
230

Recebido para publicação em 25/09/2010
Aceito para publicação em 07/08/2012

Quantificação de fenóis totais presentes nas cascas de Trichillia catigua A. Juss 
(Meliaceae)

RABELO, D.S.1; PAULA, J.R.1
; BARA, M.T.F.1* 

1Universidade Federal de Goiás (UFG). Faculdade de Farmácia. Av. Universitária com 1ª Avenida s/n, Setor 
Universitário. Caixa Postal 131, CEP: 74605-220. Goiânia -Brasil. *mbara@farmacia.ufg.br, mtbara@gmail.com

RESUMO: Trichillia catigua A. Juss. é uma planta medicinal utilizada principalmente como 
estimulante, possivelmente devido à presença de fenóis. Entre os métodos utilizados para a 
determinação de polifenóis em matérias-primas vegetais destaca-se a análise por meio de ensaios 
espectrofotométricos por apresentarem boa sensibilidade, simplicidade, e ter custos mais acessíveis. 
O presente trabalho teve o objetivo de validar a metodologia analítica para determinação de polifenóis 
na casca de catuaba em pó. Utilizou-se o método de Hagerman & Butler para a quantificação dos 
polifenóis totais encontrando-se 7,96%. O método validado mostrou-se simples, rápido, seletivo, 
linear, exato, preciso, e robusto para ser executado na rotina de laboratório de controle de qualidade, 
constituindo uma possibilidade de análise desta planta medicinal. 
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ABSTRACT: Quantification of total phenols present in the bark of Trichilia catigua A. Juss 
(Meliaceae). Trichilia catigua A. Juss. is a medicinal plant used especially as a stimulant, 
possibly due to the presence of phenols. Among the methods used for the determination of 
polyphenols in raw plant materials is analysis through spectrophotometric assays since they 
have good sensitivity, are simple and more affordable. This study aimed to validate the analytical 
methodology for the determination of polyphenols in the bark of powder “catuaba”. The method 
of Hagerman & Butler was employed in the quantification of total polyphenols, yielding 7.96%. 
The validated method has proven to be simple, rapid, selective, linear, accurate, precise and 
robust to be performed in the routine of a laboratory of quality control, constituting a possibility 
for the analysis of this medicinal plant.
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INTRODUÇÃO
O mercado mundial de fitoterápicos 

gira em torno de aproximadamente 22 bilhões 
de dólares, sendo que o mercado europeu e 
americano alcançou, em 2000, valores de 8,5 e 
6,6 bilhões de dólares, respectivamente (Yunes et 
al., 2001). Desta forma, atraem investimentos no 
desenvolvimento desses produtos por parte das 
grandes indústrias farmacêuticas. Segundo Niero 
(2010), os fitoterápicos representam cerca de 15% 
do capital da indústria farmacêutica mundial. No 
Brasil, esse mercado gira cerca de US$ 160 milhões 
por ano e o fator de atração é o ritmo de crescimento 
das vendas internas, mais de 15% anuais, contra 
4% do que evoluem as vendas dos medicamentos 
sintéticos (Febrafarma, 2009). 

Trichillia catigua A. Juss. (Meliaceae), 
popularmente conhecida como catuaba, é 

encontrada em florestas semideciduais e em 
parte da Mata Atlântica. É uma das mais famosas 
plantas conhecidas como afrodisíacas no Brasil, 
sendo também utilizada em casos exaustão e como 
estimulante do sistema nervoso (Albrecht et al., 
2007). A ação estimulante se deve provavelmente 
aos fenóis presentes nas cascas da planta (Beltrame 
et al., 2006) e da casca de T. catigua detectou-se 
elevada atividade antioxidante (Brighente et al., 
2007). 

A T. catigua A. Juss. é uma espécie bioativa 
muito empregada como matéria-prima industrial 
e de exportação. Contudo, poucos estudos têm 
sido publicados sobre a espécie, especialmente 
quando se tratam de marcadores químicos usados 
na identificação e nos ensaios de quantificação nas 
rotinas de controle de qualidade (Lagos, 2006). 
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Outro problema de qualidade é relativo à correta 
identificação de plantas medicinais, podendo-se 
exemplificar com a espécie Anamopaegma arvense, 
inscrita na Farmacopéia Brasileira de1998, e que é 
confundida com a T. catigua, uma vez que ambas 
são denominadas popularmente como catuaba. A 
identificação e diferenciação dessas duas espécies 
é importante, visto que a casca de T. catigua é 
atualmente a mais estudada e possui validação 
farmacológica (Tobias et al., 2007). Também plantas 
do gênero Erythroxylum são comumente tratadas 
como catuaba (Uchino et al., 2004; Beltrame et al., 
2006).

Quando se trata de controle de qualidade 
de plantas medicinais e de fitoterápicos, é de suma 
importância considerar peculiaridades relativas a 
fatores genéticos, fisiológicos e ambientais que 
afetam o desenvolvimento dessas plantas e que 
influenciam no teor e na sua composição química 
(Angioni et al., 2003; Masotti et al., 2003; Gobbo 
Neto & Lopes, 2007; Botrel et al., 2010; Paula et al., 
2011).Vale ressaltar que para determinar o teor dos 
princípios ativos é necessário desenvolver e validar 
métodos analiticos que por sua vez darão suporte a 
atividade farmacológica de uma espécie medicinal 
(Calixto, 2000).

Embora d iversos estudos tenham 
demonstrado a necessidade de garantir segurança 
aos produtos de origem vegetal (Brandão et al., 
2002; Choi et al., 2002; Bara et al., 2004; Bara et 
al., 2006), a validação de métodos analíticos para 
matérias-primas a base de plantas ainda é escassa 
na literatura (Wang et al., 2003; Ribani et., 2004; 
Rolim et al., 2005; Lima et al., 2006; Costa et al., 
2011; Couto et al., 2011; Sousa et al., 2011; Oliveira 
et al., 2012). A validação de método analítico tem 
por objetivo demonstrar que o mesmo é apropriado 
para a finalidade pretendida, garantindo por meio 
de estudos experimentais o atendimento aos 
parâmetros de seletividade, linearidade, intervalo, 
precisão, limite de detecção, limite de quantificação, 
exatidão e robustez adequados às análises (Brasil, 
2003). 

Este trabalho visou aplicar e validar um 
método analítico para quantificação dos fenóis 
totais das cascas de T. catigua, visto a importância 
comercial desta planta, seu grande uso em fitoterapia 
e a necessidade de controlar a sua qualidade.

MATERIAL E MÉTODO

Amostra de Trichillia catigua
Foi adquirida uma amostra de T. catigua, 

pó da casca, de fornecedor de matérias-primas 
idôneo, acompanhada de laudo de identificação da 
espécie por meio de análises farmacobotânicas e 

físico-químicas. 
Em seguida fo i  rea l izada anál ise 

cromatográfica por CCD (cromatografia de camada 
delgada) para investigar a presença de fenóis, 
marcador da catuaba. Para tanto, foi pesado1g da 
amostra e colocado sob refluxo em banho-maria 
(80 – 90ºC) com 5mL de metanol por 10 minutos. 
Após filtração e concentração do extrato até cerca 
de 0,5mL, foram aplicados na cromatoplaca, 20µL 
da solução extrativa. A fase móvel foi composta 
por acetato de etila : ácido fórmico : ácido acético 
glacial : água (100:11:11:26). Após eluição a placa 
cromatográfica foi observada em luz ultravioleta 
(UV) a 254nm e depois de nebulizada com reagente 
NP (solução de difenilborato de aminoetanol R a 1% 
p/v em solução de metanol R), observada sob luz 
UV a 365nm. Esse ensaio foi adaptado de Wagner 
& Bladt (2001).

Análise quantitativa dos fenóis Trichillia 
catigua

Foi utilizado o método espectrofotométrico 
de Hargerman & Butler para doseamento de fenóis 
totais, descrito por Waterman & Mole (1994). Foi 
pesado 1g da amostra, adicionou-se 150mL de água 
destilada e após fervura manteve-se em banho-maria 
sob refluxo a 80-90ºC por 30 minutos. O conteúdo 
foi resfriado e transferido quantitativamente para 
balão volumétrico de 250mL. Em seguida o balão 
foi completado com água destilada e a solução após 
sedimentação, foi filtrada em papel de filtro. Os 
primeiros 50mL foram desprezados. Essa solução 
estoque foi empregada na reação cromogênica. 

Para o doseamento dos fenóis totais 
foram adicionados em tubo de ensaio, 2mL de 
solução contendo lauril sulfato de sódio 1% (LSS), 
trietanolamina 5%, isopropanol 20%, 1mL de solução 
cromogênica de cloreto férrico (FeCl3 0,162%) e 1mL 
da solução estoque. A mistura foi homogeneizada e 
após 15 minutos de repouso, foi realizada a leitura 
da absorbância a 510nm. O branco foi preparado da 
mesma maneira, substituindo a amostra por água 
destilada. 

Para a construção da curva de calibração 
foram pesados 25mg de ácido tânico e transferidos 
para balão volumétrico de 25mL, completando-se o 
volume com água destilada. Alíquotas de 100, 200, 
300, 400 e 500µL desta solução foram transferidas 
para tubos de ensaio contendo a solução de LSS/ 
trietanolamina/ isopropanol e a solução de FeCl3. Em 
seguida o volume foi completado para 4mL com água 
destilada. Após homogeneização e repouso por 15 
minutos, foi realizada a leitura a 510nm e obteve 
a curva. O valor da absorbância foi substituído 
na variável y, da equação y=a+bx, obtendo -se a 
concentração (variável x) em mg.mL-1. Com o intuito 
de determinar a concentração de polifenóis da 
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catuaba em %, empregou-se a equação:
% fenóis = x (mg mL-1) . 250 . 102 / m (mg)
Em que: o número 250 corresponde ao fator 

de diluição da amostra;
x: concentração de polifenóis, em mg.mL-1, 

obtida pela equação da reta

Validação do método analítico empregado
Os ensaios de validação foram baseados 

na Resolução RE 899/2003 da ANVISA (Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária (Brasil, 2003), 
que determina o “guia para validação de métodos 
analíticos e bioanalíticos.

No estudo da validação do método para 
esta matéria-prima vegetal foram avaliados os 
parâmetros de seletividade, linearidade, precisão, 
limite de quantificação, limite de detecção, exatidão 
e robustez. 

a) Precisão
A amostra foi submetida a 6 determinações 

a 100% (contendo a mesma quantidade de amostra 
preconizada no método), dentro de curto período 
de tempo e cada doseamento foi realizado em dias 
diferentes pelo mesmo analista (repetibilidade).

A avaliação da precisão intermediária foi 
feita através de novas determinações a 100% por 
outro analista em 2 dias diferentes.

Conforme a ANVISA a precisão pode ser 
expressa como desvio padrão relativo (DRP), 
segundo a fórmula: DRP = (DP/CMD) x 100;

 Em que: DP = desvio padrão
CMD = concentração média determinada.
	

b) Exatidão
Neste trabalho foi verificada a partir de 9 

determinações, sendo elas de 3 concentrações 
diferentes, baixa, média e alta, com 3 réplicas cada.

A exatidão foi calculada conforme equação 
abaixo:

Exatidão = Concentração obtida x 100 / 
Concentração teórica 

c) Robustez
Na avaliação da robustez variou-se o 

comprimento de onda para a leitura das absorbâncias, 
que foram feitas a 508, 510 e 512nm. 

d) Seletividade
Os espectros de absorção (varredura de 

comprimentos de onda) da amostra, do branco e do 
padrão foram realizados na faixa de 200 – 800nm.

e) Linearidade
Foi demonstrada a partir da média de três 

curvas de calibração. O padrão utilizado foi o ácido 
tânico, nas concentrações de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 

0,5mg.mL-1.

f) Limite de Quantificação (LQ)
Foi estabelecido pela  equação  LQ = DPa 

x 10/ IC; 
Em que: DPa é o desvio padrão do 

intercepto com o eixo y de 3 curvas de calibração 
construídas contendo concentrações do fármaco 
próximas ao suposto limite de quantificação; e IC é 
a inclinação da curva de calibração.

g) Limite de Detecção (LD)
Foi determinado pela equação LD = Dpa x 

3/ IC; Em que: DPa é o desvio padrão do intercepto 
com o eixo y de 3 curvas de calibração construídas 
contendo concentrações do fármaco próximas ao 
suposto limite de quantificação. 

RESULTADO E DISCUSSÃO
Atualmente, as plantas representam 

alternativa entre as diversas fontes de insumos 
necessários à existência do homem, tendo como 
principal vantagem o fato de ser fonte renovável 
e, em grande parte, controlada pelo ser humano, 
além de ter custo mais acessível à população e 
aos serviços públicos de saúde se comparado aos 
medicamentos obtidos por síntese química (Farias, 
2004).

Caracterização da amostra estudada 
A cromatografia de camada delgada (CCD) 

permitiu a visualização de quatro bandas, sendo 
uma banda azulada fluorescente com Rf = 0,21 
- indicativa de fenóis e três bandas amareladas 
fluorescentes com valores de Rf 0,44; 0,55 e 
0,73, indicativas de flavonóides da catuaba, após 
revelação com NP.

Não há na literatura especificação do perfil 
cromatográfico da espécie Trichilia catigua, por isso 
utilizou-se como método a referência geral para 
fenóis totais (Wagner & Bladt, 2001). A presença 
de fenóis nesta espécie foi descrita por Beltrame et 
al. (2006) e de flavonóides por Rolim et al. (2005).

Análise quantitativa dos fenóis da Trichilia 
catigua

O método espectrofotométrico de Hargerman 
& Butler para doseamento de fenóis totais, descrito 
por Waterman & Mole (1994) foi selecionado pela 
simplicidade, rapidez e custos baixos. Esse ensaio 
colorimétrico fundamenta-se na reação de compostos 
fenólicos com FeCl3, resultando na formação de 
complexos que absorvem a 510nm. 

Os resultados demonstraram valor médio 
de 7,96% de fenóis totais na casca da catuaba 
(Tabela 1).
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aceitação estipulados para métodos bioanalíticos, 
considerando-se tal complexidade pode-se aceitar 
uma dispersão de 15% em todos os pontos (BRASIL, 
2010).

A precisão intermediária foi avaliada a partir 
de determinações feitas por analistas diferentes e 
os resultados encontram-se na Tabela 3. Pode-se 
verificar que não houve diferença superior a 5%, 
entre os ensaios realizados em dias diferentes e 
entre analistas. 
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É importante ressaltar que para um 
fitoterápico ser considerado seguro e eficaz, 
ele deve ser avaliado quanto às qualidades 
físico-químicas e microbiológicas, como etapa 
preliminar para alcançar um padrão adequado 
(Bara et al., 2006). Além disso, por meio do 
estabelecimento de parâmetros de qualidade 
para a matéria-prima, a qualidade do produto 
final (medicamento) estará, em grande parte, 
assegurada. Portanto, a qualidade da matéria-
prima vegetal é a determinante inicial  da 
qualidade do fitoterápico, mas não garante por 
si só a qualidade final do produto (Fischer et al., 
2010). 

Validação do método analítico empregado 
Por  não  te rem s ido  encon t radas 

monografias da Trichilia catigua nas farmacopéias 
pesquisadas (Farmacopéia Brasileira, IV edição, 
1988-2006; United States Pharmacopoea 24-28, 
2000-2005; European Pharmacopoea 1997, 2001; 
British Pharmacopoea, 2000, 2004), nesse estudo 
o método geral descrito para análise de fenóis 
(Waterman & Mole, 1994) foi aplicado e validado.

a) Precisão
A precisão é a avaliação da proximidade 

dos resultados obtidos em uma série de medidas 
de amostragem múltipla de mesma amostra. 
É considerada em três níveis, a repetibilidade, 
precisão intermediária e reprodutibilidade, essa 
última realizada em laboratórios diferentes (Brasil, 
2003). 

Neste trabalho avaliou-se primeiramente, a 
repetibilidade (Tabela 2), considerada o parâmetro 
mais importante pela USP (United States 

TABELA 1. Teor de fenóis totais em Trichillia catigua 
A. Juss., pelo método espectrofotométrico.

	Amostras	 Absorbância	 Concentração (%)

	 1	 0,721	 8,39

	 2	 0,711	 8,26

	 3	 0,676	 7,89

	 4	 0,679	 7,92

	 5	 0,676	 7,89

	 6	 0,676	 7,90

	 7	 0,694	 8,10

	 8	 0,690	 8,06

	 9	 0,657	 7,66

	 10	 0,647	 7,54

	 Média	 0,6827	 7,961

	 DP	 0,02244	 0,255145

	 DRP	 3,286	 3,20

Pharmacopoeae) 24, 2000. 
Pode-se observar que o método tem boa 

repetibilidade, visto que o desvio padrão relativo 
(DRP) foi inferior ao especificado pela ANVISA, 
que é de 5%. Deve-se ressaltar que a validação 
de método analítico para fitoterápicos difere dos 
fármacos sintéticos devido à complexidade da 
matéria-prima vegetal. Sendo assim, a validação 
de metodologia analítica para fitoterápicos deve 
ser feita de acordo com o disposto na RE 899/03, 
porém, os resultados podem seguir os níveis de 

	 Amostras	 Absorbância	 Concentração (%)

	 1	 0,759	 8,89

	 2	 0,740	 8,66

	 3	 0,702	 8,19

	 4	 0,769	 9,01

	 5	 0,735	 8,59

	 6	 0,699	 8,16

	 Média	 0,6827	 8,58 

	 DP	 0,02244	 0,350

	 DRP	 3,286	 4,089

TABELA 2. Precisão por repetibilidade do método 
para doseamento dos fenóis totais de Trichillia 
catigua A. Juss.

	 Analistas	 Absorbância	 Concentração (%)

	 1	 0,697	 7,52

	 1	 0,685	 7,43

	 Média	 0,691	 7,48

	 2	 0,680	 7,37

	 2	 0,650	 7,02

	 Média	 0,665	 7,2

	 Média	 0,678	 7,34

	 DP	 0,01838	 0,19799

	 DRP	 2,71	 2,69

TABELA 3. Precisão Intermediária do método para 
doseamento dos fenóis totais de Trichillia catigua 
A. Juss.
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b) Exatidão
A exatidão é a proximidade dos resultados 

obtidos pelo método em estudo em relação ao valor 
verdadeiro e pode ser determinada através de várias 
metodologias.

A exatidão do método foi comprovada pelo 
estudo de três concentrações: baixa, média e alta 
(50, 100 e 150%) e o percentual de recuperação 
para as três concentrações de foi de 95,1, 92,6 e 
95,3%, respectivamente (Tabela 4).

Amostras	Absorbâncias	Concentração 	 Exatidão 
			   (%)	 (%) 

1 (50%)	 0,381	 7,79	

2 (50%)	 0,351	 7,14	   95,1

3 (50%)	 0,376	 7,69	

Média		  0,369	 7,57

4 (100%)	 0,685	 7,33	

5 (100%)	 0,689	   7,36	 92,6

6 (100%)	 0,690	 7,4	

Média		  0,688	 7,37	

7 (150%)	 1,046	 7,6	

8 (150%)	 1,043	    7,56	    95,3

9 (150%)	 1,046	    7,60	

Média		  1,045	    7,59	

Média		  7,51

TABELA 4. Exatidão do método para doseamento 
dos fenóis totais de Trichillia catigua A. Juss. 

TABELA 5. Robustez do método para doseamento 
dos fenóis totais Trichillia catigua A. Juss. 

	Comprimento    	 Média das	 Concentração	 Teor
de onda	 Absorbâncias	 %

508 nm	 0,678	 7,32	 92

510 nm	 0,682	 7,32	 92

512 nm	 0,689	 7,40	 93

FIGURA 1. Espectro de absorção (varredura na faixa de 200 - 800 nm) para avaliação do parâmetro seletividade: 
A) branco B) amostra (Trichillia catigua A. Juss.), C) padrão (ácido tânico).

A

B

C
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c) Robustez
A robustez é o parâmetro que verifica a 

capacidade que o método analítico apresenta em 
fornecer resultados inalterados quando sujeito a 
pequenas mudanças. 

A avaliação da robustez foi realizada através 
da variação do comprimento de onda (Tabela 5). Pode-
se verificar que a variação do comprimento de onda 
não interferiu nos resultados. 

d) Seletividade
É a capacidade que o método possui de 

medir exatamente um composto em presença de 
outros componentes tais como impurezas, produtos 
de degradação e outras substâncias. 

Os resultados da varredura do branco, da 
amostra e do padrão estão demonstrados nas Figuras 
1A-C, respectivamente.

Pode-se perceber que o branco não interfere 
na leitura da amostra e essa, por sua vez, produziu 
um pico de absorção na faixa de 510 a 546 nm, assim 
como o padrão de ácido tânico.

e) Linearidade
É a capacidade de uma metodologia analítica 

de demonstrar que os resultados obtidos são 
diretamente proporcionais à concentração do analito 
na amostra, dentro de intervalo especificado. Para 
esse método, trabalhamos com concentrações de 
catuaba de 0,1 a 0,5 mg/mL e obtivemos as respectivas 
absortividades: 0,264-0,486- 0,717-0,938- 1,165. 
Assim, na análise de regressão linear encontramos 
a equação y=2,254x+0,037 e um coeficiente de 
correlação r = 1,000, valor que comprova a linearidade 
do método, nas condições empregadas.

f) Limite de Quantificação e Detecção
Limite de Quantificação é a menor quantidade 

do analito em amostra que pode ser determinada com 
precisão e exatidão aceitáveis. Não é um parâmetro 
exigido para validação de produtos da categoria I, mas 
foi analisado neste trabalho.

Limite de Detecção é a menor quantidade 
do analito presente em uma amostra que pode 
ser determinado, porém não necessariamente 
quantificado. 

Os limites de detecção (0,0006 mg mL-1) e 
de quantificação (0,003 mg mL-1) obtidos demonstram 
que o método é sensível. 

Na literatura científica há descrição desse 
mesmo método espectrofotométrico para quantificar 
polifenóis em plantas medicinais (Sampaio et al., 
2011; Borges et al., 2012; Alcântara et al., 2012) e 
outro estudo descreveu método semelhante (Brighenti 
et al., 2007), entretanto a validação analítica não foi 
demonstrada. Além disso, encontrou-se um trabalho 
que emprega a cromatografia líquida de alta eficiência 

para a análise da catuaba (Beltrame et al., 2006), 
porém, embora seja esse um método analítico mais 
sensível e específico, é de custo mais elevado. 

Por fim, destaca-se a grande importância da 
validação de métodos analíticos aplicados às plantas 
medicinais e fitoterápicos visando contribuir para a 
homogeneizar os teores de princípios ativos presentes 
numa determinada espécie, o que por sua vez 
influenciará na atividade farmacológica dessa planta 
medicinal, no sentido de permitir utilizar as dosagens 
terapêuticas padronizadas.

CONCLUSÃO
Os resultados da validação do método para 

determinação do teor de fenóis totais da T. catigua 
comprovaram que este é seletivo, linear, preciso, exato 
e robusto. Portanto, representa uma possibilidade para 
a quantificação desta classe química, uma vez que 
apresenta a confiabilidade requerida para um método 
analítico, além de ser barato, simples e rápido.
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