45°C,
foi adicionada albumina sérica bovina (0,1%, p/v).
Aliquotas de 10 mL do gel foram distribuidas em
placas de Petri (90 mm x 15 mm) nas quais foram
feitos pogos com o auxilio de um perfurador de 5
mm de didmetro. As amostras foram aplicadas nos

pogos com micropipetas.

Procedimentos experimentais

Para avaliar a robustez e a recuperagao
do método, 100 mg da amostra seca e pulverizada
de cedro (Cedrela odorata L.), foram pesados
e transferidos para tubos de penicilina, sendo
adicionado 1 mL de acetona 50% para extragéo
durante 60 minutos. Os extratos foram filtrados por
aspirados. Deste filtrado, 24 pL foram aplicados
Nos pocos.

As placas contendo os halos com amostras
vegetais e padrao acido tanico foram escaneadas e
foi utilizado o programa Corel Draw®© X3 Versao 13
para mensurac¢ao dos didmetros dos halos.

Parametros da validacao

Para a linearidade foi usada a média de
trés intervalos com repeticdes auténticas, que
contemplavam seis concentragdes da solugao
de acido tanico 25 mg/mL (100 - 600 ug/pogo).
Apds a relacao linear visual, os resultados foram
analisados estatisticamente para definir o coeficiente
de determinacdo, a equacédo de regressao, o
ajuste linear e o desvio padrao relativo (Barros
Neto et al., 2002; Brasil, 2003). Os limites de
deteccao e quantificagdo foram estimados (em
Mg/pogo) considerando o desvio padrao em razao
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ao coeficiente angular (inclinacado da reta) obtidos
pela linearidade, nos quais foram utilizadas as
equacgoes 1 e 2 para determinar o limite de detecgao
e quantificacdo, respectivamente (Brasil, 2003).

LD = DPa x 3/IC (1)
LQ = DPa x 10/IC (2)

Onde o LD é o limite de detecgao; LQ é
o limite de quantificagdo; DPa é o desvio-padréao
relativo; IC é a inclinagdo de curva de calibragio.

O parametro recuperacao foi realizado
com trés amostras em triplicata e o resultado foi
obtido através da equacgao 3. Os fatores a serem
considerados para analisar a robustez foram: tempo
de extracdo (60 e 120 minutos) e estabilidade
de leitura (3 e 4 dias), o que esta de acordo com
o preconizado pela ANVISA (Brasil, 2003). Os
resultados foram avaliados mediante comparagao
através da anadlise de variancia.

R(%) = CTE/CTNE x 100 (3)

Onde CTE compreende a concentragéo
total de taninos extraidos (simulagdo do processo
extrativo) e CTNE é a concentragéo de taninos nao
extraidos. R (%) é a recuperagéo obtida (Brasil,
2003).

Os ensaios de repetibilidade e precisao
intermediaria foram determinados por seis amostras
de mesma concentragédo, executados no mesmo
dia (intra-corrida), e em dois dias consecutivos por
analistas diferentes (inter-corrida) (Brasil, 2003). Os
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resultados foram expressos como desvio padrao
relativo (Equacéo 4). A exatidao foi avaliada por trés
controles (em sextuplicata) de concentragao baixa,
média e alta. A exatidao (Equagéao 5) foi calculada,
individualmente para cada controle.

DPR(%) = DP/CMD x 100 (4)
E(%) = CME/CT x 100 (5)

Onde 0 DPR (%) é a precisao; DP é o desvio-
padrao; CMD é a concentragao média determinada;
E (%) é a exatidao; CME ¢é a concentracdo média
experimental; e CT é a concentragéo teorica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método validado apresentou linearidade
para as concentragbes estudadas (100 a 600 ug/
poco). A equacgao da regressao linear média obtida
a partir de trés curvas de calibragao foi y = 0,646x
+ 36,664, onde y é o didmetro quadrado (mm2) e x
a concentragao (ug/pogo) em equivalentes de acido
tanico. Como mostrado na Figura 1, o coeficiente de
determinacgao obtido foi R* = 0,9965, comprovando a
adequacao do método ao intervalo avaliado (Brasil,
2003). Os dados de precisao (DPR) e exatidao
(E) do intervalo do método sédo apresentados na
Tabela 1.

Os valores dos limites de detecgéo (LD) e
quantificagcao (LQ) estimados pelas equagbes 1 e
2, foram 8,32 e 27,72 ug/pogo, respectivamente.
Com esses resultados, verificamos que o método
possui alta sensibilidade para detectar e quantificar

0.0 T T
0.0 200.0

4000 6000  800.0

Concentragao (ug/po¢o)

FIGURA 1. Curva de calibragédo construida com padrao acido tanico (100 a 600 ug/pogo) onde a equagao

linear média obtida foi y = 0,646x + 36,664 e R? = 0,9965.
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TABELA 1. Resultados do teste de linearidade por difuséo radial para taninos, utilizando-se acido tanico como

padrao.
Concentragéo teorica (ug/mL) C (n=3) DP DPR (%) E (%)
100 93,95 2,81 2,99% 93,95%
200 191,92 6,29 3,28% 95,96%
300 298,22 10,25 3,44% 99,41%
400 406,94 7,14 1,76% 101,74%
500 517,95 23,58 4,55% 103,59%
600 586,56 39,93 6,81% 97,76%

C = Concentragdo média (ug/pogo) de trés determinac¢des; DP = Desvio-padréao; DPR (%) = Desvio-Padrao

Relativo (Precisao); E (%) = Exatidao.

0 padrao, sem sofrer alteracao de fatores intrinsecos
do método.

Aanalise de variancia ANOVA confirmou que
0 método proposto foi considerado linear e indica
que nao ha falta de ajuste (p<0,05) (Pimentel, Barros
Neto, 2002), como pode ser visto na Tabela 2.

A recuperacdo que mede a eficiéncia do
procedimento de extragdo do método proposto foi
85,96% (Brasil, 2003). Aanalise de varidncia ANOVA
confirmou que o método proposto foi considerado
robusto (p=0,095) (Pimentel, Barros Neto, 2002).

Os dados da repetibilidade, precisao
intermediaria (intradia e interdia) e exatiddo do

método encontram-se na Tabela 3.

Os ensaios de repetibilidade (intradia) e
precisédo intermediaria (interdia) estdo dentro dos
parametros exigidos, com valores compreendidos
entre 1,89 e 7,03%. Para o ensaio de exatidao foram
encontrados resultados entre 100,47 e 105,26%. A
ANVISA regulamenta que os resultados da exatidao
nao devem ser inferiores a 95% (Brasil, 2003).
Estes dados confirmam que o método proposto
encontra-se em conformidade com a legislagao
vigente e apresenta confiabilidade dos resultados.
O teste t de Student apontou que nao ha diferenca
estatistica entre as concentracbes determinadas e

TABELA 2. Resultados da Analise de Varidncia (ANOVA) e teste de ajuste linear (p<0,05) do parametro

linearidade da validagao.

ANOVA
Fonte SQ gL MQ F F oo
Modelo 540053,86 1 540053,86 1317,33 4,49
Residual 6559,38 16 409,96 Curva Linear
Falta de ajuste 1851,31 4 462,83 1,18 3,26
Erro puro 4708,07 12 392,34 Nao ha falta de ajuste
Total 546613,24 17 32153,72

TABELA 3. Resultados da repetibilidade, precisdo intermediaria e exatidao do método de quantificacao de

taninos por difusao radial.

) Concentragéo
Ensaio » C DP DPR (%) E (%)
tedrica (ug/pogo)
Repetibilidade 200,0 203,37 8,41 4,14 101,68
) 200,0 203,39 8,39 4,13 101,70
Analista 1
. 200,0 200,94 14,12 7,03 100,47
Precisao intermediaria
) 200,0 203,33 13,89 6,83 101,67
Analista 2
200,0 210,53 6,79 3,23 105,26
100,0 103,56 2,37 2,28 103,56
Exatidado 200,0 206,24 3,90 1,89 103,12
300,0 309,85 9,80 3,16 103,28
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as concentragdes tedricas (ug/pogo).

Esta metodologia vem sendo amplamente
utilizada em laboratérios de estudos de fitoterapicos,
pois representa uma maneira simples e rapida
de determinacado do teor de taninos de uma
determinada espécie ou género, em comparagao
com outras metodologias ja existentes, que
geralmente sao laboriosas, demoradas, empregam
produtos quimicos que exigem condi¢des especiais
de manipulagdo e, sobretudo, sédo inespecificas
(Melo et al., 2010).

A maior aplicabilidade do método de
difusdo radial encontra-se quando da necessidade
de analise de um grande numero de amostras,
requisitada, principalmente, em estudos de triagem
para selegcao de plantas com potenciais atividades
terapéuticas, e os que visam comparagao de
determinadas condi¢cdes a que a espécie vegetal
esta submetida e como estas condi¢gbes sao
refletidas no metabolismo secundario da planta
(Cabral et al., 2010; Siqueira et al., 2011).

CONCLUSAO

O método proposto apresenta alta
linearidade e confirma possuir alta sensibilidade
de quantificagdo. A recuperagdo mostra que
aproximadamente 85% dos taninos presentes na
amostra podem ser quantificados por este método.
Os resultados de precisdo e exatidao obtidos
atestam confiabilidade necessaria para o uso
desta metodologia em laboratérios de controle de
qualidade. O método de quantificagéo por difusdo
radial mostrou-se preciso, exato e reprodutivel,
aliado a acessibilidade e facilidade de execugao.
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