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Protocol status: In development

We are still developing and optimizing this protocol
Created: January 01, 2025

Last Modified: January 01, 2025

Protocol Integer ID: 117500

Keywords: Quantificacdo, Acido Clorogénico, Mangiferina, Cafeina, compostos bioativos como cafeina, acido clorogénico,
chlorogenic acid, plant extract, bioactive compounds such as caffeine, utiliza hplc acoplado, bioactive compound, clorogénico,
cafeina, compound, diode array detector, composto, caffeine, acid, mangiferin, hplc

Abstract

Este protocolo é adequado para a analise de compostos bioativos como cafeina, acido clorogénico, mangiferina e
outros em matrizes como extratos vegetais. O método utiliza HPLC acoplado a um detector de arranjo de diodos
(DAD).

English:
This protocol is suitable for the analysis of bioactive compounds such as caffeine, chlorogenic acid, mangiferin,
and others in matrices like plant extracts. The method employs HPLC coupled with a diode array detector (DAD).

Safety warnings

O Notas Importantes:
O acido clorogénico é sensivel a luz, entao evite exposicao prolongada.
A mangiferina pode ter baixa solubilidade; assegure que esta completamente dissolvida.
Certifique-se de que o equipamento esteja devidamente calibrado e a coluna em bom estado.
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Reagentes, Padrbes e Equipamentos

1

= Cafeina (grau analitico).

» Acido clorogénico (grau analitico).
» Acido cafeico (grau analitico).

» Acido ferulico (grau analitico).

» Acido p-cumarico (grau analitico).
= Mangiferina (grau analitico).

= Quercetina (grau analitico).

= Kaempferol (grau analitico).

= Epicatequina (grau analitico).

= Epigalocatequina (grau analitico).

= Metanol (grau HPLC).

= Acetonitrila (grau HPLC)

= Acido férmico ou acido acético glacial (grau HPLC).

» Agua ultrapura (resistividade = 18.2 MQ-cm).

= Mistura hidroalcdolica padrao (se aplicavel, por exemplo, 50% metanol/agua v/v).

= Cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) com detector de arranjo de diodos
(DAD).

= Coluna cromatografica: C18 (ex.: 250 mm x 4,6 mm, 5 um).

= Filtro de membrana de 0,45 um (PVDF ou PTFE).

= Micropipetas e ponteiras.

= Banho ultrassénico.

= Tubos Falcon de 15 mL ou 50 mL.

Fase movel
» Solvente A: Agua ultrapura acidificada com 0,1% de acido fdérmico
(v/v) ou acido acético.

» Solvente B: Metanol ou acetonitrila (grau HPLC).
= Filtrar e desgaseificar a fase movel em ultrassom antes do uso.

Solucdes estoque de padrdes
= Prepare solucdes estoque de acido clorogénico, mangiferina e

cafeina em metanol a uma concentracdo de 1 mg/mL.
= Armazene em frascos ambar a 4 °C.

Solucées de trabalho
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= Dilua as solucgbes estoque em diferentes concentracdes para

construir a curva de calibracéo:
ex.: 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 ug/mL

Amostra

Pese cerca de 100 mg de folhas de secas e moidas.

Extraia com 10 mL de metanol:agua (50:50, v/v) em ultrassom por
30 minutos.

Centrifugue a 4000 rpm por 10 minutos.

Filtre o sobrenadante através de uma membrana de 0,45 um antes
da injecéo.

4 Condicoes Cromatograficas

Coluna: C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm).
Fase movel:
= Solvente A: Agua ultrapura acidificada com 0,1% de acido

férmico.

= Solvente B: Acetonitrila.
Gradiente:

0-5 min: 10% B.

5-20 min: 10-60% B.

20-25 min: 60-90% B.

25-30 min: 90-10% B.

30-35 min: reequilibrio em 10% B.

Vazao: 1,0 mL/min.
Temperatura da coluna: 30 °C.
Volume de injecdo: 20 pL.

Comprimentos de onda:

Cafeina: 272 nm

Acido clorogénico: 325 nm
Acido cafeico: 320 nm
Acido ferulico: 320 nm
Acido p-cumarico: 310 nm
Mangiferina: 258 nm
Quercetina: 370 nm
Kaempferol: 370 nm
Epicatequina: 280 nm
Epigalocatequina: 280 nm
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Validacao do Método

5 Para garantir a robustez do método:
» Linearidade: Avaliar o intervalo de calibracao para todos os compostos.
= Limite de deteccado (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ): Calcular para cada
composto.
» Precisdo: Verificar a reprodutibilidade intradia e interdias.
= Recuperacao: Avaliar a eficiéncia de extracao dos compostos na matriz.

Analise
6 Calibracao:

= Injete as solucgdes de calibracao para obter o grafico da relacéo
entre a concentracdo e a area dos picos.

= Calcule as equacdes das curvas (regressdao linear) e os
coeficientes de correlacao (R2).

Analise da amostra:

= Injete as amostras.
» Identifique os picos comparando os tempos de retencdo (TR) com

0s padrdes.
» Quantifique os compostos utilizando as equacgdes das curvas de

calibracéo.

Validacao (se aplicavel):

= Teste linearidade, limites de deteccdo (LOD) e quantificacao
(LOQ), precisdo (reprodutibilidade), e recuperacgéo.

7 Controle de Qualidade

Injete um padrédo de referéncia a cada 10 amostras para monitorar a
estabilidade do sistema.

Verifique os parametros do sistema, como resolucdo dos picos e
simetria.
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8 Resultados e Relatorio

Expresse os resultados em mg/g de extrato seco ou outra unidade

adequada.
Apresente cromatogramas representativos, tabela com concentracdes

calculadas, e parametros de validacéo.
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