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Introducéao

Cryptocarya mandioccana é uma espécie arbérea e
caracteriza-se pela presenca de alcalbides,
flavondides e estirilpironas em seus 6rgéos’. Métodos
analiticos s8o necessarios para analisar esses
metabdlitos nos  estudos de variabilidade
intraespecifica, nos estudos enzimaticos e para
pradonizacdo de extratos visando o uso de
fitoterapicos. Considerando a importancia desses
estudos, torna-se necessério o desenvolvimento de
metodologias validadas para garantir a confiabilidade
dos resultados obtidos. Um novo método
cromatografico foi desenvolvido em CLAE-DAD para
analise simultanea de flavondides e estirilpironas em
C. mandioccana. Para assegurar a confiabilidade do
método estabelecido, esse trabalho tem como
objetivo validar o novo método cromatografico
proposto.

Resultados e Discussao

Um método em CLAE-DAD foi desenvolvido e o
sistema  cromatografico empregado foi um
cromatografo liquido Varian ProStar acoplado a um
detector de arranjo de diodos (DAD) e coluna de fase
reversa Phenomenex C8 (250 x 4,6mm, 5mm). A fase
moével foi composta de ACN, MeOH e Tampéao
(11,9mM de trietilamina e 14,3mM de &cido fosférico,
pH=2,0) em um sistema gradiente com fluxo de
ImL/min. O volume de injecdo foi 20nL de amostra
solubilizada em MeOH: HAc 10% (1:1). A deteccao
foi obtida em 254 nm. Através das normas da
ANVISA? foi estabelecido um protocolo de validacéo®
no qual foram definidos critérios de aceitabilidade

para 0S seguintes parametros: seletividade,
linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria), limite de deteccdo, limite de

quantificacdo e exatidao. A seletividade foi verificada
analisando amostra e padrdes em CLAE-DAD para
avaliar a pureza dos picos cromatograficos. Os
resultados obtidos demonstraram  seletividade
adequada. A linearidade foi avaliada através dos
coeficientes de correlagdo da curva analitica na faixa
de concentracdo de 15 a 100nmg/mL para o flavondide
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e a estirilpirona. A curva analitica com padronizagao
interna foi construida com 7 niveis de concentracdo e
as analises foram realizadas em triplicata. O método
mostrou-se linear com coeficientes de correlagcédo
’=0,998 para o flavondide e r’=0,999 para a
estirilpirona, ambos dentro do critério de aceitagdo
(*=0,99). A precisdo do método foi verificada em dois
niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria. Na
avaliagdo da repetibilidade foram analisadas
triplicatas em trés niveis de concentracdo para cada
analito. Os desvios padréo relativos (DPR) maximos
observados foram 4,12 para flavondide e 4,14 para
estirilpirona. Na avaliagdo da precisdo intermediaria
as andlises foram realizadas em dois dias diferentes
e os valores de DPR maximos observados foram 4,21
para flavondide e 4,57 para a estirilpirona. Ambos
dentro do critério de aceitacdo (DPRE5%). Os limites
de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram
estimados utilizando o método visual. Os valores de
LD obtidos foram 10ng/mL para o flavondide e 5ng/mL
para a estirilpirona. Os valores de LQ foram 15nmg/mL
para os dois metabdlitos. A exatiddo foi avaliada
através da analise em triplicata do extrato fortificado
pelos analitos em trés niveis de concentra¢@o. Os
resultados obtidos indicaram exatiddo adequada.
Finalmente o método proposto foi utlizado para
analisar folhas dos quimiotipos de C. mandioccana.

Conclusodes |

O novo método desenvolvido em CLAE-DAD para
analise simultanea de flavonoides e estirilpironas em
C. mandioccana foi validado segundo a Resolugéo®
RE 899. Todos os parametros avaliados encontram-
se dentro dos critérios de aceitabilidade previamente
estabelecidos no protocolo de validagdo e, portanto, a
metodologia foi considerada seletiva, precisa, exata e
confidvel para a determinacdo simultdnea dos
metabdlitos em questao nos estudos de variabilidade,
enziméticos e de padronizacdo de extratos de C.
mandioccana.
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