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VALIDAGCAO DA DETERMINAGCAO QUANTITATIVA DE QUERCETINA EM EXTRATOS VEGETAIS
PETROVICK, P.R.; KNORST, M.T.

CURSO DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO
SUL, PORTO ALEGRE, RS, BRASIL.

INTRODUCAO: A utilizagao de extratos vegetais quer como forma farmacéutica
quer como produto intermedidrio para a obtencao de formas derivadas deve o-
bedecer os critérios de qualidade pré-estabelecidos para os metodos e ope-
ragoes. Dentre estes, a avaliagao quantitativa, muitas vezes, € dificultada
devido a limitagoes metodologlcas (2) as quais podem ser observadas por e-
xemplo, na quantificacgao de determinada classe de substancias. Embora pre-
conizada na literatura (1), nao reflete a concentragao real dos componentes
da classe, pois estes apresentam diferentes valores de maximos de absorvan-
cia. Face as limitagoes deste procedimento € preconizada a quantificacgao de
uma ou mais substancias-referencia presentes nos extratos, preferencialmen-
te majoritarias, as quais podem ou nao, apresentar atividade farmacologica

(2, 3, 4, 5).

Neste trabalho, para a determinacgao quantitativa -de quercetina foi utiliza-
da como droga modelo Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteracea e como
método de avallagao cromatografia em papel associada a espectrofotometria
no ultravioleta (Método CP/UV) (6). Para verificar a seguranga do método fo-
ram avaliadas as influencias do tempo de extraciao e do suporte cromatogra-
fico no procedimento de quantificagao utilizado.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi coletado no municipio de Guaporée (RS) em margo de
1988. Sua identificagao foi realizada pela Prof. Lilian Auler Mentz, do De-
partamento de Botanica do Instituto de Biociencias da UFRGS. As sumidades
floridas foram separadas manualmente e secas ao abrigo da luz solar direta,

3 temperatura ambiente (30°C+2) e umidade relativa do ar entre 65-725%. A
droga foi reduzida em moinho de martelos, dotado de tamis com abertura de
malha de 7mm. Os extratos hidroalcdolicos foram preparados por maceragao ds
acordo com as condigoes propostas por SONAGLIO (1987).

Para a determinagao quantitativa foi aplicado 100,0ul de extrato sobre pa-
pel de filtro comum (81, 21g/m?) numa linha de 5cm. O cromatograma foi de-
senvolvido em camara saturada até altura de 1l6cm, sendo utilizado como e-
luente acido acético a 40% (V/V). A zona correspondente a quercetina foi re-
cortada do cromatograma, picotada e tratada com 5ml de metanol, sob refluxo
em banho de agua. Apdés resfriamento, a solugdo foi transferida para balao
volumétrico de 10ml completando-se o volume com o mesmo solvente e proce-
gendo se leitura das absorvancias em espectrofotometro de ultravioleta a
55nm.

Para a obtengao da curva padrao efetuou-se procedimento identico para solu-
goes metandlicas de quercetina nas concentragoes de 0,20; 0,40; 0,60; 0,80;
1,00 e 1,20mg/ml.

Paralelamente, para a obtengao da curva padrao diretamente por ultravioleta
determinaram-se as absorvancias das solugdes metandélicas de quercetina no
mesmo comprimento de onda.

A concentragao de quercetina foi calculada utilizando-se a equagao (1):

cQ = _A ; a_ . pq (equagao 1)
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onde: CQ = Concentragao de quercetina (ug/ml);
A = Absorvancia;
a = intersecg¢ao com O eixo y;
b = inclinagao da reta;

Fd = Fator de diluigao.

O0s resultados correspondem a média de tres determinacoes. Para a validagao
do método CP/UV forma analisados estatisticamente os valores das absorvan-
cias do padrao.

A influencia do tempo de extragdao, sob refluxo, foi verificada submetendo-
-se solugao metandlica de quercetina 1,20 mg/ml ao procedimento acima des-
crito, durante 15, 30, 45 e 60 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAN

A avaliacado da influéncia do tempo de extragdo sob refluxo demonstra que nao
ihouve diferenca significativa entre os valores de absorvancia obtidos.

‘As curvas-padrao de quercetina através do ultravioleta direto (UV direto) e
CP/UV apresentaram lineuridade entre absorvancia e concentracao na faixa de
2,00 a 12,00 ue/ml. As retas obtidas apresentaram inclinacoes aproximadas
diferenciando-se quanto a seus pontos de intersecgdao com o eixo das absor-
vancias (Figura 1). O maior distanciamento da

origem para a reta correspondente ao método 1,000
CP/UV poderia estar relacionado com a existéen- W
!cia de algum fator de interferencia.
Wnalisando—§e os valores das absorvancias ob-
tidas através das duas técnicas de quantifi- 06004
cacao observa-se que houve correlagao altamen-
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te significativa entre as mesmas. O fator de <§oﬁom

lrelagao de 1,022 (Figura 2) poderia ser inter- 5

pretado, a primeira vista, como eficiencia to- ¢ oz00]

tal no método indireto de quantificagao. @

Uma avaliagao mais criteriosa demonstrou, no 3 . , . , —
lentanto, que os valores obtidos no método CP/ 20 40 &0 80 100 20
UV foram influenciados pela absorgao, no ul- cetina (ug/ml)
:travioleta, dos componentes do papel. Quercetina (ng/m
quvido a esta interferencia procedeu-se ao FIG. 1 - Curvas-padrao de quer-
cdlculo do fator de corregao. O mesmo foi ba- cetina 255nm.

seado nos valores de absorgdo da curva padrao { e—e 1 UV direto,

de quercetina por UV direto e curva padrao cor- ( =-=) CP/UV,

rigida (CP/UV-B). Esta ultima apresentou va- {e—o) CP/UV-B

lores inferiores aos obtidos anteriormente pe-

lo método CP/UV, mantendo porém, linearidade

entre absorvancia e concentragao (Figura 1).

Comparando-se as retas obtidas por UV direto

e CP/UV-B, nota-se uma diminuicao média de 18,65% nos valores obtidos pela
curva padrao corrigida (Figura 2). Esta diferenga foi independente da con-
centragao de quercetina e pode ser atribuida principalmente a absorgao do
suporte cromatografico.

A mesma deve ser incluida nas equacdes do calculo do teor de quercetina sob
a forma de fator de corregao:

cQ = (A . Fc) - a  gqg (equacao 2)

b




LA

y¥ ¥ ¥y vy W W™TWY vV

Cad. Farm., 7 (Supl.), 1991. L.63

CONCLUSOES

Para avaliagao da reprodutibilidade do me-

todo, a concentracdo de quercetina foi de-

terminada em sete séries de macerados par-
tindo-se da mesma matéria-prima. Os resul-

tados obtidos nao diferiram significativa-

mente entre si (a < 0,01) e apresentaram

valor médio de 0,47mg/ml ¢ 0,004 (n = 3).
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tina.

O tratamento de 15 minutos, sob refluxo em banho de agua, mostrou-se sufi-
ciente para a completa extragao de quercetina do suporte cromatografico.

A absorcao do suporte cromatografico, no ultravioleta, precisa ser levada
em consideragao quando da utilizagdo deste método de quantificacgao.
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