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Introdução

A coleta de plantas medicinais em larga
escala pode representar um sério problema ecoló-
gico, pois, pode causar uma severa redução ou
mesmo a extinção de uma determinada espécie
vegetal. Uma solução interessante para esse pro-
blema seria o cultivo de tecidos vegetais in vitro.

o cultivo de tecidos vegetais in vitro pode
minimizar os efeitos negativos provocados por
fatores ambientais, bem como assegurar um
maior controle sobre as condições de temperatu-
ra, luz e nutrientes. Como resultado disso, a pro-
dução de compostos de valor econômico seria
viabilizada [1].

As plantas não são exclusivamente utiliza-
das como fonte potencial de princípios ativos iso-
lados, quimicamente definidos, mas o uso de

extratos é uma alternativa, desde que a atividade
farmacológica esteja definida, assim como os
compostos responsáveis por esta atividade. Em
alguns casos, o efeito terapêutico pode resultar da
ação de vários princípios ativos. Para assegurar o
controle de qualidade e a ação farmacológica,
esse tipo de fármaco deve ser padronizado em um
certo teor de princípios ativos. No caso dos prin-
cípios ativos não serem conhecidos, os compos-
tos mais representativos do extrato deverão ser
selecionados como padrões [2].

Técnicas cromatográficas como a CLAE
(Cromatografia Líquida de Alta Eficiência),
CCDC (Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa), CG (Cromatografia Gasosa) ou
eletroforese capilar acopladas a técnicas espec-
troscópicas, têm sido largamente usadas para
identificação de material ou extratos vegetais.
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Resumo: o presente trabalho consiste no desenvolvimento e validação de um método analítico por
CLAE/DAD para a detecção da 7-hidróxi-4’,6-dimetóxisoflavona em culturas  de células em suspen-
são  e calos de Dipteryx odorata cultivados in vitro. os parâmetros de validação: curva analítica, linea-
ridade, precisão, recuperação, limite de detecção e limite de quantificação foram avaliados e os resul-
tados obtidos demonstraram que o procedimento analítico proposto para a detecção e dosagem desta
isoflavona está dentro dos parâmetros recomendados pela RE899/03-ANVISA, podendo ser utilizado
para o controle de qualidade de culturas de células cultivadas in vitro desta espécie vegetal.
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A CLAE é utilizada rotineiramente em fito-
química tanto para isolamento de produtos naturais
como para o controle de pureza de compostos iso-
lados. os cromatogramas que são empregados
como impressão digital são comparados àqueles de
amostras desconhecidas para permitir a identifica-
ção de drogas ou para efetuar pesquisa de adultera-
ções. A CLAE/DAD, (DAD: Detector de Arranjo
de Diodo) tem sido muito utilizada para a análise de
extratos vegetais, fornecendo informações impor-
tantes quanto ao tipo de constituintes presentes. Na
literatura, são encontrados vários exemplos da utili-
zação dessa técnica, tanto para obtenção como para
quantificação de seus componentes. [3,4,5]. 

Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.

(Fabaceae) é conhecida popularmente na região
amazônica pelo nome “cumaru”[6]. 

Dados de literatura relatam a presença de
diversas isoflavonas nesta espécie vegetal. Na
casca do caule de D. odorata destaca-se a pre-
sença da dipterixina e odoratina, [7,8] enquanto
que na madeira foram encontradas as isoflavo-
nas: odoratin, dipterixin, retusin, 8-metóxi-retu-
sin e 3-hidróxi-8-metoxi-retusin [9,10]. Culturas
in vitro desta espécie também se mostraram fon-
tes promissoras no acúmulo de isoflavonas  [11].

os isoflavonóides têm adquirido considerá-
vel importância por exibirem diversas atividades
biológicas: antioxidante, antifúngica, bactericida,
antinflamatória, estrogênica e contraceptiva [12]. 

Em estudo anterior a isoflavona 7-hidróxi-
4’,6-dimetóxisoflavona (1) isolada dos calos de D.

odorata se mostrou ativa contra  a gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase  do Tripanossoma cruzi [11].
Embora esta isoflavona seja um composto de larga
ocorrência em espécies de leguminosas, sua ori-
gem biossintética ainda é debatida, e estudos de
detecção e quantificação deste composto e seus
derivados em cultura de células são de grande
importância em estudos biossintéticos [13].

Validação 

Para garantir que uma nova metodologia
analítica gere informações confiáveis e facilmen-
te interpretáveis sobre a amostra, a mesma deve
passar por um procedimento de avaliação deno-
minada validação. A validação de uma metodolo-
gia é um processo contínuo que começa no pla-
nejamento da estratégia analítica e continua ao
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Figura 1. Estrutura da 7-hidróxi-4’,6-dimetóxi-
soflavona (1).

longo de todo o seu desenvolvimento e transfe-
rência. Para o registro de novos produtos, todos
os órgãos reguladores do Brasil e de outros paí-
ses exigem a validação de metodologia analítica
e, para isso, a maioria deles tem estabelecido
documentos oficiais que definem as diretrizes a
serem adotadas no procedimento de validação.
Um processo de validação bem definido e docu-
mentado oferece às agências reguladoras evidên-
cias objetivas de que as metodologias e os siste-
mas são adequados para o uso proposto [14].

No Brasil, há duas agências credenciadas
para verificar a competência de laboratórios de
ensaios, a ANVISA (Agência Nacional de
Vigilância Sanitária) e o INMETRo (Instituto Na -
cio nal de Metrologia, Normalização e Quali dade
Industrial). Estes órgãos disponibilizam guias para
o procedimento de validação de métodos analíticos,
os quais são,respectivamente, a Resolução  ANVI-
SA RE nº 899 de 29/05/2003  e o documento
INMETRo DoQ-CGCRE-008 de 03/2003 [14].

Segundo a ANVISA, a validação deve
garantir, através de estudos experimentais, que o
método atenda às exigências das aplicações ana-
líticas, assegurando a confiabilidade dos resulta-
dos [15,16,17]. 

Objetivo

Este trabalho teve como objetivo imple-
mentar e validar um método analítico capaz de
detectar e quantificar a 7-hidróxi-4’,6-dimetóxiso-
flavona (1),  principal metabólito secundário pre-
sente nas culturas de células em suspensão e calos
de Dipteryx odorata,  popularmente conhecida co -
mo afrormosina, afromosina ou  castanina (Figura
1), visando o controle de qualidade de cultura de
células cultivadas in vitro desta espécie vegetal.
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Materiais e Métodos

Material Vegetal

Raízes de plântulas de D. odorata cultiva-
das in vitro foram seccionadas e inoculadas em
meio de cultura MS suplementado com 2,0 mg/L
de 2,4-D (ácido 2,4 diclorofenóxiacético) + 0,5
mg/L de 6-BAP (6-benzilaminopurina) + 340 mg/L
de KH2Po4 + 30 g/L de sacarose e 2,0 g/L de
Phytagelâ para a indução de calos. os calos obtidos
foram subcultivados em intervalos de 30 dias. As
suspensões celulares, por sua vez, foram obtidas
através da transferência dos calos do meio semi-
sólido para meio líquido. As culturas de células em
suspensão e os calos de Dipteryx odorata cultiva-
dos in vitro, foram liofilizados, triturados e subme-
tidos a processos de extração com MeoH. Esse
procedimento foi realizado em triplicata.

Instrumentação e parâmetros cromatográficos

os extratos foram submetidos à análise em
um cromatógrafo Shimadzu (modelo LC-10AD
VP) com detector de arranjo de diiodo (modelo
SPD- M10A vp) e injetor automático (modelo SIL-
10AD vp), com volume de injeção de 20mL. Foi
utilizada uma coluna SupelcosilTM LC18 (4,6 x
250 mm, Supelco®), com partículas de 5 mm). No
sistema eluente, foi adotada a eluição com gradien-
te envolvendo a mistura binária MeoH/H2o (0,1%
ácido acético). A composição da fase móvel variou
de 50%  a 100% (20 min), de 100% a 50% (6 min),
50% (10 min) com fluxo de 0,9 mL/min. Foi utili-
zado um detector espectrofotométrico e a detecção
foi feita na região do UV em 254nm.

Validação do Método

A quantificação do composto de interesse
foi obtida através do método do padrão externo,
o qual consiste na construção de uma curva de
calibração, a partir de soluções-padrão de con-
centrações conhecidas.

os parâmetros analíticos avaliados para o
método de validação foram: linearidade, preci-
são, recuperação, limite de detecção e limite de
quantificação.

Linearidade

A linearidade corresponde à capacidade do
método em fornecer resultados que expressem um
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relação de proporcionalidade entre um sinal físico
medido e a concentração da substância em exame,
dentro de uma determinada faixa analítica. A cor-
relação entre o sinal medido (área ou altura do
pico) e a massa ou concentração da espécie a ser
quantificada gera a curva analítica, a qual pode ser
matematicamente expressa pela equação da reta,
cuja resolução permite a quantificação do analito. 

Além dos coeficientes de regressão a e b,
também é possível calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlação r. Este
parâmetro permite uma estimativa da qualidade
da curva obtida, pois quanto mais próximo de 1,
menor a dispersão do conjunto de pontos experi-
mentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressão estimados. 

Para o estudo da linearidade preparou-se
uma solução estoque da isoflavona 1 na concentra-
ção de 10 mg/mL, dissolvendo-se a isoflavona 1 em
metanol grau HPLC, foram realizadas diluições para
a obtenção das seguintes concentrações: 10; 1; 0,1;
e 0,01 mg/mL. A curva de calibração foi construída
plotando-se os valores médios das áreas dos picos
cromatográficos em função das concentrações.

Precisão

A precisão reflete a concordância entre os
resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem múltipla de uma mesma amos-
tra. Pode ser expressa como desvio padrão ou
desvio padrão relativo (coeficiente de variação)
de uma série de medidas. Pode ser considerada
em três níveis diferentes: repetibilidade intra e
inter-ensaio e reprodutibilidade. É calculada atra-
vés da seguinte equação:

DPR = DP x 100    DPR = desvio padrão relativo
CMD                  DP = desvio padrão
CMD = concentração média determinada

A precisão do método foi avaliada pela
repetibilidade (precisão intra-corrida), injetando-se
em triplicata os extratos metanólicos dos calos e
células em suspensão de D. odorata, registrando-se
os valores das áreas dos picos cromatográficos e
calculando-se o desvio padrão das determinações.

Recuperação

A recuperação (ou fator de recuperação),
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R, é definida como a proporção da quantidade da
substância de interesse, presente ou adicionada
ao material teste, que é passível de ser extraída e
quantificada.

Para a avaliação da recuperação foram
preparadas, amostras de calos e células em sus-
pensão na concentração de 0,01 mg PS/mL, onde
PS = Peso Seco , utilizando metanol como sol-
vente. outras três soluções de calos e células em
suspensão foram preparadas, adicionando-se a
cada solução, 10 mL de uma solução 0,01 mg/mL
da isoflavona 1 empregada como padrão. As
determinações de concentração de cada solução
foram feitas em triplicata, e calculadas as por-
centagens de recuperação.

Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade de um
método distinguir pequenas variações de concen-
tração, sendo determinada através dos limites de
quantificação e de detecção.

Limite de Detecção (LD)
o limite de detecção (LD) representa a

menor concentração da substância em exame que
pode ser detectada, mas não necessariamente
quantificada. A magnitude do sinal físico medido
deve ser três vezes a magnitude do sinal do ruído.

LD = DPc x  3  DPc = desvio padrão da curva
IC           IC = coeficiente angular da reta

Limite de Quantificação (LQ)
o limite de quantificação (LQ) representa

a menor concentração da substância em exame
que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental. A magnitude dessa
concentração limite deve ser dez vezes a magni-
tude do sinal do ruído.

LD = DPc x  10 DPc = desvio padrão da curva
IC            IC = coeficiente angular da reta

os limites de detecção (LD) e de quantifi-
cação (LQ) foram calculados  pela divisão do
desvio padrão da curva de calibração pelo seu
coeficiente angular, multiplicados por 3,0 e 10,0,
respectivamente. As determinações foram calcu-
ladas em 10 replicatas. 

Resultados e Discussão

A análise qualitativa dos extratos metanó-
licos das culturas de calos e células em suspensão
de D. odorata por CLAE apresentaram o mesmo
perfil cromatográfico (Figura 2), sendo o teor da
isoflavona 1 nas culturas de calos   de 41,353 ±
1,954 mg/gPS e nas células em suspensão de
37,779 ± 0,444 mg/gPS (Tabela 1).

Figura 2. Perfil cromatográfico obtido por
CLAE das culturas de células de D. odorata a
254 nm. A) Cultura de calos e B) Cultura de célu-
las em suspensão.

B

A

Essa análise demonstrou que o composto
majoritário presente nas amostras corresponde a
isoflavona 1 (Figura 3A), que apresenta tR = 16,45
min e cujo espectro no UV possui dois máximos de
absorção a 258 e 320 nm (Figura 3B).  
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Para as análises qualitativas e quantitativas
foi utilizado como padrão secundário a própria iso-
flavona 1, previamente isolada e identificada por
JANUÁRIo [4]. Foi construída a curva de calibra-
ção para a isoflavona 1(Figura 4) com quatro pon-
tos no intervalo  de concentração de 0,001 a 1
mg/mL. A curva apresentou uma excelente lineari-
dade entre a concentração e a área do pico corres-
pondente a isoflavona, a qual é demonstrada pelo R
= 0,99987. A equação de regressão linear obtida
foi: y = 8,96 x 107 x + 359212,3984, onde x é a
concentração e y é a área do pico. 
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Tabela 1. Teor da Isoflavona 1 nas matrizes  de
D. odorata avaliadas.

Matriz Concentração (mg/gPS)*

Calos 41,353 ± 1,954
Células em suspensão 37,779 ± 0,444

* Media +/- desvio padrão

Figura 3. A) Cromatograma obtido por CLAE;
B) Espectro no UV da isoflavona 1.

B

A

os resultados de precisão e recuperação
são apresentados na Tabela 2 e demonstraram
que apesar dos cromatogramas dos calos e das
células em suspensão serem bastante similares, a
precisão obtida para as células em suspensão foi
muito boa com valor da ordem 1,95 %, enquanto
que para os calos esse valor foi superior de 8,04
%. Essa discordância entre os resultados deve-se,
possivelmente, às diferenças existentes entre as
matrizes. Enquanto que os calos apresentam-se
como uma massa de células desorganizadas e
parcialmente desdiferenciadas, nas células em
suspensão sua aparência é mais uniforme. 

Figura 4. Curva de Calibração da isoflavona  1
pelo método cromatográfico, CLAE.

Tabela 2. Resultados da precisão e recuperação
das matrizes testadas.

Matriz Precisão Recuperação

(%) (%)

Calos 8,04 90,720
Células em suspensão 1,95 78,401

Foram obtidos limites de detecção e de
quantificação de (0,0018 mg/mL) e  (0,062
mg/mL), respectivamente, os quais foram determi-
nados matematicamente através da relação entre o
desvio padrão da curva de calibração e sua inclina-
ção, utilizando-se o fator multiplicador apropriado.  
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Conclusões

o método analítico proposto para extração,
detecção e quantificação da isoflavona 7-hidróxi-
4’,6-dimetóxisoflavona (1) em cultura de células em
suspensão  e calos de Dipteryx odorata apresentou
resultados satisfatórios em todas as etapas do pro-
cesso de validação, dentro dos parâmetros recomen-
dados pela RE 899/03-ANVISA, mostrando ser
sensível, preciso e linear, podendo contribuir  para o
controle de qualidade  de culturas de células culti-
vadas in vitro desta espécie vegetal. 
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R.S. Fernandes, M.V. Lourenço, C.E.S. Miranda, S.C. França, A.H. Januário. Validation of the
methodology for extration and quantitation of the 7-hydroxy-4’,6-dimethoxylisoflavone in suspension
cells and callus  cultures of Dipteryx odorata.  

Abstract: The present work consists of the development and validation of HPLC analytical methodology
for the evaluation of 7-hydroxy-4’,6-dimethoxyisoflavone in cells suspension  and callus  culture of Dipteryx

odorata. The validation parameters: analytical curve, linearity, precision, recovery, detection limit and quan-
tification limit were determined   and they demonstrated that the analytical procedures for the detection and
quantification for this isoflavone follow the requeriments of regulatory RE899/03- National Health
Surveillance Agency (ANVISA) and could be applied to   cells culture quality control of this vegetal species.

Keywords: CLAE/DAD; Dipteryx odorata; isoflavona.
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