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RESUMO

O barbatimao, Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville, € uma planta medicinal bem
conhecida na medicina tradicional brasileira. Tem sido usado como antiinflamatério,
adstringente e cicatrizante desde o século XIX. A alta concentracédo de taninos condensados
nas cascas € a responsavel pelos seus efeitos terapéuticos. No presente trabalho, extrato
glicolico (EG) e extrato etandlico seco (EES) das cascas foram preparados, por percolagao.
Foram desenvolvidos métodos extrativo-analiticos para determinacdo de taninos em
insumos de barbatiméo, bem como se avaliou a qualidade fisico-quimica da droga vegetal e
dos extratos. A droga vegetal, o EG e o EES foram caracterizados por CCD. Os EES foram
purificados por particéo liquido-liquido apresentando maior concentracdo de marcadores na
fragdo organica do que na fracdo aquosa. O teor de taninos totais dos extratos foi
quantificado por espectrofotometria no ultravioleta (UV, A 272 nm) e por métodos
farmacopeicos espectrofotométricos no visivel (Folin Denis, FD, A 715 nm e Folin-
Ciocalteau, FC, A 760 nm). Os métodos farmacopeicos foram verificados quanto a
seletividade, linearidade e precisdo e comparados com o método UV, por andlise de
variancia. Um método por CLAE usando modo gradiente linear, em fase reversa (Cig),
detecgdo UV em A 210 nm, foi desenvolvido e validado para quantificacdo de galocatequina
(GC) e de galato de epigalocatequina (GEGC) nos extratos. O método por UV apresentou
linearidade na faixa de concentracdo de 5 a 30 pg/mL com coeficiente de correlacéo,
r 0,9999 (GEGC). Preciséo intra-ensaio (DPR 2,06%) e inter-ensaio (DPR 4,68%) foram
satisfatérias; exatidao apresentou 99,72% de recuperacéo (DPR 2,69%); obteve-se limite de
deteccdo, LD, de 0,23 ug/mL e limite de quantificacdo, LQ, de 0,71 ug/mL. O método
apresentou-se seletivo e ndo robusto. O método por CLAE apresentou-se seletivo. A
linearidade foi alcangada na faixa de 30 a 330 ng com r 0,9998 (GC), r 0,9986 (GEGC);
precisao intra-ensaio, DPR 1,86% (GC) e 1,10% (GEGC), e precisao inter-ensaio, DPR
5,22% (GC) e 2,77% (GEGC) foram satisfatorias; exatidao apresentou 76,50% (DPR 4,53%,
GC) e 104,98% (DPR 3,21%, GEGC) de recuperagédo; obteve-se LD 2,95 ng e LQ 8,94 ng
para GC; para GEGC obteve-se, LD 8,81 ng e LQ 26,69 ng. O método apresentou-se
robusto para GC e parcialmente robusto para GEGC. A fracdo organica do EES de S.
adstringens apresentou teor de 1,35% (GC) e 1,32% (GEGC), e do EES de S. obovatum
1,22% (GC) e 1,42% (GEGC), por CLAE. Pela determinagéo de derivados 3-flavondis nas
fracbes dos extratos secos é possivel padronizar os produtos intermediarios e obter um
melhor controle de qualidade para os produtos acabados.

Palavras-chave: Siryphnodendron adstringens; barbatimdo; determinagdo de taninos;
extrato etandlico; padronizacao de extratos; CLAE; UV-VIS.



ABSTRACT

Barbatimao, Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville, is a well-known medicinal plant
in the Brazilian traditional medicine. It has been used as anti-inflammatory, astringent and
wound healing since the 19" century. The high concentration of condensed tannins in the
bark is responsible for its therapeutic effects. In the present work, barbatimédo bark glicolic
(GE) and dry ethanolic extracts (EE) were prepared, by percolation. An extractive-analytical
method for determining tannins in barbatimdo was developed and physical-chemical quality
of barks and extracts were assayed. The bark, GE and EE were characterized by the TLC.
EE were purified by liquid-liquid partition presented greater concentration of markers in the
organic fraction than in aqueous fraction. Totals tannins in the extracts was quantified by
ultraviolet spectrophotometry (UV, A 272 nm) and by spectrophotometric pharmacopeial
visible methods (Folin Denis, FD, A 715 nm e Folin-Ciocalteau, FC, A 760 nm). The
pharmacopeial methods were checked regarding selectivity, linearity, and accuracy and
compared to the UV method, by analysis of variance. A HPLC method using linear gradient
mode in reverse phase (Cqg), UV detection at A 210 nm, was developed and validated for
quantification of gallocatechin (GC) and epigallocatechin gallate (EGCQG) in extracts. The UV
method presented linearity in the concentration range 5 to 30 pg/mL with correlation
coefficient r 0.9999 (EGCG). Intra-assay precision (RSD 2.06%) and inter-assay precision
(RSD 4.68%) were satisfactory, meanwhile, the recovery percentage was 99.72% (RSD
2.69%); yielded limit of detection, LOD, of 0.23 pug/mL and limit of quantification, LOQ, of
0.71 ug/mL. The method showed to be selective and not robust. The HPLC method showed
to be selective. Linearity was achieved in the range from 30 to 330 ng with r 0.9998 (GC),
r 0.9986 (EGCG); intra-assay precision, RSD 1.86% (GC) and 1.10% (EGCG), and inter-
assay precision, RSD 5.22% (GC) and 2.77% (EGCG) were satisfactory; accuracy presented
76.50% (RSD 4.53% for GC) and 104.98% (RSD 3.21% for EGCG) of recovery; LOD was
2.95 ng and LOQ was 8.94 ng for GC; for EGCG, LOD was 8.81 ng and LOQ was 26.69 ng.
The method showed to be robust for GC and partially robust for GEGC. The organic fraction
of S. adstringens EE showed an amount of 1.35% (GC) and 1.32% (EGCG), and S.
obovatum EE presented an amount of 1.22% (GC) and 1.42% (EGCG), by HPLC. By
determining 3-flavonol derivative markers in the fractions of the dry extracts it is possible to
standardize the intermediate products and to perform a better quality control for the finished
products.

Keywords: Stryphnodendron adstringens; barbatimao; tannins determination; ethanolic
extract; extract standardization; HPLC; UV-VIS.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais e da fitoterapia vem se expandindo em todo o
mundo sendo uma conseqliéncia, dentre outros fatores, do alto custo dos medicamentos
industrializados e da falta de uma assisténcia médica e farmacéutica eficazes. Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 65 a 80% da populagdo mundial, presente nos
paises em desenvolvimento (Asia, Africa e América Latina) depende da medicina caseira,
especialmente a partir do uso de plantas, para seus cuidados primarios de saude. Mesmo
assim, poucas espécies de vegetais foram avaliadas visando sua transformacdo em
medicamento fitoterapico (WORLD, 1999).

O desenvolvimento de fitoterapicos € um processo dificil e oneroso que envolve
diferentes areas como: botanica, quimica e farmacologia, incluindo a toxicologia. Outras
areas do conhecimento também podem estar envolvidas ao longo do processo, tais como
antropologia, agronomia, biotecnologia e quimica organica, além da tecnologia farmacéutica
e do controle de qualidade (RATES, 2001). A &rea de controle de qualidade tem um papel
fundamental no desenvolvimento de métodos analiticos validados para anélise das
matérias-primas (drogas vegetais), dos produtos intermedidrios e dos produtos acabados
produzidos a partir destas plantas medicinais. Estes métodos analiticos validados podem
ainda constituir monografias farmacopeicas e serem inseridas em compéndios oficiais. As
monografias farmacopeicas, portanto, tém como objetivo prover informacgéo cientifica sobre
o controle de qualidade das matérias-primas e dos produtos acabados (WORLD, 1999). No
Brasil, existem critérios para a redagdo dos textos das monografias farmacopeicas,
preconizados no Guia para a Redagao das Monografias da Farmacopéia Brasileira — Quinta
Edicdo, buscando-se harmonizar e tornar mais objetiva a linguagem adotada nos
procedimentos (AGENCIA, 2005).

Portanto, a definicdo de normas para garantir a seguranga, qualidade e eficacia das
plantas medicinais e dos fitoterapicos tornou-se um objetivo importante, principalmente nos
paises em desenvolvimento.

A producéao de fitoterapicos com plantas nativas € importante e constitui a principal
estratégia para protecdo e valorizacdo da flora brasileira (BRANDAO et al., 2006). Para
tanto, a eficacia deve ser comprovada e a toxicidade avaliada, bem como devem ser
desenvolvidos e validados métodos analiticos para o controle de qualidade das drogas
vegetais, dos produtos intermediarios e dos produtos acabados.

No Brasil, alguns instrumentos de normatizacéo buscam este objetivo, tais como:

= a Politica Nacional de Medicamentos a qual apdia as pesquisas que visem 0

aproveitamento do potencial da flora e fauna nacionais, enfatizando a certificagéo
de suas propriedades medicamentosas (BRASIL, 1998);
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= a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS a qual
objetiva ampliar as opc¢bes terapéuticas aos usuarios do SUS, com garantia de
acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados a Fitoterapia,
com seguranga, eficacia e qualidade (BRASIL, 2006b); e

= 0 Decreto Presidencial n® 5.813, de 22 de junho de 2006 o qual elabora a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e garante a populacao brasileira o
acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2006a).

As preparagdes fitoterapicas sdo muito usadas também em dermatologia e no
tratamento de feridas. A eficiéncia de alguns agentes fitoterapicos, usados na medicina
tradicional, vem sendo avaliada e confirmada por meio de pesquisas desenvolvidas em todo
o mundo. Produtos contendo extratos de arnica (Arnica montana) (LYSS et al., 1997),
caléndula (Calendula officinalis) (KLOUCHEK-POPOQOVA, et al., 1982; WAGNER et al., 1985;
CARVALHO et al, 1991; LOGGIA et al, 1994), hamamelis (Hamamelis virginiana)
(HUGHES-FORMELLA et al., 1998), babosa (Aloe vera) (HEGGERS et al., 1996; ZHANG et
al., 1996; CHITHRA et al., 1998a, 1998b; CHOI et al., 2001; KRISHNAN, 2006) e Datura
alba (PRIYA et al., 2002) por exemplo, apresentam atividades farmacolégicas devidamente
estabelecidas. As folhas de tanchagem (Plantago sp.) sao utilizadas como agente
antimicrobiano, cicatrizante e antiinflamatério. Estudos recentes vém demonstrando a
eficacia da planta no tratamento de feridas devido a presenca de mucopolissacarideos com
atividade cicatrizante e preventiva da formagéao de escaras. Estudos in vitro demonstraram
que a aderéncia das bactérias aos polissacarideos, associada a absorcdo de fluido e
estimulacdo dos macréfagos, pode estar relacionada a atividade (SAMUELSEN, 2000;
SCHMIDGALL, 2000; WESTERHOF et al., 2000). Outros estudos demonstraram que as
folhas de Plantago ovata e Plantago major apresentam polissacarideos com atividade
imunoestimulante, que também deve contribuir no mecanismo de agao antiinflamatério e
antimicrobiano (GOMEZ-FLORES, 2000; HETLAND, 2000). Obaseiki-Ebor (1985) e Nassis
et al. (1992) relatam que as folhas das espécies do género Bryophyllum, conhecidas
popularmente como balsamo, também possuem atividades anti-histaminica e antimicrobiana
que podem estar relacionas a acao cicatrizante.

Dentre as plantas mais utilizadas na medicina popular brasileira para o tratamento
das feridas estdo as cascas da espécie Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville,
comumente conhecida como barbatimdo. O histérico de uso desta planta na medicina
tradicional, no Brasil, é vasto sendo descrito desde o século XIX por naturalistas que
percorreram a regido da Estrada Real em Minas Gerais (BRANDAO; MONTE-MOR, 2007;
BRANDAO et al., 2008).
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O uso atual da planta pode ser observado em um levantamento realizado junto aos
pacientes da clinica de cirurgia plastica do Hospital Publico Regional de Betim (MG) o qual
revelou que o barbatimdo é uma das plantas medicinais mais utilizadas pela populagcao de
baixa renda para o tratamento de feridas (CHAMPS et al., 2003). Esta pesquisa foi realizada
em parceria entre o Laboratério de Farmacognosia/Departamento de Produtos
Farmacéuticos e o Departamento de Farmacia Social, todos da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais (FAFAR/UFMG) e o Departamento de
Morfologia/Instituto de Ciéncias Biolégicas também da UFMG.

No mercado brasileiro ndo existem especialidades farmacéuticas produzidas com
barbatiméao registradas na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a despeito da
existéncia de estudos cientificos comprovando a sua agdo no tratamento de feridas
cronicas.

A ANVISA regulamenta por meio da Resolugao de Diretoria Colegiada (RDC) n® 48,
de 16 de margo de 2004, o registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil. Esta resolugéao
exige no ato do protocolo de pedido de registro, a apresentagdo de relatério contendo,
dentre outras informagdes técnicas (BRASIL, 2006b):

= Relatério de controle de qualidade, incluindo analise qualitativa e quantitativa dos

principios ativos e/ou marcadores, quando conhecidos, ou classe de compostos
quimicos caracteristicos da espécie;

= Controle de qualidade do produto acabado, apresentando resultado da

prospeccao (screening) fitoquimica, ou perfil cromatografico (fingerprint) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A espécie S. adstringens conta com monografia farmacopeica para sua droga
vegetal na Farmacopéia Brasileira 42 edicdo (FARMACOPEIA, 2002), entretanto, nédo
existem monografias para produtos intermediarios (extratos) e para produtos acabados
obtidos com o barbatimao. Além disto, os métodos analiticos preconizados nao permitem a
padronizagdo dos extratos em termos de marcadores quimicos individuais e sim por
doseamento de taninos totais, exigem um tempo de andlise longo e geram grande
quantidade de residuos téxicos para o analista e 0 meio ambiente.

Portanto, torna-se interessante o desenvolvimento de métodos analiticos validados,
principalmente métodos por CLAE, para avaliagdo da qualidade e padronizagdo da droga
vegetal e de extratos de barbatimdo em andlises de rotina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade de extratos preparados com cascas do tronco de
Stryphnodendron adstringens (barbatimao).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar métodos analiticos aplicaveis ao controle de qualidade de
extratos de S. adstringens;

= comparar os métodos espectrofotométricos oficiais, com leituras na regiao do visivel,

com método desenvolvido para leitura na regiao do ultravioleta (UV);

= avaliar o perfil cromatografico de extratos de barbatimao por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE);

= avaliar a qualidade de extratos preparados com cascas de outra espécie de
barbatimao (S. obovatum) e comparar os resultados obtidos com S. adstringens.
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3 REVISAO DA LITERATURA

As plantas medicinais sao usadas desde tempos remotos como medicamentos para
o tratamento de variedade de doencas, tendo uma fungado primordial na saiude mundial.
Apesar das grandes vantagens observadas na medicina convencional, as plantas ainda tém
uma importante contribuigdo nos tratamentos de saude.

Estima-se que cerca de 25-30% de todos os medicamentos disponiveis sdo produtos
naturais (plantas, microorganismos e animais) ou s&o derivados de produtos naturais.
Entretanto, poucas plantas tém sido cientificamente estudadas para avaliagdo de sua
qualidade, seguranca e eficacia (CALIXTO, 2005).

A Divisdo de Medicina Tradicional da OMS reconhece a importancia das espécies de
plantas usadas pelos Amerindios como medicamento e recomenda que a eficacia deva ser
avaliada por doseamentos farmacolégicos e toxicolégicos (WORLD, 2002).

Segundo Branddo et al. (2008), a segunda espécie mais freqlentemente
mencionada descrita pelos naturalistas do século XIX e descrita na Farmacopéia 12 edicao
€ o Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (barbatiméo), tradicionalmente usada como
adstringente de acordo com seis naturalistas, devido ao alto teor de taninos
(aproximadamente 30%) de suas cascas.

No presente trabalho foram desenvolvidos métodos extrativo-analiticos para
determinacdo de taninos em insumos e produtos vegetais de barbatimao, bem como se

avaliou a qualidade fisico-quimica da droga vegetal e dos extratos.

Foram preparados extratos etandlico seco e glicélico a partir da droga vegetal moida.
A preparagao e a caracterizagdo de extratos glicélicos, ricos em taninos a partir das cascas
de barbatimdo, ja foram desenvolvidas e descritas (ARDISSON et al, 2002). O
propilenoglicol foi o solvente escolhido, devido a sua baixa toxicidade e baixa irritagao
quando comparado ao alcool, sendo o solvente ideal para desenvolver produtos de uso
tépico, tais como géis, cremes e logcbes. Além disto, trabalhos anteriores ja& demonstraram
que o propilenoglicol € bastante efetivo na extracdo de substancias polifendlicas
(DIEMUNSCH, 1980; MULLER, 1992; JONES et al., 1998).

3.1 DESCRICAO VEGETAL

Dentre as plantas mais utilizadas na medicina popular para o tratamento das feridas
estdo as cascas da espécie Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville, Fabaceae
(FORERO, 1972; MISSOURI, 2007), sinonimia também encontrada Stryphnodendron
barbadetiman, comumente conhecida como barbatimdo. Esta planta medicinal €
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caracteristica da regido do cerrado brasileiro, ocorrendo desde o sul do Para até Sao Paulo
e Mato Grosso do Sul.

A palavra Stryphnodendron é originada do grego e significa Strypnds (duro), déndron
(arvore), portanto da-se idéia de lenho duro. Por sua vez, a palavra barbadetiman é um
termo especifico de origem indigena, iba-timo, que significa “arvore que aperta”, isto é
adstringente (PANIZZA et al., 1988). Espécies de Stryphnodendron recebem também os
nomes populares de barba-de-timéo, ibatim6, uabatimd, choranzinho-roxo, casca da
virgindade ou da mocidade.

O S. adstringens é uma planta arboérea, de porte pequeno e crescimento muito lento,
tortuosa, inerme, com pouca folhagem e casca rugosa. As folhas s&o alternas, grandes e
bipinadas compostas. Os foliolos sdo geralmente alternos, glabros, subcoriaceos,
orbiculares, medindo cerca de 2 cm de didametro, com apice retuso e base assimétrica. As
flores sdo pequenas, esbranquigadas, numerosas, dispostas em espigas densas, axilares,
medindo cerca de 10 cm de comprimento. Os frutos sdo do tipo legumes sésseis, contendo
varias sementes de coloragdo castanho-clara e ligeiramente achatadas. As folhas séo
caducas, permanecendo a arvore despida nos meses de junho e julho, voltando a brotar em
agosto. A florago inicia-se em setembro e a frutificagdo em novembro (CORREA, 1984).

A droga vegetal € constituida pelas cascas da arvore, sendo aguelas provenientes de
S. adstringens inscritas na Farmacopéia Brasileira 42 edicdo (2002). Segundo a
Farmacopéia, as cascas devem apresentar-se em pedacos de forma e tamanho variaveis,
recurvadas no sentido transversal e medindo em geral 12 cm de espessura. A superficie
externa da casca deve ser de cor parda esverdeada e com placas esbranquigadas, quando
recoberta por liguens. Podem ser muito rugosas e profundamente escavadas em todos os
sentidos. Sua superficie interna deve ser parda avermelhada viva, muitas vezes enrugada
transversalmente e estriada longitudinalmente, devido a presenca de grandes feixes de
fibras. Sao inodoras e causam sensagao adstringente.

3.2 CONSTITUICAO QUIMICA

As cascas de barbatimdo possuem entre 25 a 30% em taninos totais (PANIZZA et
al., 1988; ARDISSON et al., 2002). Segundo Mello e colaboradores (1993, 1997), da fracao
soluvel em acetato de etila do extrato acetona:agua (7:3) obtido das cascas secas foi
possivel separar por cromatografia em coluna (CC) em Sephadex LH-20, cromatografia em
contra-corrente multi-camada (CCMC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia em
Hyperosil ODS, os compostos apresentados na Figura 1 e na Tabela 1, sendo que o 4-O-
metilgalocatequina ocorreu em baixas concentragcées. As estruturas quimicas apresentadas

na Figura 1, com excegao do &cido galico, sdo monémeros basicos de taninos condensados
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do tipo 1 face a presenca de hidroxila na posicdo C-5 do anel A e sdo denominadas
prodelfinidinas.

HO
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HO O
OH OH
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OH OH
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4
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O'CH3

OH

Figura 1 Estruturas do acido galico e de flavan-3-6is isolados de Stryphnodendron
adstringens.

Tabela 1 Acido galico e flavan-3-6is isolados a partir do extrato acetato de etila das cascas
secas de Stryphnodendron adstringens (MELLO et al., 1993, 1997)

Substancia Estrutura
Acido galico 1
(+)-galocatequina 2
(-)-epigalocatequina 3
(-)-epigalocatequina-3- O-galato 4
4’-O-metilgalocatequina 5




3 REVISAOQ DA LITERATURA 30

A ocorréncia natural de varias prorobinetinidinas novas nas cascas de barbatimao foi
demonstrada. A fracdo solivel em acetato de etila do extrato acetona:agua obtido das
cascas secas foi cromatografada em Sephadex LH-20 e as fragcbes contendo
oligoflavonéides foram posteriormente ultrapurificadas por cromatografia em contra-corrente
multi-camada espiralada (CCMCE) e CLAE de fase reversa C18, obtendo-se os compostos
1-8 apresentados na Figura 2 e na Tabela 2 (MELLO et al, 1996b, 1997). As

prorobinetinidinas sao proantocianidinas do tipo 2 devido a auséncia de hidroxila na posicao
C-5do anel A.

R R 4 s 8
1 OH « OH -
1a DAg e OAg ——

3a ODAc — 0Ac e
5 OH s D-galloyl ——

—  J—
Sa OQAc o E.gé?fm

8 OH J— g:rgalln}ll -

8a QACc o G—galluﬁl- -

R R o s
4 oH —OH —"
4a OAc =—=0Ac — #
6 OH ——OH -
6a QAc —0Ac e
7 OH —=OH ==
7a OAc == OAc ]

* Mode of linkage is preliminary

Figura 2 Estruturas de prorobinetinidinas isoladas de Stryphnodendron adstringens. A letra
“a” préxima aos numeros indica o derivado peracetato.
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Tabela 2 Prorobinetinidinas diméricas isoladas a partir do extrato acetato de etila das
cascas secas de Stryphnodendron adstringens (MELLO et al., 1996b, 1997)

Substancia Estrutura

robinetinidol-(4p—8)-epigalocatequina 1
robinetinidol-(40—8)-galocatequina

robinetinidol-(40—8)-epigalocatequina
robinetinidol-[4—6

robinetinidol-(4f—8

(8)]-galocatequina
)-epigalocatequina-3-O-galato
40—6

(

robinetinidol-( )
-(4a—6)

( )

robinetinidol epigalocatequina

0 N o o~ WD

-galocatequina

robinetinidol-(40—8)-epigalocatequina-3- O-galato

Outros seis flavan-3-6is e oito proantocianidinas do Tipo 1, classificadas como
prodelfinidinas, também foram isolados das cascas de barbatim&o por Mello e colaboradores
(19964, 1997). Dois novos flavan-3-6is foram isolados:

» epigalocatequina 3-O-(3,5-dimetil)-galato e
» epigalocatequina 3-O-(3-metdxi-4-hidroxi)benzoato.
Das proantocianidinas isoladas, quatro novas tiveram suas estruturas elucidadas:
» epigalocatequina-(4f—8)-epigalocatequina 3-O-(4-hidrdxi)benzoato;
= epigalocatequina (4p—6)-epigalocatequina;
» galocatequina-(40—8)-epigalocatequina-3-O-galato e
» galocatequina-(40—8)-epigalocatequina-3- O-(4-hidroxi)benzoato.

As estruturas dos compostos isolados sdo apresentadas nas Figuras 3 e 4 e nas
Tabelas 3 e 4.

Uma nova proantocianidina, 4’-O-metilgalocatequina-(40—8)-4’-O-metilgalocatequina
de um raro derivado 4’-met6xi de prodelfinidina foi isolada das cascas de barbatimao
(MELLO et al, 1999). A extracdo e o isolamento foram obtidos da casca utilizando-se
acetona:agua (7:3), seguido de evaporagao e extracdo com acetato de etila. A fase orgéanica
foi submetida a CC em Sephadex LH-20, seguida de CCMCE. A estrutura do composto
obtido € apresentada na Figura 5.
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Figura 3 Estruturas de flavan-3-6is e prodelfinidinas diméricas isoladas a partir do extrato

acetato de etila das cascas secas de Stryphnodendron adstringens. A letra “a” préxima aos

numeros indica o derivado peracetato.

Tabela 3 Flavan-3-06is e prodelfinidinas diméricas isoladas a partir do extrato acetato de etila

das cascas secas de Stryphnodendron adstringens (MELLO et al., 1996a, 1997)

Substancia Estrutura
4’-O-metilgalocatequina 4
epigalocatequina 3-O-(3,5-dimetil)-galato 5
epigalocatequina 3-O-(3-metodxi-4-hidroxibenzoato) 6
epigalocatequina-(4p—8)-galocatequina 7
epigalocatequina-(4p—8)-epigalocatequina 8
epigalocatequina-(4p—8)-epigalocatequina-3- O-galato 9
epigalocatequina-(4p—8)-epigalocatequina-3- O-(p-hidréxi)benzoato 10

epigalocatequina-3-O-galato-(4p—8)- epigalocatequina-3-O-galato
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14 OH OH O-(#-OHbenzoyl)
148 OAc OAc O-(4-OAcbenzoyl)

Figura 4 Estruturas de prodelfinidinas diméricas isoladas de Stryphnodendron adstringens.

A letra “a@” proxima aos numeros indica o derivado peracetato.

Tabela 4 Prodelfinidinas diméricas isoladas a partir do extrato acetato de etila das cascas
secas de Stryphnodendron adstringens (MELLO et al, 1996a, 1997)

Substéancia Estrutura
epigalocatequina-(4p—6)-epigalocatequina 12
galocatequina-(4a—8)-epigalocatequina-3- O-galato 13

galocatequina-(40—8)-epigalocatequina-3- O-(p-hidréxi)benzoato 14
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Figura 5 Estrutura da prodelfinidina dimérica 4’-O-metilgalocatequina-(40—8)-4’-O-

metilgalocatequina isolada de Stryphnodendron adstringens (MELLO et al, 1999).

Portanto, as cascas de S. adstringens sao uma fonte rica de proantocianidinas com
unidades pirogalol com atividade biol6gica (MELLO et al., 1996a).

E importante esclarecer que os taninos condensados sdo oligbmeros e polimeros
formados pela policondensagéo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Essa
classe de taninos também é conhecida como proantocianidina devido ao fato de os taninos
condensados produzirem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, tais como
cianidina e delfinidina, ap6s degradacado com acido mineral diluido a quente.

Santos e colaboradores (2002) avaliaram comparativamente a composigdo de
taninos de trés espécies diferentes conhecidas por barbatiméao Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville, Stryphnodendron polyphyllum (Mart.) e Dimorphandra mollis (Benth). Os
resultados mostraram diferengas marcantes entre os géneros Stryphnodendron e
Dimorphandra, e também diferengas quimicas entre as espécies do mesmo género, as
quais podem ser detectadas pelos métodos utilizados. Neste estudo, confirmou-se que os
taninos condensados do género Stryphnodendron sao formados por unidades de
prodelfinidinas. As prodelfinidinas sdo formadas por galocatequinas e/ou epigalocatequinas
as quais contém grupos orto-trihidroxil no anel B. A atividade contra radicais livres €
aumentada pela presenca dos trés grupos hidroxila no anel B na estrutura dos taninos
condensados, provavelmente devido a estabilidade dos radicais fen6xi formados.
Adicionalmente, a cromatografia em papel indicou a liberacdo de &cido galico, apds
hidrélise, dos extratos do género Stryphnodendron.
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3.3 ACOES FARMACOLOGICAS

As plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento
de diversas moléstias, tais como diarréia, hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias,
feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia, nausea, gastrite e Ulcera gastrica),
problemas renais e do sistema urinario e processos inflamatérios em geral (HASLAM, 1996;
DE BRUYNE et al., 1999; DUFRESNE, 2001).

Alguns estudos preliminares mostram significativas atividades biolégicas para
espécies do género Stryphnodendron: atividade anti-tirosinase (BAURIN et al, 2002);
moluscicida (BEZERRA et al., 2002); interferéncia no metabolismo energético em figado de
ratos (REBECCA et al., 2003); cicatrizante e antiinflamatéria (LOPES et al., 2005).

Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos sao devidas, pelo menos
em parte, a trés caracteristicas gerais que sdo comuns em maior ou menor grau aos dois
grupos de taninos, condensados e hidrolisaveis (HASLAM, 1996, 1998; SIMOES et al.,
2004):

1. Complexagdo com ions metalicos (ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio,

célcio, entre outros);

Atividade antioxidante e seqlestradora de radicais livres e

Habilidade de complexar com outras moléculas incluindo macromoléculas tais
como proteinas e polissacarideos.

Os taninos ajudam no processo de cicatrizacdo de feridas, queimaduras e
inflamacdes através da formacado de uma camada protetora (complexos tanino-proteina e/ou
tanino-polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada, ocorrendo, abaixo desta, o
processo natural de cura (reestruturacao do epitélio e formacao de vasos). Processo similar
ocorre provavelmente em casos de Ulcera géastrica, em que uma camada de tanino-proteina
complexados protege a mucosa do estdbmago (HASLAM, 1998; AUDI et al., 1999).

As espécies do género Stryphnodendron sao amplamente utilizadas na medicina
popular do Brasil como cicatrizante e a eficacia de preparagbes com a planta ja foi
confirmada por varios estudos. Jorge-Neto e colaboradores (1996), por exemplo,
descreveram uma melhor eficacia da associacao de tinturas de barbatimao e caléndula em
relacdo a tintura de caléndula isolada, no tratamento de Ulcera varicosa. Castro (1996)
comprovou a agao de preparagdes aquosas das cascas da planta, na cicatrizagdo cutanea
de feridas. Favoreto e colaboradores (1985) demonstraram a efetividade dessas
preparacoes no tratamento de Ulceras de contengdo em ratos, dado confirmado por Audi e
colaboradores (1999) e Martins e colaboradores (2002) com extratos organicos em outros
modelos experimentais de Ulceras em ratos. O alto teor de taninos nas cascas (MELLO et
al., 1999) é, provavelmente, o que explica a atividade cicatrizante. No processo de
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cicatrizacdo, os taninos precipitam as proteinas dos tecidos lesados, formando um
revestimento protetor que favorece a sua regeneracao (HEIJMEN et al., 1997; PANIZZA et
al. 1988, NETO et al,, 1996). Seria interessante, portanto, o desenvolvimento de produtos
com a planta, os quais possam ser utilizados para o tratamento de feridas (ARDISSON et
al., 2002).

Na medicina popular, decoctos ou infusos das cascas in natura desta espécie sao
também utilizados nas leucorréias, diarréias e como um agente antiinflamatério devido a
presenca de proantocianidinas detectadas na fragdo sollUvel acetdnica da droga vegetal
(SIQUEIRA, 1982; SANTOS et al., 1987; LIMA et al., 1998).

Rebecca e colaboradores (2002) estudaram a toxicidade do extrato aquoso total de
barbatimao, ap6s administragdo oral em camundongos, sendo que os resultados indicaram
que uma administracdo num periodo prolongado produz efeitos tdxicos nos animais
experimentais. Por outro lado, o extrato fitoterapéutico das cascas de S. adstringens nao se
mostrou genotoxico em células germinativas e somaticas de D. melanogaster (SOUSA et al.,
2003).

Ishida e colaboradores (2006) demonstraram a agdo antifingica, contra Candida
albicans, de subfracbes do extrato bruto de S. adstringens devido a presenca de taninos
condensados.

3.4 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAGAO DE TANINOS
CONDENSADOS

Para a determinagéo de taninos condensados podem ser usados diversos métodos
analiticos, apesar da quantificagdo ser um processo delicado tendo em vista que a extracéao
¢é dificil de ser alcancada e nem todos os métodos baseados nas caracteristicas fendlicas
destes compostos sao especificos, além da complexidade devido a diversidade de
estruturas encontradas neste grupo de substancias (BRUNETON, 1999). Muitos métodos
analiticos tém sido usados para quantificar os taninos em drogas vegetais (SCHOFIELD,
2001):

a) Métodos que incluem despolimerizagao oxidativa, como o doseamento com butanol-
acido o qual promove uma reagao colorimétrica onde o tanino condensado se
fragmenta formando antocianidina de cor vermelha que pode ser dosada por
espectrofotometria na regiao do visivel.

b) Métodos com reagdes do anel A com um aldeido aromatico, como o doseamento
com vanilina a qual forma um complexo colorido com os taninos condensados os

quais também podem ser quantificados por espectrofotometria na regido do visivel.



3 REVISAOQ DA LITERATURA 37

Um método por injecao de fluxo, utilizando-se vanilina como reagente, foi proposto

para determinacao de taninos condensados (FERREIRA & NOGUEIRA, 2000);

c) Métodos colorimétricos para fendlicos totais, tais como os doseamentos com azul da
Prassia, com reagente de Folin-Denis ou com reagente de Folin-Ciocalteau. Estes
métodos sdo baseados em reagdes de oxi-reducdo com formacdo de complexo
colorido com maximo de absor¢cdo na regido do espectro visivel. Infante e
colaboradores (2008) propuseram um sistema de injecao de fluxo para determinagéo
de taninos totais baseado na reacao com o reagente de Folin-Denis;

d) Métodos que envolvem reagdes de clivagem &cida, incluindo tidlise e degradagao por
floroglucinol. Nestas reagbes, a unidade final da cadeia polimérica dos taninos
condensados ¢é liberada com um substituinte permitindo-se determinar a composigao
e o tamanho do polimero de tanino condensado.

e) Métodos gravimétricos utilizando-se sal de itérbio (Yb*®) ou polivinilpirrolidona (PVP)
como reagentes.

f) Métodos baseados na inibicdo da atividade enzimatica de diversas enzimas.

g) Métodos que envolvem reagbes de precipitacdo: ou com proteinas, tais como a
albumina bovina sérica, ou com polietilenoglicol 4000 (PEG 4000), substancias que
formam complexos insollveis com os taninos condensados.

h) Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), tanto de fase normal quanto de fase
reversa.

i) Meétodos por inibigdo do crescimento microbiano, onde se avalia o impacto da
presenca dos taninos no crescimento microbiano ou a formacgao de ligacao entre os
taninos com as bactérias de forma similar aos doseamentos de precipitacdo por
proteina citados previamente.

A Farmacopéia Brasileira 22 edicido (FARMACOPEIA, 1959) apresenta monografia
para o barbatimao especificando um teor de no minimo 20% de taninos totais, valor este
modificado pela publicagdo mais recente de monografia para a mesma droga vegetal na
Farmacopéia Brasileira 42 edicdo (FARMACOPEIA, 2002) preconizando um teor bem menor
de taninos totais, de no minimo 8%, que deve ser determinado pelo método colorimétrico de
Folin-Denis. Nesta pesquisa, buscou-se trabalhar com o método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau preconizado pela Farmacopéia Européia 5? edicdo no método 2.8.14
Determinagéo de taninos em drogas vegetais presente nos Métodos em Farmacognosia
(EUROPEAN, 2004). O método de Folin-Ciocalteau é uma versdo melhorada do método de
Folin-Denis onde a possibilidade de formacao de precipitado neste Ultimo interfere nas
medidas espectrofotométricas (SCHOFIELD, 2001).

Além do teor de taninos, a Farmacopéia Brasileira 42 edicao (FARMACOPEIA, 2002)

preconiza um teor de no minimo 0,3% de flavondides totais, expressos em quercetina, para
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a droga vegetal, entretanto, ainda ndo ha trabalhos publicados indicando a presenga, o teor
e a identificacdo estrutural desta classe de substancias na droga vegetal da espécie S.
adstringens.

3.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os taninos condensados podem ser quantificados usando-se CLAE. Ambas as
colunas de fase normal e fase reversa tem sido aplicadas (CHEYNIER et al, 1999;
LAZARUS et al., 1999; WATERHOUSE et al., 1999). CLAE de fase reversa foi usada para
separacao de taninos condensados de baixo peso molecular, mas a ordem de eluicdo ndo
esta relacionada ao grau de polimerizacdao (CHEYNIER, et al, 1999). A separagado de
grandes polimeros (> tetrameros) com este método nao é possivel. A presenca de muitos
isdbmeros com polaridade similar resulta em sobreposicdo de tempos de retencao
(LAZARUS et al., 1999; WATERHOUSE et al., 1999). CLAE de fase normal foi usada para
separar oligbmeros de taninos condensados e polimeros (LAZARUS et al., 1999) de varios
produtos vegetais alimenticios. A ordem de eluigdo aumenta com o aumento no grau de
polimerizagdo.

Varios métodos de deteccdo tém sido aplicados conjuntamente com CLAE para
determinacado de taninos condensados. A deteccdo por ultravioleta € a mais comumente
utiizada (WATERMAN & MOLE, 1994). Entretanto, este método néo é especifico para os
taninos condensados na presenca de outros polifenéis (LAZARUS et al., 1999). Métodos
alternativos incluem deteccgao eletroquimica e fluorescéncia (WATERMAN & MOLE, 1994;
LAZARUS et al,, 1999). As informagdes estruturais para a identificagdo de oligbmeros de
taninos condensados podem ser obtidas usando-se espectrometria de massas, ressonancia
magnética nuclear e hidrélise quimica (HAMMERSTONE et al., 1999).

O uso de CLAE acoplada a varios métodos de detecg¢éo continuara indubitavelmente
a aumentar e serd o mais importante método de elucidagdo da complexidade de taninos
condensados e também de taninos hidrolisaveis (SCHOFIELD et al., 2001).



4 MATERIAL E METODOS

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Amostras botanicas

As amostras de barbatimdo foram coletadas em Minas Gerais, nos municipios
relacionados na Tabela 5, no dia 13/08/07, através de corte superficial nos troncos retirando-
se as cascas e entrecascas das arvores (Figura 6). Tais amostras foram identificadas como
sendo da espécie Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville (Fabaceae) pelo professor
Dr. Jodo Renato Stehmann do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biol6gicas
da UFMG. As exsicatas da planta foram depositadas no Herbario do Departamento de

Botanica do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG sob o nimero BHCB111231.

Tabela 5 Material botanico

Municipio Latitude (Sul) Longitude (Oeste) Altitude (m)
) 21°06’42,6” 44°13'19,6” 981
Santa Cruz de Minas
. i 21°06’42,1” 44°13'19,8” 968
(Serra de Sao José)
21°06’39,8” 44°13'13,8” 950
21°00'44,5 44°18'48,1 1007
Ritapolis 21°00’44,5” 44°18'43,7" 1007
21°00'45,2 44°18'42,1” 1005

Figura 6 Coleta do material botanico.
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4.1.2 Substancias quimicas de referéncia

As substancias quimicas de referéncia (SQR) utilizadas como marcadores quimicos

séo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 Relagédo de substancias quimicas de referéncia (SQR) utilizadas

SQR Fabricantes Lotes Prazos de validade % Pureza
Acido galico Acrés Organics A0235751 07/10/16 min. 98,0
(+)-catequina hidratada Sigma 124K1484 30/08/11 min. 98,0
(-)-Epigalocatequina Fluka 08108 30/05/11 >90%
Galato de epigalocatequina Sigma 125K1457 e 117K1479  30/01/11 e 31/08/11 min. 95,0
Galocatequina Sigma 087K1386 e 027k1005 30/06/11 e 30/01/11 min. 98,0
Pirogalol Sigma 14228BE 30/01/12 min. 99,0
Proantocianidina B2 Extrasynthése 07071339 NI? NI
Quercetina Aldrich S28751-485 20/03/01 min. 95,0

a: NI, ndo informado.

4.1.3 Reagentes e outros materiais

Solventes e reagentes de grau analitico: acetato de etila, acetona, acido acético,
acido cloridrico, acido férmico, &cido fosforico, acido sulfdrico, butanol, carbonato de
sodio, cloreto de aluminio, cloreto férrico, cloroférmio, diclorometano, etanol 96%,
etanol absoluto, gelatina, metanol, metenamina, nitrato de aménio, 2-propanol,
propilenoglicol, tolueno e vanilina (Synth, Vetec e Quimex);

Solventes de grau cromatografico: metanol e acetonitrila (Tedia e J.T. Baker);

Pé de pele (hide powder non chromated): Sigma, lote 065K1498, validade 30/08/11 e
lote 066K1402, validade 30/04/12;

Solugéo reagente Folin-Denis: Fluka, lote 1297898, validade 30/12/12. Composigao:
tungstato de sdédio 10% (p/V), acido fosfomolibdico 2% (p/V), acido fosforico
5% (V/V) em agua,;

Solucdo reagente Folin-Ciocalteau (reagente fosfomolibdotingstico): Sigma,
lote 106K0127, validade 30/10/12. Composicdo: tungstato de sdédio 10% (p/V),
molibdato de sédio 25% (p/V), acido cloridrico 10% (V/V), &acido fosfoérico 5% (V/V),
sulfato de litio 15% (p/V), bromo 0,02% (V/V) em agua;

Cromatofolhas de silica gel 60 Fzs4, em aluminio (espessura 0,25 mm, HPCCD,
Merck);

Silica gel 60, 63-200 um, 70-230 mesh para coluna cromatografica: Vetec,
lote 0503300, fabricacao 06/05, validade 06/10;

Micropipetas automéaticas calibradas (Transferpette Brand; Oxford);
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= Membrana de celulose regenerada (diametro 47 mm, poros 0,45 um, Sartorius);

= Dispositivos filtrantes de celulose regenerada (Minisart 15 mmx0,45 um; Sartorius);

= Pré-coluna cromatografica C18, 4x4 mm, 5 um (XDB, Zorbax®, Agilent, lote 7995118-
504);

= Coluna cromatografica C18, 250x4 mm, 5 um (LiChrospher®100, LiChroCART®
Merck, lote 849117);

= Coluna cromatografica Zorbax® Eclipse XDB-C18, 250x4,6 mm, 5 um (Agilent, lote
B05108);

= Agua ultrapura, utilizada no preparo de todas as solugées aquosas;

= Vidraria: comum de laboratério.
4.1.4 Reveladores para cromatografia em camada delgada (CCD)

Os reveladores utilizados foram preparados conforme descrito em Wagner e
colaboradores (1984) e na monografia de barbatimao da Farmacopéia Brasileira 42 edigao
(FARMACOPEIA, 2002). A preparacdo e a forma de deteccdo apds borrifacdo de cada
revelador estdo apresentadas a seguir.

4.1.4.1 Cloreto férrico 1% (p/V) em metanol
Solubilizou-se 1,0 g de FeCl; em 100 mL de metanol. A solugdo foi armazenada em
geladeira até o momento do uso. As placas foram reveladas borrifando-as com a solucao.
O aparecimento de manchas de coloragdo azul arroxeada, observadas apds

secagem ao ar e sob luz visivel, indica a presenga de taninos e polifendis.

4.1.4.2 Acido difenilboriloxietilaminico 1% (p/V) em metanol (NP) e polietilenoglicol
4000 5% (p/V) em etanol (PEG) (NP-PEG)
Solubilizou-se 1,0 g de acido difenilboriloxietilaminico (NP) em 100 mL de metanol e
5,0 g de polietilenoglicol 4000 (PEG) em 100 mL de etanol. As duas solugbes foram
armazenadas em geladeira até o momento do uso. As placas foram reveladas borrifando-as
com solucao de NP e, em seguida, com solugédo de PEG.
O aparecimento de intensa fluorescéncia, apés secagem ao ar, observada sob luz

UV A 365 nm, indica a presenca de flavonoides ou aloina.
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4.1.4.3 Cloreto de aluminio 5% (p/V) em metanol
Solubilizaram-se 5,0 g de cloreto de aluminio em 100 mL de metanol. A solucéao foi
armazenada em geladeira até o momento do uso. As placas foram reveladas borrifando-as
com a solugéo.
O aumento da fluorescéncia, observada apds secagem ao ar e sob luz UV A 365 nm,
indica a presenca de flavondides e polifendis.

4.1.4.4 Vanilina 1% (p/V) em etanol e acido sulfarico 5% (V/V) em etanol
Solubilizaram-se 1,0 g de vanilina em 100 mL de etanol (solugéo ) e 5,0 mL de &cido
sulfarico em 100 mL de etanol (solucado Il). As duas solucées foram armazenadas em
geladeira até o momento do uso. As placas foram reveladas borrifando-as com solucao | e,
em seguida, com solugao Il. As placas foram secas ao ar e aquecidas 10 minutos a 100 °C.
O aparecimento de manchas de coloracao vermelha, ap6s aquecimento, observadas

sob luz visivel, indica a presenca de taninos condensados.

4.1.5 Equipamentos

= Agitador magnético com aquecimento (258, Fanem);

= Aparelho de ultra-som (1400, Unique);

= Balanga analitica com precisdo de 0,01 mg (BP210D, Sartorius);

= Balanga semi-analitica com precisao de 0,01 g (TP2KS, Ohaus);

= Bomba de vacuo (WP6111560, Millipore);

= Banho maria (120/2, Fanem);

= (Camara para revelagao de placas equipada com lampadas UV A 254 nm e A 365 nm
(CM-10, Spectroline);

= Cromatégrafos a liquido de alta eficiéncia equipados com desgaseificador, bomba
quaternaria, forno de colunas, injetor automatico, detector ultravioleta-visivel com
arranjo de diodos (UV-VIS/DAD) (HP1100 e HP1200, Agilent);

= Espectrofotdmetro de absor¢do no ultravioleta-visivel equipado com detector de
arranjo de diodos (UV-VIS/DAD) (HP8453, Agilent);

= Espectrofotdbmetro de absor¢ao no infravermelho (Spectrum one, Perkin-Elmer);

= Estufa a seco (306/1, Fanem);

= Forno mufla (400, Lavoisier Engro);

= Potencidmetro (827 pH lab, Metrohm);

= Evaporador rotatorio (802, Fisatom);

= Misturador rotatério (Adams);

= Purificador de agua (Milli-Q-Plus, Millipore, Bedford, MA, USA);
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= Tamisador (AS200 Digit, Retsch);
= Moinho de facas (MA 680, Marconi).

4.2 METODOS
4.2.1 Controle de qualidade da droga vegetal
4.2.1.1 Secagem, divisdo e aspecto da droga vegetal
As cascas do caule de S. adstringens foram desidratadas em estufa de secagem, a
40 °C, até peso constante de forma a obter um teor de agua final de no maximo 15%. Logo
apods, o material foi moido em moinho de facas. O p6 obtido foi identificado e armazenado
em recipientes de vidro &mbar hermeticamente fechados.

4.2.1.2 Avaliagao dos caracteres organolépticos

As caracteristicas organolépticas, cor, odor e sabor, da amostra de droga vegetal

foram avaliadas.
4.2.1.3 Determinagéo da granulometria do p6 da droga vegetal

Procedeu-se a analise granulométrica do pé da droga vegetal, conforme o método
geral, determinagédo da granulometria dos pos (V.2.11), presente na Farmacopéia Brasileira
42 edicdo (FARMACOPEIA, 1988). Utilizou-se uma série de tamises de aco inox,

previamente tarados, com aberturas nominais de malha (um) apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 Classificagcao de tamises utilizados na analise granulométrica dos pds da casca de

barbatiméo
% Maxima retida Abertura Diametro Tolerancia . .
. . . % Area de Ne do tamis
por tamis nominal da recomendado aproximada da

peneiramento (aproximado)d

MG SF° F° malha(um) do fio (um) abertura média (um)

100 - - 710 450 25 37 22
- - - 500 315 18 38 30
- 100 - 425 280 15 36 36

40 - - 250 160 13 37 60
- 40 100 180 125 11 35 85
- - - 150 100 9,4 36 100
- - - 75 50 6,1 36 200
- - - bandeja - - - -

a: MG, moderadamente grosso; b: SF, semi-fino; c: F, fino; d: nimero do tamis correspondente a classificagao
ABNT (1972) (FARMACOPEIA, 1988).

Esta série de tamises e a bandeja de recolhimento foram montadas de acordo com a
seqUéncia apresentada, todos previamente tarados, e colocados no tamisador. As
condi¢des utilizadas foram: amplitude da freqiéncia, 50 ciclos por minuto, tempo de analise,
20 minutos; opgao de intervalo, desligada. Cerca de 100 g do p6 da droga vegetal foram
pesados e colocados sobre o tamis superior da série. Este tamis do peneirador foi tampado
e toda a série fixada para o inicio do teste. Ao final, empregou-se um pincel para retirar o pé
fino aderido as paredes de cada tamis. Pesou-se, cuidadosamente, o material remanescente
em cada tamis e os resultados expressos como porcentagem da quantidade total pesada. A

analise foi feita em triplicata.
4.2.1.4 Testes de identificacédo

Foram realizados os testes de identificacdao A, por CCD (descrito no item 6.3.1.5), B,
C e D, por precipitagdo ou por formagao de cor, descritos na monografia para barbatimao
(FARMACOPEIA, 2002).

Teste B — Reagdo com gelatina - Aqueceu-se sob refluxo cerca de 3 g da droga
vegetal pulverizada com 60 mL de agua, durante 15 minutos. Esfriou-se e filtrou-se. A 2 mL
do extrato adicionaram-se 2 gotas de &cido cloridrico diluido e gotejou-se gelatina SR. O
aparecimento de precipitado nitido indica resultado positivo para taninos totais.

Solucédo de gelatina SR: solubilizaram-se 2,5 g de gelatina e 10,0 g de cloreto de

sédio em aproximadamente 80 mL de &agua ultrapura quente. Apds o resfriamento em
temperatura ambiente, completou-se o volume para 100,0 mL com agua ultrapura. Utilizou-

se a solucao somente apds o resfriamento em temperatura ambiente.
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Teste C — Reacdo com cloreto férrico - A 2 mL do extrato obtido no teste B
adicionaram-se 10 mL de agua e 4 gotas de cloreto férrico 1% (p/V) em metanol. O
desenvolvimento de cor cinza escura indica resultado positivo para taninos hidrolisaveis de
identificacdo e condensados.

Solucéo de cloreto férrico 1% (p/V) em metanol: Descrita no item 5.1.4.1.

Teste D — Reagao com vanilina - A 2 mL do extrato obtido no teste B, adicionaram-se
0,5 mL de vanilina 1% (p/V) em etanol e 1 mL de &cido cloridrico. O desenvolvimento de cor
vermelha indica a presenga de taninos condensados.

Solucéo de vanilina 1% (p/V) em etanol: Descrita no item 5.1.4.4.

4.2.1.5 Cromatografia em camada delgada

Realizou-se o teste de identificacdo por CCD (método geral V.2.17.1), descrito na
monografia para a droga vegetal barbatimao, com adaptacdes (FARMACOPEIA, 2002). As
cromatofolhas de silica gel 60 Fs4 sobre aluminio foram desenvolvidas em cuba de vidro
saturada com a respectiva fase mdvel, removidas, secas ao ar e examinadas sob luz
ultravioleta ou visivel. As cromatofolhas obtidas com a(s) solucao(des) do(s) extrato(s)
cetbnico(s) (1) devem apresentar manchas de fluorescéncia atenuada na mesma altura

(mesmo Ry) que as obtidas com a solucao padrao (2), descritas a seguir.

4.2.1.5.1 Sistema eluente conforme Farmacopéia Brasileira 42 edicao

Realizou-se o teste de identificagdo A com adaptagdes, descrito na monografia para
a droga vegetal barbatimdo (FARMACOPEIA, 2002).

A mistura eluente (fase mével) foi composta por acetato de etila, tolueno, acido
formico e agua (80:10:5:5). Aplicaram-se, separadamente, 10 uL (sob a forma de banda) de
cada uma das solucdes recentemente preparadas, descritas a sequir:

Solucéo do extrato cetbnico (1): turbolizaram-se 10 g da droga vegetal pulverizada

em 90 mL de acetona e agua (7:3) em erlenmeyer tampado, com agitagdo magnética por 15
minutos, cuidando para a temperatura nao ultrapassar 40 °C. Filtrou-se e eliminou-se a
acetona sob pressao reduzida. Foram recuperados 23 mL de extrato aquoso, diluidos com
agua ultrapura até 30 mL. Extraiu-se a fase aquosa resultante com trés porgées de 60 mL
de acetato de etila, em funil de separagdo. Evaporaram-se as fragdes orgéanicas reunidas,
sob pressao reduzida, até residuo e ressuspendeu-se em 5 mL de metanol.

Solucao padrdo (2): solubilizaram-se 10 mg de catequina SRQ em 2 mL de metanol.
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As cromatofolhas foram reveladas sob luz UV A 254 nm e A 365 nm. Em seguida, as
cromatofolhas foram nebulizadas, separadamente, com todos os reveladores descritos no
item 6.3.1.

4.2.1.5.2 Sistemas eluentes alternativos

Outros sistemas eluentes, apresentados na Tabela 8, também foram avaliados
utilizando-se apenas os reveladores luz UV A 254 nm, cloreto férrico 1% (p/V) em metanol e
vanilina 1% (p/V) em etanol seguida de acido sulfurico a 5% (V/V) em etanol, descritos no
item 6.3.1. (WAGNER & BLADT, 1996; PEREZ, 1996; SUN, et al. 1998; ARDISSON et al.,
2001; SANTOS et al. 2002),

Desenvolveu-se a cromatofolha para cada sistema eluente alternativo.

Tabela 8 Sistemas eluentes alternativos para andlise de extratos de cascas de barbatimao
por CCD em silica gel

Sistema eluente alternativo Composicéao
Acetona (100)
Acetato de etila:4cido acético:acido formico:agua (100:11:11:26)
Cloroformio (100)
Cloroférmio:acetato de etila (60:40)
Cloroformio:acetona:acido férmico (75:16,5:8,5)
Metanol (100)
Tolueno:acetona:acido acético (3:3:1)
Tolueno:acetona:acido férmico (3:3:1)

(

Tolueno:acetona:acido férmico 3:1:1)

4.2.1.6 Material estranho

Avaliou-se a presenga e a quantidade de material estranho no p6 da droga vegetal
de acordo com o método geral, determinagdo de matéria estranha (V.4.2.2), da
Farmacopéia Brasileira 42 edigdo, na qual se indica deve ser no maximo 2%. Colheram-se
25 g do pd das cascas de barbatimdo pelo esquema de quarteamento. Cada parte foi
espalhada em fina camada sobre uma superficie plana, limpa. Separou-se manualmente o
material estranho a droga, inicialmente a olho nu e, em seguida, com auxilio de lupa (5 a 10
vezes). A quantidade porcentual material estranho foi determinada em relacéo a quantidade
total de amostra (FARMACOPEIA, 1988).
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4.2.1.7 Determinacao de agua

Determinou-se o teor de agua pelo método gravimétrico de acordo com o método
geral para determinagdo de agua em drogas vegetais (V.4.2.3) (FARMACOPEIA, 1988).
Transferiram-se cerca de 2,0 g da droga vegetal pulverizada, exatamente pesados, para
pesa-filtros, previamente dessecados. Dessecou-se a amostra a 105 °C por 5 h. Esfriou-se a
temperatura ambiente em dessecador e pesou-se. Repetiram-se a secagem e a pesagem
em intervalos de 1 h, até quando duas pesagens sucessivas nao diferiram entre si por mais
de 0,005 g. A porcentagem de perda foi calculada em relagdo ao peso inicial da amostra. A
andlise foi feita no minimo em quadruplicata. O teor de agua deve ser no maximo 15%, de
acordo com a monografia para barbatimao (FARMACOPEIA, 2002).

4.2.1.8 Cinzas totais (V.4.2.4)

Foram pesados cerca de 3,0 g da droga vegetal pulverizada, conforme a monografia
para barbatiméo, e transferidos para um cadinho, previamente calcinado, resfriado e tarado.
A amostra foi distribuida uniformemente no cadinho e incinerada a 450 °C, até eliminar todas
as particulas pretas (carvao). O residuo foi esfriado em dessecador e umedecido com
solugéo de agua oxigenada 20 volumes. Evaporou-se até secura, em banho de vapor e, a
seguir, sobre chapa quente, incinerou-se até peso constante, ndo excedendo 450 °C. A
porcentagem de cinzas foi calculada em relagdo a quantidade de droga vegetal seca ao ar
(FARMACOPEIA, 1988). A andlise foi feita no minimo em quintuplicata.

4.2.2 Preparacao de extratos glicolicos (EG) de barbatimao
4.2.2.1 Preparacao do solvente extrator
Prepararam-se 2 L de solvente extrator composto por propilenoglicol e agua ultrapura
(80:20) em proveta calibrada. Segundo Ardisson e colaboradores (2002), a concentragao
80% (V/V) de propilenoglicol em agua é mais seletiva para a extracao de taninos a partir da
droga vegetal.
4.2.2.2 P46 da droga vegetal para o preparo dos extratos glicélicos
Prepararam-se exatamente cerca de 100 g de droga vegetal pulverizada (triplicata),

com a seguinte granulometria: 30 g (< 250 um) e 70 g (710 > p6 > 250 um), obtendo-se
classificacdo p6 moderadamente grosso.
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Os pés foram misturados com massa adicional de 10% de silica gel 60, 63-200 um,
70-230 mesh para coluna cromatografica, em relagdo a massa inicial. Posteriormente,
umectou-se esta mistura com pequena quantidade de solvente extrator (malaxagem) em

béquer com auxilio de um bastao de vidro.

4.2.2.3 Preparacao dos extratos glicolicos

Os extratos glicélicos foram preparados por meio de percolagdo em funis de
separacao de 500 mL e 1000 mL, adaptados como percoladores, conforme Ardisson e
colaboradores (2002).

Transferiu-se a mistura de droga vegetal (100 g de droga vegetal e 10 g silica gel),
em ftriplicata, pré-umedecida, para funil de separagdo e completou-se com quantidade de
solvente extrator suficiente para cobrir a mistura. Utilizou-se a proporgdo de 1:1 de
quantidade de droga em relacdo ao solvente extrator (extrato fluido). Os solventes
permaneceram em contato durante 48 h para completa umidificacdo. Em seguida, iniciou-se
0 processo de percolacdo, sendo cada extrato obtido recolhido de forma fracionada com
volumes de 100 mL. Depois da retirada de cada fracdo de 100 mL, o mesmo volume de
solvente extrator era reposto no percolador e deixado em contato por mais 24 h. Cinco
fracoes de 100 mL foram recolhidas de cada percolador, armazenadas em frasco de vidro
ambar, identificadas e conservadas em geladeira (2 °C a 8 °C).

4.2.3 Preparacao do extrato etandlico seco (EES) de barbatimao
4.2.3.1 Preparagéo da droga vegetal
Pesaram-se cerca de 170 g da mistura da droga vegetal pulverizada (triplicata) com
granulometria ndo padronizada e acrescentou-se massa adicional de 10% de silica gel 60,
63-200 um, 70-230 mesh para coluna cromatografica, antes da introdugéo nos percoladores.
Posteriormente, umectou-se esta mistura com pequena quantidade de etanol 96%
(malaxagem) em béquer com auxilio de bastao de vidro.

4.2.3.2 Preparacao dos extratos etanolicos

Os extratos etandlicos também foram preparados por meio de percolacdo em funis
de separagao de 500 mL e 1000 mL, adaptados como percoladores.
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Transferiu-se mistura de droga vegetal (170 g de droga vegetal e 17 g de silica gel),
em triplicata, pré-umedecida para funil de separagcdo e completou-se com quantidade
suficiente de solvente extrator para cobrir a mistura.

Os componentes permaneceram em contato durante 24 h para completa
umidificacdo. Em seguida, iniciou-se o processo de percolacdo, sendo cada extrato obtido
recolhido a cada 24 h e concentrados em evaporador rotatério. Apdés a evaporacao do
solvente, o extrato seco obtido foi reunido, pesado, transferido para recipiente de vidro
ambar, identificado e armazenado em baixa temperatura e em atmosfera desidratante (2 °C
a 8 °C). O rendimento da extragao foi calculado em relagdo a massa de droga vegetal
utilizada.

4.2.4 Controle de qualidade dos extratos da droga vegetal

4.2.4.1 Avaliagcao dos caracteres organolépticos

Foram avaliadas as caracteristicas organolépticas dos extratos etandlico seco e
glicélico, tais como cor, sabor e odor.

4.2.4.2 Avaliagao da solubilidade

A solubilidade do extrato glicolico e do extrato etandlico seco foi avaliada em
solventes comumente utilizados em andlises farmacopeicas, por exemplo, agua, metanol,
etanol absoluto, acetonitrila, solu¢do de &cido cloridrico 0,1 mol/L e solugao de hidréxido de
sodio a 0,1 mol/L.

Transferiu-se determinada quantidade (Tabela 9) dos extratos para tubo de ensaio
ou erlenmeyer e adicionaram-se aliquotas sucessivas de solvente, exatamente medidas,
conforme Tabela 9, até completa solubilizacdo do extrato. Utilizou-se agitador mecénico
(vortex) e banho de ultra-som para homogeneizagdo e solubilizagdo das amostras. Em
seguida, centrifugou-se uma aliquota de 5,0 mL (5 minutos, 100 rpm) para confirmagao da
auséncia de material suspenso no solvente analisado. A solubilidade em cada solvente foi
expressa conforme os termos descritivos da Farmacopéia Brasileira 42 edigdo, como
apresentados na Tabela 10.
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Tabela 9 Quantidades de amostra e de solventes utilizados para avaliagao da solubilidade

Amostra Adicao cumulativa de Volume de solvente Partes de solvente para
(9) solvente (mL) (mL) 1 g de amostra
- 1 1
1,0 9 10 10
20 30 30
- 1 100
0,01 9 10 1.000
90 100 10.000

O termo descritivo apresentado na Tabela 10 refere-se a dissolu¢gdo de uma parte
(1 g) da amostra no numero de partes (volumes em mL) do solvente indicado.

Tabela 10 Termos descritivos para expressar a solubilidade

Termo descritivo Quantidade de solvente
Muito soltvel Menos de 1 parte
Facilmente solavel De 1 a 10 partes

Solavel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soltvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1.000 partes
Muito pouco soluvel De 1.000 a 10.000 partes
Praticamente insolUvel ou insolivel Mais de 10.000 partes

4.2.4.3 Avaliacdo do pH

A determinagéo do pH foi avaliada em misturas de solventes, de modo a obter
uma dispersdao aquosa diluida de ambos os extratos etandlico seco e glicélico, em
potenciébmetro previamente calibrado.

Pesaram-se, separadamente, cerca de 2,0 g de cada extrato e transferiram-se para
erlenmeyer. Adicionaram-se 20,0 mL de agua ultrapura, agitou-se por 10 minutos, e mediu-
se o pH (triplicata) da dispersao aquosa obtida.

O pH também foi avaliado na solugdo hidrometandlica de extrato etandlico seco.
Pesaram-se cerca de 2,0 g da amostra, transferiram-se para erlenmeyer, adicionaram-se 2,0
mL de metanol e adicionaram-se 18 mL de agua ultrapura. Homogeneizou-se e mediu-se o
pH (triplicata) da dispersao hidrometandlica obtida.
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4.2.4.4 Residuo seco

Para os extratos etandlico seco e glicélico determinou-se o teor de residuo seco,
presente na amostra, de acordo com o meétodo descrito nas monografias gerais para
extratos secos (monografia 150) e extratos fluidos (monografia 148), respectivamente, da
Farmacopéia Brasileira 42 edicdo. (FARMACOPEIA, 2001).

Pesaram-se exatamente, em triplicata, cerca de 0,50 g de extrato etandlico seco e de
2,0 g de extrato glicdlico separadamente em pesa filtros, previamente dessecados.
Evaporou-se o extrato glicélico até secura em banho maria. Dessecou-se em estufa a seco
(105 °C, 3 h), esfriou-se a temperatura ambiente em dessecador sob vacuo, sobre silica gel.
Pesaram-se as amostras e calculou-se o resultado de residuo seco como porcentagem de

massa.
4.2.4.5 Determinagéo da densidade relativa

A densidade relativa do extrato glicélico foi determinada de acordo com o método
geral V.3.31 preconizado pela Farmacopéia Brasileira 42 edicéo.

Utilizou-se o picnémetro previamente calibrado com agua ultrapura. Colocou-se a
amostra no picndmetro e ajustou-se a temperatura para 20°C. Obteve-se o peso da amostra
através da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio. O quociente entre a massa da

amostra liquida e a massa da agua, ambas a 20 °C, ¢é a densidade relativa <d§‘; )-

Calculou-se a densidade de massa (p2o), €xpressa em g/mL, a partir da expressao:

p,, = (099703 x o) +0,0012

4.2.4.6 Reacodes de identificagcao

De forma anéloga a droga vegetal, foram realizados os testes de identificagéo B, C e
D, por precipitagdo ou por formagao de cor, descritos para barbatimao, porém, modificados
para os extratos etandlico e glicdlico de barbatimao (FARMACOPEIA, 2002). Para todos
estes testes de identificagdo utilizaram-se as mesmas solugbes reagentes descritas no item
6.1.3 e as primeiras fragbes de extrato glicélico.

Teste B — Reagao com gelatina - A 10 mg do extrato etandlico seco, adicionaram-se
4 gotas de metanol e agitou-se. Em seguida, adicionaram-se 2 mL de &agua ultrapura, 2
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gotas de &cido cloridrico diluido (1:100) e gotejou-se gelatina SR. A 1 mL do extrato
glicolico, adicionaram-se 2 gotas de acido cloridrico diluido (1:100) e gotejou-se gelatina SR.
O aparecimento de precipitado nitido indica resultado positivo para taninos totais.

Teste C — Reacdo com cloreto férrico - A 10 mg do extrato etandlico seco,
adicionaram-se 4 gotas de cloreto férrico a 1% (p/V) em metanol, agitou-se e, em seguida,
10 mL de agua. A 1 mL do extrato glicélico, adicionaram-se 10 mL de agua e 4 gotas de
cloreto férrico a 1% (p/V) em metanol.

O desenvolvimento de cor cinza escura indica resultado positivo para taninos

hidrolisaveis de identificacao e condensados.

Teste D — Reagdo com vanilina - A 10 mg do extrato etandlico seco, adicionaram-se
0,5 mL de vanilina a 1% (p/V) em etanol, agitou-se. Em seguida, adicionaram-se 2 mL de
agua ultrapura, e 1 mL de acido cloridrico. A 1 mL do extrato glicélico, adicionaram-se 0,5
mL de vanilina a 1% (p/V) em metanol e 1 mL de acido cloridrico.

O desenvolvimento de cor vermelha indica a presenca de taninos condensados.

4.2.4.7 Cromatografia em camada delgada

O teste de identificacdo A, descrito na monografia para barbatiméo, foi realizado,
com modificagdes, para andlise das primeiras fragbes dos extratos glicolicos, bem como
para o extrato etanélico seco (FARMACOPEIA, 2002). Igualmente para a droga vegetal,
utilizaram-se também, os mesmos sistemas eluentes alternativos e reveladores descritos no
item 6.3.1.5, apresentados na Tabela 8, para andlise das primeiras fragbes dos extratos
glicolicos e para o extrato etandlico seco de barbatiméo.

4.2.4.7.1 Extrato glicdlico

Aplicaram-se, separadamente, a placa, em forma de banda, 10 uL de cada uma das
solucdes recentemente preparadas, descritas a seguir:
Solucéo do extrato glicélico (1): mediu-se 10 mL de extrato glicélico em proveta e

diluiu-se para 20 mL com agua ultrapura. Extraiu-se com trés porcdes de 40 mL de acetato
de etila, em funil de separagado. Evaporaram-se as fragdes organicas reunidas, sob pressao
reduzida, até liquido viscoso. Transferiu-se este liquido para capsula de porcelana e secou-
se em estufa a 105 °C até residuo seco, com o auxilio de algumas gotas de metanol.
Solucdo padréo (2): solubilizaram-se 10 mg de catequina SQR em 2 mL de metanol.
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4.2.4.7.2 Extrato etandlico seco

Aplicaram-se, separadamente, a placa, em forma de banda, 10 uL de cada uma das
solugdes recentemente preparadas, descritas a seguir:
Solucéo do extrato etandlico (1): solubilizaram-se 2,5 g de extrato etandlico em 10

mL de metanol.

Solucéo padrdo (2): solubilizaram-se 2 mg de acido galico SQR em 1 mL de metanol.

Solucéo padrao (3): solubilizaram-se 2 mg de catequina SQR em 1 mL de metanol.

Solucéo padrdo (4): solubilizaram-se 2 mg de epigalocatequina SQR em 1 mL de

metanol.

Solucéo padrao (5): solubilizaram-se 2 mg de galato de epigalocatequina SQR em 1

mL de metanol.

Solucédo padrdo (6): solubilizaram-se 2 mg de galocatequina SQR em 1 mL de

metanol.

4.2.5 Aplicacao de métodos analiticos farmacopeicos para quantificacdo de

taninos totais

4.2.5.1 Método espectrofotométrico na regiao visivel (A 715 nm) utilizando reagente
Folin-Denis (RFD) para quantificacdo de taninos totais em extratos de
barbatimao, de acordo com Farmacopéia Brasileira 42 edigao

4.2.5.1.1 Seletividade

Avaliou-se a seletividade do método farmacopeico por meio da comparacao dos
espectros obtidos com o padrdo e as amostras antes e apos a adigdo dos reagentes para
formagédo dos complexos, bem como por meio da comparagao dos espectros das solugdes
de polifendis totais e de polifendis ndo adsorvidos pelo pé-de-pele. Os espectros foram
tracados na faixa A 400 a 1000 nm para verificar a formacado de banda de absorcdo em
A 715 nm, indicando formacdo de complexo entre os polifendis e os metais tungsténio e
molibdénio, presentes no RFD.

4.2.5.1.2 Linearidade

Construiu-se uma curva analitica para o pirogalol, apés reacdo com o RFD, a partir
da solugédo padrédo estoque. A curva foi obtida realizando-se diluicdes da solugdo padréo
estoque, de modo a se obter cinco concentra¢des diferentes para pirogalol.
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Solucdo padrdo de pirogalol: solubilizaram-se, imediatamente antes do uso, 50 mg

de pirogalol SQR em &gua ultrapura e diluiram-se para 100 mL com o mesmo solvente.
Diluiram-se 5 mL desta solugcdo para 100 mL com agua ultrapura, em baldao volumétrico,
obtendo-se solucdo a 25 pug/mL.

Solucéo RFD: Utilizou-se reagente comercial (item 4.1.3).

Volumes adequados de solugdo padrao estoque, medidos em bureta calibrada,
foram adicionados a baldes volumétricos de 25 mL (Tabela 11). Em seguida, adicionaram-se
volumes adequados de solugdo RFD, com auxilio de micropipeta de 1,000 mL e
homogeneizou-se por 1 minuto. Apds 1 minuto, mas antes de 8 minutos, diluiu-se para 25
mL com solu¢cdo de carbonato de sodio a 10,6% (p/V), homogeneizou-se. Mediu-se a
absorvancia exatamente 3 minutos apés a adicdo do ultimo reagente (carbonato de sodio)
em A 715 nm (As), usando-se a dgua ultrapura como branco. Todo o ensaio foi realizado ao
abrigo da luz.

Tabela 11 Construgcdo da curva analitica de pirogalol, por espectrofotometria na regiao
visivel, A 715 nm apoés reagdo com RFD para doseamento de taninos totais (triplicata, abrigo
da luz) (FARMACOPEIA, 2002)

Solugao Concentracao Concentracao SEP? RFD"° Na2COs3 10,6% (p/V)
(ng/mL) de trabalho (%) (mL) (mL) g.s.p- 25 mL
1 1,50 60 1,50 0,60 22,90
2 2,00 80 2,00 0,80 22.20
3 2,50 100 2,50 1,00 21,50
4 3,00 120 3,00 1,20 20,80
5 3,50 140 3,50 1,40 20,10

a: solugao estoque padrao; b: solugédo reagente Folin-Denis

A faixa linear compreendida entre 60% e 140% da concentragdo de trabalho
(2,5 ug/mL) corresponde a faixa de concentragéo de 1,5 a 3,5 ug/mL de pirogalol.

Apés obtencdo da curva analitica, a regressao linear foi realizada por meio do
método dos minimos quadrados utilizando o programa Microsoft Excel®. O coeficiente de
correlagao (r) deve ser superior a 0,99 e o desvio padréo relativo (DPR) da curva deve ser
< 2,0 (GREEN, 1996; BRASIL, 2003).

4.2.5.1.3 Precis&o Intra-corrida e Inter-corrida
A precisao intra-corrida foi avaliada por meio de determinacbes de amostra de

extrato etandlico seco (n = 6) contendo uma concentragdo de polifendis totais a 100% da
concentracao de trabalho. As solugbes amostra foram preparadas conforme descrito abaixo.



4 MATERIAL E METODOS 55

As determinacdes de polifendis ndo adsorvidos pelo p6-de-pele foram realizadas por meio
de diluicdes adequadas que fornecessem uma concentracdo dentro da faixa linear
estabelecida na linearidade (item 4.2.5.1.2).

Solucédo de extrato concentrada (SEC): Pesaram-se 100 mg de extrato etandlico

seco, solubilizaram-se com 2 mL de metanol, transferiu-se quantitativamente para balao
volumétrico de 250 mL e completou-se o volume com agua ultrapura obtendo-se solucao a
400 ng/mL.

Polifendis totais (PT): Diluiram-se 5 mL da SEC para 25 mL com agua ultrapura,

obtendo-se solucdo a 80 ug/mL. Misturaram-se 2,5 mL desta solu¢do com 1 mL de solucéo
RFD e homogeneizou-se por 1 minuto. Ap6s 1 minuto, mas antes de 8 minutos, diluiram-se
para 25 mL com solugcao de carbonato de sédio a 10,6% (p/V) e homogeneizou-se. Apds
exatamente 3 minutos, mediu-se a absorvancia em A 715 nm (A;), usando-se a agua
ultrapura como branco.

Polifendis nao adsorvidos pelo p6-de-pele (PNAPP): A 20 mL de SEC, em um

erlenmeyer de boca esmerilhada, adicionaram-se 0,20 g de pdé-de-pele e agitou-se
mecanicamente por 60 minutos com os erlenmeyers hermeticamente fechados. Filtrou-se
com dispositivos filtrantes de 0,45 um. Misturaram-se 2,5 mL do filtrado com 1 mL de
reagente Folin-Denis e homogeneizou-se por 1 minuto. Apés 1 minuto, mas antes de 8
minutos, diluiu-se para 25 mL com solugdo de carbonato de sodio a 10,6% (p/V) e
homogeneizou-se. Mediu-se a absorvancia exatamente 3 minutos, ap6s a adi¢gdo do ultimo
reagente (carbonato de s6dio), em A 715 nm (A,), usando-se a agua ultrapura como branco.

Calculou-se o teor de taninos totais expressos como galato de epigalocatequina

através das expressoes:

Ter= Cer %100 Tena = Cena %100

EES1 EES2

TT=TPT-TPNA
Em que:

Ter: teor de polifendis totais, em %;

Cpr: concentracao de polifendis totais, calculada pela curva analitica, em pg/mL;

Cees1: concentracdo de extrato etandlico seco, na diluicdo utilizada para polifendis totais,

em pg/mL;

Tena: teor de polifendis ndo adsorvidos, em %;

Cena: concentracao de polifendis ndao adsorvidos, calculada pela curva analitica, em ug/mL;

Ceesz: concentragao de extrato etandlico seco, na diluicao utilizada para polifendis nao
adsorvidos, em pg/mL;

TT: teor de taninos totais.
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O desvio padrao relativo (DPR, n = 6) ou coeficiente de variacao (CV) referente as
concentragcdes encontradas foi calculado. A precisdo inter-corrida foi realizada pela
repeticao do procedimento descrito acima em dois dias diferentes, com 0 mesmo analista.
Os resultados foram analisados em conjunto e calculou-se o DPR das 12 determinacées
obtidas. Recomenda-se que o valor de DPR seja inferior a 5,0% (BRASIL, 2003). Todo o
ensaio foi realizado ao abrigo da luz.

4.2.5.2 Método espectrofotométrico na regiao visivel (A 760 nm) utilizando reagente
Folin-Ciocalteau (RFC) para quantificacdo de taninos totais em extratos de
barbatimao, de acordo com Farmacopéia Européia 62 edigao.

4.2.5.2.1 Seletividade

Avaliou-se a seletividade do método farmacopeico através da comparacado dos
espectros obtidos com o padrdo e as amostras antes e apo6s a adicao dos reagentes para
formacgao dos complexos, bem como através da comparacao dos espectros das solugdes de
polifendis totais e de polifen6is ndo adsorvidos pelo pé-de-pele. Os espectros foram
tracados na faixa A 400 a 1000 nm para verificar a formagdo de banda de absorgdo em
A 760 nm, indicando formagado de complexo entre os polifendis e os metais tungsténio e

molibdénio, presentes no RFC.

4.2.5.2.2 Linearidade

Construiu-se uma curva analitica para o pirogalol, apés reacdo com o RFC, a partir
das respectivas solugdes padrao estoque. As curvas foram obtidas realizando-se diluicées
das solugbes padrdao estoque, de modo a se obter cinco concentragcbes diferentes para
pirogalol.

Solucéo padrdo estoque de pirogalol: solubilizaram-se, imediatamente antes do uso,

50 mg de pirogalol SQR em é&gua ultrapura e diluiram-se para 100 mL com o mesmo
solvente. Diluiram-se 5 mL desta solugdo para 100 mL com &agua ultrapura, em baldo
volumétrico, obtendo-se solugdo a 25 pg/mL.

Solucédo RFC (fosfomolibdotungstico): Utilizou-se reagente comercial (item 4.1.3).

Volumes adequados de solucdo padrdo estoque, medidos em micropipeta
(1,000 mL) ou em bureta calibrada, foram adicionados a balées volumétricos de 25 mL
(Tabela 12). Em seguida, adicionaram-se volumes adequados de RFC, com auxilio de
micropipeta de 1,000 mL e homogeneizou-se por 1 minuto. Logo apds, volume(s)
adequado(s) de 4agua ultrapura foi(ram) adicionado(s), com bureta calibrada, e
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homogeneizou-se a mistura. Apdés 1 minuto, mas antes de 8 minutos, diluiu-se para baldo
volumétrico de 25 mL com solugédo de carbonato de sédio 29,0% (p/V), homogeneizou-se.
Mediu-se a absorvancia 30 minutos, apés a adi¢cdo do ultimo reagente (carbonato de sédio),
em A 760 nm (Ap), usando-se a agua ultrapura como branco. Todo o ensaio, em triplicata, foi
realizado ao abrigo da luz.

Tabela 12 Construgdo da curva analitica de pirogalol, por espectrofotometria na regiao
visivel, A 760 nm apoés reagdo com RFC para doseamento de taninos totais (triplicata, abrigo
da luz) (EUROPEAN, 2007)

. Concentracdo Concentracao de a b ; Na,CO3 29,0%
Solucao SEP" (mL) RFC” (mL) Agua (mL)
(ng/mL) trabalho (%) (p/V) g.s.p. 25 mL
1 1,00 50 1,00 0,50 11,50 12,00
2 1,50 75 1,50 0,75 10,75 12,00
3 2,00 100 2,00 1,00 10,00 12,00
4 2,50 125 2,50 1,25 9,25 12,00
5 3,00 150 3,00 1,50 8,50 12,00

a: solugao estoque padrao; b: reagente Folin-Ciocalteau

A faixa linear compreendida entre 50% e 150% da concentragdo de trabalho
(2,00 pg/mL) corresponde a faixa de concentragao de 1,00 a 3,00 ug/mL de pirogalol.
A avaliagdo estatistica da curva analitica foi realizada conforme descrito no item

4.2.5.1.2 Linearidade, para o método Folin-Denis.

4.2.5.2.3 Precisao Intra-corrida e Inter-corrida

A precisdo intra-corrida foi avaliada por meio de determinagbes de amostra de
extrato etandlico seco (n = 6) contendo uma concentragdo de polifendis totais a 100% da
concentracao de trabalho. As solugbes amostra foram preparadas conforme descrito abaixo.
As determinagdes de polifendis ndo adsorvidos foram realizadas por meio de diluicées
adequadas que fornecessem uma concentragdo dentro da faixa linear estabelecida na
linearidade (item 4.2.5.2.2).

Solucdo de extrato concentrada (SEC): Pesaram-se 100 mg de extrato etandlico

seco, solubilizaram-se com 2 mL de metanol, transferiram-se quantitativamente para balao
volumétrico de 250 mL e completou-se o volume com agua ultrapura obtendo-se solucao a
400 ng/mL.

Polifendis totais (PT): Diluiram-se 5 mL da SEC para 25 mL com &gua ultrapura,

obtendo-se solugdo a 80 pug/mL. Misturaram-se 2 mL da solugéo extrato concentrada com 1

mL da solugdo RFC e homogeneizou-se por 1 minuto. Logo apés, adicionaram-se 10 mL de
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agua ultrapura e homogeneizou-se. Ap6s 1 minuto, mas antes de 8 minutos, diluiu-se para
25 mL com solugdo de carbonato de sédio 29,0% (p/V) e homogeneizou-se. Apés 30
minutos mediu-se a absorvancia em A 760 nm (A;), usando-se a agua ultrapura como
branco. O ensaio foi realizado em sextuplicata e ao abrigo da luz.

Polifendis ndo adsorvidos pelo poé-de-pele (PNAPP): A 10 mL de SEC, em um

erlenmeyer de boca esmerilhada, adicionaram-se 0,10 g de pdé-de-pele e agitou-se
mecanicamente por 60 minutos com erlenmeyers hermeticamente fechados. Filtrou-se com
dispositivos filtrantes de 0,45 um. Misturaram-se 2 mL do filtrado com 1 mL de reagente
Folin-Ciocalteau e homogeneizou-se por 1 minuto. Logo apds, adicionaram-se 10 mL de
agua ultrapura e homogeneizou-se. Apos 1 minuto, mas antes de 8 minutos, diluiu-se para
25 mL com solugdo de carbonato de sodio 29% (p/V) e homogeneizou-se. Mediu-se a
absorvancia 30 minutos, apés a adicao do ultimo reagente (carbonato de sédio), em 760 nm
(A2), usando-se a agua ultrapura como branco. Todo o ensaio foi realizado ao abrigo da luz.

Calculou-se o teor de taninos totais expressos como galato de epigalocatequina
através das expressoes:

= Cer x100 TeNa = Cna

EEST Cees2

Ter x100

TT=TPT-TPNA

Em que:

Ter: teor de polifendis totais, em %;

Cer: concentracao de polifendis totais, calculada pela curva analitica, em pg/mL;

Cees1: concentracdo de extrato etandlico seco, na diluicdo utilizada para polifendis totais,

em pg/mL;

Tena: teor de polifendis ndo adsorvidos, em %;

Cena: concentracao de polifendis ndo adsorvidos, calculada pela curva analitica, em ug/mL;

Ceesz: concentragao de extrato etandlico seco, na diluicao utilizada para polifendis nao
adsorvidos, em pg/mL;

TT: teor de taninos totais.

O desvio padréo relativo (DPR, n = 6) ou coeficiente de variagdo (CV) referente as
concentragcdes encontradas foi calculado. A precisdo inter-corrida foi realizada pela
repeticao do procedimento descrito abaixo em dois dias diferentes, com o mesmo analista.
Os resultados foram analisados em conjunto e calculou-se o DPR das 12 determinacées
obtidas. Recomenda-se que o valor de DPR seja inferior a 5,0% (BRASIL, 2003).
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4.2.6 Desenvolvimento e validacao de método analitico alternativo por
espectrofotometria na regiao ultravioleta para quantificacao de taninos
totais em extratos de barbatimao

Desenvolveu-se e validou-se um meétodo analitico alternativo para doseamento de
taninos totais por espectrofotometria de absor¢cdo na regido do ultravioleta, expressando o
teor em galato de epigalocatequina.

4.2.6.1 Selecao e otimizacao das condi¢cbes analiticas

Inicialmente, avaliaram-se os espectros dos padrdes obtidos no cromatégrafo em
fase liquida durante o desenvolvimento do método analitico por CLAE para escolha da
substancia de referéncia mais adequada na quantificacdo de taninos totais por
espectrofotometria de absorgéo no UV.

Os espectros foram obtidos por meio de detector UV/DAD, acoplado ao
cromatégrafo, apds separacdo, na faixa A 200 a 800 nm para acido galico, galocatequina,
epigalocatequina, catequina e galato de epigalocatequina, todos na concentracdo de
100 pg/mL em metanol. O volume de injecédo de cada solugéo padrao foi 2 uL e a fase movel
utilizada foi a mesma desenvolvida para o doseamento (de 95% a 60% de agua ultrapura).
ApGs esta analise preliminar, escolheu-se o galato de epigalocatequina como substancia de
referéncia.

Em seguida, foram tracados os espectros da solugdo padrdo de galato de
epigalocatequina, no espectrofotdbmetro, na faixa A 200 a 400 nm, para confirmagdo do
comprimento de onda maximo de absor¢ao a ser utilizado.

Também foram tragados os espectros das solugbes de extrato etandlico seco, de
extrato glicélico e das fragbes purificadas (organica e aquosa) do extrato etandlico seco
apos pré-purificagdo conforme descrito no item 4.2.7.2.

Solucéo de galato de epigalocatequina (15 ug/mL): Pesaram-se com exatidao cerca

de 5,0 mg de galato de epigalocatequina SQR. Transferiram-se para baldao volumétrico de
100 mL a&mbar e solubilizaram-se com aproximadamente 80 mL de agua ultrapura.
Completou-se o volume com o mesmo solvente e homogeneizou-se, obtendo-se uma
solugdo a 50 pg/mL. Pipetaram-se 3,0 mL desta solugdo para baldo volumétrico de 10 mL.
Completou-se o volume com &gua ultrapura e homogeneizou-se.

Solucdo de extrato etandlico seco (50 ug/mL): Pesaram-se com exatidao cerca de

25 mg de extrato etandlico seco, solubilizaram-se com 2 mL de metanol, transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL ambar, completou-se o volume com

agua ultrapura e homogeneizou-se, obtendo-se solugdo a 250 pg/mL. Diluiram-se 5 mL
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desta solugcdo para baldo volumétrico de 25 mL &ambar, com agua ultrapura e
homogeneizou-se.

Solucéo da fracdo organica de extrato etandlico seco (50 pg/mL): Preparo igual ao da

solucao de extrato etandlico seco.

Solucédo da fracdo aquosa de extrato etandlico seco (50 ug/mL): Preparo igual ao da

solucao de extrato etandlico seco.
Solucdo de extrato glicolico a 0,025% (V/V): Pipetaram-se 5 mL de extrato glicolico

para baldo volumétrico de 100 mL ambar. Diluiram-se com aproximadamente 80 mL de
agua ultrapura. Completou-se o volume com o mesmo solvente e homogeneizou-se,
obtendo-se uma solugado a 5% (V/V). Diluiram-se 5 mL desta solu¢gao para 100 mL com
agua ultrapura, em baldao volumétrico ambar, obtendo-se uma solugdo a 0,25% (V/V).
Pipetaram-se 10 mL da solugédo a 0,25% (V/V) para balao volumétrico de 100 mL ambar.
Completou-se o volume com agua ultrapura e homogeneizou-se.

Avaliou-se 0 solvente mais adequado para solubilizagdo dos padrdes e das
amostras, bem como a interferéncia destes solventes na reagao de precipitacao dos taninos
com o pé-de-pele. Verificou-se a quantidade ideal de pé-de-pele nas analises. Avaliou-se,
ainda, o solvente ou a solucdo mais adequada a ser utilizada para ajuste do zero no
espectrofotdmetro. Para isto, tracaram-se espectros de agua ultrapura, etanol absoluto,
metanol e metanol 10% (V/V).

4.2.6.2 Validagao do método analitico por espectrofotometria na regiao ultravioleta

O método analitico alternativo para doseamento de taninos totais por
espectrofotometria no UV foi validado de acordo com os parametros e especificacdes
recomendados pela Resolucédo Especifica (RE) n? 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA e
o Guia do International Conference on Harmonisation (ICH) de Validacdo de Procedimentos
Analiticos (BRASIL, 2003; INTERNATIONAL, 2005). Foram avaliadas as seguintes figuras
de mérito no método: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez, limite de
detecc¢éo e limite de quantificagao.

4.2.6.2.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagéo entre os espectros do
marcador quimico galato de epigalocatequina, em agua ultrapura, e os espectros de extratos
de barbatimdo, em metanol a 0,4% (V/V). Também se compararam os espectros das
solugdes amostra antes e depois de reagirem com pd-de-pele. Todos os espectros foram

tracados na regiao ultravioleta (faixa A 200 a 400 nm).
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4.2.6.2.2 Linearidade

Construiu-se uma curva analitica para o galato de epigalocatequina a partir da
solugdo padrao estoque a 50 ug/mL. A curva foi obtida realizando-se diluigdes da solugéo
padrao estoque, de modo a se obter cinco concentragdes diferentes para este marcador
quimico. Todo o ensaio foi realizado ao abrigo da luz.

Solucdo padrdo de galato de epigalocatequina: solubilizaram-se imediatamente antes

do uso 5 mg de galato de epigalocatequina SQR em agua ultrapura e diluiram-se para
100 mL com o mesmo solvente, em baldo volumétrico, obtendo-se uma solugéo a 50 pg/mL.
Volumes adequados de solugcdo padrdao estoque, medidos em bureta calibrada, foram
adicionados a baldes volumétricos de 10 mL (Tabela 13), completou-se o volume com o
mesmo solvente e homogeneizou-se. Mediu-se a absorvancia em A 272 nm, usando-se a

agua ultrapura para ajuste do zero.

Tabela 13 Construgdo da curva analitica para galato de epigalocatequina por

espectrofotometria na regiao ultravioleta, A 272 nm

Concentracao Concentracao SEP? Agua ultrapura
Solucao
(ng/mL) de trabalho (%) (mL) g.s.p. 10 mL
1 5,0 33 1,0 9,0
2 10,0 67 2,0 8.0
3 15,0 100 3,0 7.0
4 20,0 133 4,0 6,0
5 25,0 167 5,0 5.0
6 30,0 200 6,0 4,0

a: solugao estoque padrao

A faixa linear compreendida entre 33% e 200% da concentragdo de trabalho
(15,0 pug/mL) corresponde a faixa de concentragcdo 5,0 a 30,0 ug/mL de galato de
epigalocatequina.

A equacao da reta e os dados estatisticos foram obtidos a partir da regressao linear
utilizando-se o programa Microsoft Excel®. O coeficiente de correlagao (r) deve ser superior
a 0,99 e o desvio padrao relativo (DPR) da curva deve ser < 2,0 (GREEN, 1996; BRASIL,
2003).

4.2.6.2.3 Precisdo infra-ensaio e precisao inter-ensaio

Avaliou-se a preciséo intra-corrida por meio do calculo do desvio padrao relativo
(DPR) ou coeficiente de variacdo (CV) referente a seis determinacdes de amostra de extrato
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etandlico seco (n = 6) contendo um teor de taninos totais a 100% da concentragdo de
trabalho. A precisao inter-corrida foi realizada pela repeticdo do procedimento descrito
abaixo em mais dois dias diferentes, com mesmo analista. Os resultados foram analisados
em conjunto e calculou-se o DPR das 18 determinacdes obtidas. Recomenda-se que o valor
de DPR seja inferior a 5,0% (BRASIL, 2003). O ensaio foi realizado em sextuplicata e ao
abrigo da luz.

Solucéo de extrato concentrada (SEC): Pesaram-se com exatidao cerca de 25 mg de

extrato etandlico seco, solubilizaram-se com 2 mL de metanol, transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com agua
ultrapura obtendo-se solugao a 250 ug/mL.

Polifendis totais (PT): Diluiram-se 5 mL da SEC para 25 mL com &gua ultrapura e

homogeneizou-se, obtendo-se solugcédo a 50 ug/mL. Em seguida, mediu-se a absorvancia em
272 nm (A,), usando-se a agua ultrapura para ajuste do zero do espectrofotdmetro.
Polifendis ndo adsorvidos pelo po6-de-pele (PNAPP): A 20 mL de SEC, em um

erlenmeyer de boca esmerilhada, adicionaram-se 0,20 g de pdé-de-pele e agitou-se
mecanicamente por 60 minutos em erlenmeyer hermeticamente fechado. Filtrou-se com
dispositivos filtrantes de 0,45 um. Mediu-se a absorvancia em A 272 nm (A,), usando-se a
agua ultrapura como branco.

Calculou-se o teor de taninos totais expressos como galato de epigalocatequina
através das expressodes:

Ter = CCPT %100 Tena = 2P 100

EES1 EES2

TT=TPT-TPNA

Em que:

Ter: teor de polifendis totais, em %;

Cpr: concentracao de polifendis totais, calculada pela curva analitica, em pg/mL;

Cees1: concentracdo de extrato etandlico seco, na diluicdo utilizada para polifendis totais,

em pg/mL;

Tena: teor de polifendis ndo adsorvidos, em %;

Cena: concentracao de polifendis ndao adsorvidos, calculada pela curva analitica, em ug/mL;

Ceesz: concentragao de extrato etandlico seco, na diluicao utilizada para polifenodis nao
adsorvidos, em pg/mL;

TT: teor de taninos totais.
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4.2.6.2.4 Exatidao

A determinacdo da exatiddo foi realizada em 4 niveis de concentragdo através do
método de adicdo de padrao, com a adicdo de quantidades do marcador quimico a uma
qguantidade conhecida de amostra de extrato etandlico bruto.

Foram preparadas as seguintes solu¢des padrao e amostra.

Solucéo padrdo (50 pug/mL): pesaram-se com exatiddo cerca de 5,0 mg do marcador

quimico galato de epigalocatequina, solubilizou-se com 1 mL de metanol e transferiu-se
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL ambar. Completou-se o volume com
agua ultrapura e homogeneizou-se.

Solucédo amostra (160 pug/mL): pesaram-se com exatidao cerca de 40,0 mg de extrato

etandlico seco e solubilizou-se com 5 mL de metanol. Transferiu-se quantitativamente para
baldo volumétrico de 50 mL ambar, completou-se o volume com &gua ultrapura e
homogeneizou-se, obtendo-se concentracdo de 800 pg/mL. Diluiram-se 10 mL desta
solugdo para baldo volumétrico de 50 mL ambar, completou-se o volume com &gua e
homogeneizou-se.

Solucdes fortificadas: As solugdes fortificadas foram preparadas pipetando-se 5,0 mL

da solugdo amostra e volumes adequados de solu¢do padrdo, conforme Tabela 14 para
baldo volumétrico de 25 mL. Completou-se o volume com agua ultrapura e homogeneizou-

Se.

Tabela 14 Preparo das solugdes fortificadas de galato de epigalocatequina para avaliacao

da exatidao por espectrofotometria na regiao ultravioleta, A 272 nm

Nivel d Amostra (A) Padrao (P) A+P
Ivel ae

. Volume Concentracao Volume Concentracao Conc. tedrica
concentragao

adicionado (mL) (ng/mL) adicionado (mL) (ng/mL) final (ng/mL)

Alto (167%) 5,0 10,0 7,5 15,0 25,0
Médio (133%) 5,0 10,0 5,0 10,0 20,0
Médio (100%) 5,0 10,0 2,5 5,0 15,0
Baixo (67%) 2,5 5,0 2,5 5,0 10,0

As solugbes amostra e fortificada foram analisadas e os teores foram calculados a
partir dos valores de absorvancia do marcador quimico e das curvas analiticas obtidas.

As porcentagens de exatidao foram calculadas pela relagdo entre a concentracédo
padrao média determinada experimentalmente e a concentracdo padrdao tedrica
correspondente, utilizando-se a equacéo:
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(Caf —Cam)x100

Recuperagéo (%) =
peragao (%) Cpadrao tedrica

Em que:
Caf: concentracdo do analito determinada na amostra fortificada;
Cam: concentragao do analito determinada na amostra nao-fortificada;

Cpadrao tedrica: concentracao tedrica do padrao adicionado a amostra fortificada.

4.2.6.2.5 Limite de deteccgéao e limite de quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ), para galato de
epigalocatequina, foram estimados através de equagdes estabelecidas pelo Guia do ICH de
Validagao de Procedimentos Analiticos (INTERNATIONAL, 2005), descritas a seguir:

Lp=33° Lq=1%
S S
Em que:
c: desvio padrdo do intercepto da curva analitica;

S: inclinacao da mesma curva.

4.2.6.2.6 Robustez

Avaliou-se a robustez do método a partir de modificagdes intencionais nas
condi¢des usuais de andlise e verificando-se a sua influéncia nos resultados apresentados.
O parametro analitico tempo de agitagdo com pé-de-pele foi modificado intencionalmente
para 50 minutos e 70 minutos e os resultados individuais (n = 6) foram avaliados
comparativamente em relagdo as condi¢gdes usuais para seis solugdes de amostra
preparadas conforme item 4.2.6.2.3 (Precis&o).

Os resultados de teor de galocatequina e de galato de epigalocatequina obtidos
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com indice de significancia de 5%, e a
comparacao de médias pelo teste de Tukey, a fim de verificar a influéncia deste parametro
na resposta fornecida pelo método analitico.
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4.2.7 Desenvolvimento, validacao e aplicacao de método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacao de
galocatequina e galato de epigalocatequina em extratos de barbatimao.

4.2.7.1 Desenvolvimento do método e otimizagao das condigbes cromatograficas

O método foi desenvolvido no Laboratério de Fitoquimica (FAFAR/UFMG) para
andlise de extratos de barbatimdo da espécie S. obovatum pela bolsista de iniciagcao
cientifica Priscila Tavares Guedes sob orientacdo da Profa. Dra. Rachel Oliveira Castilho, no
projeto intitulado “Avaliacao Quimica e Farmacologica de Stryphnodendron obovatum Benth”
(CASTILHO, 2007).

A adaptacao e a otimizagdo do método para andlises de extratos de barbatimao da
espécie S. adstringens (Martius) Coville foi realizada utilizando solugdes de extrato etandlico
seco, de extrato glicdlico e de substancias de referéncia (catequina, acido galico,
galocatequina, epigalocatequina, proantocianidina B2, galato de epigalocatequina e
quercetina).

Solucdo estoque de extrato etandlico seco (10 mg/mL): Pesaram-se com exatidao

cerca de 100 mg de extrato etandlico seco bruto, dissolveu-se em aproximadamente 8 mL
de metanol e transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-
se o0 volume com o mesmo solvente e homogeneizou-se. Filtrou-se em dispositivos filtrantes
de celulose regenerada de tamanho de poro de 0,45 um diretamente em mini-frascos para
CLAE.

Solucéo de extrato etandlico seco diluida (1 mg/mL): Pipetou-se 1 mL da solugéo

estoque, com auxilio de micropipeta, e transferiu-se para baldao volumétrico de 10 mL.
Completou-se o volume com &gua ultrapura € homogeneizou-se, obtendo-se solugdo a
1 mg/mL em metanol 10% (V/V). Filtrou-se em dispositivos filtrantes de celulose regenerada
de tamanho de poro de 0,45 um diretamente em mini-frascos para CLAE.

Solucédo de extrato glicélico (10 ul/mL): Pipetaram-se 100 puL de extrato glicélico,

com auxilio de micropipeta, e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se
o volume com fase moével acetonitrila e agua (ACN:H,O; 5:95) acidificada (0,1% acido
fosférico V/V) e homogeneizou-se. Filtrou-se por meio de dispositivos filtrantes diretamente
em mini-frascos para CLAE.

Solucdo padréo de catequina (1 mg/mL): Pesaram-se com exatiddo cerca de 5 mg

de catequina que foram transferidos para baldo volumétrico de 5 mL. Dissolveu-se em
aproximadamente 3 mL de metanol, completou-se o volume com o mesmo solvente e
homogeneizou-se. Filtrou-se por meio de dispositivos filtrantes diretamente em mini-frascos
para CLAE.
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As solucdes de acido galico SQR, galocatequina SQR, epigalocatequina SQR,
proantocianidina B2 SQR, galato de epigalocatequina SQR e quercetina SQR, todas a
1 mg/mL, também foram preparadas da mesma maneira como descrito para catequina SQR.

Para estabelecer as melhores condi¢cdes cromatograficas para a eluicdo das
amostras, realizou-se, inicialmente, um gradiente exploratério amplo. Esta corrida
cromatografica em gradiente linear foi realizada como descrito por Snyder e colaboradores
(1997) utilizando-se as condigdes cromatograficas descritas na Tabela 15. Para estabelecer
um branco do gradiente, o procedimento também foi realizado com os solventes utilizados
para a solubilizagdo das solu¢des de extrato etandlico seco.

Varios volumes de injecdo foram testados para otimizagcao da concentragéo ideal das
amostras. Variaram-se ainda o solvente das amostras e padrbes, o pH da fase mével, a
temperatura da coluna e o comprimento de onda para a detecgéo.

Para avaliar a eficiéncia da separagdo da condigdo cromatografica estabelecida,
foram avaliados os parametros de adequagéao do sistema (resolucao, R; fator de retengao, k;
fator de cauda, T) e a pureza dos picos para os marcadores quimicos. Para determinacao
do tempo morto (i), 5 uL de solucéo de nitrato de sédio a 0,1 % (p/V) solubilizado em fase
movel ACN:4gua (5:95) acidificada (0,1% acido fosférico V/V) foram injetados nas mesmas
condi¢cdes de analise.

Tabela 15 Condigdes cromatogréficas para a corrida exploratéria em gradiente para
determinacdo de taninos em insumos ou produtos vegetais (barbatimao S. adstringens
(Martius) Coville)

Parametros Condicoes
Volumes de injecao 1uLa10puL
Modo de injegao Automatico

Fase moével e gradiente Agua:ACN (95:5)

Etapa 1: Gradiente ACN 5% a 95% por 60 min
Etapa 2: Isocratico ACN 95% por 5 min
Etapa 3: Gradiente ACN 95% a 5% por 10 min

Fluxo da fase mével 1 mL/min

Coluna LiChroCART® 250x4 mm, LiChrospher® 100 RP-18, 5 um, Merck,
lote 849117

Temperatura da coluna 30°C

Comprimentos de onda de detecgdo A 210 nm, 274 nm, 280 nm, 330 nm e 550 nm;
Obtengao de espectros UV-VIS
Tempo de corrida 60 min
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4.2.7.2 Pré-purificacao das amostras de extrato etandlico seco de barbatiméo

Duas técnicas para purificagdo das amostras de extrato etandlico seco foram
testadas: extracao em fase sélida (EFS) e particao liquido-liquido (PLL).

Diversos solventes para solubilizagdo, composicdo de eluentes e gradientes de
eluicdo foram testados para EFS. De modo andlogo, diversas composi¢des para PLL, assim
como o numero de lavagens, o volume da fase organica e da fase aquosa e a relagéao
massa de amostras por volume de solventes foram avaliadas.

A purificagdo das amostras de extratos etandlicos secos foi realizada por meio de
fracionamento por PLL de acordo com a Tabela 16.

Tabela 16 Composicdo do sistema de solvente utilizado para pré-purificacdo do extrato

etandlico seco de barbatimao por particéo liquido-liquido

Fase Composicao Volume (mL) Amostra (mg)?
Acetato de etila 3,5
Orgénica Butanol 0,5
2-propanol (isopropanol) 1,0 250,0
Aquosa Agua ultrapura 4,5
Total 9,5

a: para amostras maiores, ajustar as quantidades dos solventes do sistema proporcionalmente.

Para pré-purificacdo do extrato etandlico seco por PLL procedeu-se da seguinte
maneira:

1. Mediu-se, separadamente, em duplicata, cada volume dos solventes do sistema de
solvente para PLL, transferindo-os para dois erlenmeyers com boca esmerilhada e
tampa. Saturaram-se os sistemas com auxilio de agitador magnético durante 30 minutos,

2. Transferiu-se o volume de cada sistema (suficiente para 1 lavagem) de cada erlenmeyer
para funil de separagao.

Adicionaram-se cerca de 250 mg de extrato seco (pesados com exatidao).
Agitou-se, vigorosamente, por 30 segundos, trés vezes, alternando apds a separagao
das fases;

5. Recolheu-se a fase aquosa (inferior) em um béquer e a fase organica | (superior) em
capsula de porcelana tarada.

6. Retornou-se a fase aquosa para o mesmo funil de separacdo e adicionou-se nova fase
organica, previamente saturada, repetindo-se os procedimentos 4 e 5.

7. Recolheu-se a fase orgénica Il em capsula de porcelana tarada, reunindo-a com a
primeira fase organica coletada.
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Recolheu-se a fase aquosa em capsula de porcelana tarada.
Secaram-se a fase aquosa e as fases organicas reunidas (I e Il) até residuo, sob ar
aquecido (nao mais que 40 °C.) em capela.

10. Apds a secagem das fragdes aquosa e organicas, pesaram-se as capsulas e calculou-se
o rendimento da extracao para as fragcoes obtidas.

11. Armazenaram-se as amostras, em frasco ambar, hermeticamente fechado, identificado,

em geladeira.

4.2.7.2.1 Caracterizagdo das fragdes orgéanicas por espectrofotometria de absorgao

no infravermelho

O espectro de absorgédo por reflectancia atenuada (modo ATR, attenuated total
reflectance) na regido do infravermelho foi tracado na faixa v 4000 cm™ a 650 cm™ para os

residuos das fragdes organicas | e Il e aquosa, diretamente a partir dos residuos obtidos da
pré-purificacdo do extrato etandlico seco. As atribuicbes das bandas foram realizadas com

relagéo a posicao (numeros de onda, v, cm™) e intensidades de transmitancia (%T).
4.2.7.3 Validacao do método analitico por CLAE

O método analitico para quantificagdo de galocatequina e galato de epigalocatequina
nos extratos de barbatimdo por CLAE foi validado de acordo com os parametros e
especificagdes recomendados pela RE n® 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA (BRASIL,
2003) e o Guia do ICH de Validagao de Procedimentos Analiticos (INTERNATIONAL, 2005).
Foram avaliadas as figuras de mérito linearidade, precisédo, exatiddo, seletividade, robustez,

limite de quantificagéo e limite de detecgéo.
4.2.7.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada pela determinagdo da pureza espectral dos picos dos
marcadores quimicos, obtida com auxilio do detector UV/DAD, no intervalo 200 nm a 800
nm. Considerou-se uma pureza minima, 99,0%, como valor aceitdvel demonstrando-se que
o pico cromatografico € atribuido a um s6 componente e 0 método é seletivo.

Também se avaliou a adequacao do sistema cromatografico estabelecida pelos
parametros (resolucdo, R; fator de retencdo, k; fator de cauda, T) para os picos dos

marcadores quimicos.
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4.2.7.3.2 Linearidade

A linearidade foi verificada através da construcao de duas curvas analiticas, em dois
dias diferentes, utilizando-se os marcadores quimicos galocatequina SQR e galato de
epigalocatequina SQR. Preparou-se uma solugao padréao unica contendo 10 ug/mL de cada
marcador quimico em metanol 10% (V/V). A faixa de concentragdo dos marcadores foi
estabelecida considerando a estimativa dos percentuais encontrados nos extratos
preparados. Em seguida as solug¢des foram filtradas por meio de dispositivos filtrantes e,
transferidas para mini-frascos e injetadas no cromatégrafo.

Injetaram-se, em ftriplicata, os volumes 3, 9, 15, 21, 27 e 33 uL da solugédo padréao
Unica, totalizando-se 18 injecdes, e a curva analitica foi construida em relacdo a massa da

substancia injetada (Tabela 17).

Tabela 17 Construgdo da curva analitica para galocatequina e galato de epigalocatequina
por CLAE-UV/DAD a partir de solugdo padrédo unica de GC e de GEGC contendo 10 pg/mL
em metanol 10% V/V para cada marcador quimico

i Massa injetada de marcador (ng) - Faixa de
Nivel de Volume de Concentracao .
~ L Galato de concentracao
concentracao injecdo (uL) Galocatequina de trabalho (%)

epigalocatequina (ng/mL)

1 3,0 30 30 20 3,0

2 9,0 90 90 60 9,0

3 15,0 150 150 100 15,0

4 21,0 210 210 140 21,0

5 27,0 270 270 180 27,0

6 33,0 330 330 220 33,0

A faixa linear avaliada para cada marcador quimico foi de 20% a 220% da
concentracdo de trabalho, o que corresponde a faixa de concentracdo de 3 ug/mL a
33 pug/mL. A curva analitica foi construida com os valores de area dos picos dos marcadores
guimicos em cada nivel de concentracdo. Para a analitica, a equacao da reta e os dados
estatisticos foram obtidos a partir da regresséo linear utilizando-se o programa Microsoft
Excel®. O coeficiente de correlagdo (r) deve ser superior a 0,99 e o desvio padrdo relativo
(DPR) da curva deve ser < 2,0% (GREEN, 1996; BRASIL, 2003). As curvas obtidas nos dois
dias diferentes foram comparadas estatisticamente pelo programa GraphPad Prism® vers&o
4.00, 2003.
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4.2.7.3.3 Precis&o intra-ensaio e precisao inter-ensaio

A avaliacao da precisao intra-ensaio (repetitividade) foi realizada, por meio de célculo
do desvio padrdo relativo (DPR), a partir da injecdo de solugbes amostra de extrato
etandlico seco (n = 6) contendo os marcadores a 100% da concentracao de trabalho. As
solugdes amostra foram preparadas conforme descrito abaixo.

Solucdo da fracdo organica de extrato etandlico seco (1 mg/mL): Pesaram-se com

exatidao cerca de 100 mg da fragao organica de extrato etandlico seco, transferiram-se para
baldo volumétrico de 10 mL. Adicionaram-se cerca de 5 mL de metanol, agitou-se
manualmente para dissolucdo da amostra e completou-se o volume com metanol. Em
seguida, pipetou-se 1,000 mL desta solugédo, em sextuplicata, com auxilio de micropipeta,
para baldes volumétricos de 10 mL. Completou-se o volume com &gua ultrapura e
homogeneizou-se. As solugdes, na concentracao de 1 mg/mL, foram filtradas por meio de
dispositivos filtrantes, transferidas para mini-frascos e 10 uL de cada solugdo foram
injetados no cromatégrafo.

Os teores de galocatequina e galato de epigalocatequina nas fragcbes organicas
foram calculados a partir das areas dos picos obtidos com as solu¢gdes amostra e com 0s
dados das curvas analiticas construidas conforme item 4.2.7.3.2.

A precisao inter-ensaio (precisao intermediaria) foi avaliada apos a repeticao deste
procedimento em dois dias diferentes, com o mesmo analista (n = 12) e também em dois
diferentes, com analistas diferentes (n = 12). Os resultados foram agrupados e calculou-se o
desvio padréo relativo (DPR) das 12 determinagdes. Recomenda-se que o valor de DPR
seja inferior a 5,0% (BRASIL, 2003).

4.2.7.3.4 Exatidao

A determinacdo da exatidao foi realizada em trés niveis de concentragdo, em
triplicata para cada nivel, por meio do método de adicdo de padrdo (marcador quimico) a
uma quantidade conhecida de amostra de extrato etandlico seco (250 mg) antes do
processo de pré-purificagdo descrito no item 4.2.7.2.

Foi preparada a seguinte solu¢ao padrao.

Solucédo padréo (1 mg/mL): pesaram-se com exatidao cerca de 5 mg dos marcadores

quimicos galocatequina e galato de epigalocatequina. Transferiu-se quantitativamente para
baldo volumétrico de 5 mL, solubilizou-se em 3 mL de fase organica previamente saturada
com fase aquosa (item 4.2.7.2). Completou-se o volume com a fase organica e

homogeneizou-se.
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Para pré-purificacdo do extrato etandlico seco fortificado por PLL procedeu-se da
seguinte maneira:

1. Os sistemas de solventes foram preparados, para cada nivel de concentracdo a ser
estudado, conforme subitens 1 e 2 descritos no item 4.2.7.2.

2. Foram retirados os volumes da fracdo orgénica correspondentes aos volumes a serem
adicionados de padrao descritos na Tabela 18, antes da fortificacdo e da adicdo das
amostras.

Adicionaram-se os volumes de solugéo de padrao descritos na Tabela 18.
Adicionaram-se cerca de 250 mg de extrato etandlico seco (pesados com exatidao).
Procedeu-se conforme descrito nos subitens 4 a 9 descritos no item 4.2.7.2.

Tabela 18 Preparo das amostras de extrato etandlico seco fortificadas com GC e GEGC,
adicionados antes da pré-purificagao, para avaliagao da exatidao por CLAE

Amostra (A) Padrao (P) A+P
Padréo Nivel Volume Teor tedrico
Teor (%) Teor (%) .
adicionado (mL) final (%)

Alto 2,40 2,40 3,90

GC Médio 1,50 1,50 1,50 3,00
Baixo 0,60 0,60 2,10

Alto 2,40 2,40 3,90

GEGC Médio 1,50 1,50 1,50 3,00
Baixo 0,60 0,60 2,10

Foram preparadas as seguintes solugbes amostra.
Solucdo da fracdo organica nao fortificada (1 mg/mL): preparada conforme descrito

no item 4.2.7.3.3 Precisdo intra-ensaio e preciséo inter-ensaio.
Solucéo de fracdo orgénica fortificada (1 mg/mL): Pesaram-se com exatidao cerca de

10 mg da fragdo orgénica de extrato etandlico seco, transferiram-se para balao volumétrico
de 10 mL. Adicionou-se 1 mL de metanol, agitou-se manualmente para dissolu¢cao da
amostra, completou-se o volume com agua ultrapura e homogeneizou-se.

Solucédo de fracao aquosa fortificada (1 mg/mL): Pesaram-se com exatidao cerca de

10 mg da fragcdo aquosa de extrato etandlico seco, transferiram-se para baldo volumétrico
de 10 mL. Adicionou-se 1 mL de metanol, agitou-se manualmente para dissolu¢cao da
amostra, completou-se o volume com agua ultrapura e homogeneizou-se.

As solugbes amostra fortificada e ndo fortificada foram filtradas por meio de
dispositivos filtrantes, transferidas para mini-frascos e 10 uL de cada solugdo foram
injetados no cromatégrafo.
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Os célculos de teor de todas as amostras foram realizados em relagdo as
quantidades de fragao organica, obtidas experimentalmente, descontados os teores obtidos
do analito na fracdo aquosa correspondente, utilizando-se as areas dos marcadores
guimicos e as curvas analiticas obtidas.

As porcentagens de exatiddao foram calculadas pela relacdo entre o teor padrédo
médio, determinado experimentalmente, e o teor padrédo tedrico correspondente, utilizando-
se a equacao descrita a seguir.

A determinacdo da exatiddo também foi realizada em trés niveis de concentragéao,
em triplicata para cada nivel, por meio do método de adicdo de padrées (marcadores
quimicos) a uma quantidade conhecida de amostra de fragao organica, apds o processo de
pré-purificacao.

Foram preparadas as seguintes solugdes padrao e amostra.

Solucéo padrdo (20 pg/mL): pesou-se com exatidao cerca de 1 mg dos marcadores

quimicos galocatequina e galato de epigalocatequina. Solubilizou-se em 5 mL de metanol e
transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 50 mL ambar, completou-se o
volume com agua ultrapura e homogeneizou-se.

Solucédo amostra (5 mg/mL): pesaram-se com exatiddo cerca de 125 mg da fracédo

organica do extrato etandlico seco. Transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL &mbar e
acrescentaram-se cerca de 10 mL de metanol. Solubilizou-se a amostra, completou-se o
volume com metanol e homogeneizou-se.

Solucdes fortificadas: As solugdes fortificadas foram preparadas pipetando-se 1 mL

da solugdo amostra e volumes adequados de solu¢do padrdo, conforme Tabela 19 para
baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com agua ultrapura e homogeneizou-
se.

Tabela 19 Preparo das solugbes de fracdo orgéanica fortificadas com GC e GEGC,
adicionados ap0s a pré-purificagao, para avaliacao da exatiddo por CLAE

o] Amostra (A) Padrao (P) A+P
ivel de
- Volume Concentracao Volume Concentracao Conc. tedrica
concentracao
adicionado (mL) (ng/mL) adicionado (mL) (ng/mL) final (ng/mL)
Alto 6,75 13,5 21,0
Médio 1 7,5 3,75 7,5 15,0
Baixo 0,75 1,5 9,0

As solugbes amostra fortificada e ndo fortificada foram filtradas por meio de

dispositivos filtrantes, transferidas para mini-frascos e 10 uL de cada solugdo foram
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injetados no cromatégrafo. Os teores foram calculados a partir da drea dos marcadores
quimicos e das curvas analiticas obtidas.

As porcentagens de exatidao foram calculadas pela relagdo entre a(o) concentragéao
(teor) padrao média(o) determinada(o) experimentalmente e a(o) concentracao (teor) padrao
tedrica(o) correspondente, utilizando-se a equacéo:

(Caf —Cam)x100

Recuperagéo (%) =
peragao (%) Cpadrao tedrica

Em que:

Caf: concentragédo (teor) do analito determinada(o) na amostra fortificada

Cam: concentragao (teor) do analito determinada(o) na amostra nao-fortificada

Cpadrao tedrica: concentracao (teor) tedrica(o) do padrao adicionado a amostra fortificada

4.2.7.3.5 Limite de deteccéo e limite de quantificacdo

Os limites de deteccao (LD) e os limites de quantificacdo (LQ), para cada marcador
quimico, foram estimados por meio das equacdes estabelecidas pelo Guia do ICH de
Validacao de Procedimentos Analiticos (INTERNATIONAL, 2005), descritas a seguir:

3,30 100

LD =% LQ=—2
S S

Em que:
c: desvio padrdo do intercepto da curva analitica

S: inclinacdo da mesma curva.

4.2.7.3.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir de alteragbes intencionais nas condi¢oes
usuais de andlise (descritas na Tabela 20) e verificando-se a sua influéncia nos resultados
apresentados. Os seguintes parametros analiticos foram modificados:

A. Fabricante da coluna cromatogréfica (coluna testada Zorbax® Eclipse XDB-C18,

250x4,6 mm, 5 um, Agilent, Lote B05108);

B. Inclinacdo da Etapa 1 do gradiente (4,8% a 41,0% de acetonitrila em 60 minutos

e 5,2% a 39,0% de acetonitrila em 60 minutos).
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Tabela 20 Condigbes cromatograficas usuais para analise de extratos de barbatimao

Parametros Condicoes
Volumes de injecao 10 pL
Fase movel A:B (95:5)

A: H3PO4 0,1% V/V em agua
B: H3PO4 0,1% V/V em ACN
Modo de elui¢éo Etapa 1: Gradiente B 5% a 40% por 60 min
Etapa 2: Isocratico B 40% por 5 min
Etapa 3: Gradiente B 40% a 5% por 10 min

Fluxo 1 mL/min

Coluna LiChroCART® 250x4 mm, LiChrospher® 100 RP-18, 5 um, Merck,
lote 849117

Temperatura da coluna 40 °C

Comprimentos de onda de detecgédo A 210 nm com aquisi¢do de espectros UV-VIS/DAD

Tempo de corrida 60 min

Os parametros modificados foram avaliados individualmente em relacdo as
condi¢cdes usuais de analise para seis solugdes da fracao organica de extrato etandlico seco
de S. adstringens, preparadas conforme item 4.2.7.3.3 (Precisdo intra-ensaio e precisao
inter-ensaio).

A partir dos resultados de teor de galocatequina e de galato de epigalocatequina
obtidos, foi feita uma andlise de variancia (ANOVA), com indice de significancia de 5%, e
comparacdo de médias pelo teste de Tukey, a fim de se verificar a influéncia de cada
parametro na resposta fornecida pelo método analitico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CONTROLE DE QUALIDADE DA DROGA VEGETAL

A qualidade de um produto final pode ser assegurada, em grande parte, a partir do
estabelecimento dos parametros de qualidade para a matéria-prima e de um planejamento
adequado de controle em processo durante a fabricacdo do medicamento. Desse modo, a
busca da qualidade do produto fitoterapico inicia-se com a avaliagdo de parametros de
qualidade da droga vegetal utilizada, dos extratos obtidos, bem como dos demais
excipientes utilizados na formulacao do produto acabado. Com a avaliagdo da qualidade da
droga vegetal objetiva-se a verificagdo da identidade botanica do material, a avaliagédo da
sua pureza e a caracterizagdo dos constituintes quimicos da espécie, especialmente
daqueles envolvidos na atividade terapéutica (SIMOES et al., 2004).

5.1.1 Operacoes de secagem e de divisao da droga vegetal

O processo de secagem tem por finalidade a retirada de agua de modo a impedir
reacoes de hidrélise e de crescimento microbiano, e facilitar o armazenamento e o
transporte sem riscos de deterioracao (SHARAPIN, 2000). A operacao se caracteriza pela
exposicao a temperaturas relativamente baixas, normalmente inferiores a 60 °C e a longo
tempo de contato, em geral, em torno de 7 dias (FALKENBERG et al., 2002).

As operacdes de divisdo sdo sinbnimas de reducao de tamanho de particulas, a qual
€ obtida mediante aplicagdo de forcas mecéanicas de choque ou impacto, atrito, corte ou
combinacao delas (LIEBERMANN et al., 1990). Esta operagao tem finalidades tecnologicas
especificas como facilitar manuseio, transporte, embalagem e armazenagem, assim como a
mistura e extracao da matéria-prima.

O processo de secagem foi realizado em 10 dias sendo que a perda total média de
agua foi de 48,70%. Apdés a secagem, as cascas da planta apresentaram-se
adequadamente secas, sem sinais de contaminagéo por fungos, material estranho, material
em decomposigao ou ataque por insetos. A sua divisdo, por meio de moinho de facas, levou
a uma mistura de p6s, homogénea e isenta de material estranho a olho nu.

5.1.2 Avaliacao dos caracteres organolépticos

Na avaliacdo organoléptica da amostra, o pé das cascas secas apresentou as
caracteristicas estabelecidas para a espécie, apresentando coloragdo castanho-
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avermelhada, odor caracteristico e de sabor adstringente. A droga vegetal ndo apresentou
sinais sensitivos de contaminacao por fungos ou odor de material em decomposicao.

Este ensaio € simples e um meio rapido de verificar alguns parametros de qualidade,
principalmente, identidade e pureza.

5.1.3 Determinacao da granulometria dos pos da droga vegetal

O grau de divisdo pode ser expresso por meio da referéncia a abertura nominal da
malha do tamis utilizado. Segundo Sharapin (2000), a extracdo de uma droga em partes
inteiras ou dividida em fragmentos grossos seria incompleta devido a pobre penetragdo de
solvente no tecido vegetal. O processo de extragdo seria ainda igualmente muito lento, uma
vez que as membranas celulares atuam como verdadeiras barreiras que dificultam o
processo de extragdo. Entretanto, a divisdo excessiva, com formagédo de pds muito finos,
pode causar problemas durante a extragdo, como por exemplo, compactacao do p6 nos
processos de percolacdo o que dificulta a passagem do solvente e gera uma extragcédo
incompleta da droga. Nos processos de maceragao, as particulas muito finas podem passar
para o extrato causando turbidez. Segundo o mesmo autor, quando o material vegetal
destina-se a produgdo industrial de extratos e tinturas utiliza-se, em geral, um po
classificado como “moderadamente grosso” ou “semi fino”.

A Farmacopéia Brasileira 42 edicao classifica os pés em:

Pé grosso: aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com
abertura nominal de malha 1700 um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de
malha 355 um.

Pé moderadamente grosso: aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo

tamis com abertura nominal de malha 710 um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura
nominal de malha 250 um.

Pé semi-fino: aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com
abertura nominal de malha 355 um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de
malha 180 um.

Pé fino: aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura
nominal de malha 180 um.

Pé finissimo: aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com
abertura nominal de malha 125 um.

Os resultados encontrados para a determinacdo da granulometria dos pés das
cascas de barbatimao sao apresentados na Tabela 21 e na Figura 7.
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Tabela 21 Resultados da andlise granulométrica da droga vegetal micronizada por meio de

tamisacgéo
Abertura nominal % Retida dos po6s® __ (%) Tamisada
da malha (um) 1 2 3 Média acﬂnrﬁg:: da dos pos
710 13,46 13,64 14,11 13,74 13,74 86,44
500 11,66 11,57 12,48 11,90 25,64 74,54
425 5,40 4,71 4,92 5,01 30,65 69,53
250 15,63 15,76 16,22 15,87 46,52 53,66
180 8,74 8,73 8,68 8,71 55,23 44,95
150 6,42 5,79 6,57 6,26 61,49 38,69
75 17,35 18,72 15,63 17,23 78,72 21,46
Bandeja 21,52 21,32 21,53 21,46 100,18 0,00
Total 100,17 100,24 100,13 100,18 - -
a: triplicata

Determinacao da granulometria do p6 da droga vegetal (%)

25,00
20,00 4
15,00 -

10,00 -

5,00 H
0,00 : T ;

710 500 425 250 180 150 75 Bandeja

Percentuaa de distribuicéo (%)

Abertura nominal da malha (um)

Figura 7 Distribuicao granulométrica da droga vegetal (cascas de barbatim&o) micronizada
em moinho de facas.

Como pode ser observado pelos resultados, o p6 obtido da divisdo das cascas de
barbatimdo apresenta distribuicdo granulométrica heterogénea, ndo possuindo uma
classificacdo definida conforme a Farmacopéia Brasileira 42 edicdo. A heterogeneidade
obtida deve-se, provavelmente, as caracteristicas da droga em casca e ao tipo de moinho
utilizado (moinho de facas).
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5.1.4 Reacoes de identificacao

A amostra de droga vegetal apresentou teste positivo para todas as reacoes
caracteristicas de taninos condensados e de taninos hidrolisaveis presentes na planta.

Teste B — Reacdo com gelatina - Desenvolveu-se reacao positiva com formagéao de
precipitado nitido. Neste teste de identificacdo ocorre formacdo de complexos entre a
gelatina e os taninos, tanto de forma reversivel quanto de forma irreversivel. A gelatina é
composta por 18 aminoacidos, sendo a glicina e a prolina os aminoacidos mais abundantes.

A Figura 8 exemplifica a formacdo do complexo entre os residuos de aminoacidos
presentes na gelatina e a estrutura dos taninos condensados.

Os taninos reversiveis sao estabelecidos via ligagdes de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas, enquanto que os irreversiveis ocorrem em condi¢des oxidativas via ligacoes
covalentes. As ligacdes de hidrogénio sao provavelmente formadas entre as hidroxilas
fendlicas dos taninos e os grupos amida das proteinas. As interagfes hidrofébicas ocorrem
entre os nucleos aromaticos dos taninos e as cadeias laterais alifaticas ou aromaticas dos
aminoécidos protéicos (HAGERMAN et al. 1978, 1998; SIMOES et al., 2004).

Os complexos irreversiveis entre taninos e a gelatina ocorrem por reacdes de
oxidacdo quando os complexos reversiveis de tanino-proteina sdo expostos ao ar ou sao
mantidos em solucdes de pH alto (HASLAM, 1998).

1 tanino condensado precipitado

Ala-Gly-Pro (gelatina)

Figura 8 Representacdo da reagéo caracteristica de identificagdo de taninos com gelatina
(estrutura tipica —Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro-).
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Teste C — Reacao com cloreto férrico - Desenvolveu-se reagao positiva por coloracao

cinza escura. Nesta reacdo ocorre complexacdo do Fe*® com as hidroxilas fendlicas dos

taninos condensados e hidrolisaveis, como pode ser demonstrado na Figura 9. Apesar da

representacdo indicar reacao apenas com a hidroxila do anel B (aromatico superior), a

complexagéo pode ocorrer com qualquer hidroxila.

OH
OH

HO

OH

+ 3H

Figura 9 Reacéo caracteristica de identificacdo de taninos com cloreto férrico.

Teste D — Reagdo com vanilina - Desenvolveu-se reagdo positiva por coloracao

vermelha. Nesta reacdo de identificacdo ocorre formacdo de complexo colorido entre a

vanilina e os taninos condensados, como pode ser visto na Figura 10. O sucesso deste tipo

de reagdo depende do tipo de solvente utilizado, da natureza e da concentragdo de &cido,

do tempo de reacdo, temperatura e a concentracdo de vanilina. Uma das vantagens deste

método é a especificidade da vanilina por meta-difenéis (SCHOFIELD et al., 2001).

HsC—O o "
HO

vanilina

cor vermelha

Figura 10 Reacgéo caracteristica de identificacdo de taninos com vanilina em meio acido

(a seta pontilhada indica um segundo sitio reacional em potencial).
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5.1.5 Cromatografia em camada delgada

A CCD de silica gel é uma das técnicas mais amplamente utilizadas para separagéao
e identificacdo de substancias. E um método cromatografico no qual a fase mével move-se
por capilaridade através de uma camada fina e uniforme de fase estacionaria (adsorvente)
aderida a uma placa de vidro ou folha de aluminio, portanto, a CCD dentre outras variantes
adicionais é referida como cromatografia planar. Quando uma mistura de substancias é
aplicada na placa e esta € separada por meio da fase movel, os constituintes da mistura se
movem pela fase estacionaria em velocidades diferentes, dependendo de sua afinidade pela
fase mdvel ou estacionaria, de acordo com a sua polaridade, valores de pKa ou capacidade
de formagéao de ligacdes de hidrogénio, sendo entdo, separados. A sua importancia e sua
ampla utilizacdo s&o atribuidas as vantagens na identificagdo de farmacos com a
possibilidade de se testar um numero muito grande de amostras simultaneamente; modesta
demanda de equipamentos e de recursos e a facilidade de treinamento (CLARKE’S, 1986;
ADAMOVICS, 1997).

5.1.5.1 Sistema eluente conforme Farmacopéia Brasileira 42 edicao

Primeiramente, obtiveram-se perfis por CCD em silica gel utilizando-se o sistema
eluente acetato de etila:tolueno:acido férmico:agua (80:10:5:5). As cromatofolhas foram
reveladas sob luz UV A 254 nm e A 365 nm e, em seguida, foram nebulizadas,
separadamente, com todos os reveladores descritos no item 4.1.4.

A catequina foi utilizada como substancia de referéncia por estar relacionada na
monografia do barbatimdo e por ser um mondmero dos taninos condensados presente nos
extratos desta planta (FARMACOPEIA, 2002).

Na Figura 11 estdo apresentadas as cromatofolhas. O sistema eluente utilizado,
preconizado na monografia para o barbatimdo, mostrou-se adequado, pois permitiu boa
separagao dos constituintes nas amostras. Os extratos testados apresentaram manchas de
fluorescéncia atenuada com o mesmo valor de R; da catequina padrdo, evidenciando a
identificacao por meio desse teste.

Em geral, os perfis cromatogréficos dos extratos glicolicos e cetbénicos foram
semelhantes, porém, as principais bandas apresentaram-se com colorac¢ao ou fluorescéncia
mais atenuada na amostra de extrato glicélico. Tal fato pode ter ocorrido devido a diferencas
nas concentracoes das solugdes aplicadas.

Os reveladores cloreto férrico e vanilina (Figura 11,a,b) mostraram-se adequados a
revelacdo dos constituintes quimicos dos extratos bem como da catequina SQR. Entretanto,

a vanilina mostrou maior seletividade por revelar compostos com valores de R; maiores néo
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revelados pelo cloreto férrico. Provavelmente, isso ocorre devido a especificidade da
vanilina por meta-difenéis (SCHOFIELD et al., 2001), o que expande a ressonancia dos
anéis aromaticos e intensifica a cor dos compostos quando comparados com os complexos
formados com o cloreto férrico.

Na Tabela 22 sdo apresentados os valores de R; calculados para a catequina SQR e
para as principais manchas reveladas nas amostras de exiratos.

O cloreto de aluminio e o NP-PEG (Figura 11,c,d) nao revelaram de forma apropriada
os taninos presentes nos extratos cetdnico e glicolico purificado, uma vez que as manchas
reveladas foram de dificil visualizacido. Isto se deve ao fato de tais reveladores serem
especificos para flavonoides. O cloreto de aluminio é capaz de quelar grupos funcionais
como 5-hidroxi-4ceto, 3-hidroxi-4-ceto e sistemas o-dihidroxi (HARBORNE et al., 1975),
presentes nas estruturas de flavondides. Como os taninos também podem possuir um
sistema o-dihidroxi na estrutura, isto explicaria a presenga de manchas, de cor azul escuro,
referentes a catequina padréo e a catequina presente nos extratos, todos com R; de 0,59. A
mancha amarela fluorescente ténue com R 0,83 pode se tratar de um flavonoide bem apolar
em relagdo aos demais constituintes, presente em baixas concentragées nas amostras.

O NP-PEG revelou duas manchas amarelas, intensamente fluorescentes, no extrato
cetbnico (R; 0,66 e 0,72) e no extrato glicélico (R 0,68 e 0,72). Tais manchas também
podem ser de flavondides mais apolares do que os taninos presentes nas amostras, os
quais também sao revelados por cloreto férrico e por vanilina. A vanilina apresentou-se mais
sensivel que o cloreto férrico, pois as manchas sdo de intensidade um pouco mais forte.
Apesar deste revelador ndo ser especifico para os taninos, € possivel visualizar mancha
azul escuro fluorescente do padrdao (R¢ 0,63) e manchas referentes a catequina nas
amostras do extrato cetdnico (R; 0,62) e do extrato glicélico (R¢ 0,63).

Estes valores ligeiramente maiores dos fatores de retengdo obtidos nesta
cromatofolha podem ser explicados por pequenas interferéncias as quais podem ocorrer nas
analises em dias diferentes, tais como temperatura, saturacdo da cuba cromatografica,
pequenas variacdes na composicdo da fase médvel e solventes de marcas diferentes.
Entretanto, os fatores de retencdo, tanto do padrdo quanto da mancha referente nas
amostras sao proximos indicando que a analise foi adequada.

Com o NP-PEG como revelador, também houve aparecimento de mancha amarela
levemente fluorescente com R 0,89 na amostra de droga vegetal o que pode confirmar a
presencga de um flavondide muito apolar também revelado com vanilina e cloreto férrico.

As cromatofolhas de aluminio CCD de silica gel 60 Fas4 (Merck) sob luz UV A 254 nm
apresentaram manchas, de coloragdo azul escuro, referentes a catequina SQR e manchas
na mesma altura de intensidade atenuada tanto no extrato cetdnico quanto no extrato

glicélico da droga vegetal. Este revelador mostrou-se adequado ao teste de identificagéo por
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CCD, a técnica conta com um custo mais elevado, uma vez que requer cromatofolhas
especificas e lampada ultravioleta reveladora.
As mesmas cromatofolhas de CCD foram observados sob luz UV A 365 nm e

apresentaram-se de cor escura € ndo houve revelacdo adequada de qualquer mancha.

c EC EGP C EC EGP c EC EGP c EC EGP

(@) (b) () (d)

Figura 11 Perfis em CCD para catequina SQR (C), extrato cetdnico (EC) e extrato glicélico
purificado (EGP) em cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 Foss.
Eluente: acetato de etila:tolueno:acido férmico:agua (80:10:5:5). Reveladores: (a) FeCls; (b)
vanilina; (c) AICl;, UV A 365 nm e (d) NP-PEG, UV A 365 nm.

Assim, tanto o cloreto férrico quanto a vanilina mostraram-se ser reveladores
sensiveis, praticos e rapidos para a revelagao de amostras de barbatimao por meio de CCD.
O cloreto férrico, por revelar preferencialmente os taninos, € mais seletivo a este grupo
quimico, enquanto a vanilina € mais sensivel a estes compostos por apresentar manchas
mais intensas para as mesmas concentracoes de amostra utilizadas com o cloreto férrico.
Além disto, a vanilina foi capaz de revelar outros constituintes quimicos presentes nas
amostras de extratos de barbatimao.

Entretanto, com a vanilina foi possivel revelar outros compostos ainda nao
identificados os quais ndo apresentaram boa separagao nas condigdes dos testes, mas néao
se inviabiliza a identificacao da catequina SQR nos extratos analisados.
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Tabela 22 Valores de R; para catequina SQR e amostras de extratos de barbatimdo em
cromatofolhas de silica gel 60 Fas, (FARMACOPEIA, 2002).

Reveladores / Valores de R;

Sistema
A FeQIa Vanilina AICl3 NP-PEG
c? EC° EGP°| C EC EGP (& EC EGP (& EC EGP
0,84 0,84 0,83 0,89
0,73 0,72 0,72
Acetato de etila:
0,69 0,69 0,68
tolueno:acido
L 0,65 0,66 0,65 0,66
férmico:agua
058 058 060|059 057 059|059 059 059 | 063 062 0,63
(80:10:5:5)
0,48 0,49 0,47 0,48
0,45 0,44 0,43 0,43

C: catequina padrao, EC: extrato ceténico, EGP: extrato glicélico purificado.

5.1.5.2 Método com sistemas eluentes alternativos

Foram obtidos perfis por CCD em silica gel, empregando-se varias outras condigdes
cromatograficas descritas para isolamento e identificacdo de taninos, utilizando-se como
reveladores luz UV A 254 nm, cloreto férrico 1% (p/V) em metanol e vanilina 1% (p/V) em
etanol seguida de acido sulfarico 5% (V/V) em etanol, descritos no item 4.1.4 (WAGNER &
BLADT, 1996; PEREZ, 1996; SUN, et al. 1998; ARDISSON et al., 2001; SANTOS et al.
2002),

Com os eluentes acetona:tolueno:acido formico (3:3:1) e acetona:tolueno:acido
acético (3:3:1) houve separacao e identificacdo adequadas dos constituintes quimicos e de
catequina SQR (Figura 12). Apesar da forca eluente menor, as bandas foram bem
resolvidas e os perfis cromatogréaficos das amostras sdo bem semelhantes aos obtidos com
o sistema eluente farmacopeico (item 5.1.5.1). Tais sistemas podem, portanto, ser
alternativos ao sistema eluente acetato de etila:tolueno:acido férmico:agua (80:10:5:5). Os
valores de R; calculados para catequina SQR e para as manchas principais reveladas nas
amostras estao apresentados na Tabela 23.

Os eluentes cloroférmio, cloroférmio:acetona:acido férmico (75:16,5:8,5) e
cloroférmio:acetato de etila (60:40) possuem pouca forca eluente para as substancias em
analise, fornecendo poucas informagdes sobre os compostos fendlicos presentes nas
amostras (Figura 13). Entretanto, houve boa resolugdo de algumas bandas de coloragéo
violeta, cujas substancias mais apolares nao foram identificadas, quando as cromatoplacas
foram reveladas com vanilina. Tais bandas sdo semelhantes as bandas violetas mal
resolvidas na condi¢gdo cromatografica utilizando acetato de etila:tolueno:acido férmico:agua
(80:10:5:5) apresentada na Figura 11 b.



5 RESULTADOS E DISCUSSAQO 84

Tolueno:acetona:acido férmico (3:3:1) Tolueno:acetona:acido acético (3:3:1)

o] EC EGP C EC EGP ’ c EC EGP o] EC EGP

TOLUENO : ACETONA : AC. ACETICO | o, e py  ACETONA 1 AC ACETICO
SES R FeCR g 31319 VANILINA

(a) (b) (a) (b)

Figura 12 Perfis em CCD para catequina SQR (C), extrato cetébnico (EC) e extrato
glicélico purificado (EGP) em cromatofolha de aluminio de silica gel 60 Foss.
Eluentes: tolueno:acetona:acido férmico (3:3:1) e tolueno:acetona:acido acético (3:3:1).
Reveladores: (a) FeCl; e (b) vanilina.

Tabela 23 Valores de R; para catequina SQR e amostras de extratos de barbatimao obtidos

com diferentes reveladores e sistemas eluentes, silica gel 60 F.s, em cromatofolhas de
aluminio

Reveladores / Valores de R

Sistema eluente FeCls Vanilina
Cc? EC® EGP® C EC EGP
0,49 0,48
Tolueno:acetona: 0,42 0,41 0,42 0,41 0,40 0,41
acido férmico (3:3:1) 0,34 0,32
0,30 0,31 0,29
0,74 0,74
0,56 0,58
Tolueno:acetona:
o . 0,52 0,51 0,52 0,51 0,49 0,52
acido acético (3:3:1)
0,43 0,45
0,34

C: catequina padréo, EC: extrato cetonico, EGP: extrato glicélico purificado.

O sistema eluente cloroférmio:acetato de etila (60:40) é o ideal para andlise dessas
substancias mais apolares, pois houve boa separagdo das bandas com valores de R
intermediarios na cromatoplaca. Talvez, uma combina¢do deste sistema eluente com o
sistema farmacopeico possibilite uma separacdo adequada de todos os compostos
presentes nas amostras. Ou ainda, a troca do tolueno (polaridade, P’ = 2,4) do sistema
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farmacopeico pelo cloroférmio (polaridade, P’ = 4,1) pode aumentar a for¢ca do sistema
eluente aliada e alterar a seletividade do mesmo.
CHCl3 CHCl3:acetato de etila (60:40) CHCl3:acetona: acido férmico (75:16,5:8,5)

C EC EGP C EC EGP C EC EGP C EC EGP

|}
|

(@) (b) (@) (b)

Figura 13 Perfis em CCD para catequina (C), extrato cetdnico (EC) e extrato glicolico
purificado (EGP) em cromatofolha de aluminio de silica gel 60 Fuss. Eluentes: CHCIg;
CHClj:acetato de etila (60:40) e CHCI; acetona: acido férmico (75:16,5:8,5). Reveladores:
(a) FeCl; e (b) vanilina.

A Figura 14 demonstra que com o0s sistemas eluentes: acetona;
acetato de etila:acido acético:acido  férmico:agua (100:11:11:26); metanol e
tolueno:acetona:acido férmico (3:1:1) ndo houve separacdo adequada das amostras
aplicadas. Com acetona e metanol puros, a catequina SQR elui com banda bem definida,
porém nestes eluentes os extratos ndo apresentaram separagdo dos seus constituintes
quimicos caracteristicos. Ja com os eluentes acetato de etila:acido acético:acido
férmico:agua (100:11:11:26) e tolueno:acetona:acido férmico (3:1:1), metanol,
tolueno:acetona:acido formico (3:1:1) além de ndo haver separacado dos constituintes as
bandas formadas apresentaram-se sem definicdo indicando pouca seletividade dos
solventes usados no teste cromatografico.

Provavelmente as amostras ndo sdo solubilizadas nestes eluentes de forma
adequada prejudicando-se as interagdes dos compostos com a fase estacionaria de silica e

com a fase mével.
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Acetona Ac. de etila:ac. acético:ac. férmico:agua
(100:11:11:26)

o} EC EGP o} EC EGP C EC EG

Re EriLdc A, AGETYCD i

.|“"

ACETOMNA  Joo Fecty ACETONA  4DO AR 400 (8t s 26 s l.-;
(a) (b) (a) (b)
Metanol Tolueno:acetona:acido féormico (3:1:1)
C EC EGP cC EC EGP c EC EGP c EC  EGP

4 o0 |
S vk

0L VEnvo oA SRM; .
METANOL loo Fells ME TF ) R . o0 (it @:7:1) 1: ToLueno. A CETOM: pcipo  Forcs
g VA falh (3:2:7) VANLiA

(a) (b) (@) (b)

Figura 14 Perfis em CCD para catequina (C), extrato ceténico (EC) e extrato glicélico
purificado (EGP) em cromatofolha de aluminio de silica gel 60 Fus4. Eluentes: acetona;
acetato de etila:acido  acético:acido  férmico:agua  (100:11:11:26); metanol e
tolueno:acetona:acido férmico (3:1:1). Reveladores: (a) FeCl; e (b) vanilina.

5.1.6 Material estranho
Nao foi detectado nenhum material estranho no pé da droga vegetal analisado, o que

atende a Farmacopéia Brasileira 42 edicdo. Este resultado indica que a coleta, o
armazenamento, a secagem e a moagem das cascas de barbatimdo foram realizadas de
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forma adequada, levando-se em conta que a droga vegetal esta exposta ao meio ambiente
e pode conter sujidades e/ou contaminantes.

5.1.7 Determinacéo de Agua

O excesso de umidade em matérias-primas vegetais pode permitir a acdo de
enzimas e acarretar a degradacao de constituintes quimicos, além de possibilitar o
desenvolvimento de fungos e bactérias. A determinagdo de agua é, portanto, um item
imprescindivel no controle de qualidade em drogas vegetais.

A Tabela 24 apresenta os resultados de perda por dessecagao, obtidos em estufa a
seco (105 °C, 5 h) até peso constante.

Tabela 24 Valores de perda por dessecacao da droga vegetal (105 °C, 5 h)

Origem Perda (%)
Replicata Ritapolis Santa Cruz de Minas
1 10,51 10,34
2 10,51 10,46
3 10,46 10,36
4 10,45 10,37
5 - 10,43
Média 10,48 10,39
d.p. 0,03 0,05
DPR (%) 0,30 0,52

De acordo com os resultados encontrados, conclui-se que a droga vegetal cumpre
com o requisito de ensaio de pureza — Agua, da monografia 176 do barbatimao, a qual
preconiza um valor maximo de 4gua (FARMACOPEIA, 2002).

5.1.8 Cinzas totais

A determinacdo do teor de cinzas totais permite a verificagdo de impurezas
inorganicas nao-volateis que podem estar presentes como contaminantes.

Os valores determinados no ensaio de cinzas totais para a droga vegetal, obtidos em
mufla, até peso constante das amostras estdo apresentados na Tabela 25.
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Tabela 25 Valores de cinzas totais obtidos para a droga vegetal

Origem Cinzas (%)

Replicata Ritapolis Santa Cruz de Minas
1 1,12 1,13
2 1,15 1,11
3 1,22 1,14
4 1,14 1,19
5 1,27 1,06
6 - 1,13
Média 1,18 1,13
d.p. 0,06 0,04
DPR (%) 5,43 3,70

Todas as replicatas apresentaram resultados finais dentro do limite especificado,
pela monografia 176 do barbatiméo, que é de no maximo 2% (FARMACOPEIA, 2002).

5.2 CONTROLE DE QUALIDADE DOS EXTRATOS DA DROGA VEGETAL
5.2.1 Avaliacao dos caracteres organolépticos

Na avaliagdo das caracteristicas organolépticas verificou-se que ambos os extratos
glicolico e etandlico seco obtidos cumprem com os requisitos definidos na Farmacopéia
Brasileira 42 edicao, monografia 148 para extrato fluido e monografia 150 para extrato seco,
respectivamente. O primeiro é uma preparacao liquida na qual uma parte do extrato, em
volume, corresponde a uma parte, em massa, da droga seca, utilizada na sua preparagéo e
0 segundo é uma preparagao sélida obtida por evaporagdo do solvente utilizado na sua
preparagao com rendimento de 44,82% (FARMACOPEIA, 2001).

Tanto o extrato glicélico quanto o extrato etandlico seco apresentaram coloragéo
castanho-avermelhada, odor caracteristico e sabor adstringente, semelhantes aos
observados para o p6 das cascas da droga vegetal. As primeiras fracoes de extrato glicélico
apresentaram cor, sabor e odor mais intensos que as demais, sendo que estas
caracteristicas foram reduzindo-se gradativamente.

Os extratos ndo apresentaram odor de material em decomposicao. Este é um teste
de qualidade simples e rapido para se verificar a pureza e a identidade da droga vegetal de
origem.
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5.2.2 Avaliacao da solubilidade

A avaliacédo da solubilidade dos extratos € um dado auxiliar para o desenvolvimento
de métodos de andlise, tanto da matéria-prima quanto dos produtos acabados
desenvolvidos com estes extratos. A avaliacao da solubilidade foi realizada com os extratos
brutos de barbatimdo, cuja constituicdo quimica é complexa. Contudo, a maioria dos
compostos isolados dos exiratos de barbatimdo s&o taninos condensados, ou seja,
polimeros de flavan-3-ol (MELLO et al. 1993, 1996a, 1996b, 1997, 1999; SANTOS e
colaboradores, 2002).

De acordo com The Merck Index 142 edicdo (2006), a catequina, uma das
substancias presentes nos extratos de barbatimao é solivel em agua quente, alcool, acido
acético glacial e acetona; pouco soluvel em agua fria e éter; e praticamente insoluvel em
benzeno, cloroférmio e éter de petrdleo. Ja o acido gélico, um tanino hidrolisavel, também
presente nas amostras € facilmente solivel em agua fervente, alcool e acetona; soluvel em
glicerol; ligeiramente soluvel em &gua; pouco soluvel em éter; e praticamente insoluvel em
benzeno, cloroférmio e éter de petrdleo.

Os resultados encontrados para solubilidade dos extratos, de acordo com os termos
descritivos da Farmacopéia Brasileira 42 edi¢do, estdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26 Solubilidade do extrato glicélico e do extrato etandlico seco de barbatimao em
diferentes solventes de acordo com termos descritivos da Farmacopéia Brasileira 42 edi¢cao

Solubilidade
Solvente
Extrato glicdlico Extrato etanodlico seco
Agua Muito soluvel Praticamente insoltvel ou insolavel
Metanol Ligeiramente soluvel Solavel
Etanol absoluto Pouco soluvel Ligeiramente soluvel
Acetonitrila Praticamente insolGvel ou insolGvel Praticamente insolGvel ou insolGvel
HCI 0,1 mol/L Praticamente insolGvel ou insolGvel Muito soltvel
NaOH 0,1 mol/L Pouco sollvel Pouco sollvel

Os extratos apresentaram certa solubilidade em hidroxido de soédio 0,1 mol/L,
provavelmente, devido a desprotonagcao das hidroxilas fendlicas dos taninos condensados.
O mesmo raciocinio pode ser feito para a solubilidade em acido cloridrico 0,1 mol/L, as
hidroxilas fendlicas sao protonadas aumentando-se a solubilidade do extrato seco. A maior
solubilidade em &cido pode ser explicada pelo pK, do fenol, de aproximadamente 9. A
solucdo alcalina ndo possui valor de pH suficiente para desprotonar as hidroxilas fendlicas
na mesma extensdo do que a solucado &cida é capaz. O extrato glicélico pode conter
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compostos praticamente insolUveis no meio acido o que explicaria a baixa solubilidade neste
meio.

Os resultados para o extrato etandlico seco sdao semelhantes a catequina e ao acido
galico com relacdo a agua e aos alcoodis, levando-se em conta que a catequina é o

mondmero presente nas estruturas de tanino condensado.
5.2.3 Avaliacao do pH
Foram realizadas trés medidas de pH das dispersdes a 10% em agua e em solugao
hidroalcéolica contendo 10% de metanol, das amostras de extratos. Os resultados

encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27 Determinacdo de pH (triplicata) da dispersao a 10% em agua e em solucao
hidroalcéolica dos extratos de barbatiméo

Amostra pH da dispersao a 10%
Extrato glicélico Extrato etandlico seco
Replicata Aquosa Hidroalcéolica Aquosa Hidroalcéolica
1 5,86 5,05 3,96 4,11
2 5,83 5,01 4,01 4,05
3 5,86 4,97 4,01 4,04
Média 5,85 5,01 3,99 4,07
d.p. 0,02 0,04 0,03 0,04
DPR (%) 0,30 0,80 0,72 0,93

Os valores de pH foram medidos para as dispersdées a 10% dos extratos a fim de
proporcionar uma diluicdo e melhor avaliacdo da concentragdo hidrogeniénica (pH
aparente). Por isso, o pH das dispersées pode apresentar-se ligeiramente maior que o de
extratos medidos diretamente. O pH encontrado para extratos glicolicos de barbatiméo
segundo Ardisson e colaboradores (2001) foi 4,94.

A presenca de hidroxilas fenodlicas nos taninos condensados nos extratos de
barbatimdo explica os valores de pH situados na faixa 4cida, mais baixa, para o extrato
etandlico seco.
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5.2.4 Residuo seco

De acordo com a monografia para extratos fluidos da Farmacopéia Brasileira 42
edicao, os extratos fluidos podem ser padronizados, em termos de concentracdo do
solvente, teor dos constituintes ou do residuo seco. Para os extratos secos, a sua
monografia especifica um teor de no minimo 95% de residuo seco, calculado como
porcentagem de massa (FARMACOPEIA, 2002). Portanto, a determinacdo do teste de
residuo seco é um parametro importante de qualidade por expressar a quantidade de
material n&o volatil extraido, incluindo os marcadores quimicos e/ou grupos de compostos
responsaveis pela acao farmacoldgica do extrato.

Para cada amostra de extrato, o residuo seco foi realizado em triplicata, em estufa a
seco (105 °C, 3 h).

Na Tabela 28 sdo apresentados os valores de teor de residuo seco obtidos para
cada amostra.

Tabela 28 Teor de residuo seco (105 °C, 3 h) para os extratos de barbatiméo

Amostra Teor de residuo seco (% p/p)
Replicata Extrato glicolico Extrato etandlico seco
1 36,49 86,87
2 36,65 86,78
3 36,59 86,78
Media 36,58 86,81
d.p. 0,08 0,05
DPR (%) 0,23 0,06

Segundo Ardisson e colaboradores (2001), a primeira fragdo dos extratos glicolicos
apresentou teor de residuo seco de 21,10% p/p, valor menor do que o encontrado neste
estudo (36,58% p/p).

O extrato etandlico seco apresentou teor de residuo seco de 86,81% p/p, menor que
95%, teor minimo preconizado pela Farmacopéia Brasileira 42 edicdo. Tal resultado indica
que apenas a eliminagdo do solvente por evaporador rotatério ndo é ideal para a obtengéo
de um extrato mais seco. Provavelmente, outros processos de secagem do extrato seco,
tais como o armazenamento em dessecador a vacuo, com pentoxido de fésforo ou secagem
em estufa, poderdo fornecer extratos com maior teor de residuo seco. Estudos adicionais
s&0 necessarios para validagao de um processo de secagem industrial do extrato.
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5.2.5 Determinacao da densidade relativa

Foram realizadas trés determinacdes de densidade relativa da primeira fracdo dos
extratos glicélicos. Os resultados sao apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 Valores de densidade relativa para amostras de extrato glicolico de barbatiméo

Replicata Densidade relativa (g/mL)
1 1,0902
2 1,1229
3 1,1122
Média 1,1084
d.p. 0,0167
DPR (%) 1,50

A densidade de massa dos extratos glicélicos calculada a partir da densidade relativa
€ de 1,1063 g/mL, menor do que 1,46 g/ml, determinado por Ardisson e colaboradores
(2001).

5.2.6 Reacoées de identificacao

As amostras de extrato glicolico e de extrato etandlico seco de barbatiméo
apresentaram teste positivo para todas as reagdes caracteristicas aos taninos condensados
e hidrolisaveis presentes na planta.

Para o desenvolvimento dos testes de identificacao por rea¢cdes quimicas, procedeu-
se a um teste com volumes de extrato glicdlico com 0,5; 1 e 2 mL para avaliar a tomada de
amostra mais adequada. Apdés a anadlise dos resultados, o volume 1 mL de amostra
mostrou-se ser o mais adequado e pratico, pois apresentava reagdes nitidas tendo em vista
que o teor de taninos presentes nestes extratos conduziu a reagdes quimicas de

identificagcdo intensas.

Teste B — Reacdo com gelatina - Desenvolveu-se reacao positiva com formagéao de
precipitado nitido. Neste teste de identificacdo também ocorre formacdo de complexos
reversiveis e irreversiveis entre a gelatina e os taninos, como mostrado no item 5.1.4 e na
Figura 8.

Teste C — Reagdo com cloreto férrico - Desenvolveu-se reagao positiva por coloracao

cinza escura. Da mesma forma que apresentado no item 5.1.4 e na Figura 9, ocorre
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complexacdo do Fe*® com as hidroxilas fenélicas dos taninos condensados e hidrolisaveis
presentes nos extratos glicélicos de barbatimao.

Teste D — Reagdo com vanilina - Desenvolveu-se reagdo positiva por coloracao
vermelha. Houve formacédo de complexo colorido entre a vanilina e os taninos condensados,

como exemplificado no item 5.1.4 e na Figura 10.

5.2.7 Cromatografia em camada delgada

5.2.7.1 Extrato glicélico

Os resultados sao apresentados no item 5.1.5, juntamente com os resultados do
Teste A de identificagéo para a droga vegetal.

5.2.7.2 Extrato etanélico seco

Foram obtidos perfis por CCD em silica gel, empregando-se a condicao
cromatografica farmacopeica, utilizando-se cloreto férrico 1% (p/V) em metanol como
revelador. Foram aplicados os padrbées, a amostra de extrato etandlico seco e um ponto
misto (amostra fortificada) nas placas, o que pode ser visualizado na Figura 15. O ponto
misto foi obtido com a aplicagdo, no mesmo ponto, dos padrdes e da amostra.

Na Tabela 30 sao apresentados os valores do fator de retencao (Ry) calculados para
0s sete padrdes e para as principais manchas reveladas na amostra de extrato etandlico
seco e no extrato fortificado (ponto misto).
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AG GC EGC C P GEGC Q EES M
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Figura 15 Perfis em CCD para acido galico (AG), galocatequina (G), epigalocatequina

(EGC), catequina (C), proantocianidina B2 (P), galato de epigalocatequina (GEGC),
quercetina (Q), extrato etandlico seco (EES) e ponto misto (M) em cromatofolha de aluminio
de silica gel 60 Fuss. Eluente: acetato de etila:tolueno:acido férmico:agua (80:10:5:5).
Revelador: FeCl; 1% (p/V).

Com o sistema eluente acetato de etila:tolueno:acido férmico:agua (80:10:5:5) foi
possivel a separagdo de todos os padrdes indicando que este método cromatografico
apresenta seletividade para os marcadores apresentados. Todavia, os pares de padrbes
catequina e &cido galico, epigalocatequina e galato de epigalocatequina apresentaram
valores de Ry muito proximos o que dificulta a visualizagdo das bandas. Portanto, o sistema
eluente farmacopeico necessita de ajustes na forca eluente e/ou seletividade com o intuito
de se melhorar a resolugao destes pares criticos.

O sistema eluente butanol:acido acético:agua (50:10:40) apresentou forca eluente
maior do que o eluente farmacopeico (maiores valores de Ry), mas ndo apresentou
resolucdo adequada para a maioria dos compostos testados. Além disso, as manchas
apresentaram-se irregulares dificultando a analise (Figura 16 e Tabela 30).
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AG GC EGC C P GEGC Q EES
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Figura 16 Perfis em CCD para acido galico (AG), galocatequina (GC), epigalocatequina
(EGC), catequina (C), proantocianidina B2 (P), galato de epigalocatequina (GEGC),

quercetina (Q), extrato etandlico seco (EES) e ponto misto (M) em cromatofolha de aluminio

de silica gel 60 Fos4. Eluente: butanol, acido acético e agua (50:10:40). Revelador: FeCl; 1%

(P/V).

Tabela 30 Valores de Rf para padrées e amostra de extrato etandlico seco de barbatiméo

obtidos em cromatofolhas de silica gel 60 F.s4. Revelador: FeCl; 1% (p/V) em metanol

Valores de R;

Sistema eluente

AG GC EGC C P GEGC Q EES M
0,66 0,66
acetato de 0.52 0,54 0,54 0,54
N ormicoous 043 043 043
(80:10:5:5) 0,39
0,25
0,81 0,81
butanol:acido 0,77 0,77
acético:agua 0,71 0,71 0,71
(50:10:40) 0,68 0,68 0,68
0,66

AG: éacido galico, GC: galocatequina, EGC: epigalocatequina, C: catequina, P: proantocianidina B2, GEGC:

galato de epigalocatequina, Q: quercetina, EES: extrato etandlico seco, M: ponto misto.
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5.3 APLICACAO DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS PARA
QUANTIFICAGAO DE TANINOS TOTAIS

Muitos métodos analiticos tém sido propostos para quantificar taninos em drogas
vegetais. Os métodos comumente usados incluem despolimerizagdo oxidativa das
proantocianidinas, reagdes do anel A com um aldeido aromatico e reagdes de oxi-redugéo.

Os métodos colorimétricos mais usados para a determinacdo de fendlicos sdo o
doseamento com azul da Prussia, o método de Folin-Denis e o método de Folin-Ciocalteau,
sendo este ultimo um método modificado a partir do Folin-Denis. O cromoéforo produzido €
um complexo azul fosfotungstico-fosfomolibdico de estrutura indefinida e cuja quimica desta
reagao também ndo é bem entendida. O método de Folin-Ciocalteau foi desenvolvido para
se resolver o problema de formagéo de precipitado nas medidas espectrofotométricas com o
reagente de Folin-Denis, o qual interfere com tais medi¢oes. Além disto, o0 método € menos
propenso a interferéncias por nao-fendlicos do que o método original (SINGLETON et al.
1999; SCHOFIELD et al., 2001).

A catequina possui cinco hidroxilas livres das quais somente trés sdo grupos
reagentes (SINGLETON et al, 1999). Os compostos estruturalmente relacionados a este
padrdo, selecionados como marcadores, quando reagem com o reagente de Folin-
Ciocalteau ou de Folin-Denis geram uma coloragdao semelhante a soma das cores devidas a
reacdo do anel A de floroglucinol adicionado de duas possibilidades de reagdo no anel B.
Portanto, uma hidroxila reage no anel A e duas reagem no anel B, o que pode ser visto na
Figura 17. Propde-se que uma molécula de Na,CO; desprotone uma hidroxila por vez
formando NaHCO; e que apenas Na,MoO, participa da reagdo de oxi-reducdo devido a
maior facilidade do molibdénio em sofrer reducéo.

HO

0
i OH | Pe
HO o Na,CO, o) o} o
+ 3 mo™" e N oY 4 oaW
OH OH

OH HO

Figura 17 Proposta de reagdo quimica de oxidagdo da catequina com a redugédo do
molibdénio do reagente fosfomolibdotingstico gerando espécies azuis, tais como
(PMOW;040)*.
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As substancias fendlicas tais como a catequina, o acido galico e a cianidina, podem
ser padrées adequados para os métodos de andlise de taninos. O acido tanico é
provavelmente o melhor padrédo ténico comercialmente disponivel, mas idealmente, o
material comercial deve ser purificado (HAGERMAN et al., 1989). Entretanto, o padréao
especificado nas andlises farmacopeicas € o pirogalol, substancia também fendlica cuja
molécula é mais simples. Como as cascas de S. adstringens sao uma fonte rica de
proantocianidinas com unidades de pirogalol com atividade biol6gica (MELLO et al., 1996a),
este marcador pode ser utilizado como um padrdo adequado ao doseamento por
espectrofotometria.

Os métodos espectrofotométricos no visivel por se tratarem de ser métodos oficiais
somente as figuras de mérito seletividade, linearidade e precisdo foram avaliados,

utilizando-se o extrato etandlico seco de barbatimao como amostra.

5.3.1 Método espectrofotométrico na regiao visivel (A 715 nm) utilizando
reagente Folin-Denis para quantificacao de taninos totais em extratos de
barbatimao, de acordo com Farmacopéia Brasileira 42 edicao

5.3.1.1 Seletividade

Os espectros de pirogalol SQR antes e ap0ds a reagao com o reagente de Folin-Denis
sdo apresentados na Figura 18 (a). Pode-se observar a formagcdo de um maximo de
absorcdo em A 715 nm indicando a formagcdo de complexo entre o padrao e os metais
molibdénio e tungsténio.

A formacao deste complexo com as amostras de extrato etandlico seco também
pode ser evidenciada com a formagcao de maximo de absorcdo no mesmo comprimento de
onda (Figura 18, b). Entretanto, a seletividade deste método é relativa, pois ndo distingue os
taninos entre si e entre os polifendis que podem estar presentes nas amostras. Uma forma
de contornar essa falta de especificidade ¢é utilizar outros métodos analiticos que
demonstrem a auséncia de interferentes. Por exemplo, o p6-de-pele ou outros substratos
protéicos podem ser acrescentados ao meio reacional para adsor¢cao dos taninos. Assim o
teor de taninos é calculado como a diferenga entre o teor de polifendis totais e teor da fracao
polifendlica ndo-adsorvida (BRUNETON, 1999; SANTOS et al., 2002).



5 RESULTADOS E DISCUSSAQ 98

ce (Al

Abs

0.8 0.35

0.7 0.3
0.6
0.257
0.5

0.2

Absorbance (AU)

0.4
0.3 0.157
\

029\ 0.1

019 S _ — —
— — — 005~

(@) . (b)
Figura 18 Sobreposicao de espectros: (a) pirogalol antes (2,5 ug/mL, vermelho) e apés
reacdo com reagente Folin-Denis (3,5 ug/mL, preto); (b) extrato etandlico seco 8 ug/mL
(preto), extrato etandlico seco apds agitacdo com poéd-de-pele (40 ug/mL, vermelho) e

pirogalol 2,5 ng/mL (azul), todos apos reagdo com reagente Folin-Denis.

5.3.1.2 Linearidade

Foi construida uma curva de calibragdo para o pirogalol, apenas em um dia, apés
reacdo com o reagente de Folin-Denis, a partir de cinco concentragdes diferentes, cada uma
em triplicata. A curva obtida demonstrou relagéo linear entre as concentragdes das solugdes
(ug/mL) e as leituras de absorvancia, na faixa de 1,5 a 3,5 ug/mL de pirogalol, o que
corresponde de 60 a 140% da concentracdo de trabalho, englobando a concentracédo de
2,88 ug/mL de taninos totais em termos de pirogalol. Esta concentracdo foi obtida
considerando-se que a amostra analisada possui em torno de 25 % de taninos totais,
compativel com teores obtidos em trabalhos anteriores, entre 25 a 30 % (PANIZZA et al.
1988; ARDISSON et al., 2002). Os valores de concentragdo, suas respectivas leituras de
absorvancias para avaliacao da linearidade e valores de pH sdo apresentados na Tabela 31.
Segundo Singleton e colaboradores (1999), a importancia do ion fenolato é demonstrada
pelo fato de que a sua oxidagéo pode ser completada rapidamente perto ou acima do valor
de pK, do fenol, usualmente, em cerca de pH 10 (pK, = 9,9). Portanto, € necessaria a
utilizacado de solugédo de carbonato de sodio como alcalinizante para propiciar a reagao de
oxi-redugé@o entre o reagente Folin-Denis, que se reduz provocando a oxidagdo dos grupos
fenodis nos taninos. O pH das solugdes no método de Folin-Ciocalteau provavelmente sao
mais elevados pois a concentracao final de carbonato de sédio no ponto central (13,9%) é
maior do que nas solugdes com Folin-Denis no mesmo ponto (9,1%).

O reagente de Folin-Denis foi adicionado ao meio reacional com quantidades
proporcionais ao ponto central da curva (2,5 pg/mL de pirogalol) para garantir o excesso
deste reagente e nao haver interferéncias durante as analises.

A curva foi construida plotando-se a concentracao de pirogalol na solugéo versus a
leitura de absorvancia. Os dados foram submetidos a analise de regressdo linear
representados na Figura 19.
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A partir dos dados obtidos para linearidade, foi realizada andlise estatistica da
regressao da curva analitica de pirogalol.

Tabela 31 Resultados obtidos para a constru¢do da curva de calibragdo para pirogalol apés
reagcdo com reagente de Folin-Denis

Absorvancia

. Concentracéo
Solucao Replicata Média pH
(ng/mL) Abs DPR (%)
(d-p.)
1 1,5234 0,22853 10,83
0,23082
1 2 1,5291 0,23280 0,93 10,84
(0,00215)
3 1,5207 0,23114 10,84
1 2,0312 0,30510 10,71
0,30722
2 2 2,0388 0,30664 0,80 10,72
(0,00247)
3 2,0276 0,30993 10,72
1 2,5390 0,38462 10,62
0,38544
3 2 2,5485 0,39030 1,17 10,62
(0,00450)
3 2,5345 0,38140 10,62
1 3,0468 0,45070 10,53
0,45230
4 2 3,0582 0,45236 0,35 10,53
(0,00157)
3 3,0414 0,45384 10,54
1 3,5546 0,51801 10,44
0,53180
5 2 3,5679 0,53377 2,43 10,46
(0,01291)
3,5483 0,54361 10,46
0,60
0,50 | y = 0,147x + 0,008
R® = 0,997
©
8 0.40 1
2
[]
& 030
<
0,20 -
0,10

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Concentracéo (ug/mL)

Figura 19 Curva analitica obtida pelo método de Folin-Denis para o pirogalol a A 715 nm.
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Segundo Mole e colaboradores (1987), o método Folin-Denis apresenta linearidade
numa faixa muito restrita de absorvancias variando de 0,2 a 0,6. Como pode ser observada
na Tabela 31 e na Figura 19, a curva analitica apresenta linearidade na faixa de 0,2 a 0,5 de
absorvancia, sendo esta faixa proxima aos dados da literatura apresentados para Folin-
Denis.

Os residuos tém distribuicdo aleatéria como pode ser visto na Figura 20. A regressao
€ significativa (p < 0,001). Além disto, o coeficiente de correlagao (r) foi maior que 0,99
(0,9985) e a intersegdo com o eixo das abscissas nao foi estatisticamente diferente de zero,
ndo sendo necessario calcular a contribuicdo do intercepto para a resposta a 100% da
concentracao de trabalho. O desvio padrao relativo da curva de 1,64% demonstra preciséo
adequada. O erro padrao da inclinacdo foi de 0,0023 e o erro padrdo do intercepto de
0,0059. Os resultados obtidos indicam uma linearidade satisfatéria do método de Folin-
Denis.

A possibilidade de esgotamento do reagente de oxi-reducdo em analises de taninos
foi relatada anteriormente por Verza e colaboradores (2007), a qual constatou a perda de
linearidade nas curvas analiticas do pirogalol frente a um volume fixo de 1,0 mL de reagente
de Folin-Denis. Segundo a autora, adigcdo de 2,0 mL de reagente colorimétrico restabelece a
linearidade. Tal fato nao foi verificado na curva analitica em nosso trabalho, uma vez que o
reagente colorimétrico foi adicionado de forma proporcional as quantidades de analito
garantindo-se 0 excesso para reacdo. O esgotamento do reagente de Folin-Denis nao
ocorrera desde que a proporcionalidade deste reagente seja mantida frente aos analitos ou

gue o volume seja aumentado para 2,0 mL conforme autora citada anteriormente.

Grafico de residuos
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Figura 20 Distribuicao dos residuos da curva analitica para a determinac¢do de pirogalol por
Folin-Denis.
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5.3.1.3 Preciséao Intra-corrida e Inter-corrida

As concentragbes das amostras de extrato etandlico seco utilizadas para
determinacao do teor de polifendis totais e de polifendis ndo adsorvidos estao apresentadas
na Tabela 32.

Os valores obtidos para os teores de taninos totais, conforme Farmacopéia Brasileira
42 edicao, para avaliar a preciséo intra-corrida do método sdo apresentados na Tabela 33.

Tabela 32 Concentracdes de amostras de extrato etandlico seco utilizadas para avaliagéo
da precisao intra-corrida do método Folin-Denis

Amostra Massa de EES® (mg) Conc. EES; (pg/mL)b Conc. EES; (ug/mL)°
1 100,15 8,0120 80,120
2 99,99 7,9992 79,992
3 100,16 8,0128 80,128
4 100,27 8,0216 80,216
5 100,10 8,0080 80,080
6 100,07 8,0056 80,056

a: extrato etandlico seco, b: concentracdo de amostra utilizada para determinacdo de polifendis totais,
c: concentragcao de amostra utilizada para determinagao de polifendis ndo adsorvidos.

Tabela 33 Concentracbes de polifendis totais (PT) e de polifendis ndo adsorvidos (PNA)
obtidos da curva analitica de Folin-Denis, respectivos teores e teor de taninos totais (TT)
para precisdo intra-corrida

Conc. PT Conc. PNA Teor PT Teor PNA

Amostra Apr® Apna” TT (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

1 0,37373 0,063767 2,48796 0,37937 31,05 0,47 30,58
2 0,38126 0,083208 2,53918 0,51162 31,74 0,64 31,10
3 0,36716 0,072299 2,44327 0,43741 30,49 0,55 29,95
4 0,37390 0,082182 2,48912 0,50464 31,03 0,63 30,40
5 0,37364 0,072773 2,48735 0,44063 31,06 0,55 30,51
6 0,37966 0,068647 2,52830 0,41256 31,58 0,52 31,07
Média 31,16 0,56 30,60

d.p. 0,45 0,06 0,44

DPR (%) 1,44 11,56 1,42

a: absorvancia de polifendis totais, b: absorvancia de polifendis ndo adsorvidos.

O valor de desvio padrao relativo de 1,42% estd abaixo de 5,0% conforme
RE n® 899/2003 da ANVISA, indicando que o método da Farmacopéia Brasileira 42 edigao
apresenta precisao intra-corrida adequada.
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A precisao inter-corrida foi avaliada por meio de seis determinacbes a 100% da
concentracdo de trabalho, em dois dias diferentes, somente com o mesmo analista, por se
tratar de um método farmacopeico previamente validado.

As concentragbes das amostras de extrato etandlico seco utilizadas para
determinacao do teor de polifendis totais e de polifendis nao adsorvidos, obtidas no dia 1 e
dia 2, estdo apresentadas na Tabela 34.

A partir dos valores de absorvancia calculou-se o teor de taninos totais nas amostras
de extrato etandlico seco (n = 12) e o desvio padréo relativo. Os valores obtidos séo
apresentados na Tabela 35.

Tabela 34 Concentragcbes de amostras de extrato etandlico seco utilizadas para avaliagao

da precisao inter-corrida do método Folin-Denis

Amostra Massa de EES® (mg) Conc. EES; (pg/mL)b Conc. EES; (ug/mL)°

1 100,15 8,0120 80,120

2 99,99 7,9992 79,992

) 3 100,16 8,0128 80,128
Dia 1

4 100,27 8,0216 80,216

5 100,10 8,0080 80,080

6 100,07 8,0056 80,056

7 100,60 8,0480 80,480

8 100,41 8,0328 80,328

) 9 100,95 8,0760 80,760
Dia 2

10 100,43 8,0344 80,344

11 100,12 8,0096 80,096

12 100,77 8,0616 80,616

a: extrato etandlico seco, b: concentracdo de amostra utilizada para determinacdo de polifendis totais,
c: concentragdo de amostra utilizada para determinagao de polifenois ndo adsorvidos.
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Tabela 35 Concentragbes de polifendis totais (PT) e de polifendis ndo adsorvidos (PNA)
obtidos da curva analitica de Folin-Denis, respectivos teores e teor de taninos totais (TT)
para precisdo inter-corrida

Conc. PT Conc. PNA Teor PT Teor PNA

Amostra Apr® Apna® TT (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

1 0,37373 0,063767 2,48796 0,37937 31,05 0,47 30,58

2 0,38126 0,083208 2,53918 0,51162 31,74 0,64 31,10
Dia 3 0,36716 0,072299 2,44327 0,43741 30,49 0,55 29,95
1 4 0,37390 0,082182 2,48912 0,50464 31,03 0,63 30,40
5 0,37364 0,072773 2,48735 0,44063 31,06 0,55 30,51

6 0,37966 0,068647 2,52830 0,41256 31,58 0,52 31,07

7 0,36848 0,22239 2,45224 1,45842 30,47 1,81 28,66

8 0,37787 0,22125 251612 1,45068 31,32 1,81 29,52
Dia 9 0,37133 0,22146 2,47163 1,45208 30,60 1,80 28,81
2 10  0,37282 0,21822 2,48177 1,43008 30,89 1,78 29,11
11 0,38768 0,22816 2,58286 1,49765 32,25 1,87 30,38

12 0,37032 0,20731 2,46476 1,35586 30,57 1,68 28,89

Média 31,09 1,18 29,91

d.p. 0,55 0,65 0,89

DPR (%) 1,78 55,01 2,96

a: absorvancia de polifendis totais, b: absorvancia de polifendis ndo adsorvidos.

O valor de desvio padréo relativo encontrado de 2,96, abaixo de 5,0%, indica que o
método, conforme Farmacopéia Brasileira 42 edicdo, apresenta precisdo inter-corrida
adequada (BRASIL, 2003). Os valores de absorvancia para polifenéis nao adsorvidos no dia
2 sao maiores do que os encontrados no dia 1, devido a utilizagdo de lote diferente de po6-
de-pele. Tanto os teores de polifendis ndo adsorvidos quanto de taninos totais obtidos no dia
1 s&o estatisticamente diferentes pelo Teste de ANOVA (a = 0,05) daqueles obtidos no dia
2, cujos valores de p sdo 1,35 x 10" e 0,0014, respectivamente. Entretanto, o valor de DPR
para o teor de taninos totais esta de acordo com o preconizado na legislagéao brasileira.

5.3.2 Método espectrofotométrico na regiao visivel (A 760 nm) utilizando
reagente Folin-Ciocalteau para quantificacdo de taninos totais em
extratos de barbatimao, de acordo com Farmacopéia Européia 62 edicao

5.3.2.1 Seletividade

Os espectros de pirogalol antes e apos a reagdo com o reagente de Folin-Ciocalteau
sdo apresentados na Figura 21 (a). Pode-se observar a formagcdo de um maximo de
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absorcdo em 760 nm indicando a formagdo de complexo entre o padrdao e 0s metais

molibdénio e tungsténio.

A formagédo deste complexo, com as amostras de extrato etandlico seco, também

pode ser evidenciada com a formagcao de maximo de absorcdo no mesmo comprimento de

onda. Este método também possui seletividade relativa para taninos sendo necessaria a

adicao de po6-de-pele para retirada da fragéao tanica (Figura 21, b).

Absorbance (AU)

0.5 B
0.4

0.2

Absorbance (AU)

T
600

T
700

T
800

(0)

Figura 21 Sobreposicao de espectros: (a) pirogalol antes (2,5 ug/mL, vermelho) e apés

reacdo com reagente Folin-Ciocalteau (3,0 pg/mL, preto); (b) extrato etandlico seco 6,4

ug/mL (vermelho), extrato etandlico seco ap6s agitagdo com péd-de-pele (32 ug/mL, azul) e

pirogalol 2,0 ug/mL (preto), todos apéds reagédo com reagente Folin-Ciocalteau.

5.3.2.2 Linearidade

Foi construida uma curva de calibragdo para o pirogalol, apenas em um dia, apds

reacdo com o reagente de Folin-Ciocalteau, a partir de cinco concentracdes diferentes, cada

uma em triplicata. A curva obtida demonstrou relagédo linear entre as concentragoes das

solugdes (ug/mL) e as leituras de absorvancia, na faixa de 1,0 a 3,0 ug/mL de pirogalol, o

que corresponde de 50 a 150% da concentragdo de trabalho. Os valores de concentragéo e

suas respectivas leituras de absorvancias para avaliacdo da linearidade sdo apresentados

na Tabela 36.

O reagente de Folin-Ciocalteau também foi adicionado ao meio reacional com

quantidades proporcionais ao ponto central da curva (2,0 ug/mL de pirogalol) para se evitar

0 esgotamento deste reagente com o aumento da concentragéo do analito.

A curva foi construida plotando-se a concentracao de pirogalol na solugdo versus a

leitura de absorvancia. Os dados foram submetidos a analise de regressao linear e estao

representados na Figura 22.

A partir dos dados obtidos para linearidade, foi realizada analise estatistica da

regressdo da curva analitica de pirogalol.
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Tabela 36 Resultados obtidos para a constru¢do da curva de calibragdo para pirogalol apés
reacao com reagente de Folin-Ciocalteau

Absorvancia

Solucdo Replicata Concentracao (ug/mL) Média
Abs DPR (%)
(d.p.)
1 1,0100 0,15867
0,15807
1 2 1,0146 0,16050 1,75
(0,00277)
3 1,0128 0,15505
1 1,5150 0,24642
0,24630
2 2 1,5219 0,25779 4,69
(0,01155)
3 1,5192 0,23469
1 2,0200 0,33303
0,32866
3 2 2,0292 0,33239 2,14
(0,00702)
3 2,0256 0,32055
1 2,5250 0,41172
0,41127
4 2 2,5365 0,41472 0,90
(0,00370)
3 2,5320 0,40737
1 3,0300 0,51570
0,50775
5 2 3,0438 0,51625 2,81
(0,01425)
3,0384 0,49129

0,6

05 -
y =0,1707x - 0,0153

R? = 0,9956
0,4

Absorvancia

0,3

0,2

0,1

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Concentragéo (pg/mL)

Figura 22 Curva de analitica obtida pelo método de Folin-Ciocalteau para a catequina
A 760 nm.

Os residuos seguem distribuicdo aleatéria como pode ser visto na Figura 23. A
regressao € significativa (p < 0,001) e o coeficiente de correlagcado (r) € maior que 0,99
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(0,9978). A intersecdo com o eixo das abscissas foi estatisticamente diferente de zero e
contribui com 4,66% na resposta a 100% da concentragdo de trabalho. O desvio padrao
relativo da curva foi de 2,65%, o erro padrao da inclinacao foi de 0,0032 e o erro padrao do
intercepto de 0,0068. Apesar do valor de DPR da curva ser maior do que 2,0%, 0s
resultados indicam que o método de Folin-Ciocalteau apresenta linearidade adequada,
considerando uma matriz vegetal.

Grafico de residuos
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Figura 23 Distribuicao dos residuos da curva analitica para a determinacao de pirogalol por
Folin-Ciocalteau.

5.3.2.3 Preciséao Intra-corrida e Inter-corrida

As concentragbes das amostras de extrato etandlico seco utilizadas para
determinacao do teor de polifendis totais e de polifendis ndo adsorvidos estao apresentadas
na Tabela 37.

Os valores obtidos para os teores de taninos totais, conforme Farmacopéia Européia
62 edicdo, para avaliar a precisao intra-corrida do método sao apresentados na Tabela 38.
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Tabela 37 Concentragcdes de amostras de extrato etandlico seco utilizadas para avaliagéo
da precisao intra-corrida do método de Folin-Ciocalteau

Amostra Massa de EES? (mg) Conc. EES; (ug/mL)b Conc. EES; (ug/mL)°
1 100,60 6,4384 80,480
2 100,41 6,4262 80,328
3 100,95 6,4608 80,760
4 100,43 6,4275 80,344
5 100,12 6,4077 80,096
6 100,77 6,4493 80,616

a: extrato etandlico seco, b: concentracdo de amostra utilizada para determinacdo de polifendis totais,
c: concentragdo de amostra utilizada para determinagao de polifenois ndo adsorvidos.

Tabela 38 Concentragbes de polifendis totais (PT) e de polifendis ndo adsorvidos (PNA)
obtidos da curva analitica de Folin-Ciocalteau, respectivos teores e teor de taninos totais
(TT) para precisao intra-corrida

Conc. PT Conc. PNA Teor PT Teor PNA

Amostra Apr® Apna® TT (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

1 0,34476 0,22404 2,10931 1,40211 32,76 1,74 31,02
2 0,34312 0,22403 2,09971 1,40205 32,67 1,75 30,93
3 0,34098 0,19716 2,08717 1,24464 32,31 1,54 30,76
4 0,34376 0,19429 2,10346 1,22783 32,73 1,53 31,20
5 0,34355 0,20098 2,10223 1,26702 32,81 1,58 31,23
6 0,34331 0,21748 2,10082 1,36368 32,57 1,69 30,88
Média 32,64 1,64 31,00

d.p. 0,18 0,10 0,18

DPR (%) 0,56 6,09 0,59

a: absorvancia de polifendis totais, b: absorvancia de polifendis ndo adsorvidos.

O valor de desvio padrao relativo de 0,59% esta muito abaixo de 5,0% conforme
RE n® 899/2003 da ANVISA, indicando que o método da Farmacopéia Européia 62 edicao
apresenta precisao intra-corrida adequada.

A precisao inter-corrida foi avaliada por meio de seis determinacbes a 100% da
concentracdo de trabalho, em dois dias diferentes, somente com o mesmo analista, por se
tratar de um método farmacopeico previamente validado.

As concentragbes das amostras de extrato etandlico seco utilizadas para
determinacao do teor de polifendis totais e de polifendis ndo adsorvidos, obtidas inter-dias,
estdo apresentadas na Tabela 39.

A partir dos valores de absorvancia calculou-se o teor de taninos totais nas amostras
de extrato etandlico seco e o desvio padréo relativo. Os valores obtidos sdo apresentados
na Tabela 40.



5 RESULTADOS E DISCUSSAQ 108

Tabela 39 Concentragcdes de amostras de extrato etandlico seco utilizadas para avaliagéo
da precisao inter-corrida do método de Folin-Ciocalteau

Amostra Massa de EES? (mg) Conc. EES+ (ug/mL)b Conc. EES; (ug/mL)°

1 100,60 6,4384 80,480

2 100,41 6,4262 80,328

. 3 100,95 6,4608 80,760
Dia 1

4 100,43 6,4275 80,344

5 100,12 6,4077 80,096

6 100,77 6,4493 80,616

7 100,05 6,4032 80,040

8 100,22 6,4141 80,176

9 100,28 6,4179 80,224
Dia 2

10 100,62 6,4397 80,496

11 100,15 6,4096 80,120

12 100,11 6,4070 80,088

a: extrato etandlico seco, b: concentracdo de amostra utilizada para determinacdo de polifendis totais,
c: concentragao de amostra utilizada para determinagao de polifendis ndo adsorvidos.

Tabela 40 Concentragbes de polifendis totais (PT) e de polifendis ndo adsorvidos (PNA)
obtidos da curva analitica de Folin-Ciocalteau, respectivos teores e teor de taninos totais
(TT) para precisao inter-corrida

Conc. PT Conc. PNA Teor PT Teor PNA

Amostra Apr® Apna® TT (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
1 0,34476 0,22404 2,10931 1,40211 32,76 1,74 31,02
2 0,34312 0,22403 2,09971 1,40205 32,67 1,75 30,93
Dia 3 0,34098 0,19716 2,08717 1,24464 32,31 1,54 30,76
1 4 0,34376 0,19429 2,10346 1,22783 32,73 1,53 31,20
5 0,34355 0,20098 2,10223 1,26702 32,81 1,58 31,23
6 0,34331 0,21748 2,10082 1,36368 32,57 1,69 30,88
7 0,36307 0,201863 2,21658 1,27219 34,62 1,59 33,03
8 0,36751 0,200909 2,24259 1,26660 34,96 1,58 33,38
Dia 9 0,35929 0,194622 2,19443 1,22977 34,19 1,53 32,66
2 10  0,36265 0,203626 2,21412 1,28252 34,38 1,59 32,79
11 0,35765 0,198529 2,18483 1,25266 34,09 1,56 32,52
12 0,36368 0,210366 2,22015 1,32200 34,65 1,65 33,00
Média 33,56 1,61 31,95
d.p. 0,99 0,08 1,02
DPR (%) 2,96 4,81 3,19

a: absorvancia de polifenois totais, b: absorvancia de polifendis ndo adsorvidos.
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O valor de desvio padrao relativo encontrado 3,19 abaixo de 5,0% indica que o
método conforme Farmacopéia Européia 62 edicdo apresenta precisdao inter-corrida
adequada.

5.4 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGCAO DE METODO ANALITICO ALTERNATIVO
POR ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO ULTRAVIOLETA PARA
QUANTIFICAGAO DE TANINOS TOTAIS EM EXTRATOS DE BARBATIMAO

Existem diversos métodos analiticos para o doseamento de taninos em drogas
vegetais, dentre eles métodos colorimétricos, quimicos, gravimétricos, enzimaticos,
microbiologicos e cromatogréficos por CLAE (SCHOFIELD, 2001). Entretanto, os taninos
condensados apresentam espectro de absor¢ao na regidao do ultravioleta com dois maximos
de absorgdo, um em A 210 nm e outro em A 280 nm, aproximadamente. Dessa forma, é
possivel, portanto, quantificar os taninos por meio de marcadores quimicos, utilizando-se um
agente precipitante para reduzir a interferéncia de substancias polifenélicas nao-tanicas, que
podem estar presentes nos exiratos de drogas vegetais. Além disto, estes interferentes
podem apresentar croméforos ou espectros com perfis semelhantes aos dos taninos na
regido ultravioleta dificultando-se a analise na regido UV.

5.4.1 Selecao e otimizacao das condi¢coes analiticas

Inicialmente, os espectros obtidos para os marcadores quimicos, na regiao
ultravioleta na faixa A 200 a 800 nm, foram analisados por meio do cromatografo a liquido
acoplado ao detector ultravioleta (UV/DAD). Os espectros dos marcadores: &cido galico,
galocatequina, epigalocatequina, catequina e galato de epigalocatequina séo apresentados
na Figura 24 e apresentaram maximos de absor¢cdo em comprimentos de onda préximos
aos descritos na literatura.

Com excecdo do acido galico, os demais marcadores quimicos apresentam
espectros de absor¢cao com perfis semelhantes com dois maximos de absorgédo, um na faixa
A 203-207 nm e outro na faixa A 270-279 nm.

As andlises por CLAE demonstraram que os marcadores: acido galico e catequina
estdo presentes em baixas concentragdes nos extratos analisados. Portanto, a
galocatequina, a epigalocatequina ou o galato de epigalocatequina poderiam ser utilizados
como substancia quimica de referéncia por meio de medidas no segundo maximo de
absorcao (A max 270-275 nm), pois esta € uma regiao mais seletiva do que aquela referente
ao primeiro maximo de absorcdo (A max 206-207 nm). Esta proposicao é reforcada quando

se comparam os espectros dos padrbées com espectros das amostras de extrato etandlico
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seco (Figura 25), pois as amostras também apresentam A max 272 nm, de forma
semelhante aos padrées.

Finalmente, comparando-se o0s espectros obtidos escolheu-se o galato de
epigalocatequina como substancia de referéncia por possuir uma absorcdo maxima maior
que os demais padrées no comprimento de onda em torno de A 275 nm, conferindo-se
assim uma sensibilidade maior ao método.

“DADT, 12.061 (294 mAU, -) Ref=11.808 & 13.508 of PADROES REUNIDOS 3.0 “DADT, 13.721 (251 mAU, -) Ref=13.508 & 15.861 of PADROES REUNIDOS 3.D
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“DADT, 4.961 (273 mAU,Apx) Rei=4.495 & 7.521 of PADROES REUNIDOS 3.0

“DAD1, 7.748 (230 mAU, - ) Ref=7.521 & 11.808 of PADROES REUNIDOS 3.D
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mAU]
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Figura 24 Espectros de padrdes na regido ultravioleta faixa A 200 a 800 nm obtidos por
meio de detector UV/DAD acoplado ao cromatografo; a: ombro.

Com base nos resultados de solubilidade dos extratos, a agua poderia ser usada
como solvente nas solugdes do extrato glicélico, mas ndo para o extrato etandlico. Solugbes
de acido cloridrico 0,1 mol/L seriam adequadas somente para o extrato etandlico seco, uma

vez que pode existir a possibilidade de degradagao, principalmente para o padréo galato de
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epigalocatequina, um éster, portanto, labil. Assim, os alcodis sdo solventes de escolha por

solubilizarem tanto os padrdées quanto as amostras de extrato.
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Figura 25 Espectros de extrato etandlico seco (50 ug/mL) em solugao hidroalcéolica antes
(preto e vermelho) e apds (azul) a precipitacdo com pé-de-pele na regiao ultravioleta faixa
A 200 a 400 nm.

Embora a solubilidade das amostras seja menor no etanol esse solvente foi
selecionado, inicialmente, pois € menos tdxico e mais barato do que metanol. Entretanto, a
precipitacdo com po-de-pele nesse solvente ndo foi possivel, indicando que o meio aquoso
€ necessario para haver a formagéo/precipitagdo do complexo proteina-tanino. Portanto,
optou-se por trabalhar com misturas de metanol em agua, solubilizando-se primeiramente as
amostras no metanol e posteriormente completando-se o volume com agua ultrapura. A
propor¢cdo ideal de metanol foi 10% (V/V) para solubilizagdo do extrato etandlico.
Concentragdées menores de metanol levam a precipitacdo das amostras apés 24 horas de
armazenamento em geladeira.

Os espectros de agua e de metanol 10% foram, separadamente, tracados na faixa
de 200 nm a 400 nm, foram coincidentes. Portanto, os dois solventes poderiam ser
utilizados como branco, entretanto, € mais conveniente utilizar a agua ultrapura para ajuste
do zero no espectrofotébmetro.

Avaliaram-se etanol, metanol, agua e metanol 10% (V/V) como solvente das fragdes
organica e aquosa do extrato etandlico seco. Os perfis em metanol e etanol foram
semelhantes e aqueles em agua e metanol 10% V/V apresentaram menor absorgdo maxima
no A 275 nm, mas ainda mensuraveis.

Apos a otimizagéo das condi¢cdes do preparo das amostras, verificou-se que a agua
ultrapura pode ser usada para o preparo do padréo, das diluicdes do extrato glicolico. Para o
extrato etandlico seco e suas fragdes € necessario utilizar a solugdo hidrometandlica nas
analises.
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Nos métodos oficiais para doseamento de taninos totais da Farmacopéia Brasileira 42
edicao e Farmacopéia Européia 62 edicao utilizam-se 200 mg e 100 mg de pé-de-pele
respectivamente. Selecionou-se a massa 200 mg de po6-de-pele como precipitante,
ajustando-se a concentragédo e a aliquota das amostras que forneciam resposta dentro da
faixa linear da Lei de Lambert-Beer, considerada em torno de 0,2 a 0,8 A.

Apbs otimizacdo, os espectros de galato de epigalocatequina e de amostras foram
tracados, na faixa A 200 a 400 nm. A sobreposi¢cao dos espectros do padrdo e dos extratos
esta representada na Figura 26. Pode-se observar a mesma banda de absorgdo em ambos
0s espectros, com comprimento de onda A 272 nm, utilizando-se agua ultrapura como

branco.

5.4.2 Validacao do método analitico por espectrofotometria na regiao
ultravioleta

Foram avaliadas as seguintes figuras de mérito no método: seletividade, linearidade,
precisdo exatidao, robustez, limite de detecgéo e limite de quantificagdo de acordo com os
parametros e especificagdes recomendadas pela RE n® 899 de 29 de maio de 2003 da
ANVISA e o Guia do ICH de Validacdo de Procedimentos Analiticos (BRASIL, 2003;
INTERNATIONAL, 2005).

Para a realizagdo dos testes utilizou-se o extrato etandlico seco e apos a validagéao
do método determinou-se o teor na droga vegetal, no extrato glicélico, nas fracées organica
e aquosa do extrato etandlico seco, todos da espécie S. adstringens. Além disto,
quantificou-se o teor de taninos totais nas fragbes purificadas aquosa e orgéanica obtidas de
extrato metandlico de S. obovatum. Os resultados de tais fragcdes foram comparados para as
duas espécies de barbatimao.

5.4.2.1 Seletividade

Os espectros do galato de epigalocatequina, na regidao ultravioleta (faixa A 200 a
400 nm), em agua ultrapura, e os espectros de extratos de barbatimdo, em metanol a 10%
(V/V) antes e apds reacdao com pé-de-pele sdao apresentados na Figura 26. Pode-se
observar um maximo de absor¢cdo em 272 nm tanto no padrdo quanto nas amostras. O perfil
coincidente dos espectros de padrao e amostra demonstra a possibilidade de quantificagao
dos taninos totais em termos desta substancia de referéncia. O espectro de amostra apés
reacdo com poO-de-pele possui menor absor¢cdo que a amostra antes da reacao, indicando
que a fragado tanica foi retirada. Os taninos totais sdo calculados pela diferenca entre a
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concentracdo dos polifendis totais e os polifendis ndo adsorvidos, portanto, o método €
seletivo para os taninos totais.

n
207

Absorbance (AU)

0 I *w——zk

I e e e T e e e e e L e e e LA e R s e
200 220 240 260 280 300 320 340 360 Wavelength (nm

Figura 26 Sobreposicdo dos espectros de extrato etandlico seco 50 ug/mL antes de reagir
com po6-de-pele (preto), extrato etandlicos seco 250 ug/mL apds reagcdo com pé-de-pele

(vermelho) e galato de epigalocatequina 15 pug/mL (azul).

5.4.2.2 Linearidade

Foi construida uma curva analitica para o galato de epigalocatequina a partir de seis
concentracoes diferentes, cada uma em triplicata. A curva obtida demonstrou relagao linear
entre as concentragdes das solugdes (ug/mL) e as medidas de absorvancia, na faixa 5,0 a
30,0 ug/mL de galato de epigalocatequina, correspondente a 33 a 200% da concentracdo de
trabalho. A Tabela 41 apresenta os valores de concentragao e suas respectivas medidas de
absorvancias para avaliagao da linearidade.

A curva foi construida plotando-se a concentragéo de galato de epigalocatequina na
solugéo versus absorvancia (Figura 27).
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Tabela 41 Resultados obtidos para a constru¢ao da primeira curva analitica para o galato de

epigalocatequina por espectrofotometria na regido ultravioleta A 272 nm

Absorvancia

Solucdo Replicata Concentragao (ug/mL) Média
Abs DPR (%)
(d.p.)
1 5,13 0,13682
. 0,13723
1 2 5,13 0,12542 0,42
(0,00057)
3 5,13 0,13763
1 10,26 0,24909
0,24780
2 2 10,26 0,24487 1,03
(0,00254)
3 10,26 0,24943
1 15,39 0,35741
0,35836
3 2 15,39 0,35937 0,27
(0,00098)
3 15,39 0,35831
1 20,52° 0,46199
0,47137
4 2 20,52 0,47002 0,41
(0,00191)
3 20,52 0,47272
1 25,65 0,58351
0,57864
5 2 25,65 0,57748 0,76
(0,00441)
3 25,65 0,57492
1 30,78° 0,68004
0,69226
6 2 30,78 0,69394 0,34
(0,00238)
3 30,78 0,69058

a: outliers conforme teste baseado no residuo Jacknife (Ji) (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

y=0,0216x+ 0,0263
R?=0,9998

Absorvancia
o
»
o

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Nivel (ug/mL)

Figura 27 Curva analitica obtida pelo método de espectrofotometria na regido ultravioleta,

A 272 nm para galato de epigalocatequina



5 RESULTADOS E DISCUSSAQO 115

Apl6s andlise estatistica da curva analitica, concluiu-se que os residuos seguem
distribuicdo aleatéria como pode ser visto na Figura 28. A regressdao é significativa
(p = 6,20 x 10 < 0,001) e o coeficiente de correlagdo (r) foi maior que 0,99 (0,9999). A
intersecdo com o eixo das abscissas ndo foi estatisticamente diferente de zero e contribui
com 7,33% na resposta a 100% da concentracdo de trabalho representando um erro
sistematico ao método. O desvio padréo relativo da curva foi 0,70%, indicando precisao
adequada. O erro padrao da inclinagéao foi 0,00008 e o erro padrao do intercepto 0,00152.
Os resultados encontrados demonstram que o método desenvolvido por UV apresenta
linearidade adequada, considerando uma matriz vegetal.

Uma das possiveis causas deste problema pode ser alguma degradag¢do do padrao
nas condicbes de analise, provavelmente pela luz. Uma avaliagdo mais apurada da
estabilidade do galato de epigalocatequina no solvente utilizado e em temperatura ambiente
faz-se necessaria para o estabelecimento de melhores condigbes para o teste. Mesmo
assim, o método por espectrofotometria na regido ultravioleta mostrou-se como uma

alternativa viavel em relagao aos métodos classicos Folin-Denis e Folin-Ciocalteau.
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Figura 28 Distribuicdo dos residuos da curva analitica obtida pelo método de
espectrofotometria na regido ultravioleta para a determinagéo de galato de epigalocatequina,
A 272 nm.

5.4.2.3 Preciséo intra-ensaio e precisio inter-ensaio

As concentracbes das amostras de extrato etandlico seco utilizadas com as
respectivas concentragdes para determina¢ao do teor de taninos totais estdo apresentadas
na Tabela 42.

Os teores de taninos totais obtidos por espectrofotometria na regido ultravioleta,

A 272 nm, para avaliar a precisao intra-corrida sdo apresentados na Tabela 43.
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Tabela 42 Concentragcdes de amostras de extrato etandlico seco de S. adstringens
utilizadas para avaliagdo da precisdo intra-corrida por espectrofotometria na regiao
ultravioleta, A 272 nm

Amostra Massa de EES? (mg) Conc. EES; (p.g/mL)b Conc. EES; (ug/mL)°
1 25,09 50,18 250,90
2 25,18 50,36 251,80
3 25,35 50,70 253,50
4 25,60 51,20 256,00
5 25,24 50,48 252,40
6 25,23 50,46 252,30

a: extrato etandlico seco S. adstringens, b: concentragdo de amostra utilizada para determinagéo de polifenéis
totais, c: concentragdo de amostra utilizada para determinacgédo de polifenéis ndo adsorvidos.

Tabela 43 Teores de polifendis totais (PT) e de polifendis ndo adsorvidos (PNA) obtidos por
espectrofotometria na regido ultravioleta, A 272 nm, e teor de taninos totais (TT) para

precisdo intra-corrida

Conc. PT Conc. PNA Teor PT Teor PNA

Amostra Apr® Apna® TT (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

1 0,38067 0,19551 16,40620 7,83361 32,69 3,12 29,57
2 0,38092 0,19822 16,41773 7,95931 32,60 3,16 29,44
3 0,38136 0,20271 16,43815 8,16713 32,42 3,22 29,20
4 0,39847 0,20999 17,23023 8,50435 33,65 3,32 30,33
5 0,39117 0,19561 16,89222 7,83856 33,46 3,11 30,36
6 0,39784 0,20880 17,20088 8,44917 34,09 3,35 30,74
Média 33,15 3,21 29,94

d.p. 0,67 0,10 0,62

DPR (%) 2,03 3,20 2,06

a: absorvancia de polifendis totais, b: absorvancia de polifendis ndo adsorvidos.

O valor de desvio padrao relativo, 2,06%, estd abaixo de 5,0% conforme
RE n® 899/2003 da ANVISA, indicando que o método espectrofotométrico na regiao
ultravioleta apresenta precisao intra-corrida adequada.

A precisdo inter-corrida foi avaliada por meio de seis determinagbes a 100% da
concentracao de trabalho, em dois dias diferentes, com 0 mesmo analista. As concentragées
das amostras de extrato etandlico seco utilizadas com as respectivas concentragdes para
determinagao do teor de taninos totais estao apresentadas na Tabela 44.

A partir dos valores de absorvancia calculou-se o teor de taninos totais nas amostras
de extrato etandlico seco e o desvio padréo relativo. Os valores obtidos sdo apresentados
na Tabela 45.
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Tabela 44 Concentragcdes de amostras de extrato etandlico seco de S. adstringens
utilizadas para avaliagdo da precisdo inter-corrida por espectrofotometria na regiao

ultravioleta, A 272 nm

Amostra Massa de EES? (mg) Conc. EES; (p.g/mL)b Conc. EES; (ug/mL)°

1 25,09 50,18 250,90

2 25,18 50,36 251,80

) 3 25,35 50,70 253,50
Dia 1

4 25,60 51,20 256,00

5 25,24 50,48 252,40

6 25,23 50,46 252,30

7 25,49 50,98 254,90

8 25,08 50,16 250,80

) 9 25,04 50,08 250,40
Dia 2

10 25,47 50,94 254,70

11 25,52 51,04 255,20

12 25,06 50,12 250,60

13 25,57 51,14 255,70

14 25,37 50,74 253,70

15 25,31 50,62 253,10
Dia 3

16 25,06 50,12 250,60

17 25,59 51,18 255,90

18 25,46 50,92 254,60

a: extrato etandlico seco, b: concentracdo de amostra utilizada para determinacdo de polifendis totais,
c: concentragcao de amostra utilizada para determinagao de polifendis ndo adsorvidos.
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Tabela 45 Concentragbes de polifendis totais (PT) e de polifendis ndo adsorvidos (PNA)
obtidos da curva analitica do método alternativo UV, respectivos teores e teor de taninos
totais (TT) para precisao inter-corrida de S. adstringens

Conc. PT Conc. PNA Teor PT Teor PNA

Amostra Apr® Apna® TT (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

1 0,38067 0,19551 16,40620 7,83361 32,69 3,12 29,57

2 0,38092 0,19822 16,41773 7,95931 32,60 3,16 29,44
Dia 3 0,38136 0,20271 16,43815 8,16713 32,42 3,22 29,20
1 4 0,39847 0,20999 17,23023 8,50435 33,65 3,32 30,33
5 0,39117 0,19561 16,89222 7,83856 33,46 3,11 30,36

6 0,39784 0,20880 17,20088 8,44917 34,09 3,35 30,74

7 0,36832 0,18827 15,83426 7,49861 31,06 2,94 28,12

8 0,38385 0,19857 16,55324 7,97546 33,00 3,18 29,82
Dia 9 0,37003 0,18776 15,91343 7,47500 31,78 2,99 28,79
2 10  0,38667 0,18852 16,68380 7,51019 32,75 2,95 29,80
11 0,38173 0,18999 16,45509 7,57824 32,24 2,97 29,27

12 0,39137 0,19404 16,90139 7,76574 33,72 3,10 30,62

13 0,40746 0,22455 17,64630 9,17824 34,51 3,59 30,92

14 0,41156 0,22309 17,83611 9,11065 35,15 3,59 31,56
Dia 15  0,41962 0,21528 18,20926 8,74907 35,97 3,46 32,52
3 16 041875 0,21946 18,16898 8,94259 36,25 3,57 32,68
17 0,42952 0,22550 18,66759 9,22222 36,47 3,60 32,87

18 0,42192 0,21534 18,31574 8,75185 35,97 3,44 32,53
Média 33,77 3,26 30,51

d.p. 1,64 0,24 1,43

DPR (%) 4,84 7,29 4,68

a: absorvancia de polifendis totais, b: absorvancia de polifendis ndo adsorvidos.

O valor de desvio padrao relativo encontrado 4,68% para 18 determinacgdes, abaixo
de 5,0%, indica que a espectrofotometria na regido ultravioleta apresenta precisao inter-
corrida adequada.

Os valores de DPR obtidos por espectrofotometria na regido ultravioleta sdo maiores
do que valores de DPR encontrados para métodos analiticos farmacéuticos (<2,0%). Tal
variabilidade maior pode ser explicada pelo uso de pé-de-pele como substancia precipitante
dos taninos, que além de poder variar sua composicao lote a lote onera bastante o tempo de
analise (tempo de agitagdo 60 minutos).

5.4.2.4 Exatidao

Os resultados obtidos para exatiddao do galato de epigalocatequina determinada
utilizando-se solugdes amostra fortificadas e solugbes amostra sem adigdo de padrao séo
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apresentados na Tabela 46. A diferenca entre a concentragdo da solugao fortificada e a
solucdo nao fortificada, dividida pela concentragdo tedrica do padrdo, expressa a
porcentagem de recuperacao.

Tabela 46 Resultados de exatidao obtidos por espectrofotometria na regido ultravioleta,
A 272 nm, para galato de epigalocatequina em amostras de extrato etandlico seco de
S. adstringens

Nivel N Concentracao da amostra (ug/mL) Conc. do Recuperacao Média DPR
ive
Fortificada Nao fortificada  Padréo (ug/mL) (%) (%) (%)
Alt 1 25,15 10,65 14,99 96,78
0
2 25,25 10,65 14,99 97,41 98,74 2,91
(167%)
3 25,94 10,65 14,99 102,04
1 20,38 10,65 9,99 97,39
Médio
2 20,51 10,65 9,99 98,73 99,06 1,87
(133%)
3 20,74 10,65 9,99 101,04
1 15,54 10,65 5,00 98,02
Médio
2 15,45 10,65 5,00 96,18 98,08 1,96
(100%)
3 15,64 10,65 5,00 100,03
1 10,39 5,32 5,00 101,42
Baixo
(67%) 2 10,52 5,32 5,00 103,98 102,99 1,34
° 3 10,50 5,32 5,00 103,57
Recuperacao média (%) 99,72
DPR (%) 2,69

Os valores de porcentagem de recuperagao entre 98,0% e 103,0% e desvio padréo
relativo abaixo de 3,0% indicam que o método desenvolvido por espectrofotometria na
regido ultravioleta apresenta exatiddo adequada para quantificagdo de galato de
epigalocatequina.

5.4.2.5 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

O valor encontrado para o erro padrao do intercepto da curva analitica foi 0,0015 e o
valor de inclinacdo da mesma curva foi 0,0216.

Aplicando-se a férmula preconizada pelo Guia do ICH de Validagdo de
Procedimentos Analiticos (INTERNATIONAL, 2005) e descrita no item 4.2.6.2.5, os valores
calculados para os limites de quantificacdo e de deteccdo foram 0,71 pg/mL e
0,23 pg/mL, respectivamente.

Na pratica, normalmente, os valores estimados para o LD e para o LQ sdo maiores
do que aqueles determinados experimentalmente. Portanto, sugere-se determinar tais
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parametros por procedimento analitico com diluigbes sucessivas a partir de solugdes nas
concentracdes estimadas até obtencdo da relagdo sinal/ruido 3 e 10, para LD e LQ,

respectivamente.

5.4.2.6 Robustez

A robustez foi avaliada variando-se deliberadamente as condicbes do método
proposto e medindo-se o teor de taninos totais presente em seis amostras de extrato
etandlico seco em cada condigdo. O Unico parametro avaliado foi o tempo de agitagédo com
pb-de-pele, realizando-se o teste com 50 e 70 minutos. Os resultados estao relacionados na
Tabela 47.

Tabela 47 Resultados da robustez obtidos por espectrofotometria na regido ultravioleta,

A 272 nm para determinacgdo de taninos totais em extrato etandlico seco

Teores de taninos totais por tempo de agitacao

Amostra

50 min 60 min (nominal) 70 min

1 30,61 29,57 31,17

2 32,08 29,44 32,64

3 32,37 29,20 32,05

4 31,51 30,33 31,61

5 30,73 30,36 33,04

6 31,58 30,74 32,51
Média 31,48 29,94 32,17

DPR (%) 2,23 2,06 2,17

Por comparagdo das meédias utilizando ANOVA, demonstrou-se a diferenca
estatisticamente significativa entre a média obtida com as condigdes usuais e as medias
obtidas com os tempos de agitagdo 50 e 70 minutos. As condi¢cdes alteradas séo
semelhantes entre si e ambas diferem da condigdo usual pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Isto indica que este parametro é critico para a realizagdo desta analise e deve

ser mantido em uma faixa estreita.

5.4.3 Comparacao entre os métodos oficiais e o método espectrofotométrico
na regiao ultravioleta para determinacao de taninos totais

Os métodos analiticos Folin-Denis e Folin-Ciocalteau foram estatisticamente
comparados com o método alternativo por espectrofotometria na regido ultravioleta. Os
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teores calculados para as amostras de extrato etandlico seco utilizados nesta comparacao

sdo apresentados na Tabela 48.

Tabela 48 Comparagéo das determinagdes de taninos totais de extrato etandlico seco por

avaliagéo espectrofotométrica

Teores de taninos totais por tipo de método

Amostra
UV alternativo Folin-Denis Folin-Ciocalteau
1 29,57 30,58 33,03
2 29,44 31,10 33,38
3 29,20 29,95 32,66
4 30,33 30,40 32,79
5 30,36 30,51 32,52
6 30,74 31,07 33,00
7 28,12 28,66 31,02
8 29,82 29,52 30,93
9 28,79 28,81 30,76
10 29,80 29,11 31,20
11 29,27 30,38 31,23
12 30,62 28,89 30,88
Média 29,67 29,91 31,95
DPR (%) 2,62 2,96 3,19

A comparacao das meédias por ANOVA demonstrou diferenga estatisticamente
significativa entre as médias obtidas para os trés métodos (F = 23,24 > Fgiico = 3,28). Pelo
teste de Tukey pdde-se avaliar que os métodos de espectrofotometria na regido ultravioleta
e Folin-Denis ndo sdo estatisticamente diferentes e ambos diferem do método Folin-
Ciocalteau. Tais resultados indicam que o método desenvolvido por espectrofotometria na
regido ultravioleta pode ser uma opgao viavel para a quantificacdo de taninos totais em
extratos de barbatim&o. Tal método é de execucao mais facil e menos sujeito a interferéncia
por parametros considerados criticos nos métodos colorimétricos (tempo, ordem de adigao,
concentracao de padrdes e de reagentes). Além disto, 0 método desenvolvido utiliza menor
quantidade de reagentes os quais sdo menos téxicos para o analista e para o meio
ambiente, haja vista que os reagentes Folin-Denis e Folin-Ciocalteau contém metais
pesados (molibdénio e tungsténio) na sua composicao.

Entretanto, a utilizacdo de algum reagente precipitante para retirar a fragao tanica da
amostra ainda é necessaria. Uma alternativa viavel seria a utilizacao de técnicas espectrais
tais como a diferenciagdo ou a razdo espectral entre determinados comprimentos de onda

com o intuito de se eliminar interferéncias da matriz. Desta forma, seria possivel a
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quantificagcdo dos taninos totais sem a utilizacdo de etapa de eliminacdo de taninos nao
adsorvidos com o p6-de-pele, ou outro agente precipitante, como por exemplo, caseina,
albumina bovina sérica (BSA), polietilenoglicol (PEG 4000) ou polivinilpirrolidona (PVP).

5.4.4 Doseamento dos extratos de barbatimao por espectrofotometria na

regiao ultravioleta, método alternativo

Os resultados de doseamento das amostras de extrato e de suas fragdes para duas
espécies de barbatimao, S. adstringens e S. obovatum, foram avaliados. Os teores médios
encontrados, para cada amostra, estao representados na Tabela 49.

Tabela 49 Resultados de doseamento (n = 3) obtido por espectrofotometria na regido
ultravioleta para diferentes espécies e amostras de extratos de barbatiméao

Doseamento (% p/p)

Espécie Amostra PT (d.p.) PNA° (d.p.) TT° (d.p.)
DPR% DPR% DPR%
16,12 (0,19) 1,89 (0,12) 14,23 (0,09)
Droga vegetal
1,21% 6,35% 0,64%
~ L a 37,34 (0,20) 5,91 (0,02) 31,43 (0,22)
Fragéo organica (EES)
) 0,54% 0,33% 0,69%
S. adstringens
B 36,99 (0,08) 1,61 (0,09) 35,38 (0,05)
Fragdo aquosa (EES)
0,22% 5,51% 0,14%
o 8,79 (0,08) 0,76 (0,05) 8,04 (0,13)
Extrato glicélico
0,92% 6,23% 1,60%
B . 41,66 (0,76) 3,00 (0,09) 38,66 (0,85)
Fragdo organica (EES)
1,83% 2,98% 2,20%
S. obovatum
~ 37,41 (0,16) 2,26 (0,60) 35,15 (0,74)
Fragdo aquosa (EES)
0,42% 26,72% 2,10%

a: extrato etandlico seco; b: polifendis totais; c: polifendis ndo adsorvidos; d: taninos totais.

De acordo com os resultados, observa-se que os teores da droga vegetal séo
menores do que os dos extratos secos, demonstrando que, com excecdo do extrato
glicolico, os processos de extracdo empregados sao capazes de concentrar os ativos nas
amostras.

O extrato glicolico apresentou um teor de taninos totais muito baixo em relagdo as
demais amostras demonstrando que apesar do propilenoglicol ser um solvente adequado
para extracao deste grupo quimico é menos eficiente do que o etanol. A obtencao dos
extratos etandlicos secos pela evaporagcdo do solvente extrator em evaporador rotatério
explica os altos teores de taninos totais presentes nestas amostras.
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As fragcdes purificadas de extrato etandlico seco das duas espécies de barbatimao
estudadas, preparadas conforme item 4.2.7.2, apresentaram teores de taninos totais
ligeiramente diferentes entre si. Como sdo espécies distintas, coletadas em locais
diferentes, elas podem apresentar variagdes na concentracado de taninos totais (Mello et al.,
1996a, 1996b, 1999). Tal variacao ocorre até na mesma espécie em funcao de variagées
sazonais climaticas e de qualidade do solo onde a planta se encontra.

Tanto as fragdes organicas quanto as aquosas de extrato etandlico seco das duas
espécies possuem grande teor de taninos totais, avaliados por espectrofotometria na regiao
ultravioleta. Portanto, a purificagdo do extrato etandlico seco por particéo liquido-liquido néo
alterou de forma significativa a composigcdo das fragbes, ou seja, ndo houve um
deslocamento quase completo dos taninos para uma das fragdes purificadas.

5.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) PARA
QUANTIFICACAO DE GALOCATEQUINA E DE GALATO DE
EPIGALOCATEQUINA EM EXTRATOS DE BARBATIMAO

5.5.1 Desenvolvimento do método cromatografico

Inicialmente, a determinagdo dos melhores solventes para os extratos foi avaliada
com base nos dados de solubilidade dos padrbes e dos proprios extratos de barbatiméo
selecionada e otimizada como descrito para o método espectrofotométrico na regido
ultravioleta (item 4.2.6.1). O metanol foi utilizado como solvente em analises prévias de
curvas analiticas para os marcadores quimicos galocatequina e galato de epigalocatequina,
entretanto, os mesmos foram pouco estaveis neste solvente nas concentracoes estudadas.

Optou-se por trabalhar com solugdes hidroalcdolicas para solubilizagédo das amostras
e dos padroes, de forma semelhante ao utilizado no método por UV. Os marcadores
guimicos apresentaram estabilidade suficiente para a construgdo das curvas analiticas.

Por meio de uma corrida cromatografica inicial em gradiente exploratério amplo
obteve-se o cromatograma apresentado na Figura 29. As amostras eluiram num tempo
maximo de 25 minutos, em um tempo total de corrida de 60 minutos, e apresentaram

composicdo complexa, com grande elevacao de linha de base.
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Figura 29 Cromatograma inicial obtido por eluicdo em gradiente exploratério amplo: 5% a
95% acetonitrila (ACN), 60 min, para extrato etandlico seco de S. adstringens a 10 mg/mL
em metanol 10% V/V; volume de injegdo 10 uL; fase movel ACN:agua (5:95) acidificados

com acido fosférico 0,1% (V/V); fluxo 1 mL/min; 40 °C; deteccao A 210 nm.

Apos avaliagdo dos perfis cromatograficos apresentados pelos extratos etandlico
seco de S. adstringens, condigbes cromatograficas pré-otimizadas para uma eluicdo em
gradiente mais brando foram estabelecidas (Tabela 50).

Tabela 50 Condigbes cromatograficas pré-otimizadas em gradiente para determinagdo de
taninos em insumos ou produtos vegetais (barbatiméao S. adstringens (Martius) Coville)

Parametros Condicoes
Volumes de injecao 10 uL
Fase movel e modo de eluigdo Agua:ACN (95:5)

Etapa 1: Gradiente ACN 5% a 40% por 60 min
Etapa 2: Isocratico ACN 40% por 5 min
Etapa 3: Gradiente ACN 40% a 5% por 10 min

Fluxo 1 mL/min

Coluna LiChroCART® 250x4 mm, LiChrospher® 100 RP-18, 5 um, Merck,
lote 849117

Temperatura da coluna 30 °C

Comprimentos de onda de detecgdo A 210 nm, 274 nm, 280 nm, 330 nm e 550 nm;
aquisicdo de espectros UV-VIS/DAD
Tempo de corrida 60 min




5 RESULTADOS E DISCUSSAQO 125

Com o gradiente pré-otimizado, obteve-se o cromatograma apresentado na Figura
30. As amostras eluiram no tempo maximo de 40 minutos, em um tempo de corrida total de
60 minutos, e os picos principais apresentaram melhor resolucéo.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (D:2DATA\ANDRE NASCIMENTO CLAE\07_11_02\ETAN GRADE 40.D)
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Figura 30 Cromatograma inicial obtido por eluicio em gradiente linear: 5% a 40%
acetonitrila (ACN), 60 min, para extrato etandlico seco de S. adstringens a 10 mg/mL em
metanol 10% V/V; volume de injecao 10 uL; fase moével ACN:agua (5:95) acidificados com
acido fosférico 0,1% (V/V); fluxo 1 mL/min; 40 °C; deteccdo A 210 nm.

Observa-se neste cromatograma que a linha de base sofre grande alteracao ao
longo da analise. Com o intuito de minimizar tal problema, um método para purificacdo da
amostra por particao liquido-liquido foi desenvolvido e esta descrito no item 5.5.2.

5.5.2 Pré-purificacao das amostras de extrato etandlico seco de S. adstringens
por parti¢cao liquido-liquido

O objetivo da etapa de purificagéo € eliminar, da amostra, interferentes que possam
prejudicar a andlise sem, no entanto, retirar os marcadores de interesse para quantificacéo
no extrato. Tais interferentes podem ainda prejudicar a eluicdo da amostra ao longo da
coluna cromatogréfica levando a obtencado de uma linha de base, no cromatograma, com

alteracbes ao longo do gradiente. Este problema dificulta a integracdo adequada do
cromatograma, perdendo-se exatidao e precisdo no método.
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Com a purificagdo por meio de PLL dos extratos etandlicos de S. adstringens
obtiveram-se duas fragdes: organica e aquosa. Os cromatogramas das fracdes sao

apresentados nas Figuras 31 e 32.
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Figura 31 Cromatograma obtido por eluicdo em gradiente linear: 5% a 40% acetonitrila
(ACN), 60 min, para a fragao orgéanica de S. adstringens a 1 mg/mL em metanol 10% V/V;
volume de injecdo 2,5 uL; fase movel ACN:agua (5:95) acidificados com acido fosforico
0,1% (V/V); fluxo 1 mL/min; 40 °C; deteccdo A 210 nm. Amostra de partida 250 mg de

extrato etandlico seco de S. adstringens.

Os cromatogramas obtidos com injecbes de solugdes de fragdes purificadas por PLL
apresentaram linha de base com menor variagdo da inclinacdo ao longo do gradiente,
melhorando-se a resolugdo dos picos. Pode-se observar que a fragdo aquosa também
apresentou picos dos marcadores galocatequina e galato de epigalocatequina em
concentracdo muito baixa. Isto demonstra que tais marcadores tém o equilibrio deslocado
no sentido da fragdo organica quando dissolvidos no sistema particional binario de
purificagdo. Portanto, a purificagdo por PLL desenvolvida foi capaz de retirar compostos da
matriz da amostra, os quais poderiam interferir nas analises por CLAE e conservar em

quase sua totalidade os marcadores.
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Figura 32 Cromatograma obtido por eluicdo em gradiente linear: 5% a 40% acetonitrila
(ACN), 60 min, para a fracdo aquosa de S. adstringens a 1 mg/mL em metanol 10% V/V;
volume de injecdo 2,5 uL; fase mével ACN:agua (5:95) acidificados com acido fosférico
0,1% (V/V); fluxo 1 mL/min; 40 °C; deteccdo A 210 nm. Amostra de partida 250 mg de
extrato etandlico seco de S. adstringens.

5.5.2.1 Caracterizagdo das fragcdes por espectrofotometria de absorcdo no
infravermelho

Os espectros de absorcdo no infravermelho das fragbes purificadas do extrato
etandlico seco sao apresentados na Figura 33. As bandas de absorcdo observadas sao
consistentes com a estrutura quimica de monémeros de taninos condensados (flavan-3-6is).

Alguns exemplos destes monémeros sao apresentados na Figura 1, item 3.2 Constituicao
Quimica.
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Figura 33 Sobreposicdo dos espectros de absor¢cao no infravermelho da fragdo organica |

(preta), fragao organica Il (azul) e fragao aquosa (vermelho).

Na Tabela 51 sdo apresentadas as atribui¢des das principais bandas observadas nos
espectros das fragdes purificadas.

Tabela 51 Atribuigcbes das principais bandas de absorcao das fragdes purificadas do extrato
etandlico seco de S. adstringens na regido do infravermelho (4000 a 650 cm’™)

Numero de onda (cm™)

Intensidade Atribuicao
Org | Org Il Aquosa
3301,91 3208,43 3209,34 F,L Deformacao axial de O-H
2925,12 - - F Deformacao axial de C-H em aromatico
1605,49 1603,07 1602,80 F Deformacao axial C=C do anel aromatico
1532,30 1532,30 1538,22 f Deformacao axial C=C do anel aromatico
1515,14 1512,07 1514,60 f Deformacao axial C=C do anel aromatico
1445,93 1443,59 1441,67 F Deformacao axial C=C do anel aromatico
1312,18 1312,18 1317,71 F Deformacao axial C-O de alcool primario
1194,55 1193,53 1197,01 f Deformacao angular de O-H de alcool
secundario
1029,52 1028,65 1031,08 F Deformacao axial simétrica de C-O-C de éter
ciclico

Nota: F = forte; f = fraca; L = larga.
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Observa-se nos espectros que o perfil € semelhante nas trés amostras, indicando
que tais amostras contém substancias com fungcbes quimicas parecidas, levando-se em
conta que os extratos sdo compostos por taninos condensados os quais sao polimeros de
unidades de flavan-3-ol.

A fracdo orgénica Il apresenta menor intensidade na absorgéo por ser a mais diluida
em relagdo as demais fracées. E importante notar que a fracdo organica Il tem perfil
intermediario entre a fragdo aquosa e fragao organica | indicando que parte dos compostos
afins a fracdo aquosa comecgou a ser extraida na fase organica.

5.5.3 Otimizacao das condicoes cromatograficas

Para uma verificagé@o individualizada do perfil de marcadores comuns para taninos,
uma solucéo padrao de catequina 1 mg/mL em metanol, volume de injecao 1 pL, foi injetada
variando-se o pH da fase mével (em torno de 2 a 6) para avaliacdo e determinacdo do
menor fator de cauda possivel. Os parametros cromatograficos obtidos em funcdo da
variacao do pH da fase mével sdo apresentados na Tabela 52.

Tabela 52 Parametros cromatograficos obtidos para catequina SQR 1 mg/mL em metanol,

volume de inje¢do 1 uL, em diferentes composicoes de fase mével

i Tempo de Fator de Fator de pH
Fase mével
retencao (tr) retencdo (k) cauda(T) aparente

Agua:ACN (95:5) 12,792 4,51 1,582 6,18
Agua-Acido acético 0,001%:ACN (95:5) 13,701 4,90 1,585 4,42
Agua-Acido fosférico 0,001%: ACN (95:5) 12,835 4,53 1,688 3,96
Agua-Acido fosférico 0,01% : ACN (95:5) 13,625 4,87 1,526 2,94
Agua-Acido fosférico 0,05% : ACN (95:5) 12,488 4,38 1,516 2,38
Agua-Acido fosférico 0,075% : ACN (95:5) 13,420 4,78 1,446 2,29
Agua-Acido fosférico 0,1% : ACN (95:5) 13,703 4,90 1,449 2,14
Agua ultrapura - - - 6,57

Observa-se que os menores fatores de cauda foram obtidos com pH aparente entre
2,0 e 3,0, alcancado com solucédo de &cido fosférico de no minimo 0,075% (V/V) na fase
aquosa. A melhoria na simetria do pico ocorreu devido a supressdao da ionizagdao das
hidroxilas fendlicas dos taninos condensado. Esta faixa de pH esta proxima ao limite de
trabalho da coluna de fase ligada reduzindo-se o tempo de vida util da mesma, entretanto, a

reducao do fator de cauda permite uma andlise mais precisa e exata.
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Como o método baseia-se em um gradiente linear, o pH aparente da fase mével se
altera ao longo da analise com a acidificagdo somente da fase aquosa, portanto, os dois
componentes da fase mével: aquoso e organico foram acidificados (ACN).

Também se avaliou a temperatura da coluna e o comprimento de onda para a
deteccado estabelecendo-se as condicées cromatograficas finais, apresentadas na Tabela
53, utilizando-se solugbes diluidas de extrato etandlico seco (1 mg/mL, em metanol 10%
V/V). Em A 210 nm houve maior sensibilidade na deteccdo uma vez que os taninos
apresentam uma boa absorcdo neste comprimento de onda. O aumento de temperatura de
30 °C para 40 °C aprimorou o perfil cromatografico aumentando-se a resolugéo entre os
picos.

As condig¢des estabelecidas na Tabela 53 também foram utilizadas para a validagéo
do método. Para se avaliar a influéncia do perfil de uma solugéo branco, o procedimento foi
realizado com a injegdo dos solventes utilizados para a solubilizacdo das solugbes de

extrato etandlico seco, nas mesmas condigdes de analise.

Tabela 53 Condi¢des cromatograficas em gradiente otimizadas para andlise de extratos de

barbatimao
Parametros Condicoes
Volumes de injecao 10 pL
Fase movel A:B (95:5)
A: Hz3PO4 0,1% V/V em agua
B: H3PO4 0,1% V/V em ACN
Modo de elui¢éo Etapa 1: Gradiente B 5% a 40% por 60 min
Etapa 2: Isocratico B 40% por 5 min
Etapa 3: Gradiente B 40% a 5% por 10 min
Fluxo 1 mL/min
Coluna LiChroCART® 250x4 mm, LiChrospher® 100 RP-18, 5 um, Merck,
lote 849117
Temperatura da coluna 40 °C

Comprimentos de onda de detecgdo A 210 nm com aquisi¢éo de espectros UV-VIS/DAD

Tempo de corrida 60 min

Foram injetadas, isoladamente e em conjunto, solugdes das substancias quimicas de
referéncia: &cido galico, catequina, epigalocatequina, galato de epigalocatequina,
galocatequina, proantocianidina B2 e quercetina demonstrando a resolugéo entre os picos e
para determinacao dos tempos de retengéo.

Em seguida, foram injetadas solucdes de extrato etandlico seco fortificadas de S.
adstringens com os padrdes: acido galico (AG), catequina (C), epigalocatequina (EGC),
galato de epigalocatequina (GEGC), galocatequina (GC), proantocianidina B2 (P) e
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quercetina (Q) (Figura 34). O volume de injecao 5 pL foi utilizado nesta corrida para
confirmacao de melhor ajuste com a concentracao das amostras. A concentragdo 1 mg/mL

para as amostras com volume de injecao de 10 pL foi considerada ideal.
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Figura 34 Cromatograma obtido por eluicdo em gradiente linear: 5% a 40% acetonitrila
(ACN), 60 min, para o extrato etandlico seco de S. adstringens a 1 mg/mL em metanol 10%
V/V; volume de inje¢éo 5 uL; fase movel ACN:4gua (5:95) acidificados com acido fosférico
0,1% (V/V); fluxo 1 mL/min; 40 °C; deteccdo A 210 nm. Amostra de partida 250 mg de

extrato etandlico seco de S. adstringens.

Analisando-se o cromatograma da solugéo fortificada conclui-se que os extratos
etandlicos secos de S. adstringens nao possuem as substancias de referéncia
proantocianidina B2 e quercetina em sua composigao. Estes dados podem ser confirmados
pela sobreposicdo do cromatograma da solugdo sem adigdo de padrdo e apos adicao de
padroes apresentados na Figura 35. Os demais padrées estdo presentes no extrato
etandlico seco, sendo que acido galico e catequina estdo em concentracdo muito baixa em
relagdo aos demais padrées. A epigalocatequina ndo apresentou resolugdo adequada nas
condigdes de analise. Portanto, € possivel quantificar somente a galocatequina e o galato de

epigalocatequina no método desenvolvido por CLAE.



5 RESULTADOS E DISCUSSAQO 132

alis 2T L P T O e e T I T oL T e, PO NP T T I TR T T T Iy
DA A W20 Fal ol |[DR2OAFUSMOFT MATCREN T COLACUD 02 2300 MR RS MAD ANHE -2 13-4 2-51UR 2010200

s £

120 4

.

e — — — —
(=3}

i

20+

Figura 35 Sobreposicdo dos cromatogramas do extrato etandlico seco de S. adstringens a
1 mg/mL em metanol 10% V/V; volume de injecédo 5 pL; sem adicdo de padrdes (linha cheia)
e apls adicdo dos padrdes (linha tracejada): (1) acido galico, (2) galocatequina,
(3) epigalocatequina, (4) catequina, (5) proantocianidina B2, (6) galato de epigalocatequina e
(7) quercetina.

E importante ressaltar a presenca de um pico mais intenso no centro do
cromatograma, com tempo de retengcao préoximo a 14 minutos. Nao foi possivel identificar
este composto por meio dos padrdes utilizados, entretanto, pode-se afirmar que se trata de
um derivado de flavan-3-ol pela semelhanca do espectro UV/DAD (pureza de pico de
99,17%) obtido em relacdo aos espectros dos demais padroes. Esforcos estdo sendo
envidados pela equipe da Professora Rachel Oliveira Castilho do Laboratério de Fitoquimica
da Faculdade de Farmacia da UFMG no sentido de isolar e identificar tal substancia para,

futuramente, padronizar o extrato de barbatimédo também em relagao a este marcador.
5.5.4 Validacao do método analitico por CLAE

O método analitico por CLAE para quantificacdo de galocatequina e galato de
epigalocatequina nos extratos de barbatiméo foi validado da mesma forma que o método por
espectrofotometria na regiao ultravioleta (item 5.4.2).

Para a realizacdo dos testes utilizou-se a fragdo organica do extrato etandlico seco
da espécie S. adstringens. Ap6s a validagdo do método, determinou-se também o teor
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dos marcadores na fracdo organica do extrato etandlico seco obtido de cascas da espécie
S. obovatum.

Para determinacao do tempo morto (i), 5 uL de solucéo de nitrato de sodio a 0,1%
(p/V) solubilizado em fase mével ACN:agua (5:95) acidificada com acido fosférico 0,1% V/V

foram injetados nas mesmas condi¢des de analise.

5.5.4.1 Seletividade

Os marcadores quimicos galocatequina e galato de epigalocatequina apresentaram
valores de pureza de pico maiores do que 99,0% nas analises (Tabela 54). Tal parametro foi
obtido pelo programa computacional do cromatégrafo HPChemStation for LC 3D Systems
software Rev. B.02.01-SR2[260] 2001-2006.

A seletividade também foi avaliada pela eficiéncia da separagdo da condicao
cromatografica estabelecida atravées dos parametros de conformidade do sistema
(resolucédo, R; fator de retencao, k; fator de cauda, T; numero de pratos teéricos, N) para os
picos dos marcadores quimicos, apresentados na Tabela 54. O cromatograma dos padroes
reunidos e os espectros obtidos no detector UV/DAD para proantocianidina B2 e quercetina
sao apresentados na Figura 36. Os espectros na regido ultravioleta dos demais padrdes
foram apresentados na Figura 24 (item 5.4.1).

Tabela 54 Resultados dos parametros cromatograficos obtidos para os padrdes reunidos
em solugéo por CLAE

Marcador Tempo de Fator de Fator de Resolucao N2 de pratos/ Pureza de
quimico retencdo (min)  retencao (k) cauda (T) (R)? coluna (N) pico (%)
AG 4,960 1,14 1,295 - 13.634 98,58
GC 7,749 2,34 1,236 14,745 22.272 100,00
EGC 12,062 4,19 1,197 20,180 48.523 100,00
C 13,722 4,91 1,198 7,210 51.980 99,89
P 16,254 6,00 1,155 10,199 65.051 99,90
GEGC 18,514 5,68 1,200 8,756 80.772 99,88
Q 40,806 16,57 1,223 75,555 246.798 99,35

a: A resolugéo foi calculada em relagéo ao pico precedente.
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DADT A, Sig=210,4 Ref=off (ANDRE NASCIMENTO CLAE\08_01_05\PADROES REUNIDOS 3.D)
mAU |

400

12.062 - epigalocatequina

3004

4.960 - acido galico
7.749 - galocatequina

13.722 - catequina
18.514 - galato de epigalocatequina

200

16.254 - procianidina B2

40.806 - quercetina

100

0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

“DAD?, 16.254 (167 mAU Apx] Rel=T5.861 & 18.201 of PADROES REUNIDOS 3.0 ~DADY, 40,608 (110 mAU,Apx) ReT-40.166 & 42,461 of PADROES REUNDOS 3.0

P a0 a0 560 600 700 o P a0 a0 560 600 700

proantocianidina B2 quercetina

Figura 36 Cromatograma dos padrdes reunidos em solugdo (0,1 mg/mL cada em metanol,

volume de injecdo 2 uL) e espectros ultravioleta de proantocianidina B2 e quercetina.

5.5.4.2 Linearidade

Foram construidas duas curvas analiticas, em dois dias diferentes, para
galocatequina SQR e para galato de epigalocatequina SQR, a partir de seis concentragdes
diferentes, cada uma em triplicata. As curvas obtidas demonstraram relagéo linear entre a
massa do padrao injetado (ng) e o valor da area do pico, na faixa 30 a 330 ng, para os dois
marcadores, correspondendo de 20 a 220% da concentragéo de trabalho.

As Tabelas 55 e 56 apresentam os valores de massa injetada e suas respectivas
areas para avaliagdo da linearidade. As curvas foram construidas plotando-se a massa
injetada de cada marcador versus a respectiva area do pico. Os dados foram submetidos a

analise de regressao linear.
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As Figuras 37 e 39 representam as curvas analiticas obtidas com galocatequina SQR

e com galato de epigalocatequina SQR, respectivamente.

Tabela 55 Resultados obtidos para a construgdo das curvas analiticas para determinacao

de galocatequina por CLAE.

Massa injetada

Curva analitica - Dia 1

Curva analitica - Dia 2

Solucdao  Replicata ] Média (d.p.) ) Média (d.p.)
(ng) Area (GC) Area (GC)
DPR % DPR%
1 30,0 482,86 485,7
483,42 (2,28) 484.8 (3,4)
1 2 30,0 481,47 4811
0,47% 0,70%
3 30,0 485,93 487,7
1 90,0 1450,86 1465,1
1449,71 (3,75) 1461,7 (3,6)
2 2 90,0 144551 1462,0
0,26% 0,24%
3 90,0 1452,74 1458,0
1 150,0 2402,91 2423,9
2394,52 (7,27) 24154 (7,9)
3 2 150,0 2389,94 2408,2
0,30% 0,33%
3 150,0 2390,73 24142
1 210,0 3364,38 3387,5
3330,66 (56,95) 3353,6 (55,7)
4 2 210,0 3264,91 3289,3
1,71% 1,66%
3 210,0 3362,69 3384,2
1 270,0 4353,97 4396,7
4352,65 (15,20) 4395,3 (15,3)
5 2 270,0 4367,15 4410,0
0,35% 0,35%
3 270,0 4336,83 4379,4
330,0 5317,61 5357,0
5288,46 (26,28) 5329,6 (25,0)
6 2 330,0 5281,16 5323,5
0,50% 0,47%
330,0 5266,59 5308,1
Dia 1 Dia 2

6000

5000

Area do pico
w S
o o
o o
o o

n
o
=3
<]

1000 -

y = 16,033x - 2,775
R? = 0,9997

50 100 150 200 250

Nivel (ng)

300

350

Area do pico

y = 16,173x - 4,3611
R? = 0,9997

0 50 100 150 200
Nivel (ng)

250 300

350

Figura 37 Curvas analiticas obtidas em dois dias diferentes por CLAE para galocatequina.
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Figura 38 Distribuicdo dos residuos das curvas analiticas (dia 1 e dia 2) para a

determinagao de galocatequina por CLAE.

Na analise estatistica das curvas analiticas para galocatequina, os residuos possuem

distribuicdo aleatoria como pode ser visto na Figura 38. A regressao € significativa, tanto

para a primeira curva (p = 1,22 x 10?° < 0,001) quanto para a segunda curva analitica

(p = 2,74 x 10% p < 0,001). Os coeficientes de correlacdo (r) foram maiores que 0,99

(0,9998) e as intersecdes com o eixo das abscissas nao foram estatisticamente diferentes

de zero, para ambas as curvas. Obteve-se para a primeira curva, desvio padrao relativo de

1,04%, erro padrao da inclinagdo de 0,0692 e erro padrao do intercepto de 14,3314. J& para

a segunda curva, o desvio padrao relativo foi 1,10%, o erro padrao da inclinacao foi 0,0734 e

o erro padrao do intercepto foi 15,2065. Os resultados obtidos indicam linearidade adequada

para o método por CLAE para determinacdo de galocatequina, conforme RE 899/03 da
ANVISA.
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Tabela 56 Resultados obtidos para a construcdo da curva analitica para galato de

epigalocatequina por CLAE

Curva analitica - Dia 1

Curva analitica - Dia 2

Massa
Solucdo Replicata injetada (ng) Area Média (d.p.) Area Média (d.p.)
(GEGC) DPR% (GEGC) DPR%
1 30,0 327,12 321,00
321,57 (4,89) 314,97 (5,23)
1 2 30,0 319,70 311,95
1,52% 1,66%
3 30,0 317,89 311,95
1 90,0 982,26 963,90
977,94 (3,74) 958,03 (5,09)
2 2 90,0 975,64 955,34
0,38% 0,53%
3 90,0 975,94 954,85
1 150,0 1644,61 1610,62
1593,35 (60,98) 1561,90 (59,41)
3 2 150,0 1525,91 1495,72
3,83% 3,80%
3 150,0 1609,52 1579,34
1 210,0 2247,72 2198,43
2218,31 (90,57) 2166,09 (97,09)
4 2 210,0 2116,69 2056,96
4,08% 4,48%
3 210,0 2290,53 224289
1 270,0 2942,66 2887,65
2960,50 (50,92) 2905,16 (49,97)
5 2 270,0 3017,94 2961,53
1,72% 1,72%
3 270,0 2920,90 2866,31
1 330,0 3679,10 3604,92
3600,00 (86,54) 3526,09 (85,43)
6 2 330,0 3613,33 3538,02
2,40% 2,42%
3 330,0 3507,57 3435,32
Dia 1 Dia 2
4000 4000
3500 - 3500
3000 A y = 10,936x - 23,13 3000 A y = 10,715x - 23,302
R?=0,9973 2500 R? = 0,9971
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Figura 39 Curvas analiticas obtidas em dois dias diferentes por CLAE para galato de

epigalocatequina.
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Figura 40 Distribuicdo dos residuos das curvas analiticas (dia 1 e dia 2) para a
determinacao de galato de epigalocatequina por CLAE.

Na analise estatistica da curva analitica para determinacdo de galato de
galocatequina os residuos apresentaram distribuicdo aleatéria como pode ser visto na
Figura 40.

A primeira curva analitica apresentou regressdo significativa (p = 4,79 x 10%* <
0,001) e o coeficiente de correlagéo (r) foi maior que 0,99 (0,9986). A intersegdo com o eixo
das abscissas nao foi estatisticamente diferente de zero. O desvio padréo relativo da curva
foi 3,15%, o erro padrao da inclinagéo foi 0,1409 e o erro padrao do intercepto foi 29,1917.

Com relagdo a segunda curva analitica, também se verificou que a regressao é
significativa (p = 1,12 x 10%' < 0,001) e o e o coeficiente de correlacéo (r) foi maior que 0,99
(0,9985). A intersecdo com o eixo das abscissas também néo foi estatisticamente diferente
de zero. O desvio padrao relativo da curva foi 3,32%, o erro padrdo da inclinacao foi 0,1457
e 0 erro padrao do intercepto foi 30,1694.

As curvas analiticas obtidas apresentaram baixo valor de intercepto, o que
demonstra que o erro inerente ao método é significativamente baixo. Apesar dos valores de
desvio padrao relativo serem maiores que 2,0%, os resultados obtidos indicam que o
método por CLAE para determinacdo de galato de epigalocatequina apresenta linearidade
adequada, considerando uma matriz vegetal.

As curvas analiticas obtidas para os dois marcadores quimicos, nos dois dias
diferentes, foram comparadas pelo teste de coincidéncia das retas utilizando-se o programa
GraphPad Prism® versdo 4.00 e néo houve diferenca estatisticamente significativa entre as

curvas obtidas no dia 1 e no dia 2 de anélise.
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5.5.4.3 Preciséo intra-ensaio e preciséo inter-ensaio

Os valores obtidos para os teores de galocatequina e de galato de epigalocatequina
por CLAE, para avaliar a precisao intra-corrida sdo apresentados na Tabela 57.

Tabela 57 Teores de galocatequina (GC) e de galato de epigalocatequina (GEGC) obtidos

para preciséo intra-corrida

Amostra Teor GC (%) Teor EGCG (%)
1 1,31 1,35
2 1,33 1,32
3 1,34 1,36
4 1,33 1,33
5 1,30 1,33
6 1,28 1,35
Média 1,31 1,34
d.p. 0,02 0,01
DPR (%) 1,86 1,10

O valor de desvio padrao relativo de 1,86% e de 1,10% para a galocatequina e para
o galato de epigalocatequina respectivamente, indicam que o método por CLAE apresenta
precisdo intra-corrida adequada (valores abaixo de 5%).

A precisdo inter-corrida foi avaliada por meio de seis determinagbes a 100% da
concentracao de trabalho, em dois dias diferentes, com o mesmo analista, e em dois dias
diferentes com analistas diferentes. Os valores obtidos sao apresentados nas Tabelas 58 e
59.
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Tabela 58 Teores de galocatequina (GC) e de galato de epigalocatequina (GEGC) obtidos

para precisdo inter-corrida com mesmo analista.

Amostra Teor GC (%) Teor EGCG (%)
1 1,31 1,35
2 1,33 1,32
Di 1 3 1,34 1,36
4 1,33 1,33
5 1,30 1,33
6 1,28 1,35
7 1,33 1,33
8 1,28 1,35
Dia 2 9 1,31 1,36
10 1,28 1,35
11 1,28 1,29
12 1,30 1,24
Média 1,31 1,33
d.p. 0,02 0,03
DPR (%) 1,76 2,62

Os valores de desvio padrdo relativo encontrados de 1,76% e 2,62% para a

galocatequina e para o galato de epigalocatequina,

respectivamente, para as 12

determinagdes (abaixo de 5,0%) indicam que o método por CLAE apresenta preciséo inter-

corrida adequada com 0 mesmo analista.
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Tabela 59 Teores de galocatequina (GC) e de galato de epigalocatequina (GEGC) obtidos
para precisao inter-corrida com analistas diferentes.

Amostra Teor GC (%) Teor EGCG (%)
1 1,31 1,35
2 1,33 1,32
Di 1 3 1,34 1,36
4 1,33 1,33
5 1,30 1,33
6 1,28 1,35
7 1,38 1,36
8 1,43 1,30
Dia 2 9 1,48 1,29
10 1,44 1,24
11 1,44 1,28
12 1,45 1,31
Média 1,38 1,32
d.p. 0,07 0,04
DPR (%) 5,22 2,77

O valor de desvio padrdao relativo encontrado de 2,77% para galato de
epigalocatequina para as 12 determinagdes (abaixo de 5,0%) indica que o método por CLAE
apresenta precisao inter-corrida adequada para determinagédo deste marcador quimico com
analistas diferentes.

Com relagéo a galocatequina, o valor de desvio padrdo obtido de 5,22%, acima de
5,0%, indica que o método por CLAE, para quantificagdo deste marcador quimico, nao
apresenta precisdo inter-corrida adequada para métodos analiticos, de acordo com a
RE n? 899/03 da ANVISA. Entretanto, a exemplo da validacdo dos métodos bioanaliticos da
mesma resolucao permite-se um DPR até 15%. Assim, devido a natureza da amostra cuja
matriz é complexa aliada a dificuldade de analise dos taninos por CLAE, pode-se considerar
aceitavel este valor de DPR para precisao inter-corrida nas analises cromatograficas.

5.5.4.4 Exatidao
Os resultados obtidos para exatiddo de galocatequina e de galato de

epigalocatequina adicionados antes e apds o processo de pré-purificacdo sdo apresentados
nas Tabelas 60 e 61, respectivamente.
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Tabela 60 Resultados de exatidao para quantificagédo de GC e de GEGC, adicionados antes
do processo de pré-purificacdo, em amostras de extrato etandlico seco de S. adstringens
por CLAE

- . a Teor da amostra (%) Teor do Recuperacao Meédia (%) DPR
Padrao Nivel n B
Fortificada Nao fortificada Padrao (%) (%) (d.p.) (%)
1 2,0400 69,15
Alto 70,06
2 2,0309 0,9830 1,5284 68,56 3,00
(137%) (2,10)
3 2,0905 72,46
o 1 1,6140 62,46
© Médio 67,94
5 2 1,6893 0,9830 1,0101 69,92 7,07
o (111%) (4,80)
% 3 1,7045 71,43
3 1 13814 9433
8 Baixo 97,75
2 1,3967 0,9830 0,4223 97,96 3,39
(93%) (3,31)
3 1,4094 100,95
Recuperacao média (%) (d.p.) 78,58 (14,73)
DPR (%) 18,75
1 3,7458 97,13
Alto 99,34
2 3,8502 1,3186 2,4990 101,31 2,11
(253%) (2,10)
8 3 3,8075 99,60
g 1 29257 101,47
2 Médio 102,79
o 2 2,9551 1,3186 1,5838 103,32 1,12
e (196%) (1,15)
o) 3 2,9590 103,57
o
o . 1 1,9949 101,66
o Baixo 103,39
) 2 2,0140 1,3186 0,6653 104,53 1,48
© (134%) (1,53)
8 3 2,0105 104,00
Recuperacao média (%) (d.p.) 101,84 (2,37)
DPR (%) 2,32

a: valor experimental.

Os baixos valores de recuperagdo média para a galocatequina, antes (78,58%) e
apos (76,50%, Tabela 61) o processo de purificagdo, podem indicar uma possivel
degradacéao durante a execugao das analises.

Fatores como a exposicao a luz e a temperatura podem ter favorecido a degradacao
deste marcador quimico no processo de purificagdo, a exemplo de outros flavan-3-6is
(FRIEDMAN, 2000; CHEN et al., 2001; SU et al. 2003; SUZUKI et al., 2003; WANG, 2006;
YANG, 2007; WANG, 2008).

O valor médio de desvio padrao relativo para recuperagao de galocatequina antes da
purificagcéo (18,75%) indica presenca de fonte de variagdo sistematica no método, tais como
perdas, manuseio de quantidades pequenas de amostras, ou substancias que possam
comprometer a resolugéo da galocatequina provenientes de matrizes complexas. Entretanto,
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o valor de desvio padrao relativo obtido (4,53%) para a recuperacao média deste marcador
apos processo de pré-purificacao foi menor que 5,0%, indicando precisdo adequada da
analise, conforme RE n? 899/2003 da ANVISA.

De acordo com esta resolugédo, no item Recuperacdo para Validacao de Métodos
Bioanaliticos, porcentagens de recuperagao do analito préximas a 100% sao desejaveis,
porém, admitem-se valores menores, desde que a recuperacao seja precisa. Portanto, os
valores de recuperacao e de DPR para galocatequina indicam que o método por CLAE
desenvolvido apresenta exatidao satisfatoria.

Contudo, estudos adicionais podem ser conduzidos para confirmagao da exatidao do
método por CLAE para galocatequina em amostras de extrato de barbatimao.

Tabela 61 Resultados de exatidao para quantificacdo de GC e de GEGC, adicionados apés
0 processo de pré-purificacdo, em amostras de fragao organica de extrato etandlico seco de
S. adstringens por CLAE

. . Conc. da amostra (ug/mL) Conc. do Recuperacao Média (%) DPR
Padrao Nivel® n .
Fortificada Nao fortificada padrao (ug/mL) (%) (d.p.) (%)
1 13,071 75,65
Alto 75,81
2 13,050 2,763 13,627 75,49 0,57
(87%) (0,43)
3 13,161 76,30
1 8,592 77,00
© Médio 74,73
5 2 8,663 2,763 7,571 77,94 6,38
o (56%) (4,77)
% 3 8,006 69,26
3 1 4,011 82,44
(‘5" Baixo 78,95
2 3,913 2,763 1,514 75,97 4,13
(26%) (3,26)
3 3,950 78,45
Recuperacao média (%) (d.p.) 76,50 (3,46)
DPR (%) 4,53
1 18,420 103,00
Alto 103,24
2 18,576 3,229 14,749 104,06 0,70
(123%) (0,72)
g 3 18,372 102,67
g R 11,766 104,19
= Médio 103,91
1] 2 11,820 3,229 8,194 104,84 1,05
° (88%) (1,09)
S 3 11,645 102,71
[oR
s , 1 4,931 103,85
° Baixo 107,78
e 2 4,966 3,229 1,639 106,00 4,70
© (33%) (5,06)
3 3 5,089 113,49
Recuperacao média (%) (d.p.) 104,98 (3,37)
DPR (%) 3,21

a: valor experimental.
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Os valores de porcentagem de recuperacdo para galato de epigalocatequina
préximos a 100,0% e os baixos valores obtidos para os desvios padrao relativos, nos dois
experimentos, antes e apds a purificagdo, indicam que o método por CLAE desenvolvido
apresenta exatidao adequada para quantificagdo deste marcador quimico.

Os niveis de concentragao avaliados abrangem uma faixa ampla dentro do intervalo
de linearidade estudada levando-se em conta a natureza complexa da maitriz vegetal
analisada.

5.5.4.5 Limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

O valor encontrado para o desvio padréo do intercepto da curva analitica do dia 1,
para galocatequina, foi 14,3314 e o valor de inclinagdo da mesma curva foi 16,0334. Para a
curva analitica do dia 2 o desvio padrao do intercepto foi 15,2065 e o valor de inclinagao foi
16,1728.

Ja para a curva analitica do dia 1, para galato de epigalocatequina, o desvio padréo
do intercepto foi 29,1917 e o valor de inclinagdo da mesma curva foi 10,9356. A curva
analitica do dia 2 apresentou o desvio padrao do intercepto 30,1694 e o valor de inclinacéao
10,7149.

Aplicando-se a férmula preconizada pelo Guia do ICH de Validagdo de
Procedimentos Analiticos (INTERNATIONAL, 2005) como descrito no item 4.2.7.3.5,
obtiveram-se os valores para os limites de detecgcdo e quantificacdo apresentados na
Tabela 62.

Tabela 62 Limites de detecgédo (LD) e limites de quantificacdo (LQ) para os marcadores

quimicos analisados estimados pelas curvas analiticas.

Marcador LD pela curva analitica (ng) LQ pela curva analitica (ng)
quimico Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
GC 2,95 3,10 8,94 9,40
GEGC 8,81 9,29 26,69 28,16

De acordo com os resultados de LD e LQ, verifica-se que os valores calculados a
partir da primeira curva analitica s&o muito proximos aos estimados pela segunda curva
analitica, sendo que os resultados do dia 2 sdo maiores.

De forma semelhante a descrita para a espectrofotometria na regido ultravioleta
sugere-se determinar tais parametros por procedimento analitico com diluicdes sucessivas a
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partir de solugbes nas concentracdes estimadas até obtencao da relagao sinal/ruido 3 e 10,
para LD e LQ, respectivamente.

5.5.4.6 Robustez
Os resultados dos teores de galocatequina e de galato de epigalocatequina para
cada condicdo avaliada, incluindo as médias, desvios padrao relativos e respectivos

coeficientes de variagdo sao apresentados na Tabela 63.

Tabela 63 Resultados das determinacdées de marcadores quimicos na fragdo organica de
extrato etandlico seco de S. adstringens para avaliagéo da robustez do método por CLAE

Teor de marcadores quimicos

Marcador Amostra 4,8% a 41,0% 5,2% a 39,0%
Condicdo usual®  Coluna Agilent®
ACN 60’ ACN 60’

1 1,28 1,19 1,31 1,23
2 1,25 1,30 1,27 1,26
3 1,24 1,25 1,26 1,26
-% 4 1,22 1,24 1,24 1,25
*% 5 1,25 1,24 1,28 1,25
é 6 1,24 1,23 1,28 1,23

O Média (d.p.) 1,25 (0,02) 1,24 (0,04) 1,27 (0,02) 1,24 (0,01)
DPR (%) 1,50 2,83 1,87 1,07

Avaliag&o® a a a a

1 1,33 1,27 1,51 1,27
g 2 1,35 1,29 1,48 1,32
g 3 1,36 1,29 1,48 1,31
§ 4 1,35 1,28 1,44 1,31
g 5 1,29 1,28 1,46 1,31
i.’- 6 1,24 1,27 1,46 1,23

° Média (d.p.) 1,32 (0,05) 1,28 (0,01) 1,47 (0,02) 1,29 (0,03)
§ DPR (%) 3,59 0,69 1,60 2,64

Avaliag&o® b b c b

a: Etapa 1 gradiente 5%-40% ACN 60’; coluna LiChroCART® 250x4 mm, LiChrospher® 100 RP-18, 5 um, Merck
b: Coluna Zorbax® Eclipse XDB-C18, 250x4,6 mm, 5 um, Agilent

c: Letras iguais indicam médias equivalentes (Teste de Tukey)

A comparacao das médias de teor para galocatequina, por ANOVA, demonstrou que
as médias amostrais nao diferem entre si, num nivel de significancia de 5%, para todas as
condigbes analisadas, uma vez que F calculado (1,77) € menor do que F critico (3,10). O
teste de Tukey confirmou esta hip6tese, conforme apresentado na Tabela 63.
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Ja para o marcador galato de epigalocatequina, a comparacao das médias de teor,
por ANOVA, demonstrou que existe pelo menos uma média diferente das demais
(Fcaiculado = 46,16 > Feiico = 3,10). Pelo teste de Tukey pode-se avaliar que a condi¢cao usual
de analise ndo é estatisticamente diferente da condicao utilizando coluna cromatografica de
marca diferente (Agilent) e da condi¢do com inclinagcdo do gradiente de 5,2% a 39,0% de
acetonitrila em 60 minutos. Estas condi¢cdes analiticas sdo estatisticamente diferentes da
condicdo com a inclinagdo do gradiente de 4,8% a 41,0% de acetonitrila em 60 minutos,
conforme demonstrado na Tabela 63. Isto evidencia que esta condicdo analitica é critica
para marcadores com tempo de eluigdo maior.

Portanto, o método desenvolvido mostrou-se robusto para todas as condigdes
avaliadas na determinacdo de galocatequina. Entretanto, para a determinagéo de galato de
epigalocatequina, o método também se apresentou robusto para as condi¢cdes avaliadas,
exceto para a condigdo com inclinagao de gradiente de 4,8% a 41,0% de acetonitrila em 60

minutos.

5.5.5 Doseamento do extrato de S. obovatum por CLAE

Realizou-se o doseamento da fragcao organica do extrato de S. obovatum. Os teores
médios encontrados foram 1,22% para galocatequina e 1,42% para galato de
epigalocatequina. Para a espécie S. adstringens os teores médios encontrados foram 1,35%
para galocatequina e 1,32% para galato de epigalocatequina.

Nas duas espécies, os marcadores quimicos estdo presentes na fragdo organica,

variando-se somente a concentracdo dos mesmos.
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6 CONCLUSOES

Os ensaios farmacopeicos para a droga vegetal e para os extratos mostraram-se
Uteis na identificacdo da espécie Stryphnodendron adstringens e no controle de qualidade
farmacognéstico das cascas de barbatiméo e de seus derivados.

A cromatografia em camada delgada foi adequada para a identificagdo dos
marcadores quimicos, presentes nos extratos das cascas de barbatimdo, permitindo a
identificacao da espécie botanica pelo perfil cromatografico obtido.

Os métodos farmacopeicos de doseamento da droga vegetal e dos exiratos de
barbatimao por espectrofotometria na regido do visivel, (Folin-Denis, A 715 nm e Folin-
Ciocalteau, A 760 nm), sdo precisos, seletivos e apresentam linearidade adequada,
entretanto, sdo de dificil execucdo e geram grandes quantidades de residuos quimicos
contendo metais pesados.

O método de doseamento proposto por espectrofotometria na regido do ultravioleta
(A 272 nm) apresentou-se adequado ao controle de qualidade da droga vegetal e dos
extratos de barbatimao. Além disto, demonstrou ser uma técnica de facil execugdo, com
custo menor e gerar menos residuos toxicos do que os métodos oficiais.

O método de doseamento proposto por espectrofotometria na regido do ultravioleta
(A 272 nm) apresentou linearidade, precisdo, exatiddao e especificidade adequadas para a
analise de taninos totais. Entretanto, ndo se apresentou robusto as variagées nas condi¢coes
analiticas estudadas, demonstrando que o tempo de agitagdo das amostras com o pé-de-
pele é critico para a realizagéo desta analise e deve ser mantido em uma faixa estreita.

O estudo comparativo entre os métodos espectrofotométricos oficiais na regidao do
visivel e 0 método desenvolvido por UV demonstrou que este Ultimo nao é estatisticamente
diferente do método Folin-Denis, podendo ser uma alternativa viavel para determinacao de
taninos totais em amostras vegetais e seus derivados em analises de rotina. Entretanto,
estes dois métodos apresentaram-se estatisticamente diferentes do método Folin-
Ciocalteau.

O doseamento de taninos totais da droga vegetal por UV apresentou teor acima de
8,0% p/p, valor preconizado pela Farmacopéia Brasileira 42 edicdo, de acordo com a
especificacao. O extrato glicélico de barbatimao apresentou teor de taninos totais menor que
o teor obtido para os extratos etandlicos secos, indicando que este ultimo € mais adequado
para o desenvolvimento tecnolégico de produtos acabados.

O método de pré-purificagdo de insumos e produtos vegetais contendo taninos para
a analise cromatografica (CLAE) possibilitou a separagéo, identificagdo e quantificagédo de
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marcadores quimicos especificos de taninos em um tempo de corrida adequado para
andlises de rotina.

O método por CLAE, em fase reversa, com detecgdo UV (A 210 nm) desenvolvido
para quantificacdo de galocatequina (GC) e de galato de epigalocatequina (GEGC),
marcadores presentes nos extratos de barbatim&o, apresentou seletividade, linearidade,
precisao e exatidao satisfatérias. O método apresentou-se robusto para GC e para GEGC.

As amostras de extratos da espécie S. obovatum analisadas apresentaram perfis
cromatograficos semelhantes as de S. adstringens. Isso indica uma composigdo quimica
semelhante entre elas demonstrando que as duas espécies podem ser usadas como
sucedaneas.

O estudo permitiu o desenvolvimento de método extrativo-analitico para
determinagao de taninos em insumos e produtos vegetais 0 que possibilita a padronizagédo
de extratos de barbatimdo e garante a obtencao de fitoterapicos seguros e eficazes. Além
disso, o método por CLAE desenvolvido permite a andlise especifica de taninos utilizando os

mondmeros (marcadores) caracteristicos e ndo de fendis totais, conforme métodos oficiais.
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