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RESUMO

O presente trabalho objetivou o estudo sobre Nasturtium officinale R. Br.;
pertencente a familia Brassicaceae, cujas partes aéreas do vegetal foram
submetidas a preparo de alcoolatura e extrato padronizado com finalidade da
producdo de insumos derivados do mesmo. Aliado a isso se realizou o estudo
fitoquimico utilizando como técnica analitica a cromatografia em camada delgada,
cromatografia em coluna, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, espectrometria de ultravioleta, espectrometria de infravermelho e
espectrometria de massa. Foram desenvolvidas tecnologias extrativas de
particionamento pelo principio do processo tradicional em Soxhlet e modificagdes,
tanto para uso em processos analiticos quanto para o processo industrial, para
producdo de insumos (Pl 0601703-7 A), nos quais se pdde verificar eficiéncia e
reprodutibilidade para fins analiticos, farmacotécnicos e preparativos. De acordo com
a literatura consultada, verificou-se a presenca de compostos fendlicos simples e
heterosidicos (fenilpropandides e flavondides), saponinas (esterdides e terpénicas
policiclicas) e compostos contendo enxofre (glucosinolatos). De acordo com analise
comparativa dos processos extrativos (tradicional e Soxhlet), pode-se referir que o
processo Soxhlet apresentou melhor rendimento e rapidez, além de apresentar-se
termoestavel para a concentragdo e isolamento de grupos estruturais, para fins

analiticos e farmacotécnicos.

Palavras-chave: glucosinolatos, Nasturtium officinale R. Br., termo-estavel,

Soxhlet, fenilpropandides e flavondides
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ABSTRACT

The present work aimed at the study about Nasturtium officinale R. Br.; Brassicaceae
family, which aerial parts of the vegetable were submitted to preparation of
alcoholature and standardized extract with finality of inputs production derived from
the same. It was also conducted the phytochemical study and using as analytical
techniques in thin layer chromatography, column chromatography, gaseous
chromatography, high performance liquid chromatography and ultraviolet
spectrometry, infrared spectrometry and mass spectrometry. It was developed
extractive technologies of partition by traditional process in Soxhlet and
modifications, both for use in analytical processes and for industrial process, in inputs
production (Pl 0601703-7 A), through which it was possible to verify efficiency and
reproducibility to analytical, pharmacothechinical and to preparative objectives too.
According to the literature, it was verified the presence of simple and heterosidic
phenolic compounds (phenylpropanoids and flavonoids), saponinas (steroidal and
policyclic terpenic) and compounds containing sulfur (glucosinolates). According to
the comparative analysis of the extractive processes (traditional and Soxhlet), it was
possible to say that the Soxhlet process presented a better performance and speed,
besides being thermo-stable to the concentration and isolation of the structural

groups , to pharcothecnical, pharmacological and analytical objectives.

Keywords: glucosinolates, Nasturium officinale R. Br., thermo-stable,

Soxhlet, phenylpropanoids and flavonoids.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais de grande biodiversidade vegetal e nesse contexto
inumeras plantas medicinais sao utilizadas por grande parte de nossa populagéo, na
forma de fitoterapicos, nutracéuticos ou alimentos. Também podem ser usadas na
extracdo de matérias-primas como extratos, 6leos essenciais, substancias quimicas
puras, que podem servir de modelos para obten¢do de analogos sintéticos ou materiais
de partida, no preparo de moléculas semi-sintéticas. A possibilidade de
desenvolvimento de novas tecnologias na area de quimica fina pode atrair investidores
ao mercado de insumos farmacéuticos.

Dentre tanta diversidade, o agrido, Nasturtium officinale R. Br. € uma planta
medicinal com ampla utilizaggo. BLUMENTHAL et al. (2000) referem acbes
farmacolégicas como antibacteriana, antiescorbutica, colagoga e expectorante. Estas
caracteristicas demonstram a necessidade de credenciar os fornecedores, a fim de
controlar os estrangulamentos da cadeia produtiva, vista desde a semente até a
matéria prima final.

A Fitoanalitica, sediada em Joinville-SC, € uma microempresa especializada
em produtos naturais, a qual preza pela ética e probidade no desenvolvimento de
formas farmacéuticas. Desde 2002 estuda processos analiticos e industriais para
aplicacao na industria farmacéutica de fitoterapicos, investindo macigos esforgcos na
garantia da qualidade e na pesquisa quimica. Futuramente, também, na area
farmacoldgica e clinica em prol da eficacia terapéutica dos produtos de seus projetos.

Sob esta perspectiva, objetiva produzir insumos a fim de possibilitar a
incorporagao destes nas diversas formas farmacéuticas de interesse comercial,
considerando as inumeras aplicagbes tradicionais, farmacoldgicas, farmacéuticas,
cosméticas e nutracéuticas do Nasturtium officinale R. Br.

O interesse da pesquisa e validagdo do processo tecnoldgico, com o rigor
cientifico, encontra apoio na necessidade de se obter insumos de qualidade, que
possam viabilizar a producdo de fitoterapicos de acordo com as exigéncias legais

apresentada pela RDC 48/2004 (ANVISA). Desse modo, esses produtos desenvolvidos



2
podem servir como matéria-prima padrao com aplicabilidade direta na industria, ou

ainda servir de base para uma monografia farmacopéica.

No processo analitico semiquantitativo, identificam-se grupos quimicos
estruturais de interesse que estédo relacionados com as atividades farmacoldgicas do
fitoterapico. Estas substancias ativas devem ser isoladas e tratadas como futuros
marcadores, sendo assim, submetidas a validagcdo do método analitico. Na area de
fitoterapicos um dos ramos mais complexos € o da quimica analitica, necessitando de
um trabalho interdisciplinar que requer a dedicacao e parceria de todos os envolvidos,
desde o produtor até a industria farmacéutica, sem perder de vista a eficacia do
produto final.

Portanto a proposta de trabalho encontra apoio na necessidade de validacéo
da tecnologia de produgao dos fitoterapicos derivados do Nasturtium officinale R. Br.,
considerando a importancia que isso representa para a melhoria na qualidade do
produto final e conseqlientemente na eficacia terapéutica do mesmo, e valorizacédo da

classe dos medicamentos fitoterapicos.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo geral

Realizar estudos fitoquimicos e analiticos, validar o método de extracdo e a
tecnologia analitica e desenvolver insumos e produtos derivados das partes aéreas de

Nasturtium officinale R. Br. Brassicaceae.

1.1.2 Objetivos Especificos

Obter os extratos da droga vegetal por meio de extrator Soxhlet modificado;

Preparar extratos particionados em ordem crescente de polaridade, utilizando
tanto a droga vegetal quanto o extrato padronizado;

Isolar constituintes quimicos (glucosinolatos) da espécie Nasturtium officinale
R. Br. Brassicaceae por meio do desenvolvimento de novas técnicas cromatograficas e
otimizacao de técnicas ja existentes;

Confirmar a estrutura quimica de compostos isolados com objetivo de compor
um elenco de possiveis marcadores;

Desenvolver tecnologias extrativas e valida-las para obtengdo do extrato
padronizado (insumo primario);

Produzir insumos secundarios em extrato seco, extrato fluido, tintura, xarope,
solucao oral e pastilhas com aplicabilidade industrial;

Validar os métodos de analise da droga vegetal;



1.2 FLUXOGRAMA DO PROJETO

FIGURA 1 — FLUXOGRAMA DE PRODUGAO TECNOLOGICA DE INSUMOS Nasturtium officinale.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ENQUADRAMENTO TAXONOMICO

TABELA 1 — ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA ESPECIE NASTURTIUM OFFICINALE R. BR.

| Cronquist Engler
Diviséo Magnoliophyta Angiospermae
Classe Magnoliopsida Dicotyledoneae
Subclasse Dilleniidae Archichamydeae
Ordem Capparales Papaverales
Familia Brassicaceae Cruciferae
Género Nasturtium Nasturtium
Espécie Nasturtium officinale Nasturtium officinale

2.2 SINONIMOS E NOMES POPULARES

A sinonimia cientifica para a espécie é citada como: Roripa nasturtium (L).
Rusbi, Sisymbrium nasturtium Thumb., Sisymbrium nasturtium-aquaticum L.,
Sisymbrium fluviatile Vell, Radicula nasturtium (Thumb.) Ca, Radicula nasturtium-
aquaticum Britt. e Nasturtium nasturtium Cockerell, segundo OLIVEIRA (1991). O
mesmo autor cita ainda como sinénimos populares para o agrido, no Brasil: agrido das

fontes, agrido da agua, berro, berro d’agua e agrido oficinal.

2.3 DESCRIGCAO MACROSCOPICA

O agrido € uma planta herbacea e vivaz, seu caule apresenta coloragao
verde, algumas vezes arroxeado na base. E flexivel, glabro, fistuloso, semi-cilindrico e
provido de sulcos longitudinais pouco profundos. Mede entre 15 cm e 30 cm de
comprimento por até 1 cm de diametro na base e ao nivel dos nds origina finas raizes
adventicias de coloracdo esbranquicada. Apresenta folhas alternas, compostas,
pecioladas, imparipinadas providas de trés a onze foliolos membranosos, glabros, de
forma variando entre oval, eliptica até orbicular. O foliolo terminal geralmente possui
tamanho e base subcordiforme e a margem dos foliolos € inteira ou levemente
crenada. As flores sdo alvinitentes, pequenas, dispostas em espigas terminais ou
opostas as folhas. A corola € actinomorfa, crucifera e o calice € dialissépalo regular

formado de quatro sépalas. O androceu é tetradinamo e o ovario apresenta-se supero
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bicarpelar. O fruto é uma siliqua curta, um pouco recurvada mais comprida que o

pedunculo. As valvas sao munidas de nervura dorsal distinta. Floresce bianualmente

de abril a maio e de novembro a fevereiro, segundo OLIVEIRA (1991).

2.4 DESCRICAO MICROSCOPICA

O caule apresenta eustélica sendo os feixes vasculares do tipo colateral
aberto. A epiderme caulinar quando vista em seccéao transversal € formada por células
de contorno retangular alongada no sentido angular e quando vista em secgao
paradérmica apresenta células alongadas no sentido longitudinal. Os estématos
localizam-se, com maior frequéncia, ao longo dos sulcos longitudinais. A regido
colenquimatica subepidérmica € pouco desenvolvida, tanto na regido cortical como na
regido medular, onde aparece uma fistula, elas sdo providas de lacunas e camaras
constituindo aerénquima. A seccao transversal da folha apresenta limbo com mesofilo
heterogéneo e assimétrico. As epidermes s&o constituidas por células irregulares na
forma e no tamanho, ndo apresentam pélos e os estdmatos ocorrem em ambas as
faces. As células epidérmicas vistas de face, apresentam contorno levemente sinuoso
e os estdbmatos do tipo anisocitico acham-se distribuidos irregularmente. O parénquima
palicadico é formado por uma unica fileira de células, ao passo que o parénquima
lacunoso é bem desenvolvido. Na regido do mesofilo ocorrem feixes luminosos do tipo
colateral. A planta ndo apresenta cristais de oxalato de calcio, segundo OLIVEIRA

(1991).

2.5 USO POPULAR

As partes aéreas de Nasturtium officinale R. Br. sdo consumidas em grande
quantidade na alimentacdo humana, possuem odor caracteristico, sabor levemente
amargo e levemente picante que a torna agradavel. E rica em substancias ativas e
vitaminas sendo utilizada no tratamento de infecgcbes do trato urinario em criangas é
também considerada expectorante para tratamento de bronquites, de acordo com

BLUMENTHAL et al. (2000). Também ha indicacbes de uso no tratamento de ictericia
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e em doengas periodontais como as gengivites, segundo LOGGIA (1993). Misturado

com agua de colbnia, pode ser utilizado no tratamento da queda de cabelo, segundo

QUER (1962).

2.6 CONSTITUICAO QUIMICA

Segundo trabalho realizado por JOHNSTON (1968), o isolamento de
flavondides, glucosinolatos, saponinas e compostos fendlicos simples derivados do
acido benzodico e do acido cinamico (Figura 2, pag. 9), no agrido, pode ser realizado
por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20. O processo é realizado em colunas
com dimensdes de 25x450 mm com eluigdo de 3 a 5 mL por minuto. Deve-se usar de 1
% a 2 % da composicao a ser separada em relagcao a quantidade de Sephadex LH-20.

A conversao de acidos carboxilicos aromaticos foi investigada em Nasturtium
officinale R. Br. por LOFFELHARDT (1975), por meio de experimentos que
demonstraram a capacidade da membrana tilacéide de catalisar a L-fenilamina em
acido benzoéico.

GIL et al. (1980) demonstraram que a espécie Nasturtium officinale R. Br.
contém 4 glucosinolatos, sendo que o 2-feniletil glucosinolato foi considerado o
principal representante. Isotiocianatos foram os maiores produtos de degradagao dos
glucosinolatos, entretanto os tiocianatos ndo foram detectados. A aplicagdo de calor
durante a extracdo causou um aumento na formacao de nitrilas sobre a formacao de
tiocianatos.

HART et al. (1995) desenvolveram um método em cromatografia liquida de
alta eficiéncia - CLAE - para determinagao de carotendides em varios vegetais
incluindo o agrido, o qual demonstrou ser uma significativa fonte de luteina e beta-
caroteno (>1000 mg/100 g). HORBOWICZ (1989) determinou o conteudo de vitamina E
(alfa-tocoferol) em varias plantas por CLAE e o agrido foi uma das que apresentou o
maior conteudo, cerca de 5 mg/100 g na planta fresca.

Um método de separagao por CLAE de glucosinolatos intactos em vegetais
da familia Brassicaceae foi desenvolvido por LEWKE et al. (1996). O método é

baseado em separacao por coluna RP-18, utilizando como eluente metanol e tampéo



acetato de amonio com detecg¢ao no ultravioleta (UV).

No agrido, a conversdo, NADPH-dependente, de aminoacidos para suas
aldoxinas representa o inicio da sintese de glucosinolatos, segundo BENNETT et al.
(1996). Segundo SVANEM et al. (1997) sintetizaram o [alfa-14C]-desulfofenetil
glucosinolato em seis passos a partir do feniletilbromideo.

Utilizando um método de CLAE para o doseamento dos produtos ciclicos dos
isotiocianatos e 1-2-benzenoditiol, apds o tratamento do extrato com mirosinase, JIAO
et al. (1998) determinaram que o agrido contém 81,3 umol/100 g desses compostos na
planta fresca.

O Nasturtium officinale R. Br. contém glucosinolatos, como a gluconasturtiina
(precursor do feniletil isotiocianato - PEITC), o qual ocorre por hidrélise. Também
possui nitrilas, como a 3-fenilpropionitrila e a 8-metiltiooctanona nitrila. Possui os
minerais: manganés, ferro, fésforo, iodo, cobre e calcio e as vitaminas A, C, E, e
nicotinamida, segundo BLUMENTHAL et al. (2000) e LOGGIA (1993).

KIKUCHI et al. (1999) desenvolveram um método para separagéo e analise
de isoflavonas beta-glicosidicas (daidzina e genistina) e agliconas (daidzeina e
genisteina) do agrido utilizando CLAE em fase reversa com eluente gradiente de
metanol e agua.

GODA et al. (1999) isolaram do Nasturtium officinale R. Br. compostos
inibidores da histamina em células antigeno estimuladas (RBL-2H3). Dos quinze
compostos isolados, os flavondides e megastigmanos inibiram significativamente a
liberacdo de histamina e dois flavondides em especifico 3-O-soforosideo da rametina

(7-metilquercetina) e ramazina — eram compostos inéditos.



FIGURA 2 — NUCLEOS FUNDAMENTAIS DE REFERENCIA E ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS REFERIDAS
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2.7 ASPECTOS FARMACOLOGICOS

Inimeras pesquisas farmacologicas demonstraram a utilizagdo do agrido
como fator protetor dos pulmdes de fumantes contra agentes carcindgenos presentes
no tabaco. Dietas que incluem o agrido podem ajudar a inibir a formagcéo do 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil-1-butanona), ou NNK. O NNK é um carcinégeno presente
no tabaco que contribui para etiologia do cancer do pulmao. O feniletil isotiocianato
(PEITC), liberado na mastigagéo da folha do agrido pela hidrélise enzimatica do feniletil
glucosinolato, € um agente quimico preventivo contra o cancer do pulmao. Estudos
pré-clinicos demonstraram que o PEITC inibiu a carcinogénese, no pulmao, induzida
pela nitrosamina, que €& um potente carcinogénico especifico do tabaco. Para
determinar biodisponibilidade do PEITC a partir do seu precursor glucosinolato,
analises em material biolégico animal foram conduzidas, as quais tém demonstrado
que o PEITC é liberado apéds ingestao da folha de agrido, segundo BLUMENTHAL et
al. (2000).

GETAHUN et al. (1999) demonstraram que glucosinolatos sdo convertidos
em isotiocianatos em humanos depois da ingestdo de agrido cozido, onde as
mirosinases foram completamente inativadas. A extensdo da conversdo, entretanto, é
consideravelmente menor que a ocorrida com a ingestao de agrido cru. Além disso, foi
sugerido que a microflora intestinal € uma boa fonte para a hidrolise de glucosinolatos
a isotiocianatos em humanos.

Tem sido reportado que o agrido possui atividades antibacterianas,
antiescorbutica, colagoga e propriedades expectorantes, segundo BLUMENTHAL et al.
(2000).

Extrato de agrido administrado na dose de 4% do peso corporal em ratos
mostrou significativo aumento na presséo arterial, segundo RIBEIRO (1998). Ainda
neste contexto, ndo foi observada a interagdo do uso do agrido concomitantemente

com outros farmacos, segundo BLUMENTHAL et al. (2000).
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2.7.1 Dosagem e Administracéo

Segundo BLUMENTHAL et al. (2000) o uso interno do Nasturtium officinale
R. Br. deve seguir a dosagem de acordo com a forma de uso. Para a droga vegetal, a
dose adequada é de 4 a 6 g em ingestdo diaria; por conseguinte, quando utilizada a
planta fresca esta tem como posologia diaria cerca de 20 a 30 g. Esses autores se
referem ao sumo da planta fresca, com indicacdo de consumo de 60 a 150 mL de
vegetal fresco moido em agua previamente fervida e fria. Ao tratarem o infuso como
preparagao aquosa extrativa, referem-se a uma quantidade de droga vegetal inferior
aquelas indicadas, nas farmacopéias, para infusos. Recomendam o uso de 2 g em
150 mL de agua fervente em infusdo por 10 min, duas ou trés vezes ao dia antes das

refeicoes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA, IDENTIFICACAO E EXSICATA DO AGRIAO

O material vegetal foi coletado junto ao produtor e fornecedor credenciado, no
municipio Fazenda do Rio Grande, Estado do Parana, Brasil. Este recebeu visitas para
revisdo das condigbes agrologicas, técnicas, sistemas de semeaduras, transplante e
controle de umidificacdo (normal ou irrigacédo da nascente). Foi entdo elaborado um
cronograma de coletas para estudo da composi¢cédo, férmula percentual durante o
consumo anual e suas variagoes.

As coletas foram realizadas em abril de 2002 sendo adquiridos 2 kg de droga
vegetal, estabilizada pelo produtor, em abril de 2003 e em outubro de 2004 foram
coletados 85 kg e 20 kg, respectivamente, de material vegetal fresco do mesmo
produtor, que foram estabilizados no laboratério de farmacotécnica do curso de
Farmacia da Universidade Federal do Parana.

Em dezembro de 2005 e em setembro de 2007 foram coletados 200 kg e 850
kg, respectivamente, de material vegetal fresco, do mesmo produtor e foram
estabilizados em secador industrial no municipio de Campo Largo, estado do Parana.

Material proveniente do mesmo produtor ja havia sido destinado a realizagao
de exsicata (figura 3) em abril de 2000, sendo herborizado no Herbario de Curitiba,

Museu Botanico, sob o numero 248503, conferido pelo Dr. Gert Hatschbach.

FIGURA 3 — Nasturtium officinale R. BR.

FONTE: CARVALHO 2001
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3.2 ESTABILIZACAO E PADRONIZACAO GRANULOMETRICA DA DROGA

VEGETAL

O material vegetal, obtido em Abril de 2003, foi pré-estabilizado a
temperatura ambiente com ventilagao forgcada. Este foi separado em trés partes: talos e
folhas (39 kg de material fresco), s6 folhas (33 kg de material fresco) e somente talos
(13 kg de material fresco). Em seguida foi realizada a estabilizacdo em estufa ventilada
a 45°C, por um periodo de 20 horas. A estabilizagao de todo o material vegetal se deu
no periodo de abril de 2003 (0 mesmo procedimento foi executado para a coleta de
outubro de 2004). Obtendo-se, assim, trés fracdes de material vegetal: droga vegetal
talos e folhas (DVTF), droga vegetal folhas (DVF) e droga vegetal talos (DVT).

O material vegetal, tanto o obtido em dezembro de 2005 quanto em setembro
de 2007, foram estabilizados em estufa industrial no patamar de temperatura de 45°C a
70°C com ventilagdo forgada por um periodo de 24 horas e apds secagem foi moido
em tela de 8 mm e embalado em sacos. A estabilizagdo de todo o material vegetal, em
cada coleta, se deu no periodo imediatamente subsequente tendo duracido média de
20 horas de secagem. A partir das coletas de 2005 o material vegetal nao foi separado
como anteriormente citado, obtendo-se entdo, apenas uma fragcdo de droga vegetal:

droga vegetal talos e folhas (DVTF).

3.2.1 Determinagao gravimétrica de perda, em mufla, na droga vegetal estabilizada.

As analises foram executadas, segundo descrito no item 3.3.3 de métodos
gerais, para os trés tipos de droga vegetal obtidos: talos e folhas (DVTF), folhas (DVF)
e talos (DVT).

O mesmo procedimento foi aplicado as amostras das coletas de 2005 e 2007,

na droga vegetal respectivamente obtida.
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3.3 METODOS GERAIS

3.3.1 Determinagao gravimétrica de perda em balancga de infravermelho

Para a determinacdo dos volateis totais, que foi realizada segundo a
Farmacopéia Brasileira 4 ed. 1988, p. V.2.9., utilizou-se balanca de perda por
infravermelho da marca Sartorius, modelo MA 30.

Pesou-se 2 g da droga vegetal estabilizada ou mediu-se 2 mL do extrato
padronizado 1:1, em placa bacteriolégica de acrilico, com 50 mm de didametro. A

analise foi realizada a 45 °C, em um periodo de 90 min.

3.3.2 Determinacao do teor de sélidos por perda em rota-vapor

Uma aliquota de 25 mL de extrato padronizado foi concentrada em um baldo
de 50 mL em evaporador rotatorio, a 45 °C e 600 mmHg até a secura para

determinagao do teor de sdélidos por gravimetria.

3.3.3 Determinagdo gravimétrica de perda em mufla programavel, com cinco

patamares de temperatura.

A determinagédo foi realizada de acordo com a metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira 4 ed. 1988, p.V.4.24, USP XXIV, 2000, p.1885 e VOGEL 2002.
A metodologia otimizada utilizou-se para tanto uma mufla da marca EDG, MOD-1800
CONS5P segundo CARVALHO 2001.

Os seis cadinhos de porcelana foram previamente tarados e calcinados com
aliquota de 2 g de droga vegetal ou com volume de extrato equivalente a dois gramas
para analise de macronutrientes (Ca; P; K; Na; Cl; Mg; S). Para anadlise de
micronutrientes (Fe; Cu; Co; Mn; Cr; I; F; Mo; Se; Cr e Si) foram preparadas trés
aliquotas com 20 g de amostras. Estes foram levados a mufla programada em
gradientes crescentes de temperatura. Ao final de cada patamar de temperatura, os
cadinhos foram resfriados em dessecador e em seguida foram determinadas suas

massas, em balanga analitica, segundo a tabela 2.
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TABELA 2 — PROGRAMACAO DA MUFLA

o . o . Tempo no patamar
Temperatura (°C) Rampa de aquecimento (°C/min) de estabilizacao (min)
45 5 90
105 5 90
250 10 60
450 25 150
675 25 150

3.3.3.1 Preparo das amostras para determinacédo de metais.

A determinagao foi realizada a partir das amostras provenientes do item
3.3.3. As amostras foram dissolvidas em 20 mL de agua e 20 mL de &acido nitrico,
transferiu-se a solugdo para um béquer de 250 mL, aqueceu-se por 30 minutos em
ebulicao, diluiu-se para 80 mL com agua, filtrou-se a solugao para baldao volumétrico de
100 mL e completou-se o volume com agua. As analises para determinagcdo de metais
foram realizadas na empresa Natrium Quimica (Joinville-SC) por absor¢cdo atémica,

segundo método constante de FRANSON (1998).

3.3.4 Determinagao de teor de agua pelo método de Karl Fisher

O teor de agua foi determinado segundo a Farmacopéia Brasileira 4. ed.
1988, p. V.2.20.1.

Foram pesados 5 g da droga vegetal em um tubo de Falcon de 50 mL e a
este foram adicionados 20 mL de metanol P.A. Merck. Procedeu-se a maceragao por
15 minutos. A seguir iniciou-se o processo de extragao por turbdlise (Ultraturrax IKA,
modelo T25 basic). Centrifugou-se o extrato e transferiu-se o sobrenadante, por
filtragcdo em papel, para baldo volumétrico de 50 mL. Repetiu-se o processo extrativo
por mais duas vezes. Completou-se o volume com metanol e determinou-se o teor de

agua no aparelho de Karl Fisher (Karl Fisher Metrohm, mod. 701KF, 703 Ti stand).
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3.3.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As anadlises de CCD foram realizadas pela otimizagdo de metodologias
descritas em STAHL (1969), MABRY (1970), LOGGIA (1993) ,WAGNER (1996) e
CARVALHO (2001), para identificacdo de compostos fendlicos, glucosinolatos e
saponinas na forma esteroidal e triterpénica. Foram utilizadas cromatoplacas de silica
gel 60 Fs4, da marca Merck, de dimensdes 10 cm por 10 cm.

Aplicou-se de 5 a 10 uL, de cada amostra, com microseringa, intercalando-as
com os padrdes de referéncia (1 mg/mL) solubilizados em metanol. As fases méveis
utilizadas constam da tabela 3, juntamente com a composi¢gdo de solventes e a

respectivas proporgdes entre os mesmos.

TABELA 3 — COMPOSIGAO DE SOLVENTES DAS FASES MOVEIS UTILIZADAS NAS ANALISES POR CCD E
RESPECTIVAS PROPORGOES

Fase movel Composicéao Proporgéo
1@ tolueno:acetato de etila:acido acético:acido férmico:agua 9:68:2:9:12
2®) acetato de etila: tolueno 7:93

3© cloroférmio: acido acético: metanol: agua 53:29:11:7
49 n-butanol: n-propanol: acido acético: agua 49:17:17:17
5 acetato de etila:acido acético:acido formico:agua 100:11:11:26

(a) CARVALHO, 2001;

(b) MIGUEL saponinas;

(c) WAGNER (pag. 319 saponinas);

(d) WAGNER (pag. 298 glucosinolatos);
(e) WAGNER (pag. 210 a 215 fendlicos).

As placas foram realizadas em ftriplicatas para que pudessem ser reveladas
por nebulizagdo com os reativos: (1) — difenilboriloxietilamino a 1 % em metanol
(reativo de NEU), (2) — mistura 1:1 com vanilina 2 % em etanol e 24 % de acido
fosforico em etanol — preparado no momento da revelagéo, e (3) — mistura 1:1 com
vanilina 2 % em etanol e 10 % de acido sulfurico em etanol — preparado no momento
da revelagéo.

Antes e apds as revelagdes com os reativos de NEU (para fendlicos) e
vanilina (para saponinas, glucosinolatos, esterdides e terpenos policiclicos) as placas

foram visualizadas sob luz ultravioleta em 254 nm e 366 nm.
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3.3.6 Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa

Foram realizadas analises por CG para verificacdo de compostos volateis,
glucosinolatos silanizados e esterdides. Para tanto se utilizou cromatégrafo gasoso da
marca Shimadzu, modelo 14 B com detector de ionizagcdo de chama, equipado com
colunas Megabore DB-1 (100% dimetilpolisiloxano, polaridade 5) e DB-17 (50% fenil e
50% dimetilpolisiloxano, polaridade 24) de 0,53 mm de didmetro interno por 30 m de
comprimento. Como gas de arraste, utilizou-se hidrogénio a uma vazdo de 6 mL por
minuto, split a 6 mL por minuto (razdo 1:1), purga do septo 3 mL por minuto, "make up”
nitrogénio 25 mL por minuto e oxigénio a 100 mL por minuto. O gradiente de
temperatura utilizado foi: temperatura inicial 100°C com patamar de 1 minuto e rampa
de aquecimento a 8°C por minuto até 260°C com patamar de 6 minutos. A temperatura
do injetor foi de 260°C e do detector foi de 280°C. O volume de injec&o foi de 2 puL,
segundo CARVALHO (2001), CIOLA (1973), LANCAS (1993), NOWAK (2000),
OLIVER (1995) E SPENCE (1983). As amostras destinadas a espectrometria de
massa foram silanizadas e injetadas no mesmo sistema cromatografico.

As andlises derivatizadas e analisadas no Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular, Universidade Federal do Parana (UFPR) por CG/MS, utilizou um
cromatégrafo gasoso Varian 3300 acoplado a um detector Finigan ion Trap modelo
800R com as mesmas condi¢gdes acima mas utilizando uma coluna capilar DB-225 de
30m x 0,025mm (comprimento x didmetro interno).

As analises n&o derivatizadas e analisadas na central de analises da UFSC
por Probe/MS, utilizou um cromatégrafo gasoso Shimadzu CG 17-A acoplado a um

detector Finigan fon Trap modelo 800R com injecéo direta no probe do detector.

3.3.6.1 Preparo das amostras para analise por cromatografia gasosa

As solugbes padrdo ou amostra, cujas concentragdes variaram de 1 a 10 mg
por mL, foram preparadas com 100 a 500 yL de amostra ou padrdo adicionados de
50uL de solucédo de padréo interno de acetato de tocoferol com concentragcdo de 5

mg/mL em etanol 96%.
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3.3.6.2 Preparo das amostras silanizadas para analise no cromatégrafo gasoso e

espectrémetro de massa - GC/MS

As solugbes padrdo ou amostra, cujas concentragdes variaram de 1 a 10 mg
por mL, foram preparadas transferindo-se 500 uL de amostra ou solugcdo padrao para
um microtubo de 1,5 mL. Foram adicionados 250 pyL de agente silanizante (trimetil
silano) na amostra ou padréao e apods foi adicionado 250uL de piridina destilada para
analise em GC/MS. Nas amostras para analise em CG foi utilizada uma aliquota de
250 yL da amostra silanizada e adicionando 50 uL de solucédo de padrao interno de

acetato de tocoferol com concentragao de 5 mg/mL em etanol 96%.

3.3.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.3.7.1 Sistema cromatografico analitico

As analises foram realizadas em 3 aparelhos Merck-Hitashi (1-Laboratério
Catarinense S.A., 2- Industria Farmacéutica As Ervas Curam Ltda, 3- Laboratério de
Fitoquimica da UFPR) compostos de: bomba L7100 Lachrom (1 e 2) e bomba L2130
Elite LaChrom (3); degaseificador de solventes L7612 (1 e 2) e L7812 LaChrom (3);
valvula de injecdo Rheodyne 7725i (1, 2 e 3), sendo que a partir de fevereiro de 2008
foi substituida, no cromatégrafo 2, por injetor automatico 7200 Merck ; Forno L7300
Lachrom (2); detectores DAD L7450 LaChrom (1), UV L7400 (2) (substituido em
16/08/2006 por DAD 7455), e DAD L2450 Elite LaChrom (3); interface L7000 LaChrom
(1 e 2) e EZChrom Elite (3) conectada ao sistema operacional Windows NT.

Utilizaram-se as colunas Merck ODS 5 um (250 mm X 4 mm d.i.), XTerraTM 5
um (MS C18 250 mm x 4,6 mm d.i.) e Phenomenex Gemini C18 (250 mm X 4 mm d.i.),
a temperatura de 35°C e sistema de separacéo conforme tabelas 4, 5, 6 e 7 e segundo
as seguintes referéncias: OLSEN (1980 e 1981), BJORKQVIST (1988), TREVOR
(1991), TREASE (1992), SILVERSTEIN (1994), MOFFAT (1986), BUDAVARI (1996),
Mc MURRY (1997), SHIMAMURA (1999), SIMOES et al. (2004), USP 24 (2000),
BARRY (2001), HUCK (2001), MELLO (2001), JUMA (2001), KANG (2001),
CARVALHO (2001), WATERS (2001), KIDDLE (2001), BURNS (2003).



TABELA 4 — GRADIENTE DE ELUICAO PARA ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS.
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Tempo (min.) Fase A (%)" Fase B (%)? Fase C (%) Fase D (%)“ Fluxo mL/min

0-5 98 1 1 0 1
5-10 80 18 2 0 1
10-15 70 27 3 0 1
15-37 40 50 10 0 1,1
37 - 41 20 50 30 0 1,2
41-50 5 1 94 0 1,2
50 - 55 1 1 98 0 1,5
55 -60 98 1 1 0 1

) Fase A = 0,1 M acido fosférico em acido sulfdrico 0,01 M;
@ Fase B = metanol;

® Fase C = acetonitrila:agua (90:10)

“ Fase D = acetonitrila

TABELA 5 — GRADIENTE DE ELUICAO PARA ANALISE DE FENOLICOS E FENILETIL GLUCOSINOLATO

Tempo (min) Fase A (%)"" Fase B (%)? Fase C (%) Fase D (%)™ Fluxo mL/min
0-5 97 0 3 0 1
5-10 87 0 13 0 1
10-15 78 0 22 0 1
15-37 65 0 35 0 1,1
37-41 30 0 70 0 1,2
41-50 30 0 70 0 1,2
50 - 55 97 0 3 0 1,5
55 - 60 97 0 3 0 1

) Fase A = 0,1 M acido fosférico em acido sulfdrico 0,01 M;
@ Fase B = metanol;

® Fase C = acetonitrila:agua (90:10)

“ Fase D = acetonitrila

TABELA 6 — GRADIENTE DE ELUICAO PARA ANALISE DE COMPOSTOS NITROGENADOS

Tempo (min) Fase A (%)"" Fase B (%)? Fase C (%)® Fase D (%)™ Fluxo mL/min

0-40 60 16 24 0 1,2

" Fase A = 1 mg/mL de lauril sulfato de sédio em solugéo 0,1 M acido fosférico em acido sulfurico 0,01 M;
@ Fase B = metanol;

® Fase C = acetonitrila:agua (90:10)

® Fase D = acetonitrila

TABELA 7 — GRADIENTE DE ELUICAO PARA ANALISE DE ESTEROIDES

Tempo (min) Fase A (%)"" Fase B (%)? Fase C (%)® Fase D (%)™ Fluxo mL/min

0-5 5 10 0 85 1,5

) Fase A = 0,1 M acido fosférico em acido sulfdrico 0,01 M;
@ Fase B = metanol;

® Fase C = acetonitrila:agua (90:10)

“ Fase D = acetonitrila
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3.3.7.2 Sistema cromatografico preparativo

3.3.7.2.1 Andlise preparativa em meio de acido cloridrico

Utilizou-se 0 mesmo sistema cromatografico que o analitico, substituindo a
coluna analitica por uma coluna Merck ODS 10 um (250 mm X 10 mm d.i.) com fluxo
de 2 mL/min e gradiente conforme tabela 8.

As analises das fragdes foram analisadas por Probe/MS na UFPR, utilizou um
cromatografo gasoso Shimadzu CG 17-A acoplado a um detector Finigan lon Trap

modelo 800R com injeg¢ao direta no probe do detector.

TABELA 8 — GRADIENTE DE ELUIGAO DA ANALISE PREPARATIVA COM ACIDO CLORIDRICO

Tempo (min) Fase A (%)"" Fase B (%)? Fase C (%)
0-1 10 89 1
1-2 50 49 1
2-5 50 49 1
5-7 10 1 89
7-12 10 1 89
12-14 10 89 1
14-20 10 89 1

" Fase A = Agua:acetonitrila:acido cloridrico 0,1 M (946:50:4);
@ Fase B = agua:acido cloridrico 0,1 M (996:4);
® Fase C = acetonitrila:fase B (90:10).

3.3.7.2.2 Analise preparativa em meio de acido férmico

Utilizou-se 0 mesmo sistema cromatografico que o analitico, substituindo a
coluna analitica por uma coluna X-Terra 10 um (250 mm X 10 mm d.i.) com fluxo de 2
mL/min e gradiente conforme tabela 9, para obtencdo de fragcdes purificadas. As
fragcbes obtidas foram analisadas por espectrometria de massa com detector triplo
quadripdlo (Applied Biosystens APl 3200) e utilizando-se um probe por ionizagdo de

eletrospray em modo positivo e modo negativo, de acordo com a necessidade.

TABELA 9 — GRADIENTE DE ELUIGAO DA ANALISE PREPARATIVA COM ACIDO FORMICO

Tempo (min) Fase A (%)(1) Fase B (%)(2)
0-4 97 89
4-15 70 30
15-20 70 30
20-25 30 70
25-53 30 70
53-54 97 3
54-59 97 3

" Fase A = Agua:acetonitrila:acido formico (985:10:5);
@ Fase B = acetonitrila:agua:acido formico (900:95:5);
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3.3.7.3 Qualificagdo (fingerprint) e semi-quantificacdo (>95%) de compostos

fendlicos, nitrogenados e esterdides por CLAE.

3.3.7.3.1 Preparo de solugdes padrao para construcdo das curvas de semi-

quantificacéo (> 95%) e fingerprint (qualificacao).

Para a determinacao de fendlicos foram realizadas duas curvas, uma para
quantificacao em fenilpropandides e outra quantificacdo em cumarinas e flavondides.
Foram também construidas curvas para compostos nitrogenados e esterdides. Todas
as solugdes foram preparadas segundo CARVALHO (2001), HARBONE (1998),
SIMOES et al. (2004), ANVISA (2003) e LYON et al.(2006).

Inicialmente preparou-se todas as solugcdes padrao com concentracdo de 2
mg/mL, em metanol. A seguir foi preparada uma solu¢do de padrdées com
concentracéo final 0,2 mg/mL de cada padréo necessario, conforme demonstrado nas
tabelas 10, 12, 14 e16. Entdo foram preparadas as solugdes padrao para construgao
da curva de linearidade, com concentragbes entre 0,08 e 0,12 mg/mL conforme
demonstrado nas tabelas 11, 13, 15 e17.

As solugdes foram diluidas para se obter um sinal de 100 a 1000 mAU de

absorvancia pelo detector.

TABELA 10 — PREPARO DA SOLUGAO DE PADROES A 0,2 mg/mL PARA FENILPROPANOIDES.

Padrao [ 2 mg/mL] Volume de solugdo uyL  Padréo [ 2 mg/mL] Volume de solugéo L
Acido galico 500 Acido ferulico 500
Pirogalol 500 Acido sinapico 500
Acido clorogénico 500 Acido cinamico 500
Acido cafeico 500 Acido hidrocinamico 500
Acido p-cumarico 500 Metanol PA 500

TABELA 11 — PREPARO DAS SOLUGOES DE PADROES PARA CONSTRUGCAO DA CURVA DE  LINEARIDADE
EM FENILPROPANOIDES E FINGERPRINT.

Solugéo Solugéo Solugéo Solugao Solugéo
0,08 mg/mL 0,09 mg/mL 0,1 mg/mL 0,11 mg/mL 0,12 mg/mL
80% 90% 100% 110% 120%
Solugéo 0,1M H3PO4 600 pL 550 uL 500 yL 450 pL 400 pL
Solugdo de padrées 0,2 400 yL 450 uL 500 uL 550 uL 600 uL

mg/mL™
“)Solugéo de padrdes 0,2 mg/mL demonstrada na tabela 6
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TABELA 12 — PREPARO DA SOLUGAO DE PADROES A 0,2 mg/mL PARA CUMARINAS E FLAVONOIDES.

Padrao [2mg/mL] Volume de Padrao [2mg/mL] Volume de solugéo
solugdo pL uL

Psoraleno 500 Luteolina 500

Cumarina 500 Quercetina 500

Rutina 500 Isorametina 500

Acido cinamico 500 Metanol PA 1500

TABELA 13 — PREPARO DAS SOLUGOES DE PADROES PARA CONSTRUGAO DA CURVA DE LINEARIDADE
EM CUMARINAS E FLAVONOIDES E FINGERPRINT

Solugéo Solugéo Solugéo Solugao Solugéo
0,08 mg/mL 0,09 mg/mL 0,1 mg/mL 0,11 mg/mL 0,12 mg/mL
80% 90% 100% 110% 120%
Solugdo 0,1M H3PO4 600 pL 550 pL 500 L 450 L 400 pL
Solugéo de padrées 0,2 400 pL 450 L 500 pL 550 pL 600 pL

mg/mL“)
mSqugéo de padrdes 0,2 mg/mL demonstrada na tabela 8

TABELA 14 — PREPARO DA SOLUGAO DE PADROES A 0,2 mg/mL PARA COMPOSTOS NITROGENADOS.

Padrao [2mg/mL] Volume de Padrao [2mg/mL] Volume de
solugéo pL solugao uL
Nicotinamida 500 Acido hidrocinamico 500
Tirosina 500 Fenilalanina 500
Tiramina 500 Metanol PA 2500

TABELA 15 — PREPARO DAS SOLUGOES DE PADROES PARA CONSTRUGAO DA CURVA DE LINEARIDADE
DE COMPOSTOS NITROGENADOS E FINGERPRINT

Solugéo Solugdo Solugdo Solugéo Solugdo
0,08 mg/mL 0,09 mg/mL 0,1 mg/mL 0,11 mg/mL 0,12 mg/mL
80% 90% 100% 110% 120%
Solugéo 0,1M H3PO4 -com 1 600 pL 550 uL 500 yL 450 pL 400 pL
mg/mL de lauril sulfato de
sodio
Solugéo de padrées 0,2 400 pL 450 pyL 500 pL 550 pL 600 pL
mg/mLm

M Solugéo de padrdes 0,2 mg/mL demonstrada na tabela 10

TABELA 16 — PREPARO DA SOLUGAO DE PADROES A 0,2 mg/mL PARA ESTEROIDES.

Padréo [2mg/mL] Volume de Padréo [2mg/mL] Volume de
solugdo pL solucdo pL

Beta sitosterol 500 Tocoferol 500

Estigmasterol 500 Acetato de tocoferol 500

lupeol 500 Metanol PA 2500

TABELA 17 — PREPARO DAS SOLUGCOES DE PADROES PARA CONSTRUGCAO DA CURVA DE LINEARIDADE
DE ESTEROIDES E FINGERPRINT

Solugéo Solugéo Solugéo Solugéo Solugéo
0,08 mg/mL 0,09 mg/mL 0,1 mg/mL 0,11 mg/mL 0,12 mg/mL
80% 90% 100% 110% 120%
Metanol 600 pL 550 pL 500 L 450 L 400 pL
Solugdo de padrdes 0,2 400 pL 450 L 500 L 550 pL 600 pL

mg/mLm
M Solugéo de padrdes 0,2 mg/mL demonstrada na tabela 12
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3.3.7.3.2 Preparo da amostra para analise por CLAE para determinacido de

compostos fendlicos, nitrogenados e esterdides

Adicionou-se de 1 a 1,5 mL de cada amostra em um microtubo de 2 mL. As
amostras foram preparadas conforme tabela 18. Foram diluidas para concentragdes

que se obtenha um sinal de 100 a 1000 mAU de absorvancia pelo detector.

TABELA 18 — PREPARO DAS SOLUGOES AMOSTRA PARA DETERMINAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS,
NITROGENADOS E ESTEROIDES; E FINGERPRINT

Compostos Amostra Extraida Solugéo | “ Solugéo 1@ Solugéo mne
Fendlicos 500-800 pL 200-500 pL - -
Nitrogenados 500-800 pL - - 200-500 pL
Esterdides 500-800 pL - 200-500 pL -

™ Solugao | = 0,1M:0,01M (H3PO4:H2S04)
@ Solugao Il = 95% metanol e 5% de solugdo 0,1M:0,01M (H3PO4:H2S04)
® Solugao Il = 0,1M:0,01M (HsPO4:H2S04) com 1 mg/mL de lauril sulfato de sédio

3.3.7.4 Validacao analitica do doseamento do feniletil glucosinolato por CLAE

As analises cromatograficas quantitativas por CLAE foram validadas segundo
o Guia para Validagao de Métodos Analiticos e Bioanaliticos (RE-899 de 29 de maio de
2003) da ANVISA.

De acordo com esta resolugao, as metodologias se classificam segundo sua
finalidade e na categoria | teremos: testes quantitativos para a determinagdo do
principio ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas. Esta categoria exige a
realizacdo dos seguintes ensaios: especificidade, linearidade, intervalo, precisdo por
repetibilidade, precisao intermediaria, exatidao e robustez.

A descricao detalhada da execugao do ensaio analitico para fins de validagao
do método de doseamento de feniletil glucosinolato (ENGELEN-EIGLES, 2006) no
extrato padronizado de talos e folhas do Agrido apresenta-se a seguir.

As analises foram realizadas utilizando o extrato padronizado de talos e
folhas (EPTF), somente a analise de especificidade utilizara a amostra do placebo das
folhas no intuito de demonstrar a aplicabilidade do método aos extratos. As condi¢des
da anadlise cromatografica bem como o modo de preparo da amostra conforme
descritas neste capitulo. Os resultados sdo demonstrados em miligrama de analito por

grama de droga vegetal ou mL do extrato padronizado (mg/g ou mg/mL).
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3.3.7.4.1 Linearidade

Inicialmente preparou-se a solugdo padrdo com concentragdo de 1 mg/mL,
em metanol. A seguir foi preparada uma diluicdo da solugao padrao com concentragao
final 0,4 mg/mL. Para a realizagdo da curva de calibragdo foram preparadas sete
concentracdes diferentes (0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,14; 0,16 mg/mL) a partir da
solugdo padrédo de referéncia de feniletil glucosinolato com concentracdo de 0,4
mg/mL, em baldes volumétricos, calibrados, de 5 mL. Para cada concentragao foram
realizadas 3 corridas (3 pontos por concentragdo). Conforme RE 899 da ANVISA
(2003) preconizou-se um intervalo entre 40 a 160 % para analises de determinagao
quantitativa dos analitos dos itens 3.4 e 3.7, visando a obtencdo mais precisa dos
resultados de eficiéncia extrativa, os quais podem demonstrar variagdes maiores que
60 %. A condicao de analise € que o coeficiente de correlacéo (r2) deve resultar no
minimo 0,98. As solucdes foram diluidas para se obter um sinal de 50 a 1000 mAU de

absorvancia pelo detector.

3.3.7.4.2 Exatidao

O placebo do extrato padronizado de talos e folhas do Agrido foi considerado
o residuo da droga vegetal que ja passou pelo processo de extragdo por Soxhlet.
Amostras dos placebos dos itens 3.4 e 3.7 fortalecidas com o padrao de referéncia
foram analisadas em ftriplicata em trés niveis de concentracbes determinando a
porcentagem de recuperagcdo da quantidade conhecida do padrao adicionada na
amostra. Para os célculos foram utilizadas no minimo trés leituras.

Foi utilizado o padrao de referéncia de feniletil glucosinolato para preparo da
amostra placebo fortalecido nas concentragdes de 100 %. As extragcdes foram
realizadas com o mesmo processo do preparo dos itens 3.4 e 3.7, substituindo a droga
vegetal pelo residuo de extragcédo adicionado os padrdes de referéncias.

As amostras de placebo fortalecido foram preparadas em trés replicatas
conforme tabela 19, 20 e 21. A exatiddo € expressa em porcentagem de recuperagao
(Recuperacao = concentragao pratica do padrao adicionado x 100) através do ensaio
do ativo adicionado em quantidade conhecida. Esta porcentagem é calculada
determinando-se a razdo da quantidade encontrada dividida pela quantidade
adicionada e multiplicando-se por 100. O valor de recuperacédo deve ficar entre 95 a
105 %.
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TABELA 19 — CONCENTRAGAO TEORICA PADRAO ADICIONADO (MINIMA)

Preparo da solugéo EPTF EPSTF XPTF 1/10 SOPTF
1/100 1/200 1/10
Volume de amostra (L) 125 125 125 125
Solugédo de feniletil glucosinolato 0,4mg/mL (uL) 250 250 250 250
Metanol:Fase A gqsp (mL) 5 5 5 5

TABELA 20 — CONCENTRAGAO TEORICA PADRAO ADICIONADO (MEDIA)

Preparo da solugao EPTF EPSTF XPTF 1/10 SOPTF
1/100 1/200 1/10
Volume de amostra (L) 125 125 125 125
Solugéo de feniletil glucosinolato 0,4mg/mL (L) 750 750 750 750
Metanol:Fase A gsp (mL) 5 5 5 5

TABELA 21 — CONCENTRAGAO TEORICA PADRAO ADICIONADO (MAXIMA)

Preparo da solugao EPTF EPSTF XPTF 1/10 SOPTF
1/100 1/200 1/10
Volume de amostra (L) 125 125 125 125
Solugéo de feniletil glucosinolato 0,4mg/mL (uL) 1500 1500 1500 1500
Metanol:Fase A qsp (mL) 5 5 5 5

3.3.743 Especificidade

Foram analisadas as solugdes do padrao de referéncia e as solugdes placebo
dos itens 3.4 e 3.7, para a determinacdo da interferéncia de cada amostra nas
analises. A solugcdo placebo foi preparada da mesma forma que a amostra,
substituindo a droga vegetal pelo residuo da extragao.

Os cromatogramas resultantes foram analisados por sobreposicdo, nao
podendo haver resposta maior que 2 % nas solugdes placebo, no mesmo tempo de

retencao do feniletil glucosinolato obtido nas solugdes padrao e placebos fortalecidos.

3.3.7.4.4 Precisao por repetibilidade

A precisao é a proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas
de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisao por repetibilidade
(intra-corrida) é a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de
tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentagao. Foram realizadas trés analises
da amostra com seis repeticbes no mesmo dia, com o0 mesmo analista e mesmo

equipamento.
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3.3.7.4.5 Precisao intermediaria

A precisao por intermediaria (inter-corridas) é a concordancia entre os
resultados dentro de um mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Foram realizadas com seis

repeticoes em dias diferentes e com analistas diferentes.

3.3.7.4.6 Robustez

E a medida da capacidade de um método analitico resistir a pequenas e
deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confiangca durante o uso
normal. Para a CLAE serao considerados como fatores de variacdo do método:

Uso de outra coluna cromatografica com lote diferente da utilizada para as
analises anteriores;

Variagao do pH da fase mével acida em menos 0,2 pontos (de 1,6 para 1,8)
adicionando acido fosférico concentrado a fase movel;

Aumento da temperatura do forno de colunas em 3 °C, ou seja, de 35 °C para
38 °C.

3.3.7.4.7 Intervalo

O intervalo de utilizacdo do método foi considerado aquele compreendido
entre os valores utilizados no teste da linearidade. Todas as amostras testadas foram
diluidas de modo que sua concentragao de feniletil glucosinolato ficasse dentro destes

parametros.

3.3.8 Qualificacado por espectrofotometria UV/VIS

3.3.8.1  Preparo da amostra para analise UV

As solugdes padrao e/ou amostras, cujas concentragdes variaram de 0,1 a 1
mg/mL, foram diluidas em solugdo 20% de acetonitrila em agua e analisadas em
microcubetas de quartzo, cuja absorcéao teve finalidade qualitativa e a leitura variava de

0,5a 2 AU e scan de 200 a 600 nm.
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3.3.9 Qualificacado por espectrofotometria de infravermelho - IR

3.3.9.1 Preparo da amostra para analise no IR

As solugdes padrdo de sinigrin (propenil glucosinolato) e a amostra cuja
concentragéo variou de 2 a 10 mg/mL, foram adsorvidas em brometo de potassio e a

seguir evaporado o solvente. Preparou-se as pastilhas e fez-se analise espectral.

3.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE Nasturtium officinale

3.4.1 Preparo da alcoolatura de agrido

Adicionou-se 530mL ou 1000mL de etanol 96% no copo de liquidificador
doméstico e adicionou-se aos poucos 500g ou 950g de agrido in natura. Triturou-se
nos intervalos de adicdo, mantendo-se por 1 min a trituracdo apds adicdo total do
vegetal e apds a trituragao transferiu-se para um béquer e macerou-se por trés horas.
Montou-se um sistema de filtragdo a vacuo (figura 4) e filtrou-se o macerado obtendo-

se a alcoolatura.

FIGURA 4 — PREPARO DA ALCOOLATURA, VISAO APOS MACERADO E SISTEMA DE FILTRAGCAO A VACUO.

alcoolatura

3.4.2 Extrato por dupla maceracéao

Para extragado por dupla maceragao foram utilizados 500 g do droga vegetal
que foi macerado em 1000 mL de etanol 81 % (850 mL de etanol 96 % e 150 mL de

agua) em um percolador de Robiquit com capacidade de trés litros. Apds 72 horas,
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procedeu-se a eluicdo que resultou na obtencdo da primeira fracdo de 500 mL do

extrato. O residuo foi novamente extraido por maceragcao, durante 72 horas, apés
adicao de 500 mL de etanol 81%, produzindo a segunda fracdo de 500 mL do extrato.

Pela reunido destas duas fragdes foram obtidos 1000 mL de extrato bruto etandlico.

3.4.3 Extragcdo em Soxhlet analitico modificado

3.4.3.1 Extragdo em Soxhlet analitico modificado com etanol 81%

Os extratos analiticos foram preparados a partir das drogas vegetais: talos,
talos mais folhas e folhas; e também a partir do extrato seco talos e folhas (ESPTF).
Os extratos obtidos foram entdo denominados: extrato analitico talos (EAT), extrato
analitico talos e folhas (EATF), extrato analitico folhas (EAF) e extrato analitico do
extrato seco padronizado talos e folhas (EAESPTF).

Adicionou-se 10 g de droga vegetal em um tubo de Falcon, de polipropileno,
perfurado no fundo cbnico e vedado com algodao nas extremidades. Foi utilizado o
extrator Soxhlet modificado (figura 5), segundo o procedimento a seguir: adicionou-se
150 mL de etanol 81% no baléo de fundo chato com pérolas de vidro e conectou-se o
extrator, previamente adicionado do tubo de Falcon com amostra. Em seguida
adicionou-se 50 mL de etanol 81% ao tubo de Falcon e deixou-se o sistema em
repouso por 30 min para umectagdo da droga vegetal. Conectou-se este conjunto ao
condensador de bolas. Iniciou-se o processo de aquecimento para a extragao continua
onde o solvente condensado percolou pelo tubo de Falcon e eluiu para o extrator até
refluxagcdo. Esse procedimento ficou ativo por trés horas. Depois de transcorrido este
tempo, o extrato obtido foi filtrado e transferido para um baldo volumétrico de 200 mL,

que teve seu volume exatamente completado com etanol 81%.
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FIGURA 5 — APARELHO SOXHLET ANALITICO MODIFICADO

[ o "51
\ HVIN ;
3# 6 — Condensador

[ .. !
‘ | Tubo de Falcon ou
5 Cartucho de vidro

/
/ L Extrator
~ 3L

\
gnﬂg Baldao concentrador

Sistema de aquecimento
-

=

Torneira de fracionamento

3.4.3.2 Extragdo em Soxhlet analitico modificado com gradiente de polaridade de

solvente

Os extratos analiticos foram preparados a partir da droga vegetal de talos e
folhas (DVTF). Adicionou-se 10 g de DVTF em um tubo de Falcon, de polipropileno,
perfurado no fundo cénico e vedado com algodao nas extremidades. O procedimento
foi idéntico ao item 3.4.3.1, mas substituindo o etanol 81% pelos solventes hexano ,
cloroférmio, acetato de etila e etanol 85%.

Apods a conclusdo da extragdo, no primeiro gradiente para preparo do extrato
hexanico, o extrato hexanico do baldo foi evaporado em banho Maria e solubilizado em
de etanol 96% e transferido para um baldo volumétrico de 50 mL. Apéds a extragdo com
hexano, montou-se novamente o sistema Soxhlet e iniciou-se a extragdo com 200 mL
de cloroférmio. Introduziu-se novamente o cartucho no extrator, substituiu-se o hexano
por cloroférmio e repetiu-se o procedimento, obtendo-se a fragcdo cloroférmica pelo
mesmo método e ressolubilizado em 50 mL de etanol 96%. A fracdo acetato de etila foi
submetida ao mesmo processo de fracionamento e ressolubilizagdo da fragao
cloroférmica. Finalmente a quarta fragéo foi extraida com 200 mL etanol 81% obtendo-
se a 42 fracao etandlica 81%, na qual foi concentrada no equipamento, desprezando
120 mL de destilado pelo extrator. A solugcdo extratora do baldo foi filtrada para um

baldo de 100 mL e seu volume completado para 100 mL de etanol 81%.
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3.4.4 Extratos padronizados para fins farmacotécnicos em Soxhlet modificado.

3.4.4.1 Extrator com capacidade para 500g de droga vegetal

Adaptou-se uma manta de algoddo de 3 cm de espessura, sobre a placa
porosa de teflon, no fundo do extrator, e adicionou-se em torno de 500 g da droga
vegetal de acordo com a sua densidade aparente, perfazendo o volume de 1,6 L (25
cm de droga vegetal em um aparelho com ¢ de 9 cm x 40 cm de altura util). O aparelho
extrator Soxhlet (figura 6) foi utiizado com o seguinte procedimento: adicionou-se
1000mL de etanol 81% no baldo de fundo chato de 3000 mL, contendo algumas
pérolas de vidro; conectou-se o extrator ao baldo e adicionou-se sobre 1500 mL de
etanol 81% para umectacdo da droga vegetal por 30 min e conectou-se este conjunto
ao condensador de bolas. Iniciou-se o processo de aquecimento para a extragao
continua, onde o solvente condensado percolou pela droga vegetal e eluiu no extrator
até refluxacdo. Este procedimento foi mantido por cinco horas em média. Depois de
transcorrido este tempo, concentrou-se o extrato do baldo para aproximadamente 1000
mL. O procedimento foi realizado com as trés partes de droga vegetal, que foram
separados no processo de estabilizagdo. Assim utilizou-se a droga vegetal obtida dos
talos mais folhas, a somente dos talos e a obtida somente das folhas. Os extratos da
droga vegetal dos talos e folhas foram reunidos, obtendo-se assim o extrato
padronizado dos talos mais folhas (EPTF). O mesmo foi feito com os extratos das
folhas, obtendo-se assim o extrato padronizado das folhas (EPF). Nao foi necessario a
realizacao desse procedimento com o extrato obtido dos talos porque deste material foi
realizado apenas uma extracao, sendo denominado de extrato padronizado dos talos
(EPT). Os respectivos volumes finais, dos extratos padronizados, foram medidos com
uma proveta e transferidos para frascos de vidro ambar. Foi feito um “blend” de EPTF e
EPF com uma mistura de 80% do volume final dos extratos referidos.

O marco residual foi submetido a determinacdo da massa final pela
eliminagao do etanol residual por filtragdo a vacuo e secagem em estufa a 45 °C. Apds
a estabilizacdo do marco residual, este foi embalado em sacos de papel Kraft e

acondicionado em caixas de papelao.
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FIGURA 6 — APARELHO SOXHLET FARMACOTECNICO MODIFICADO PARA 500g DE DROGA VEGETAL
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3.4.4.2 Extrator com capacidade para 2000g de droga vegetal

Adaptou-se uma manta de algoddo de 3 cm de espessura, sobre a placa
porosa de teflon, no fundo do extrator, e adicionou-se em torno de 2000 g da droga
vegetal de acordo com a sua densidade aparente, perfazendo o volume de 6,4L (25 cm
de droga vegetal em um aparelho com ¢ de 16 cm x 80 cm de altura util). O aparelho
extrator Soxhlet (figura 7) foi utilizado com o seguinte procedimento: adicionou-se 3000
mL de etanol 81% no baldo de fundo chato de 6000 mL, contendo algumas pérolas de
vidro; conectou-se o extrator ao baldo e adicionou-se sobre 5000 mL de etanol 81%
para umectacdo da droga vegetal por 30 min e conectou-se este conjunto ao
condensador de bolas. Iniciou-se o processo de aquecimento para a extragao continua,
onde o solvente condensado percolou pela droga vegetal e eluiu no extrator até
refluxacdo. Este procedimento foi mantido por cinco horas em média. Depois de
transcorrido este tempo, concentrou-se o extrato do baldo para aproximadamente 3000
mL. Os respectivos volumes finais, dos extratos padronizados, foram medidos com
uma proveta e transferidos para frascos de vidro ambar. Foi feito um “blend” de EPTF

com uma mistura de 80% do volume final dos extratos referidos.
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O marco residual foi submetido a determinacdo da massa final pela

eliminagao do etanol residual por filtragdo a vacuo e secagem em estufa a 45 °C. Apés
a estabilizagdo do marco residual, este foi embalado em sacos de papel e

acondicionado em caixas de papelao.

FIGURA 7 — APARELHO SOXHLET FARMACOTECNICO MODIFICADO PARA 2000g DE DROGA VEGETAL

3.4.4.3 Extrator industrial com capacidade de 300 L de droga vegetal

Adicionou-se 52 kg de droga vegetal com a sua densidade aparente de 0,3
kg/L perfazendo o volume de 150 L no extrator, sobre um disco de inox perfurado no
fundo do extrator vedado com uma manta filtrante de algoddo. Foi utilizado o extrator
industrial a vacuo, pelo principio de Soxhlet (auto-renovagdo do solvente), segundo
patente INPI (Pl 0601703-7), segundo o procedimento a seguir: adicionou-se 200 L de
etanol 81% no concentrador com sistema de agitagdo. Em seguida adicionou-se 250 L
de etanol 81% ao extrator e deixou-se o sistema em repouso por 30 min para
umectagao da droga vegetal. Iniciou-se o processo de aquecimento para a extragao
continua onde o solvente do concentrador € destilado e condensado sobre a droga
vegetal e percolando pelo sistema extrator até cobrir totalmente a droga vegetal, o
percolado macerado é refluxado para o concentrador. Esse procedimento manteve-se
ativo por 8 refluxos de aproximadamente uma hora (cada refluxo). Depois de
transcorrido este tempo, o extrato obtido foi concentrado para 100 L e filtrado para um

reservatoério de 200 L.
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3.4.5 Extracdo em Soxhlet modificado, por gradiente de polaridade, para fins

fitoquimicos

Realizou-se este processo utilizando a seguinte sequéncia de solventes, em
gradiente de polaridade: n-hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e etanol
81%. O processo geral esta descrito abaixo.

Adaptou-se uma manta de algoddo, de 3 cm de espessura, no fundo do
extrator soxhlet (¢ 9cm x h 20 cm) e adicionou-se a quantidade de droga vegetal, 400 g
da droga vegetal para a primeira determinagdo e 500 g na segunda determinacgao.
Cobriu-se a droga vegetal com outra manta de algoddo de 3 cm de espessura. O
aparelho extrator Soxhlet (figura 6) foi utilizado com o seguinte procedimento:
adicionou-se 500 mL do solvente no baldo de fundo chato, de 1000 mL, com pérolas
de vidro e conectou-se ao extrator. Em seguida adicionou-se ao extrator, sobre a
manta de algoddo superior, um volume de 1350 mL do mesmo solvente contido no
baldo com a finalidade de umectar a droga vegetal, para tanto se deixou o sistema em
repouso por 30 min. Por fim conectou-se este conjunto ao condensador de bolas e
iniciou-se o processo de aquecimento para a extracdo continua, em que o solvente
condensado percolava a droga vegetal e eluia pelo extrator até refluxagdo. Este
procedimento foi mantido por um periodo de cinco horas. Depois de transcorrido este
tempo, concentrou-se o extrato do baldo para o volume adequado, de acordo com o
solvente utilizado. Em seguida foi realizada a determinacdo da massa de sélidos,
transferindo-se o extrato para um baldo de evaporador rotatério previamente tarado e
concentrando-o a 45 °C e 600 mmHg até a secura. O marco residual foi utilizado para a
particdo com o solvente subsequente no gradiente crescente de polaridade. Ou seja,
foram realizados ao todo cinco processos extrativos em ordem crescente de
polaridade, n-hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e etanol 81%. Os
sélidos residuais da fracdo hexanica e diclorometano foram solubilizados em
diclorometano, da fracdo acetato de etila em metanol, da fracdo metanol em metanol
95 % e os solidos residuais da fragao etanol 81% foram solubilizados em metanol 80%.

O marco residual foi estabilizado, eliminando-se o etanol residual por filtragao

a vacuo e secagem em estufa a 45°C, e sua massa final foi determinada.
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3.5 TRATAMENTO DOS EXTRATOS DE Nasturtium officinale

3.5.1 Alcoolatura de agriao

Na alcoolatura foram submetidos, de acordo com o interesse, a determinacao
de peso seco por gravimetria em estufa e a avaliagdo dos perfis cromatograficos por
CCD, e CLAE. As analises foram realizadas conforme as metodologias descritas nos

meétodos gerais.

3.5.2 Extrato por dupla maceragéao

No extrato por dupla maceracdo foram submetidos, de acordo com o
interesse, a determinacédo de peso seco por gravimetria em estufa e mufla, avaliagao
dos perfis cromatograficos por CCD, CLAE. As analises foram realizadas conforme as

metodologias descritas nos métodos gerais.

3.5.3 Extrato analitico em Soxhlet modificado

3.5.3.1 Extrato com etanol 81%

Os extratos analiticos EAT, EATF e EAF foram submetidos, de acordo com o
interesse, a determinacdo de peso seco por gravimetria em evaporador rotatério e a
avaliacdo dos perfis cromatograficos por CCD, CLAE e CG. As analises foram

realizadas conforme as metodologias descritas nos métodos gerais.

3.5.3.1.1 Reacgdo de hidrdlise acida de glucosinolatos do extrato analitico talos e

folhas (EATF)

Adicionaram-se 50 mL do EATF no baldo de 250 mL de fundo chato do
sistema Soxhlet, 10 mL de acido cloridrico puro e refluxou-se por 1h segundo
DORMEMANN et al. (1974). Apos hidrélise foi arrastado o excesso de acido cloridrico

pela modificagcdo da pesquisa utilizando o extrator Soxhlet modificado (figura 5),
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segundo o procedimento a seguir: adicionou-se 100 mL de etanol 96 % no baldo de

fundo chato com pérolas de vidro e conectou-se o extrator. Conectou-se este conjunto
ao condensador de bolas. Iniciou-se o processo de aquecimento para o arraste do
acido cloridrico e agua da solugao de hidrdlise, recolheu-se 80 mL de solugdo destilada
pela torneira (item 3 da figura 5) do extrator. Interrompeu-se a concentragao, transferiu-
se a solugao concentrada do baldo do extrator para um baldo volumétrico de 100 mL e

completou-se o volume com etanol 81%.

3.5.3.1.2 Reacéao de degradacéo enzimatica de glucosinolatos do EATF

Foi realizada reagdo de degradacdo enzimatica de glucosinolatos do EATF
com objetivo de obter os glucosinolatos em forma de isotiocinato ou nitrila, segundo
OLSEN e SORENSEN (1981)

Adicionaram-se 50 mL do EATF no balédo de 250 mL de fundo chato do
sistema Soxhlet, 10 mL de solugcdo de nitrato de prata 0,03 M e refluxou-se por 1h
segundo DORMEMANN et al. (1974). Apds reagao enzimatica adicionou-se 3 mL de
solucao iodeto de potassio 0,15 M para precipitar os ions prata, filtrou-se a solugao
para um baldo de fundo chato de 250 mL, lavou-se os precipitados com 125mL de
etanol 96%. Conectou-se o baldo ao sistema Soxhlet e este conjunto ao condensador
de bolas. Iniciou-se o processo de aquecimento para o arraste de agua da solugao,
recolheu-se 145 mL de solugéo destilada pela torneira (item 3 da figura 5) do extrator.
Interrompeu-se a concentragao, transferiu-se a solugdo concentrada do baldo do
extrator para um baldo volumétrico de 50 mL, que teve seu volume exatamente

completado com etanol 81%.

3.5.3.2 Fragdes extraidas por gradiente de polaridade

As fragbes obtidas foram submetidos, de acordo com o interesse, a
determinacdo de peso seco por gravimetria, em estufa e evaporador rotatério, e a
avaliacdo dos perfis cromatograficos por CCD, CLAE e CG. As analises foram

realizadas conforme as metodologias descritas nos métodos gerais.
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3.5.4 Extratos padronizados para fins farmacotécnicos

3.5.4.1 Analises preliminares dos extratos padronizados

Os extratos padronizados EPTF, EPF e EPT foram submetidos, de acordo
com o interesse, a determinagcdo de peso seco por gravimetria em balanga de perda
por infra-vermelho, determinagdo gravimétrica de perda em mufla e a avaliagdo do
perfil cromatografico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por
cromatografia gasosa (CG). As analises foram realizadas conforme as metodologias

descritas nos métodos gerais.

3.5.4.2 Particionamento do extrato padronizado talos e folhas (EPTF) em silica.

O EPTF foi particionado em soxhlet modificado utilizando-se para tanto a sua

incorporagao em silica gel, conforme itens abaixo.

3.54.21 Obtencao da pastilha de silica

Pesaram-se 250 g de silica gel 60, marca Merck (0,063 — 0,200 mm), em
duas capsulas de porcelana (2x 125g) e adicionou-se, sobre a silica em cada capsula,
um volume de 275 mL do extrato padronizado talos e folhas, perfazendo um volume
total de 550 mL, que é equivalente a 300 g de droga vegetal estabilizada. Esse volume
de 275 mL de extrato padronizado foi adicionado em porgdes pequenas de acordo com
a saturacao da silica. Entende-se por saturacdo a capacidade de adsorcao da silica,
assim, colocou-se sempre um volume suficiente para que a silica ficasse solvatada, e
nao encharcada.

Foi realizada a evaporagdo do solvente em banho-maria a 60°C,
concomitantemente a adicdo das porgdes do extrato padronizado, até a secura
completa da silica. Fez-se entdo a desagregacdo dos grumos formados, e a
consequente homogeneizagao do po, utilizando um gral de porcelana.

Esse po obtido ficou denominado de pastilha de silica incorporada pelo
extrato padronizado, e foi usado no preparo posterior da coluna de silica no item
3.54.22.
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3.5.4.2.2 Preparacgao da coluna (cartucho) de silica

A coluna de silica foi preparada em um tubo de vidro adaptado a uma placa
porosa n° 0 de 5 mm de espessura conforme demonstrado na Figura 8 (¢ de 50 mm x
260 mm de altura). O procedimento seguido foi o seguinte: colocou-se um circulo de
papel filtro, perfeitamente ajustado ao didmetro interno do cartucho, sobre a placa
porosa. Em seguida adicionou-se uma camada de silica gel de aproximadamente 20
mm de altura (30g), acomodou-se outro circulo de papel filtro e sobre este foi colocada
a pastilha de silica obtida no item 3.5.2.2.1. Apds plena acomodacgao da pastilha de
silica, esta foi protegida com um circulo de papel filtro e uma manta de algodao de

aproximadamente 10 mm de espessura.

FIGURA 8 — COLUNA DE SILICA COM PLACA POROSA

3.54.23 Condicionamento inicial da coluna (cartucho) de silica

Adaptou-se a coluna (cartucho) de silica, obtida no item 3.5.2.2.2, ao extrator
Soxhlet modificado (figura 9) e este a um baldo de fundo chato de 1000 mL. Ao
conjunto adicionou-se, lentamente, um volume de 300 mL de n-hexano para

condicionar a coluna ao processo extrativo.
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3.5.4.2.4 Processo de particdo em Soxhlet modificado, utilizando coluna (cartucho)

de silica

Realizou-se este processo utilizando-se uma sequéncia de solventes, em
gradiente de polaridade: n-hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol 81 %. O
processo geral apresenta-se descrito abaixo.

O aparelho extrator Soxhlet modificado (figura 8) foi utilizado com o seguinte
procedimento: adicionou-se de 500 mL a do solvente no baldao de fundo chato, de 1000
mL, com pérolas de vidro e conectou-se ao extrator. O conjunto foi acoplado ao
condensador de bolas e iniciou-se o processo de aquecimento para a particao
continua, em que o solvente condensado eluia pelo cartucho de silica, e passava
diretamente para o baldo de 1000mL devido a abertura do sistema de torneira do
aparelho Soxhlet modificado. Este procedimento foi mantido pelo tempo necessario
para a retirada da fragdo mais soluvel no respectivo solvente utilizado. Depois de
transcorrido este tempo, concentrou-se o extrato contido no baldo para o volume
adequado, de acordo com o respectivo solvente utilizado. Em seguida foi realizada a
determinacao da massa de sodlidos, transferindo-se uma aliquota do extrato (15-20 mL)
para um baldo de evaporador rotatério tarado e concentrando-o (45 °C e 600 mmHg)
até a secura.

A coluna de silica foi entdo condicionada ao solvente subsequente no
gradiente de polaridade, e realizado o processo geral de particdo. Ou seja, foram
realizados ao todo quatro processos extrativos em ordem crescente de polaridade, n-
hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol 81%. Os sdlidos residuais da fragao
hexanica e cloroférmica foram solubilizados em etanol 96%, da fragao acetato de etila
em etanol 81%, e os solidos residuais da fracdo etanol 81% foram solubilizados no
proprio concentrado.

A coluna de silica foi estabilizada, mantendo-se a mesma umectada em

etanol 96%.
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FIGURA 9 — APARELHO SOXHLET FITOQUIMICO MODIFICADO

3.54.25 Analise das fragcbes do extrato padronizado de talos e folhas (EPTF)

As fragbes hexanica, cloroféormica, acetato de etila e etandlica (85%) do
extrato padronizado de talos e folhas (EPTF) foram submetidas, de acordo com o
interesse, a avaliagdo dos perfis cromatograficos por CCD, CLAE e GC. As analises

foram realizadas conforme as metodologias descritas nos métodos gerais.

3.5.4.3 Particionamento da fracao etandlica 85% proveniente do EPTF, em silica.

A fracdo etandlica (4? fragdo no gradiente de polaridade) do EPTF foi
particionada em soxhlet modificado utilizando-se para tanto a sua incorporacédo em

silica gel, conforme itens abaixo.

3.5.4.3.1 Obtencao da pastilha de silica

Pesaram-se 85 g de silica gel 60, marca Merck (0,063 — 0,200 mm), em uma
capsula de porcelana e adicionou-se, sobre a capsula, um volume de 250 mL da fragao
etandlica (81%), proveniente de extrato padronizado talos e folhas. Esse volume é
equivalente a 107,15 g de droga vegetal estabilizada. A fragdo etandlica (85%) foi

adicionada em porgdes menores de acordo com a saturagao da silica. Procedeu-se a
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evaporagao do solvente em banho-maria a 60°C, concomitantemente a adi¢do das

porcoes da fragcao hidroalcodlica, até a secura completa da silica. Fez-se entdo a
desagregacao dos grumos formados, e consequente homogeneizagdo do 3.5.4.2.2.
Particionamento da fragdo etandlica (85%) do extrato padronizado talos e folhas, em

aparelho soxhlet modificado do item 3.5.4.2.3

3.5.4.3.2 Preparacgéao da coluna (cartucho) de silica

A coluna de silica foi preparada em um cartucho de vidro(¢ de 50 mm x 260
mm de altura) adaptado de uma placa porosa n° 0 de 5mm de espessura. Foi utilizada
a coluna estabilizada apds o processo de particdo do extrato padronizado (ltem
3.5.4.2.2.1). Adaptou-se entdo um circulo de papel filtro, perfeitamente ajustado ao
didmetro interno do cartucho, sobre coluna de silica e em seguida foi colocada a
pastilha de silica obtida no item 3.5.4.2.3. Apds plena acomodacao da pastilha de
silica, esta foi protegida com um circulo de papel filtro e uma manta de algodao de

aproximadamente 1 cm de espessura.

3.5.4.3.3 Condicionamento inicial da coluna (cartucho) de silica

Adaptou-se a coluna (cartucho) de silica, obtida no item 3.5.4.2.3, ao extrator
Soxhlet modificado e este a um baldo de fundo chato de 500 mL. Ao conjunto
adicionou-se, lentamente, um volume de 150 mL de etanol 96% para acondicionar a

coluna ao processo de parti¢ao.

3.5.4.3.4 Processo de particdo da fragao etandlica (85%) do EPTF

O processo foi realizado utilizando-se primeiramente etanol 96% e em
seguida utilizou-se etanol 96% e acido cloridrico 0,1 M em uma proporgao de 90:10. O
processo geral apresenta-se descrito abaixo.

Adicionou-se 300 mL de solvente no baldo de fundo chato, de 500 mL, com
pérolas de vidro e conectou-se ao extrator contendo a coluna/cartucho de silica. O

conjunto foi acoplado ao condensador de bolas e iniciou-se o processo de aquecimento
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para a particao continua, em que o solvente condensado eluia pelo cartucho de silica,

e passava diretamente para o baldo de 500mL devido a abertura do sistema de
torneira do aparelho Soxhlet modificado. Este procedimento foi mantido pelo tempo
necessario para a retirada da fracdo mais soluvel no solvente em questdo. Depois de
transcorrido este tempo, concentrou-se o extrato do baldo para o volume adequado.
Em seguida foi realizada determinagcdo da massa de sdlidos, transferindo-se uma
aliquota de 20 mL da fracdo obtida para um baldao de evaporador rotatério tarado e
concentrando-o (45 °C e 600 mm Hg) até a secura.

A coluna de silica foi entdo condicionada ao eluente subsequente e foi
repetido o processo geral de partigdo. Portanto, foram realizadas ao todo duas
particoes.

Os sdélidos residuais da fragao etandlica 96% foram solubilizados em etanol
70% e da fragéo etandlica 96% com &acido cloridrico 0,1 M (90:10) foram solubilizados
em etanol 60%.

A coluna de silica foi estabilizada, eliminando-se o etanol residual por

secagem em estufa a 45°C.

3.5.4.3.5 Analise das fragdes EtOH 96% e EtOH 96% com HCI 0,1 N (90:10), obtidas
da fragao etandlica (85%) do EPTF

As fragdes etandlica (96%) e etandlica 96% com acido cloridrico 0,1N (90:10),
obtidas da fracdo etandlica (81%) do EPTF foram submetidas, de acordo com o
interesse, a avaliagdo do perfil cromatografico por CLAE, CCD, cromatografia gasosa,
UV e espectro de massa. As analises foram realizadas conforme as metodologias

descritas nos métodos gerais.

3.5.4.4 Separagao, em coluna de silica, da fragdo EtOH 96%

Pesaram-se 23 g de silica gel 60, marca Merck (0,063 — 0,200 mm), em uma
capsula de porcelana e adicionou-se, sobre a capsula, um volume de 50 mL da fragao
etandlica 96%, proveniente do item 3.5.3.2.4. Procedeu-se a evaporagao do solvente
em banho Maria a 60°C, concomitantemente a adicdo das por¢cdes da fragao

hidroalcodlica, até a secura completa da silica. Fez-se entdo a desagregagcédo dos
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grumos formados, e consequente homogeneizagédo do po, utilizando-se de um gral de

porcelana. Montou-se uma coluna de silica com acetato de etila, adicionou-se silica
incorporada de extrato. Iniciou-se o processo de particionamento com, acetato de etila,
acetato de etila:etanol 96% (95:5 a 0:100), etanol 96%:agua (90:10 a 70:30) e
etanol:acido cloridrico 0,01N (70:30). Foram recolhidas 21 fragcbes em frascos de
50mL, evaporadas a 45°C e diluidas em etanol (96% a 66%).

3.5.4.4.1 Separagao por Sephadex LH 20 da solu¢do obtida com a associagédo da 82

a 142 fracdo do item 3.5.4.4

Acondicionou-se a coluna com 50 mL de solugdo etanol 96%:agua (7:3).
Iniciou-se o processo de exclusdo dimensional com solucdes padrao de quercetina e
rutina, para verificagao da resolucao da coluna.

Em seguida iniciou-se o processo de eluigdo com 2 mL da amostra. Lavou-se
a coluna com 2 porgdes de 2 mL de etanol 96%:agua (7:3) para garantir o arraste de
toda a amostra para a coluna, manteve-se um volume de 5 a 15 mL de etanol
96%:agua (7:3) no topo da coluna. Os primeiros 15 mL de eluente foram desprezados

e a seguir foram coletadas as fragbes de 1 a 14, perfazendo um volume de 2 mL cada.

3.5.4.3.5.2 Andlise das fragdes obtidas no particionamento em silica e em Sephadex

LH-20 da fragdo EtOH 96%

As fracbes obtidas nesses particionamentos foram analisadas por
espectrofotometria UV, cromatografia liquida (CLAE) e espectrometria de massa. As

analises foram realizadas conforme as metodologias descritas nos métodos gerais.

3.5.4.5 Particionamento do extrato padronizado talos e folhas (EPTF) em meio

aquoso

O extrato padronizado talos e folhas (EPTF) etandlico foi diluido em agua e
concentrado em banho Maria para meio aquoso. Adicionou-se 50 mL extrato e 100 mL
de agua em um erlenmeyer de 250 mL, homogeneizou-se e deixou-se a solugdo em

banho Maria até a redug¢ao volume para 120 mL.



43
3.5451 Fracionamento com hexano

Montou-se o sistema Soxhlet modificado, conforme figuras 10 e 11 transferiu-
se a solugédo para o cartucho de fundo fechado (tipo tubo de centrifuga) do sistema
Soxhlet, adicionou-se 150 mL de hexano pela solugdo. Acoplou-se o sistema ao
condensador e iniciou-se o processo de particionamento. Manteve-se o processo de
percolagdo continua por 3 h em particionamento e a cada 30 min eluia-se todo o
particionamento hexanico para o baldo abrindo-se o sistema de transferéncia direta,
para potencializar a diluicdo de particionamento, promovendo a renovacdo do
particionamento. Apds as 3h, concentrou-se o fracionamento contido no baldo de 250
mL do sistema para aproximadamente 40 mL no proprio extrator, abrindo-se o registro
de coletor de fragdes e recolhendo-se em uma proveta de 100 mL. Transferiu-se o
fracionamento do baldo para um béquer de 100 mL evaporou-se para um volume de 6
a 7 mL, transferiu-se quantitativamente para um baldo de 10 mL e completou-se o
volume com etanol 96% e a seguir transferiu-se a solugao para um vidro ambar.

A fragao obtida foi submetida, de acordo com o interesse, a avaliacdo do
perfil cromatografico por CLAE. As analises foram realizadas conforme as

metodologias descritas nos métodos gerais.

FIGURA 10 — ACESSORIOS PARA EXTRATOR SOXHLET MODIFICADO PARA EXTRAGAO COM GRADIENTE
DE POLARIDADE DE SOLVENTE

1 — Cartucho de fundo fechado para uso de solvente de menor densidade que a amostra; 2- funil para percolagao do
solvente; 3-extrator de refluxo continuo; 4- coletor de fragbes; 5- sistema de transferéncia direta.
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FIGURA 11 — EXTRATOR SOXHLET MODIFICADO PARA EXTRACAO COM GRADIENTE DE POLARIDADE DE
SOLVENTE COM AMOSTRA
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3.5.4.5.2 Fracionamento com acetato de etila

Retirou-se com uma pipeta o residuo de hexano da fase superior da solugao
contida no cartucho de fundo fechado (tipo tubo de centrifuga) do sistema Soxhlet do
item 3.5.4.1(figura 11), adicionou-se 150 mL de acetato de etila e 30 mL de agua pela
solucdo. Acoplou-se o sistema ao condensador e iniciou-se 0 processo de
particionamento. Manteve-se o0 processo de percolacdo continua por 3 h em
particionamento e a cada 30 min eluia-se todo o particionamento hexanico para o
baldo abrindo-se o registro de eluicdo direta, para potencializar a diluicdo de
particionamento, promovendo a renovacdo do particionamento. Apdés as 3h,
concentrou-se o fracionamento contido no baldo de 250 mL do sistema para
aproximadamente 40 mL no préprio extrator, abrindo-se o registro de coleta direta em
uma proveta de 100 mL. Transferiu-se o fracionamento do baldo para um béquer de
100 mL, adicionou-se 30 mL de etanol 96% e evaporou-se para um volume de 20 mL,
transferiu-se quantitativamente para um baldo de 25 mL e completou-se o volume com
etanol 96% e a seguir transferiu-se a solugao para um vidro ambar.

A fracao obtida foi submetida, de acordo com o interesse, a avaliacdo do
perfil cromatografico por CLAE. As analises foram realizadas conforme as

metodologias descritas nos métodos gerais.
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3.5.4.5.3 Fragado aquosa do fracionamento residual do acetato de etila

Transferiu-se solugédo residual contida no cartucho de fundo fechado (tipo
tubo de centrifuga) do sistema Soxhlet do item 3.5.4.5.2 para um funil de separagao de
250 mL. Transferiu-se quantitativamente a fase inferior para um baldo de 200 mL e
completou-se o volume com etanol 96% e a seguir transferiu-se a solugdo para um
vidro ambar. A fracdo obtida foi armazenada para possivel avaliacdo do perfil

cromatografico por CLAE.

3.5.4.6 Fracionamento do extrato etandlico padronizado em meio acido e

posteriormente em meio basico

3.5.4.6.1 Fracionamento em meio acido para determinagao de compostos fendlicos e

esterdides

Montou-se um sistema Soxhlet modificado para particionamento em solvente
de maior densidade que amostra conforme figura 12. Adicionou-se 100mL de extrato
hidroalcodlico obtido de droga com concentragdo de 8g /38 mL ou 250 mL de
alcoolatura de agrido in natura com concentragao de 950 g/1900 mL concentrados em
banho Maria para aproximadamente 100 mL em um béquer de 250mL. Adicionou-se
50 mL de fase acida concentrada para CLAE com concentragcdao de 1% de acido
fosférico, 0,05 M de acido sulfurico e 1% acetonitrila. Aqueceu-se a solugao do béquer
a 70°C por 15 min em agitagao constante. Resfriou-se a solug¢éo, transferiu-se para o
extrator continuo do sistema Soxhlet modificado da figura 12. Iniciou-se o processo de
particionamento, adicionou-se 250 mL de cloroféormio a solugdo aquosa do extrator
com o auxilio de um funil (conforme representado na figura 11). Montou-se o sistema
Soxhlet modificado para extragdo em meio acido (figura 12), acoplando-se o sistema
ao condensador e iniciou-se o processo de particionamento. Manteve-se o processo de
percolagdo continua por periodo de 3 h em particionamento e a cada 30 min eluia-se
todo o particionamento cloroférmico para o baldo abrindo-se o registro de eluigéo

direta, para potencializar a diluicdo de particionamento, promovendo a renovagao do
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particionamento. Apods o periodo de 3h, concentrou-se o fracionamento contido no

baldo de 250 mL do sistema para aproximadamente 40 mL no proéprio extrator,
abrindo-se o registro de coleta direta em uma proveta de 100 mL. Transferiu-se o
fracionamento do baldo para um béquer de 100 mL, adicionou-se 30 mL de etanol
96% e evaporou-se para um volume de 20 mL, transferiu-se quantitativamente para
um baldo de 25 mL e completou-se o volume com etanol 96% e a seguir transferiu-se a
solucao para um vidro ambar.

A fragao obtida foi submetida, de acordo com o interesse, a avaliagao do
perfil cromatografico por CLAE. As analises foram realizadas conforme as

metodologias descritas nos métodos gerais.

FIGURA 12 — EXTRATOR SOXHLET MODIFICADO PARA EXTRACAO EM MEIO ACIDO E MEIO BASICO
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3.54.6.2 Fracionamento em meio basico para determinacdo de compostos

nitrogenados e agliconas

Adicionou-se 50 mL de solu¢do de hidroxido de amdnia 1M a solugédo aquosa
residual do particionamento do item 3.5.4.6.1 para elevar o pH para 10, agitou-se e
verificou-se o pH em fita de pH. Iniciou-se o processo de particionamento, adicionando-
se 250 mL de cloroféormio a solugdo aquosa do extrator com o auxilio de um funil
(conforme representado na figura 11). Montou-se o sistema Soxhlet modificado para

extragdo em meio basico (figura 12), acoplando-se o sistema ao condensador e iniciou-
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se o processo de particionamento. Manteve-se o processo de percolagao continua por

periodo de 3 h em particionamento e a cada 30 min eluia-se todo o particionamento
cloroférmico para o baldo abrindo-se o registro de elui¢cdo direta, para potencializar a
diluicdo de particionamento, para renovacdo do particionamento. Apds as 3h,
concentrou-se o fracionamento contido no baldo de 250 mL do sistema para
aproximadamente 40 mL no préprio extrator, abrindo-se o registro de coleta direta em
uma proveta de 100 mL. Transferiu-se o fracionamento do baldo para um béquer de
100 mL, adicionou-se 30 mL de etanol 96% e evaporou-se para um volume de 20 mL,
transferiu-se quantitativamente para um baldo de 25mL e completou-se o volume com
etanol 96% e a seguir transferiu-se a solugao para um vidro ambar.

A fracdo obtida foi submetida, de acordo com o interesse, a avaliagdo do
perfil cromatografico por CLAE. As analises foram realizadas conforme as

metodologias descritas nos métodos gerais.

3.5.4.6.3 Fracao aquosa do fracionamento residual do cloroférmio

Transferiu-se solucdo residual contida no extrator continuo Soxhlet do item
3.5.4.6.2 para um funil de separacdo de 250 mL. Transferiu-se quantitativamente a
fase superior do extrator continuo da figura 12 para um baldo volumétrico de 200 mL e
completou-se o volume com etanol 96% e a seguir transferiu-se a solugdo para um
vidro ambar. A fracdo obtida foi armazenada para possivel avaliacdo do perfil

cromatografico por CLAE.

3.5.5 Extratos para fins fitoquimicos em Soxhlet modificado

3.5.5.1 Analises preliminares dos extratos para fins fitoquimicos

Os extratos ou fragdes obtidas foram submetidos, de acordo com o interesse,
a determinagao de peso seco por gravimetria em balanca de perda por infravermelho,
e a avaliagdo do perfil cromatografico por CLAE e por cromatografia gasosa. As

analises foram realizadas conforme as metodologias descritas nos métodos gerais.
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3.5.5.2 Separagao, em coluna, da fragao hexanica

A referida fragéo € resultante da mistura das duas fragdes hexanicas obtidas
nas etapas de extragdo por gradiente de polaridade (item 3.5.4.5.1) foram unidas
resultando em uma massa de 19,26 g.

A esta foram acrescidas aproximadamente 10g de silica gel 60 (70-230
mesh) e procedendo-se a evaporagdo até a secura, resultando em uma pastilha da
fracdo hexanica adsorvida em silica.

A pastilha foi cromatografada com 30 g de silica-gel 60 (70 - 230 mesh) em
uma coluna de 3 cm de didmetro e 40 cm de altura, usando como eluente: n-hexano e
acetato de etila na concentracido crescente de 5% de acetato de etila a cada 100 mL,
com vazao de 1 mL por minuto. As fragdes foram coletadas em frascos de 20 mL e
reunidas segundo monitoramento por cromatografia (CCD). Apos a coleta do eluato do
ultimo frasco foram eluidos 200mL de metanol e o eluato foi recolhido em um frasco
unico. Dos 163 frascos obtidos por separacdo, em coluna, da fragdo hexanica, foram
selecionados os de n° 3, 4, 5 e 6, que apresentaram uma coloracido avermelhada e fez-
se uma nova coluna utilizando-se acetona e éter de petréleo em concentragao
crescente de 2% de éter de petrdleo. As fracdes foram recolhidas em frascos de 20 mL
e apos a coleta do ultimo frasco foram eluidos 100 mL de metanol e o volume final foi

recolhido em frasco unico. Os frascos do nimero 7 ao numero 27 foram selecionados.

3.5.5.3 Separacao, em coluna, da fragao diclorometano

Para esta separagao foram utilizadas as fracdes, obtidas nas duas etapas de
extracdo (item 3.5.4.5), as quais foram reunidas resultando em um volume total de 58
mL.

A esta foram acrescidas aproximadamente 10g de silica gel 60 (70 - 230
mesh) e procedeu-se a evaporagdo a secura, resultando em uma pastilha da fragao
diclorometano adsorvida em silica.

A pastilha foi cromatografada por meio de uma coluna de 3 cm de didmetro

pér 40 cm de altura contendo 30g de silica-gel 60 (70 - 230 mesh), usando como
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eluente: éter de petrdleo e acetato de etila na concentragcdo crescente de 5% de

acetato de etila a cada 100 mL, com vazdo de 1 mL por minuto. As fragdes foram
coletadas em frascos de 20 mL, que foram reunidos segundo monitoramento por
cromatografia. Apos a coleta do eluato do ultimo frasco foram eluidos 150 mL de

metanol e o eluato foi recolhido em frasco unico.

3.5.5.4 Separagao, em coluna, da fracao acetato de etila

Para esta separagao foram utilizadas as fracdes, obtidas nas duas etapas de
extragdo (item 3.5.4.5), as quais foram reunidas resultando em um volume total de 50
mL.

A fracdo acetato de etila foram acrescidas aproximadamente 10g de silica gel
60 (70 - 230 mesh) e procedeu-se a evaporagao a secura, resultando em uma pastilha
da fracao acetato de etila adsorvida em silica.

A pastilha da fracdo acetato de etila foi cromatografada por meio de uma
coluna de 3 cm de diametro pdr 40 cm de altura contendo 30g de silica-gel 60 (70 -
230 mesh), usando como eluente: éter de petroleo e acetato de etila na concentragao
crescente de 5% de acetato de etila a cada 100 mL, com vaz&o de 1mL por minuto. As
fragbes foram coletadas em frascos de 20 mL, que foram reunidos segundo
monitoramento por cromatografia. Apos a coleta do eluato do ultimo frasco foram

eluidos 150 mL de metanol e o eluato foi recolhido em frasco unico.

3.5.5.5 Separagdo, em Soxhlet fitoquimico modificado, da fragcdo metandlica

A fracdo metandlica foi concentrada, de 200 mL para 50 mL, em banho-maria
e adicionada sobre uma capsula de porcelana com 27g de silica-gel Merck (70-230).
Procedeu-se a evaporagao do metanol residual, obtendo-se uma massa total da
pastilha de 47 g. Preparou-se o cartucho com 150 g de silica (entre a placa porosa e o
final da silica foi intercalado dois discos de papel de filtro). Colocou-se o cartucho em
um béquer de 500 mL, adicionou-se acetato de etila sobre a silica, homogeneizou-se

com um bastéo e a seguir introduziu-se o sistema em um banho de ultra-som, sonicou-
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se por dois minutos. A seguir adicionou-se a pastilha de agrido no cartucho e cobriu-se

com um disco de papel de filtro, acoplou-se o cartucho no extrator Soxhlet fitoquimico
modificado, adicionou-se 200 mL de acetato de etila no baldo de fundo chato de 250
mL, acoplou-se o extrator preparativo com o cartucho no baldo, adicionou-se 50 mL de
acetato de etila sobre o cartucho preparativo, acoplou-se o sistema no condensador de
bolas. Iniciou-se o processo de separacéo por 1 h, o concentrado de 40 mL do balédo
foi denominado fracdo acetato de etila da particio em metanol. Iniciou-se o processo
de fracionamento com metanol, apds a eliminacdo dos soluveis em acetato de etila,
adicionou-se 200 mL de metanol no baldo de fundo chato de 250 mL, acoplou-se o
extrator Soxhlet fitoquimico modificado, com o cartucho, no balédo, adicionou-se 100 mL
de metanol sobre o cartucho preparativo para arrastar o acetato de etila e desprezou-

se. Montou-se o processo de particionamento, conforme tabela 22.

TABELA 22 — PARTICIONAMENTO DA FRAGAO METANOLICA EM SOXHLET FITOQUIMICO MODIFICADO

Fracéo Volume (mL) Massa do frasco (g/ V EtOH 50%)
1 150
2 50 / 9mL
3 50 16,5
4 100 /10
5 50 /10
6 60 78,5/10
7 100 /10
8 100 /10
9 (44?e(:l J)?o) /10
10 300-50 mL

3.5.5.5.1 Separagao, por Sephadex LH 20, da 82 fragdo metandlica

Acondicionou-se a coluna com 50 mL de metanol, adicionou-se a 82 fracao
da particdo em Soxhlet da fragdo metanol no topo da coluna, adicionou-se 5 porcdes
de 2 mL de metanol para arrastar a fracdo acima para a coluna, adicionou-se 15 mL
de metanol no topo da coluna para continuar a exclusdo dimensional, manteve-se um
volume de 5-15 mL de metanol no topo da coluna. Iniciou-se a coleta das fracoes,

conforme tabela 23.



TABELA 23 — COLUNA DAS FRACOES DO ITEM 3.5.3.2.4.1

Fragéo Volume (mL) Fragéo Volume (mL)
1 MeOH 20 8 10

2 10 9 MeOH 90% 10

3 10 10 20

4 10 11 1,5mL HCI 1N 20

5 10 12 20

6 10 132 mL HCI 1N 20

7 10 14 25

3.5.5.5.1.1 Separacao, por Sephadex LH 20, da 3?2 e 42 fracbes do item 3.5.5.5.1
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Acondicionou-se a coluna com 50 mL de etanol 96%:agua 8:2, adicionou-se

a fragdo acima no topo da coluna, adicionou-se 5 porgdes de 2 mL de etanol 96%:agua

8:2 para arrastar a fragdo acima para a coluna, adicionou-se

15 mL de etanol

96%:agua 8:2 no topo da coluna para continuar a exclusdo dimensional, manter um

volume de 5 a 15 mL de solucdo no topo da coluna e Iniciou-se a coleta das fracoes,

conforme tabela 24:

TABELA 24 — COLUNA DAS FRACOES

Fragcéo Volume (mL) Fracéo Volume (mL)
1 10 5 10
2 10 6 10
3 10 7 10
4 10 8 10

3.5.5.6 Separacdo, em Soxhlet fitoquimico modificado, da fragdo etandlica (81%)

Foi adicionado em uma capsula de porcelana 43g de silica (70-230, 0.063-

0.200, art. 7734), 100 mL da fragédo etanol 81% (400 g/360 mL e concentrado para 100

mL), evaporado em banho-maria e obtendo-se uma massa total de 81 g (pastilha de

agrido etanolico 81%). Acondicionou-se o cartucho da particGo com a fragdo

metandlica por 3 h de refluxo com acetato de etila contendo 150 g de silica (entre a

placa porosa e o final da silica foram intercalados dois discos de papel de filtro). A

seguir concentrou-se o acetato de etila do baldo, recolhendo-se o destilado e
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desprezando o concentrado do baldo. Adicionou-se a pastilha de agrido no cartucho e

cobriu-se com um disco de papel de filtro, acoplou-se o cartucho no extrator
preparativo, adicionou-se 200 mL de acetato de etila no baldo de fundo chato de 250
mL, acoplou-se o extrator preparativo com o cartucho no baldo, adicionou-se 50 mL de
acetato de etila sobre o cartucho preparativo, acoplou-se o sistema no condensador.
Iniciou-se o processo de separagédo, refluxou-se por 2 h (4 refluxo de 150 mL) e o
extrato concentrado de 100 mL do baldo foi denominado fragdo acetato de etila da
particido em etanol 85%. Iniciou-se o processo de fracionamento com etanol 96 %,
adicionou-se 200 mL de etanol 96 % no baldao de fundo chato de 250 mL, acoplou-se o
extrator preparativo com o cartucho no baldo, adicionou-se 100 mL de etanol 96 %
sobre o cartucho preparativo para arrastar os soluveis em acetato de etila:etanol 96 %

12 fracdo. Montou-se o processo de particionamento, conforme tabela 25.

TABELA 25 — PARTICIONAMENTO DA FRAGAO ETANOLICA (85%) EM SOXHLET FITOQUIMICO MODIFICADO

Fragéo Volume mL  Massa do frasco (mg)
Fr AcOEt 200 88566
1 100 85447
2 100 85326
3 100 84990
4 100 84056
5@ 100 84659
6® 100 83919
70 100 85491
8@ 100 87502
9 (4 refluxos) 200 p/ 90 85818
10/10mL 200 p/ 90 83205

HCI 1N(4 refluxos)
@ _ 10 mL agua;
® _20 mL agua;
©_ 10 mL HCI 1N;
@_ 20 mL HCI 1N

3.5.5.6.1 Separacéao, por Sephadex LH 20, da 4? fracdo etandlica

Acondicionou-se a coluna com 50 mL de etanol 96%:agua 8:2, adicionou-se
a fragdo acima (1668mg) no topo da coluna, adicionou-se 5 por¢des de 2 mL de etanol
96% para arrastar a fragcdo acima para a coluna, manter um volume de 5-15 mL de

etanol no topo da coluna e Iniciou-se a coleta das fragdes, conforme tabela 26.



TABELA 26 - COLUNA DA FRACOES

Fracéo Volume mL fragéo Volume mL
1 10Et96 6 10
2 10 7 10
3 10 8 10
4 10Et80 9 10
5 10 10 10

3.5.5.6.1.1 Separacéo, por Sephadex LH 20, da 82 fracdo do item 3.5.5.6.1
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Acondicionou-se a coluna com 50 mL de etanol 96%:agua 8:2, adicionou-se

a fragdo acima (2157mg) no topo da coluna, adicionou-se 5 por¢des de 2 mL de etanol

96% para arrastar a fragao acima para a coluna, manteve-se o volume de 5-15 mL de

etanol no topo da coluna e iniciou-se a coleta das fragdes, conforme tabela 27.

TABELA 27 - COLUNA DA FRACOES

Fragao Volume mL Fragao Volume mL
1 10Et80 6 10
2 10 7 10
3 10 8 10
4 10Et96 9 10
5 10 10 10

3.5.3.6.2 Separacio, por Sephadex LH 20, da 62 fracdo do item 3.5.5.6.1.1

Acondicionou-se a coluna com 50 mL de etanol 96%:agua 8:2, adicionou-se

a fracao acima (1668mg ;3mL+0.5mL HCI 1N) no topo da coluna, adicionou-se 5

porcdes de 2 mL de etanol 96% para arrastar a fragdo acima para a coluna, manteve-

se um volume de 5 a 15 mL de etanol no topo da coluna e Iniciou-se a coleta das

fracdes, houve contaminacao das fracdes e foi desprezada a coleta.

3.5.5.6.3 Separacao, por Sephadex LH 20, da 32 fragao do item 3.5.5.6.2

Acondicionou-se a coluna com 50 mL de etanol 96%:agua (8:2), adicionou-se

a fracdo acima (3mL+0.5mL HCI 1N) no topo da coluna, adicionou-se 5 porgdes de 2

mL de etanol 96% para arrastar a fragdo acima para a coluna, manteve-se um volume

de 5 a 15 mL de etanol no topo da coluna e Iniciou-se a coleta das fragbes, conforme

tabela 28.
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TABELA 28 — COLUNA DA FRACOES

Fracao Volume mL Fracao Volume mL
1 20d5mLEt96 6 6
2 4 7 6
3 6 8 10
4 5Et96 9 102HCIMN
5 5 10 102HCI1N

3.5.5.6.3.1 Separacao, por Sephadex LH 20, da 32 fragao do item 3.5.5.6.3

Acondicionou-se a coluna com 50 mL de etanol 96%:agua 8:2, adicionou-se
a fracdo acima (3mL+0.5mL HCI 1N) no topo da coluna, adicionou-se 5 porcdes de 2
mL de etanol 96% para arrastar a fracdo acima para a coluna, manteve-se o volume de
5 a 15 mL de etanol no topo da coluna e Iniciou-se a coleta das fragcbes, conforme

tabela 29:

TABELA 29 — COLUNA DA FRACOES

Fracéo Volume mL Fragéo Volume mL
5.6.1 20d 5mL EtOH 96 5.6.6 6
5.6.2 4 5.6.7 6
5.6.3 6 5.6.8 10
5.6.4 5 Et 96 5.6.9
5.6.5 5 5.6.10

3.6 TRATAMENTO DO RESIDUO SECO DE Nasturtium officinale

O residuo da droga vegetal foi estabilizado até peso constante em estufa a
45°C e monitorado por determinagcdo gravimétrica de perda em balanga de

infravermelho ou em estufa.

3.6.1 Determinagao gravimétrica de perda em mufla

As anadlises foram executadas, segundo descrito no capitulo material e
meétodo para os trés tipos de residuo de droga vegetal obtidos: residuo de talos e

folhas (RDVTF), residuo de folhas (RDVF) e residuos de talos (RDVT).
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3.7 DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

3.7.1 Extrato fluido de agrido

O Extrato fluido de agrido constitui-se do extrato industrial obtido no item
3.4.4.3, no qual ajusta-se o seu teor ajustado para 7,2 mg/mL de feniletil glucosinolato.
O ajuste quando necessario foi realizado pela diluicdo com etanol 77% ou pelo
processo concentragao. Este foi submetido as analises, organoléptica, fisico-quimica,

doseamento do teor de feniletil glucosinolato e analise microbioldgica.

3.7.2 Tintura de agriao

Utilizou-se para o preparo da tintura o extrato fluido obtido no item 3.7.1, o
qual foi diluido com etanol 77% para obter-se uma tintura com o teor de 1,44 mg/mL de
feniletil glucosinolato. Este foi submetido as analises, organoléptica, fisico-quimica,

doseamento do teor de feniletil glucosinolato e analise microbiologica.

3.7.3 Suporte solido matricial de agrido

O residuo seco obtido apds a estabilizacdo do marco residual da extragao da
droga vegetal talos e folhas (DVTF) foi submetido a um processo de moagem, em
moinho de facas, com tamis de malha n° 4. Foi efetuada a determinagdo do perfil
granulométrico do p6é segundo a Farmacopéia Brasileira IV, em seu método geral

V.2.11, obtendo-se assim o denominado suporte sélido de agrido.

3.7.4 Extrato seco de agriao

O extrato seco de agrido gerou o produto obtido da incorporacédo do extrato
fluido de agrido ao suporte solido de agriao.

A incorporagao se processou pela adigao de 2,5 L de extrato fluido de agrido,
em um recipiente adequado, ao suporte sélido matricial de agriao suficiente para obter-
se 1 kg de extrato seco apds a secagem a 45°C com homogeneizagao e com um teor
de 18 mg/g de feniletil glucosinolato. Este foi submetido as analises, organoléptica,

fisico-quimica, doseamento do teor de feniletil glucosinolato e analise microbioldgica.
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3.7.5 Capsulas de extrato seco de agrido

Utilizou-se para o preparo das capsulas de extrato seco de agrido o préprio
extrato seco de agrido (item 3.7.4) e capsulas gelatinosas duras n° 0. O
encapsulamento inicial se deu com auxilio de um encapsulador manual, em camara de
fluxo laminar. Além da encapsulagdo manual também procedeu-se 0 processo
industrial de encapsulagao, utilizando encapsuladora semi-automatica com conteudo
de 400 mg a fim de obter-se uma capsula com o teor de 7,2 mg/mL de feniletil
glucosinolato. Este foi submetido as analises, organoléptica, fisico-quimica,

doseamento do teor de feniletil glucosinolato e analise microbioldgica.

3.7.6 Pastilhas com “blend” do extrato EPTF de agrido

Utilizou-se, para o preparo das pastilhas: sacarose, mel e extrato seco de
agriao, foram realizados 30 experimentos. Preparou-se a pastilha da seguinte maneira:
em uma capsula de porcelana foi adicionado 90g de agucar e 10 g de mel. Procedeu-
se a homogeneizacdo e colocou-se a capsula em banho maria a 110 °C até formar
uma solugédo viscosa, a seguir adicionou-se 10 mL de extrato e manteve-se a solugao
em banho Maria a 110 °C até evaporagao do etanol. Verteu-se a solugdo nas formas
desmoldadas com oleo de soja. Obtendo-se pastilhas contendo de 5 g a 5,5 g de

produto.

3.7.7 Pastilhas com “blend” extrato ESPTF de agrido

Utilizou-se, para o preparo das pastilhas: sacarose, mel e extrato seco de
agriao, foram realizados 10 experimentos. Preparou-se a pastilha da seguinte maneira:
em uma capsula de porcelana foi colocada 90g de agucar e 10g de mel. Procedeu-se a
homogeneizacéo e colocou-se a capsula em banho maria a 110 °C até formar uma
solugédo viscosa, a seguir adicionou-se 10 g de ESPTF, manteve-se a solugdo em
banho Maria a 110 °C até incorporagado do ESPTF e atingir a consisténcia adequada.
Verteu-se a solugdo nas formas desmoldadas com o6leo soja. Obtendo-se pastilhas

contendo de 5 g a 5,5 g de produto.
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3.7.8 Xarope de agrido

Utilizou-se xarope de acgucar invertido, extrato fluido de agrido, benzoato de
sédio, acido citrico e agua. Preparou-se o xarope da seguinte maneira: em um
recipiente de inox de 50L foram adicionados 3L de extrato fluido de agrido, 750 g de
benzoato de sddio, 300g de acido citrico, 3L de agua e xarope de agucar invertido na
quantidade suficiente para completar 30 litros de solugdo. Manteve-se a
homogeneizagdo até formacdo de uma solugdo viscosa e obter-se um xarope com o
teor de 0,72 mg/mL de feniletil glucosinolato. Foram produzidos trés lotes do produto.
Este foi submetido as analises, organoléptica, fisico-quimica, doseamento do teor de

feniletil glucosinolato e analise microbiologica.

3.7.9 Solugéo oral de agriao

Utilizou-se para o preparo solugéo oral: carboxi metil celulose (CMC), sorbitol
70%, sacarina sodica, extrato fluido de agrido, benzoato de sédio, acido citrico e agua.
Preparou-se a solugéo oral da seguinte maneira: em uma recipiente de inox de 50L
foram adicionados 3L de extrato fluido de agrido, 750g de benzoato de sédio, 300g de
acido citrico, 5,4kg de sorbitol 70%, 20L de agua, 300g de CMC e completado o
volume com agua na quantidade suficiente para 30 litros de solugdo. Procedeu-se sob
homogeneizagao até formacédo de uma solugéo viscosa e obter-se uma solugdo com o
teor de 0,72 mg/mL de feniletil glucosinolato. Foram produzidos trés lotes do produto.
Este foi submetido as analises, organoléptica, fisico-quimica, doseamento do teor de

feniletil glucosinolato e analise microbiologica.

3.7.10 Solugéao para bochecho (colutério)

Utilizaram-se 500 mL do extrato fluido de agrido, 500 mL de etanol 96% e
diluiu-se para 10L com agua deionizada, obtendo-se assim a solugédo para bochecho e

controle de placa dentaria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 COLETA, ESTABILIZACAO E PADRONIZAGAO GRANULOMETRICA DA
DROGA VEGETAL

Os 2 kg de droga vegetal adquirida em abril de 2002, objetivou a avaliagéo
analitica e estudo da tecnologia a ser desenvolvida para obten¢do da droga vegetal. As
coletas em abril de 2003 de 85 kg e em outubro de 2004 de 20 kg do vegetal in natura.
Estes foram coletados e armazenados em sacos de rafia para transporte do municipio
de Fazenda Rio Grande, estado do Parana conforme figura 13. O material vegetal
oriundo de monocultura deu origem a droga vegetal estabilizada em escala laboratorial
conforme figura 14. Na sequéncia foi realizado um estudo em separado para cada
parte respectiva selecionada. O material vegetal in natura de talos e folhas coletado em
dez/2005 (200 kg) e em set/2007 (850 kg), estabilizado em estufa industrial no
municipio de Campo Largo, estado PR, estes foram realizados para avaliagdo da
escala piloto industrial conforme figuras 15 e 16. A droga vegetal apds secagem foi
triturada em moinho de facas com tela de 8 mm conforme figura 17 e armazenada em
sacos de rafia. Os resultados da tabela 30 referenciam a quantidade de droga vegetal
submetida a obtencdo dos extratos padronizados destinados a estudos analiticos,
farmacotécnicos e/ou fitoquimicos do lote piloto de insumos por via Soxhlet modificado
analitico, farmacotécnico (2/12/2005) e industrial (22/09/2007) este processo
patenteado com a Pl 0601703-7.

FIGURA 13 — COLETA DE AGRIAO MONOCULTURA NO MUNICIPIO FAZENDA DO RIO GRANDE-PR
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Verificou-se na figura 14 o aspecto macroscopico da droga vegetal seca e

estabilizada em estufa a 45°C por periodo de 20h em escala laboratorial, apresentando
cor verde brilhante e odor caracteristico e mantendo as caracteristicas da planta in

natura.

FIGURA 14 — MATERIAL VEGETAL SECO (DROGA VEGETAL) NA ESTUFA DA UFPR A 45°C

P BNy

Constatou-se nas figuras 15 e 16 a reprodugdo da secagem e estabilizacéo
da planta para obtengdo da droga vegetal. Os resultados da escala industrial
apresentaram-se muito semelhantes ao se comparar com a escala laboratorial,
mantendo a mesma caracteristica da planta in natura.

Nesse processo observou-se que apos secagem e estabilizagdo, houve uma
reducdo de volume do vegetal, para cada 15 kg de planta obteve-se 1 kg de droga

vegetal. Observado nas figuras 14, 15 e 16.

FIGURA 15 — MATERIAL VEGETAL IN NATURA NA ESTUFA DE SECAGEM INDUSTRIAL DE PLANTAS
MEDICINAIS
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FIGURA 16 — MATERIAL VEGETAL SECO (DROGA VEGETAL) NA ESTUFA DE SECAGEM INDUSTRIAL DE
PLANTAS MEDICINAIS

apos secagem

= p i e =i - 2 S

Apos moagem em tela de 8 mm (figura 17) obteve-se uma droga vegetal com
caracteristicas adequadas ao processo extrativo, uma vez que os fragmentos obtidos

nao ocasionaram obstrucdo ao refluxo do solvente extrator.

FIGURA 17 — DROGA VEGETAL MOIDA EM MOINHO DE FACAS INDUSTRIAL DE PLANTAS MEDICINAIS

O trabalho deu inicio em escala laboratorial no sentido de buscar parametros
fisico-quimico, que depois de dimensionados foram submetidos a escala industrial no
sentido de preservar a integridade e qualidade fitoquimica da droga vegetal.

Em uma visdo do sistema de obtencdo da droga vegetal enquanto insumo
para aplicagdo industrial, relativo ao método de secagem e estabilizagdo, pode-se
observar que o material vegetal nas diferentes datas de coleta foi fracionado em trés
partes DVTF, DVF E DVT. Essa separacao inicial foi necessaria para verificar se
haveria composicdo quimica diferenciada de acordo com as partes do vegetal em
estudo, conforme relatado na tabela 30. Na tabela 31 apresentam-se as quantidades

destinadas para estudos fitoquimicos e preparagao dos extratos padronizados.
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TABELA 30 — RENDIMENTO DE DROGA VEGETAL ESTABILIZADA

Partes Material “in natura” (g) Droga Vegetal Estabilizada (g) Rendimento%
39.000@ 2.330 6,0
Talos e folhas 200.000® 11.000 5,5
850.000 53.000 6,2
Folhas 33@ 2.400 7.3
Talos 13@ 410 32

@ coleta abr/2003, secagem laboratorial® coleta dez/2005, secagem industrial ©

industrial.
TABELA 31 — RELACAO DAS QUANTIDADES DE DROGA VEGETAL DESTINADA AOS ESTUDOS ANALITICOS
E A PREPARACAO DOS EXTRATOS PADRONIZADOS

Droga vegetal para

coleta set/2007, secagem

Droga vegetal para

Partes % %

Estudos Analiticos (g) Extrato Padronizado (g)
730® 31,3 1.600@ 68,7
Talos e folhas 1.300®) 11,8 9.700® 88,2
1.000 1,9 52.000 98,1
Folhas 300® 12,5 2.100® 87,5
Talos 60 14,6 350@ 85,4
@ coleta abr/2003, secagem laboratorial® coleta dez/2005, secagem industrial © coleta set/2007, secagem
industrial.

Verificou-se um comportamento semelhante entre a secagem em escala
laboratorial e industria, isto &, aproximadamente 6% de rendimento de droga vegetal ou
94% de perda do vegetal in natura. O propdsito deste processo de secagem e
obtengdo da droga vegetal indica uma melhor produtividade quando a planta é
adquirida na forma de droga vegetal, conforme tabela 30, pois neste contexto

eliminam-se as possiveis variagdes de umidade oriundas do transporte.

4.1.1 Determinagao gravimétrica de perda em mufla, na droga vegetal estabilizada

Os resultados realizados a temperatura de 45°C e 105°C correspondem ao
teor de perda de umidade e substancias volateis. O aquecimento de 105°C para 250°C
objetivou a carbonizagdo do vegetal na prépria mufla e eliminando o processo
tradicional de carbonizagcdo lenta em chama. Os resultados das andlises obtidas a
450°C correspondem aos sais minerais € a 675°C correspondem aos sais com
variagdo no anion (carbonatos, hidroxidos decompondo em oéxidos e...). Os resultados
das analises, nos trés tipos de droga vegetal obtidos, talos e folhas (DVTF), folhas
(DVF) e talos (DVT), apresentam-se expressos, em percentual, na tabela 32, para cada
patamar de temperatura. No processo de insumos do agrido foi utilizado apenas a

droga vegetal talos e folhas (DVTF).
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TABELA 32 — RESULTADOS DA DETERMINAGCAO DA PERDA GRAVIMETRICA EM MUFLA PARA A DROGA
VEGETAL ESTABILIZADA

Droga vegetal 45°C (%) 105°C (%) 250°C (%) 450°C (%) 675°C (%)
DVF 9,48 12,39 49,94 83,80 87,03
DVTF 7,01 13,40 59,44 84,97 86,09
DVT 95,00 85,38 42,11 16,95 15,70
4.1.2 Determinagéo gravimétrica de perda em mufla e em balanga de perda por

infravermelho (45°C) nos extratos padronizados.

Os resultados das analises dos extratos padronizados em mufla, tabela 33,
apresentam semelhanga em comparagdo com os resultados da droga vegetal (tabela
32). Nos trés tipos de extratos padronizados obtidos, extrato de talos e folhas (EPTF),
extrato de folhas (EPF) e extrato de talos (EPT), os resultados estdo expressos em

percentual para cada patamar de temperatura.

TABELA 33 - RESULTADOS DA DETERMINAGAO DA PERDA GRAVIMETRICA EM MUFLA PARA OS
EXTRATOS PADRONIZADOS

Extrato 45°C (%) 105°C (%) 250°C (%) 450°C (%) 675°C (%)
EPF 74,14 77,61 86,24 95,52 97,65
EPTF 71,44 76,34 85,73 94,78 96,66
EPT 72,96 78,27 86,38 94,82 95,50
EPSTF 7,15 15,41 40,4 83,2 84,5

Os resultados obtidos nas analises dos extratos padronizados em balanca de
perda por infravermelho, tabela 34, obtidos a partir dos trés tipos de extrato
padronizados obtidos, extrato de talos e folhas (EPTF), extrato de folhas (EPF) e
extrato de talos (EPT), com a finalidade de avaliar o teor de sélidos e a perda em
umidade e compostos volateis, evidenciam um teor maior de sélidos para o EPF,

devido este apresentar um maior teor de organico e menor teor de minerais.

TABELA 34 — TEOR DE SOLIDOS E COMPOSTOS VOLATEIS POR PERDA A 45°C EM BALANGCA DE
INFRAVERMELHO, DOS EXTRATOS PADRONIZADOS

Extrato Solidos (%) Perda (%)
EPF 35.0@ 65,0
32,0@ 68,0
EPTF 31,5® 68,5
EPT 26,4 @ 73,6

@ jtem 3.4.4.1 ® item 3.4.4.2



63
4.1.3 Determinacdo De Teor De Agua Por Karl Fisher

Os valores das analises do teor de agua estdo apresentados na tabela 35.

TABELA 35 — DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA DA DROGA VEGETAL POR KARL FISHER.

% De Agua (P/P) Da Droga vegetal Tal

Determinacao % De Agua (P/P) apés Perda A 45°C

Qual
1 15,92 9,13
2 15,73 9,45
3 15,72 9,36
Média 15,79 9,31

Verificou-se no processo analitico que houve, por turbdlise com metanol, a
extragdo de toda a agua da droga vegetal (DVTF) e de toda a agua residual da droga
vegetal (DVTF) apds o ensaio de perda a 45 °C e a 105°C.

Entdo se quantificou o teor de agua da droga vegetal pelo método de Karl
Fisher. Demonstrou-se que o teor de agua na droga vegetal (DVTF) correspondeu a
15,79% de agua, sendo encontrado também o teor de 7,01% de perda a 45 °C e o teor
de 13,4% em perda a 105°C, sendo que neste ultimo caso a droga vegetal apresentou
decomposicao parcial (tabela 32).

Verificou-se que este método promove a extragdo da agua total da droga
vegetal em relagdo ao teor de agua, devido a reagao estequiométrica do método de
Karl Fisher, quando comparado com o método de determinagao por perda gravimétrica
a 105°C, considerado umidade farmacopeica. Pode-se concluir que o processo de

perda a 105°C néo liberou totalmente a agua de cristalizagao, segundo VOGEL (2002).

4.1.3 Analises para determinacido de metais.

Os resultados do teor de metais foram obtidos por espectrofotometria de
absorcao atdmica, a partir das amostras obtidas no item 3.3.3.1 e foram relatados na
tabela 36, e expressos em mg/100g ou mg/100mL (1g de droga vegetal/imL de
extrato). Os mesmos foram comparados e avaliados com as especificagdes da tabela
da composicao de alimentos da ANVISA. Os resultados da tabela 36 evidenciam que a
DVF apresenta o zinco e os outros minerais em maior concentracdo e o potassio esta
presente em maior concentragao na DVT.

Verificou-se no RDVTF um teor maior de minerais quando comparado com os
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extratos e com a droga vegetal separadamente. Ressalta-se que o residuo da droga

vegetal corresponde de 50 a 60% da massa da droga vegetal, ou seja, antes da
obtencgao dos extratos e geragao do residuo da droga vegetal.

Os resultados obtidos permitem avaliar a reutilizagdo do residuo seco como
suporte para preparo do extrato seco, qualificando este como insumo no
desenvolvimento de produtos fitoterapicos.

Dentro deste contexto, considerando a droga vegetal como insumo para o
tratamento de deficiéncias de mineral, a utilizagdo do RDVTF como suporte matricial,
de acordo com a respectiva granulometria a sua aplicabilidade, no desenvolvimento

tecnolégico de fitoterapicos e nutracéuticos.

TABELA 36 — RESULTADOS DA DETERMINAGAO DE METAIS

E mg/100g® DVT DVF DVIF EATF  EPT EPF EPTF RDVT RDVF RDVTF EPSTF®

Zn 0,7 11,5 17,55 15,64 0,75 4,32 3,8 2,99 11,5 17,85 17,25 13,6
Fe 3,1 32,45 36,75 35,3 2,45 11,45 8 8,45 25,95 36,8 35,4 49,2
Cr ? nd nd 0,28 nd nd nd nd nd nd 0,218 nd
Ca 133 2770 4026 3555 205 572 356 929 3309 4202 2140 3538
Mg 18 304 449 365 25 78 49 126 451 573 296 523
K 218 7110 6390 7010 316 3820 1890 1810 4925 3580 4450 5798
Ni ? nd nd 0,076 nd nd nd nd nd nd 0,066 0,187
Co ? nd nd 0,36 nd nd nd nd nd nd 0,230 nD
PB ? nd nd <0,0001 nd nd nd nd nd nd <0,0001 nd
P 51 na na 40 na na na na na na 40 616
Na <4 na na 372 na na na na na na 146 84
Mn 0,3 na na 6,5 na na na na na na 5,2 0,615
Cu 0,1 na na 1,76 na na na na na na 1,36 3,6
Al na na na 93 na na na na na na 75 na
Cd na na na 0,1250 na na na na na na 0,1130 na
Hg na na na <0,0001 na na na na na na <0,0001 na
Se na na na <0,0001 na na na na na na <0,0001 na

nd — ndo detectado; na — ndo analisado; (a) valor tabelado no produto “in natura”, segundo ANVISA; (b) utilizados 2g para os
macronutrientes e 20g para os micronutrientes

4.2 ALCOOLATURA E INSUMOS DERIVADOS DA DROGA VEGETAL

4.2.1 Alcoolatura obtida em liquidificador

A finalidade da realizacdo deste processo extrativo foi verificar
comparativamente a composi¢ao, formula percentual e o teor total dos analitos em
estudo no vegetal antes da estabilizacdo na forma de droga vegetal. Na tabela 37

verificou-se um rendimento em alcoolatura de 70,0% e 73,0%, quanto ao teor de



65
sélidos extraiveis a variagéo foi de 35,33% e 36,0% em base seca, devido a variagao

da umidade do vegetal na coleta. Considerando-se o vegetal em base seca de agrido
in natura obtive-se um rendimento médio de 35,7% de extraiveis.

A desvantagem deste processo é a variagdo de umidade durante o processo
de coleta até o inicio de processamento, devido o vegetal conter em valor aproximado
de 94 % de umidade e alto volume ou baixa densidade para ser processado, obtendo-
se um alto volume de alcoolatura, baixo teor de sdlidos e perda de aproximadamente
20% no processo industrial de centrifugagéo ou 30% por filtragcdo a vacuo em escala
laboratorial. A massa total de sdlidos estimada no vegetal in natura corresponde a 30
gramas, sendo 7,42 g de extraiveis, contidos nos 700 mL de alcoolatura (tabela 37), e
22 g obtidas na determinacéo de sdlidos a 45°C do residuo de filtragdo da alcoolatura
(tabela 39). Obtendo-se um total de 29,42 g, que corresponde a 97% das 30g
estimadas. A variagao se deve a fatores tais como a umidade em processos € nos

insumos.

TABELA 37 — RESULTADOS DA OBTENGAO DA ALCOOLATURA OBTIDA POR LIQUIDIFICADOR

Alcoolatura Coleta 04/2003 Coleta 12/2005
Volume de etanol adicionado 96% (mL) 530 1000
massa de vegetal (g) 500 950
Massa estimada de agua no vegetal (g) 470 893
Massa estimada de droga vegetal no vegetal (g) 30 57
Volume total da solugéo (mL) 1000 1800
Volume total de alcoolatura filtrada (mL) 700 1320
Massa estimada de soélidos nos 700 mL de alcoolatura (g) 7,42 15,84
Rendimento do processo extrativo % P/V 70% 73
Volume estimado de alcoolatura no residuo (g) 300 480

Teor de solidos na alcoolatura % P/V 1,06 1,20
Teor de solidos na vegetal % P/P 2,12 2,16
Perda de sélidos no residuo da alcoolatura (g) 3,18 (300x0,0106) 5,76 (480x0,012)
Extraiveis em base seca 35,33 36

4.2.1.2 Determinagao a 45°C do teor de sélidos no residuo da filtragdo da Alcoolatura

obtida em liquidificador

A finalidade da realizacdo desta determinacgao foi verificar comparativamente
o teor de sdlidos no residuo da alcoolatura e, por diferengca de massa, determinar a

perda total de alcoolatura no processo. As massas obtidas dos residuos de filtragao da
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alcoolatura foram de 300g (4/2003) e 480 g (12/2005), respectivamente. Obteve-se 22

g e 33g de solidos a 45° referente as 300g e 480g, respectivamente. A massa residual
da filtracdo da alcoolatura representa 30% de perda no processo. Os resultados

encontram-se demonstrados na tabela 38.

TABELA 38 — RESULTADOS DO RESIDUO DA ALCOOLATURA

Residuo Coleta 04/2003 Coleta 12/2005
Massa do residuo vegetal (g) 300 480
Massa do residuo apds perda a 45°C (g) 22 33
Teor de solidos no residuo de filtragao da alcoolatura % P/P 7,3 6,9
Massa de solvente evaporado (g) 278 447
Perda de solvente no residuo da alcoolatura % P/P 92,7 93,1

4.2.3 Extrato obtido dupla maceracéao

Na extracdo por dupla maceragao, o extrato bruto de Nasturtium officinale
representou 67% da solucéo extratora e os 33% restantes permaneceram no residuo.
A massa de solidos extraida nas 500 g da droga vegetal foi de 110 g, ou seja, 22 % da

composic¢ao da DVTF, conforme resultados demonstrado na tabela 39.

TABELA 39 — PROCESSO DO EXTRATO POR DUPLA MACERAGAO

Extrato Extrato
Massa de planta (g) 500
Volume etanol adicionado (mL) 1500
Volume final do extrato (mL) 1000
Massa de solidos (g) 110
% sélidos no extrato 11
% solidos na planta 22
Rendimento total(35,33=100%) 62,3

4.2.4 Extrato obtido em Soxhlet Analitico Modificado

A finalidade da realizacdo deste processo extrativo foi verificar
comparativamente a composi¢cao, formula percentual e o teor total dos analitos em

estudo na droga vegetal. Verificou-se um teor de sélidos na faixa de 35% a 36%.
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4.2.4.1 Reagbes de hidrélise acida e degradacdo enzimatica de glucosinolatos do

EATF

Os dois processos analiticos apresentaram como produtos a
fenilpropanonitrila e o acido hidrocindmico com baixa reprodutibilidade qualitativa e
quantitativa. Apds a aquisigdo do padrao de feniletil glucosinolato esses métodos se
tornaram desinteressantes para este estudo, uma vez que a finalidade era quantificar
estequiometricamente o feniletil glucosinolato em fenilpropanonitrila ou em acido

hidrocinamico.

4.2.5 Extratos para padronizados para fins farmacotécnicos e extratos para fins

analiticos e fitoquimicos.

4.2.5.1 Extratos padronizados para fins farmacotécnicos, obtidos em aparelho de

Soxhlet modificado

A tabela 40 demonstra a quantidade de droga vegetal a partir da qual foram
obtidos os extratos padronizados, ou “blend” (mistura dos extratos padronizados), e os
respectivos volumes finais a que foram concentrados, assim como a quantidade de
residuo seco estabilizado pela eliminagdo do solvente e a porcentagem equivalente de
sélidos extraidos.

Este processo mostrou-se limpo, rapido, com alto rendimento e
reprodutibilidade. No decorrer do processo de extracao do extrato etandlico ocorre o
aumento em teor de solidos a cada refluxo, provocando um aumento na tensao
superficial do extrato por saturacédo do efeito de solvatagao do etanol, observando-se o
aumento da temperatura de destilagcao do extrato.

Para n&o ocorrer a expansao do etanol de forma explosiva no sistema de
extracdo, devido ao aumento da temperatura de destilacéo, utilizou-se entdo o alcool
85%, visto que a agua permanece no baldo na medida em que o azedtropo alcool-agua
€ destilado. Com isso a temperatura do processo € diminuida e o risco de expansao do

etanol de forma explosiva é reduzido, isso porque o efeito de solvatagcao do etanol &

compartilhado com a agua.
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O rendimento deste processo extrativo foi inferior ao processo de extragao

em Soxhlet analitico modificado devido a propor¢do massa de droga vegetal e solvente
extrator.

O processo analitico utilizou 10 g de droga vegetal para 200 mL de solvente
(1 parte de droga vegetal para 20 partes de solvente), o processo farmacotécnico, no
extrator com capacidade para 3000 mL (figura 6), utilizou 500 g de droga vegetal e
1500 mL de solvente extrator (1 parte de droga vegetal para 3 partes de solvente) e o
processo farmacotécnico, no extrator com capacidade para 8000 mL (figura 7), utilizou
2000g de droga vegetal e 6000 mL de solvente extrator (1 parte de droga vegetal para
3 partes de solvente). Desse modo observa-se que o processo farmacotécnico
necessita de, pelo menos, o dobro de tempo em cada sistema de extracdo para
equiparar-se ao processo analitico, devido a proporgéo do solvente em relagdo a droga
vegetal.

O “pblend” resultante dos extratos EPF e EPTF teve a finalidade de simular o
processo industrial, onde utiliza-se a droga vegetal inteira. O processo industrial onde
se utiliza a droga vegetal rasurada (talos e folhas) apresentou 33,2% de sélidos, sendo
este um 6timo rendimento quando comparado com o Soxhlet analitico modificado em
escala laboratorial. Tal rendimento deve-se ao sistema a vacuo e a agitacdo no
concentrador que contempla concentracdo e dispersao dos sodlidos simultaneamente,

conforme PI1 0601703-7 A.

TABELA 40 — PREPARO DOS EXTRATOS PARA FINS FARMACOTECNICOS

Extrator Droga vegetal Amostra (g) Volume de Residuo seco Sdlidos nos extratos
extrato (mL) da droga (%)
vegetal (g)
3000mL Talos e folhas (a) 1600 2900 997 35,5
Talos e folhas (b) 800 3800 513 25,6
Folhas (a) 2100 4000 1190 43,3
Talos (a) 410 850 228 29,2
8000 mL Talos e folhas (b) 8900 13800 6755 241
Industrial Talos e folhas (c) 52000 104000 33800 33,2

(a) coleta 04/2003 (b)coleta 12/2005 (c) coleta 09/2007
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4.2.5.2 Extratos para fins analiticos e fitoquimicos obtidos por particionamento em

Soxhlet modificado

A particdo em Soxhlet analitico apresentou os resultados representados na
tabela 41 com a finalidade de avaliar a composi¢ao entre os processos. No sistema de
gradiente, evidenciou-se que a fragdo etanol 81% apresentou menor teor de sdélidos
totais (29,3%), devido a evaporagao total da agua. O mesmo néo ocorre no extrato
analitico (EATF), este com teor de sdlidos superior a 35%, porque o0 mesmo apresenta
a composicao lipofilica e hidrofilica simultaneamente, desse modo dificultando a
liberacdo da agua no extrato em suas varias formas, no extrato. No particionamento da
fragcdo etanol 81% o fenbmeno da azeotropia arrasta praticamente toda agua e
parcialmente a fracao volatil.

O extrator Soxhlet modificado foi utilizado com a finalidade de obter particbes
seletivas como alternativas ao processo de particido por solventes em funil de
separacdo. Este processo mostrou-se limpo, rapido, com alto rendimento e

reprodutibilidade.

TABELA 41 — PARTICAO COM GRADIENTE DE POLARIDADE EM SOXHLET ANALITICO MODIFICADO

10 g de amostra

solvente Vol. de extrato(mL) Sdlidos (mg) Sélidos (%)
N-hexano 50 (etanol 96%) 170 1,7
Cloroférmio 64 (etanol 96%) 150 1,5
Acetato de etila 50 (etanol 96%) 200 2
Etanol 85% 100 (etanol 77%) 2410 241
Total 2930 29,3

O processo de extracao para fins fitoquimicos foi realizado em duas etapas
(400g e 5009) e os respectivos extratos constam na tabela 42.

Os solidos residuais da fracdo hexanica e diclorometano foram solubilizados
em diclorometano, da fracdo acetato de etila em metanol, da fragdo metanol em
metanol 95 % e os solidos residuais da fragédo etanol 81% foram solubilizados em
metanol 80%.

O marco residual do processo fitoquimico foi estabilizado e obteve-se uma
massa final de 321 g na primeira etapa e de 406 g na segunda, demonstrando uma

particao eficiente.
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TABELA 42 — PARTICAO DA DROGA VEGETAL COM GRADIENTE DE POLARIDADE EM SOXHLET
FITOQUIMICO MODIFICADO

Primeira etapa (400 g) Segunda etapa (500 g)
Vol. de extrato  Sdlidos Solidos  Vol. de extrato Sdlidos Sdlidos

Solvente

(mL) (9) (%) (mL) @) (%)
N-hexano 325 7,250 1,8 325 12,016 24
Diclorometano 200 5,172 1,3 200 6,622 1,3
Acetato de etila 260 3,097 0,8 260 2,390 0,5
Metanol 360 38,256 9,6 360 52,948 10,6
Etanol 85% 360 38,260 9,6 360 40,988 8,2
Total 1505 92,035 23,1 1505 114,974 23,0

*determinacao por perda em rota-vapor

O processo por particio em pastilha foi o que melhor representou a
composigcao do particionamento devido ao processo de incorporacao utilizado, realiza o
microencapsulamento do extrato na silica e apresentar menor teor de agua no extrato
seco (em silica) em comparacdo com a droga vegetal, que este apresenta na

composicao intracelular. Os resultados estdo demonstrados na tabela 43.

TABELA 43 — PARTICAO DA PASTILHA COM GRADIENTE DE POLARIDADE EM SOXHLET FITOQUIMICO

MODIFICADO
300 g de amostra
Solvente Vol. final de extrato(mL) Sdlidos (g) Sélidos (%)
N-hexano 200 10,9 3,6
Cloroférmio 430 13,4 4,5
Acetato de etila 275 6,7 2,2
Etanol 85% 700 55,2 18,4
Total 1605 86,2 28,7

A tabela 44 apresenta a comparacao entre os processos de particdo,
demonstrando semelhangas, sendo que o mais eficiente foi o processo analitico, pela
proporgao do solvente em relacdo a droga vegetal. Também se observou praticidade

na obtencgao das fragdes para qualificacdo e quantificagao analitica.

TABELA 44 — COMPARACAO DAS PARTICOES, ANALITICO, FITOQUIMICO E DA PASTILHA COM GRADIENTE
DE POLARIDADE EM SOXHLET MODIFICADO

Solvente Solidos (%) Solidos (%) Solidos (%)
(analitico) (fitoquimico) (pastilha fitoquimico)

N-hexano 1,7 2,1 3,6

Cloroférmio 1,5 1,3 4.5

Acetato de etila 2,0 0,65 2,2

Metanol - 10,1 -

Etanol 85% 241 8,9 18,4

Total 29,3 23,05 28,7
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4.2.5.2.1 Particionamentos em colunas de silica e Sephadex LH-20.

A finalidade do particionamento foi separar as fragdes lipofilicas em colunas
de silica e as hidrofilicas (glicosiladas) em colunas de sephadex LH-20 e isolar a fragao
de glucosinolatos. O provavel feniletil glucosinolato foi separado em uma fragao e apés
isso foi analisado por CLAE, CG/MS, CG/MS derivatizado e por LC/MS. A pureza e
estabilidade da fragdo nado atenderam aos parametros para validacao e registro. Apds
pesquisas em publicacdes cientificas, que indicavam a utilizagdo do padrao de feniletil
glucosinolato, fez-se uma busca na internet e assim foi encontrado o laboratério LKT

que comercializa a referida substancia padrao.

4.2.5.2.2 Particionamentos em meio aquoso em Soxhlet modificado.

O particionamento em meio aquoso foi executado com trés tipos de solvente:
hexano, acetato de etila e cloroformio. Tendo hexano e acetato de etila menor
densidade que a agua, o processo de particdo procedeu-se no equipamento Soxhlet
modificado, representado na figura 11, no qual os solventes percolaram pelo sistema
para extrair as fragdes soluveis nesses para fins analiticos. O processo de partigao
com cloroférmio, tendo este densidade maior do que a agua foi substituido pelo
sistema representado na figura 12. O particionamento foi executado em duas etapas,
sendo a primeira etapa em meio acido, em que extraiu-se os esterdides e os fendlicos
e apos o esgotamento total desse processo. A seguir 0 meio aquoso teve seu pH
alcalinizado (pH=10) para extragdo dos compostos nitrogenados. A finalidade desses
processos foi purificar as amostras e eliminar as interferéncias no processo analitico e
concentrar os analitos de acordo com a faixa de linearidade da metodologia

empregada.

4.3 ANALISES DOS EXTRATOS, INSUMOS E PRODUTOS.

4.3.1 Analises por CCD

Foram realizadas analises por CCD (item 3.3.5) para verificagdo a presenga
de compostos fendlicos, glucosinolatos e saponinas na forma esteroidal e/ou
triterpénica, com 5 sistemas de fases modveis. Esta técnica demonstrou-se eficiente

para qualificacdo dos nucleos fundamentais citados.
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As placas de CCD percorreram uma distancia de 10 cm. Em seguida

eliminou-se a fase moével em estufa a 45 °C. Antes e apds a revelacao inicial com o
reativo de NEU as placas foram visualizadas sob luz ultravioleta em 254 e 366 nm,
porém obtiveram-se resultado satisfatério apenas quando observadas em 366 nm.
Depois de fotografadas, as placas foram nebulizadas com vanilina fosférica ou
sulfurica, dependendo do analito glicosilados em questao.

Calculou-se os hRf (Rf x 100) e as retengdes relativas (RR) das referéncias e

da amostra co-injetada com as referéncias.

4.3.1.1 Calculo dos hRf e RR das amostras e referéncias.

Os caélculos dos hRf (Rf x 100) e das retengdes relativas (RR) das referéncias
e da amostra co-injetada com as referéncias foram realizados de acordo com as
férmulas abaixo:

hRf=d 5 x 100 RR

I
|Q.
[}

dwm

o
T

Onde:
d , = distancia de retencéo do analito
d v = distancia de retencio da fase movel

d p = distancia de retencdo do padréo ou referéncia

4.3.1.2 Analise de compostos fendlicos em flavondides e fenilpropandides por CCD

Verificou-se a presenca de flavonodides e fenilpropandides por CCD utilizando
a fase movel 5, avaliando-se por hRf e RR conforme WAGNER (1996) e CARVALHO
(2001). No perfil cromatografico orientativo segundo WAGNER (1996), demonstrado na
figura 18, a rutina apresentou mancha laranja amarelada na regido de hRf 35, sendo
que esta foi considerada como RR 1, o acido clorogénico apresentou mancha azul na

regiao de hRf 45 e RR 1,29 e o hiperosideo apresentou mancha laranja-amarelada na
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regido de hRf 60 e RR 1,71. Foram utilizados como substancias de referéncia neste

estudo comparativo a rutina (flavondide) e o acido clorogénico (fenil propandide).

A figura 19B demonstra que o método, com revelador NEU, foi eficiente na
qualificacdo de flavondides e fenilpropandides presentes no extrato analitico, pois
verificou-se a presengca de flavondides (mancha laranja-amarelada) nos hRf/RR
23/0,49, 30/0,64, 34/0,72, 47/1(rutina), 53/1,13 e 75/1,60 e a presenga de
fenilpropandides (mancha azul) nos hRf/RR <10/<0,1 e 91/1,94. Nas figuras 19A e 19C
reveladas com vanilina sulfurica apresentaram-se manchas enegrecidas nos hRf/RR
<10/<0,1, 47/1(rutina), 53/1,13 e 75/1,60 provavelmente moléculas glicosiladas ou
derivadas do acido quinico. Este sistema demonstrou-se 6timo como fingerprint para
qualificacdo de fendlicos para o extrato, devido a reprodutibilidade da RR em

comparagao com os dados publicados por WAGNER (1996).

FIGURA 18 — PERFIL CROMATOGRAFICO ORIENTATIVO PARA FLAVONOIDES E FENILPROPANOIDES.

18 1 - T2 T3 3 4 T4 F

FONTE: WAGNER (1996), p.215

T1-Rutina - acido clorogénico — hiperosideo — acido isoclorogéncico; 1 — arnica flos; 2 —
caléndula flos; T2 — rutina — acido clorogénico — hiperosideo; T3 — quercetina; 3 —

Heterothecae flos; 4 — Arnica flos (pobre em astragalina); T4 — luteolina-7-O-glicosidica
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FIGURA 19 — CCD PARA IDENTIFICAGAO DE FENOLICOS NO EXTRATO ANALITICO TALOS E FOLHAS.

1 — EATF; 2 — rutina / acido clorogénico / quercetina; 3 — EATF / rutina / acido clorogénico / quercetina

Para o estudo da composigédo do agrido na metodologia de WAGNER (1996)
otimizada por CARVALHO (2001) verifica-se na figura 20 uma melhor separagao de
fendlicos, em relagdo a WAGNER (1996). Nesse processo utilizou-se a fase mével 1,
que demonstrou eficiéncia na qualificagcao de flavonoides.

A revelagdo com NEU, figura 20B, evidenciou a presenga de flavondides
(mancha laranja-amarelada) nos hRf/RR 9/0,37, 10/0,41, 25/1(rutina), 25/1,13 e
fenilpropandides (mancha azul) nos hRf/RR <10/<0,1, 48/1,92, 86/3,44 e 88/3,52.

Nas figura 20A visualizada sem NEU e em 366 nm vizualizou-se manchas
azul escura para flavondides e azul claro par fenilpropandides. Na figura 20C,
reveladas com vanilina fosférica, observou-se manchas enegrecidas nos hRf/RR
<10/<0,1, 25/1(rutina), 28/1,13 e 86/3,44 provavelmente moléculas glicosiladas ou
derivadas do acido quinico. Este sistema demonstrou-se eficiente como fingerprint para
qualificacdo de fendlicos em fenilpropandides para o extrato analitico, devido a

reprodutibilidade da RR de acordo com a literatura CARVALHO (2001,p.43).
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FIGURA 20 — CCD PARA IDENTIFICAGAO DE FENOLICOS NO EXTRATO ANALITICO TALOS E FOLHAS.

1 - ATF; 2 — EATF; 3 — EPTF; 4 — Rutina/Acido clorogénico; 5 — EPSTF; 6 — Xarope EPTF;
7 — EATF/Rutina/Acido clorogénico; 8 — Solugao Oral EPT

4.3.1.3 Anadlise de glucosinolatos por CCD

Verificou-se a presenga de glucosinolatos por CCD utilizando a fase movel 4,
avaliando-se por hRf e RR conforme WAGNER (1996). No perfil cromatografico
orientativo segundo WAGNER (1996), demonstrado na figura 21, a melhor detecgéao foi
quando revelado com vanilina sulfurica. O sinigrin apresentou mancha cinza na regiao
de hRf 40, sendo que esta foi considerada como RR 1, o sinalbin apresentou duas
manchas cinza na regido de hRf 11 e RR 0,28 e hRF 48 e RR 1,2, os quais foram
utilizadas como substéncias de referéncias neste estudo comparativo o sinigrin e o
sinalbin.

A qualificagdo de glucosinolatos no extrato analitico visualizados sem NEU e
com NEU, figura 22A e 22B, demonstrou-se um método eficiente para a verificagdo de
flavondides (mancha laranja-amarelada) e nos fenilpropandides (mancha azul), porém
essa revelacao utilizando NEU nao demonstrou-se eficiente para a qualificagcao de
glucosinolatos quando comparado a revelagédo utilizando vanilina fosférica (figura
22C1) e vanilina sulfurica (figura 22C2). Observou-se manchas enegrecidas com maior

intensidade na revelagdo com vanilina sulfurica, apresentando manchas enegrecidas
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nos hRf/RR 24/0,73, 33/1(sinigrin) e 46/1,39 (feniletil glucosinolato). Este sistema

demonstrou-se eficiente como fingerprint para qualificacdo de glucosinolatos para o
extrato, devido a reprodutibilidade da RR em comparacdo com os dados publicados

por Wagner.

FIGURA 21 - PERFIL CROMATOGRAFICO ORIENTATIVO PARA GLUCOSINOLATOS REFERENTES A
SINIGRIN E SINALBIN, SEGUNDO WAGNER (1996) PG. 296-299

T4 % 5 15

T4 — Capsaicin; 4 — Sinapis albae sementes;
5 — Sinapis nigri sementes; T5 — sinigrin

FIGURA 22 — CCD PARA IDENTIFICAGAO DE GLUCOSINOLATOS NO EXTRATO ANALITICO TALOS E
FOLHAS.

1 — EATF; 2 — Sinigrin / fenil etil glucosinolato; 3 — EATF / sinigrin / fenil etil glucosinolato
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4.3.1.4 Analise de saponinas na forma esteroidal e/ou triterpénica por CCD

Verificou-se a presenga de saponinas por CCD, utilizando a fase moével 3,
avaliando-se por hRf e RR conforme WAGNER (1996). No perfil cromatografico
orientativo segundo WAGNER (1996), demonstrado na figura 23. A melhor detecgao foi
com vanilina sulfurica, a escina apresentou mancha cinza na regidao de hRf 45, sendo
que esta foi considerada como RR 1. Foi utilizada como substéncia de referéncia neste

estudo comparativo a escina, por ser comum ao metabolismo vegetal.

FIGURA 23 — PERFIL CROMATOGRAFICO ORIENTATIVO PARA SAPONINAS, REFERENTES A ESCINA,
SEGUNDO WAGNER (1996)

T1 — Escina; 1- Senegae radix;
2- Sarsaparilla radix; 3- Ginseng radix;
4- Hippocastani sementes.

A metodologia utilizando a fase moével 3 para qualificagdo de saponinas no
extrato analitico demonstrou eficiéncia tanto na visualizagcdo sem NEU quanto com
NEU, figura 24A e 24B respectivamente, para evidenciar flavondide (mancha laranja-
avermelhada) e para fenilpropandides (mancha azul), porém nao foi efetiva para
saponinas. Estas, quando reveladas com vanilina sulfurica, apresentaram manchas
enegrecidas (figura 25C) nos hRf/RR 54/1 (escina) e hRf/RR 96/1,92 (beta sitosterol).
Este sistema demonstrou-se relevante como fingerprint para qualificagdo de saponinas,
devido a reprodutibilidade da RR em comparagdo com os dados publicados por
WAGNER (1996) e CARVALHO (2001).
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FIGURA 24 — CCD PARA IDENTIFICAGAO DE SAPONINAS NO EXTRATO ANALITICO TALOS E FOLHAS

:

ISZRESEEEES0 /7 8 1 2 3 4 56 7 8 ARG

1 - ATF; 2 - EATF; 3 — EPTF; 4 — Escina/Beta sitosterol; 5 — EPSTF; 6 — Xarope EPTF; 7 — EATF/ Escina/Beta
sitosterol; 8 — Solugédo Oral EPTF

4.3.2 Analises por Cromatografia Gasosa — CG

Foram realizadas analises por CG para verificagdo de compostos volateis,
glucosinolatos silanizados e esteroides.

Primeiramente foi realizada analise do extrato analitico talos e folhas (EATF),
apos foi realizado um particionamento e analise de uma fragao considerada relevante
e, em paralelo, analise de amostra silanizada do glucosinolato sinigrin.

Esta técnica demonstrou-se eficiente para qualificacdo e quantificacdo dos
nucleos fundamentais do metabolismo do agrido. A qualificagcao foi realizada por tempo
de retencdo (tr) e por retencédo relativa (RR) e a quantificagdo foi realizada por

padronizacao interna (acetato de tocoferol).

4.3.2.1 Extrato analitico talos e folhas (EATF)

Verificou-se a presenca de quatro compostos em maior concentragdo, dos
quais dois nao foram identificados, e os outros dois foram identificados e quantificados
como betasitosterol e lupeol, conforme figura 25. A identificacédo se deu por retengao
relativa do acetato de tocoferol (padrao interno). Os resultados encontram-se na tabela
45 e justificam os dados apresentados na revisao de literatura sobre a constituicao

quimica do agriao.
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FIGURA 25 — PERFIL POR CG DO EXTRATO ANALITICO TALOS E FOLHAS (EATF)
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TABELA 45 — RESULTADOS DO EXTRATO ANALITICO TALOS E FOLHAS (EATF) ANALISADOS POR CG.

Referéncia tr Area RR Fc ‘ [mg/mL]
Nao identificado 7,568 58833 0,174 1 11
Nao identificado 17,774 30234 0,410 1 0,56
Acetato de tocoferol (pi) 43,382 89936 1,000 1 1,67
Beta sitosterol 54,297 60336 1,252 1,478 1,65
Lupeol 65,144 91345 1,502 1, 756 2,54

RR e Fc: segundo CARVALHO (2001), pag. 50.

4.3.2.2 Fragao do Extrato Analitico Talos e Folhas (EATF) e Sinigrin Silanizados

Apos a silanizacdo verificou-se a presenca de dois compostos em maior
concentragdo na solugao de sinigrin, com tempo de retengédo 11,685 e 18,039 min e
retencao relativa de 0,258 e 0,399, considerando o acetato de tocoferol como padrao
interno, figura 26. O tempo de retencdo de 18,039 min é do sinigrin ou propenil
glucosinolato (silanizado).

Na fracdo obtida do extrato analitico talos e folhas (EATF), que foi silanizada,
verificou-se também dois compostos com tempo de retengao de 3,673 e 19,718 min e
retencao relativa de 0,083 e 0,446, considerando o acetato de tocoferol como padrao
interno. O tempo de retencdo de 19,718 min representa provavelmente o feniletil

glucosinolato (silanizado), figura 27.



FIGURA 26 — PERFIL POR CG DA SOLUGAO DE SINIGRIN SILANIZADO.
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FIGURA 27 — PERFIL POR CG DA FRAGAO DO EXTRATO ANALITICO TALOS E FOLHAS SILANIZADA.
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4.3.3 Analises por espectrometria de massa - MS

80

Primeiramente efetuou-se a analise da substéncia de referéncia sinigrin pela

injecdo direta no probe do detector de MS. Na referéncia de sinigrin (analisado na

Central de Analises da UFSC) os fragmentos encontrados sao idénticos aos da

biblioteca NIST, conforme as figuras 28, 29 e 33.

Em seguida efetuou-se a derivatizagdo da referéncia sinigrin e analisou-se

por GC/MS (Laboratorio de Bioquimica da UFPR), sendo que foram verificados

fragmentos correspondentes a adigao do trimetil silano (TMS) conforme representado

nas figuras 29, 30 e 33 e cujos calculos das fragmentagbes encontram-se

representados na figura 33. O pico de fragmentacao 145 da figura 29 corresponde ao

pico de fragmentacéo de 361 na figura 30.
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Procedeu-se a mesma metodologia para analise da fragdo do extrato

analitico talos e folhas contendo o provavel feniletil glucosinolato. A fragdo nao
derivatizada e a derivatizada apresentaram o mesmo comportamento que a referéncia
sinigrin conforme representado demonstrado nas figuras 31, 32 e 34. O pico de 252 da
figura 31 e 34 corresponde ao de 399 na figura 32 e 34.

Onde observou-se que os fragmentos verificados nas anélises foram
identificados por comparagcdo com o estudo de fragmentagédo feito pelo autor e

demonstrado nas figuras 33 e 34.

FIGURA 28 — ESPECTRO DE MASSA DO PADRAO DE SINIGRIN
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FIGURA 29 — ANALISE DIRETA NO PROBE DO DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASSA NA UFSC, DO
PADRAO DE SINIGRIN UTILIZADO COMO COMPOSTO DE REFERENCIA
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FIGURA 30 — ANALISE POR CG/MS NA UFPR DO PADRAO DE SINIGRIN DERIVATIZADO COM TMS
UTILIZADO COMO COMPOSTO DE REFERENCIA
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FIGURA 31 — ANALISE DIRETA NO PROBE DO DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASSA NA UFSC, DO
PROVAVEL GLUCONASTURTIUM ACIDO

FIGURA 32 — ANALISE POR CG/MS NA UFPR, DO PROVAVEL GLUCONASTURTIUM ACIDO DERIVATIZADO




FIGURA 33 — ESTRUTURAS QUIMICAS DO ESPECTRO DE MASSA DO SINIGRIN
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FIGURA 34 — ESTRUTURAS QUIMICAS PARA ANALISE DOS FRAGMENTOS DOS ESPECTROS DE MASSA
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4.3.4 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

Foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) as
seguintes amostras: alcoolatura de agrido, droga vegetal talos e folhas na forma de
extrato (EATF), extrato fluido de agrido, tintura de agrido, extrato seco de agrido,
xarope de agrido e solugéo oral de agrido. As analises foram realizadas de acordo com
metodologia validada para o feniletil glucosinolato.

A droga vegetal talos e folhas, na forma de extrato analitico talos e folhas
(EATF), foi analisada, segundo metodologia ndo validada, para qualificagdo
(fingerprint) e semi-quantificagdo (>95%) de compostos fendlicos, nitrogenados e

esterdides por CLAE.

4.3.4.1 Resultados da validagdo analitica do doseamento do feniletil glucosinolato por

CLAE

4.3.41.1 Linearidade

A linearidade foi determinada pela analise dos resultados provenientes da
comparagao das curvas contemplando as 7 concentragbes obtidas utilizando os
diferentes solventes.

Exemplo dos cromatogramas e dos espectros obtidos da solugdo padrao

estdo demonstrados nas figuras 35 e 36.

FIGURA 35 — CROMATOGRAMA DO PADRAO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO 0,10 MG/ML

System{acquisition): AEC - 1 Series:0886curva FEGlsnt
Application: Fenblicos Agrido Vial Number: 74
Sample Name: 0,1 mg/mL F.Et. glucosinolato Vial Type: STD4
Volume: 40,0 ul
Sample Description:

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 36 — ESPECTRO E PUREZA DO PADRAO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO 0,10 MG/ML
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O método demonstrou-se linear na faixa de trabalho pretendida, pois o
coeficiente de correlagdo € de 0,9975, estando dentro dos limites esperados, ou seja,
maior ou igual a 0,98, conforme demonstrado na figura 37 apresenta a curva de

linearidade.

FIGURA 37 — CURVA DE LINEARIDADE DE FENILETIL GLUCOSINOLATO

Name: fenil etil glucosinolato RT: 18,02 min Component Table
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Concentration {mg/mL)

Na tabela 46 estao dispostos os valores encontrados na curva de linearidade
e o calculo do desvio padrao (DP) e desvio padréo relativo (DPR) entre os valores
encontrados nas 3 curvas realizadas e entre a média dos valores encontrados e o valor

tedrico de cada ponto da curva.



87
TABELA 46 — CALCULO DESVIO PADRAO E DESVIO PADRAO RELATIVO

Entre Xencontrados CUrvas 1, 2 e 3 Entre X teorico € Média Xencontrados CUrvas
DP DPR DP DPR

Ponto 1 0,000251 0,640450 0,000608 1,553191

Ponto 2 0,000620 1,037967 0,000176 0,294672

Ponto 3 0,000418 0,508546 0,001563 1,900871

Ponto 4 0,000105 0,104067 0,000349 0,347594

Ponto 5 0,000239 0,194076 0,002324 1,884685

Ponto 6 0,001316 0,947385 0,000786 0,565628

Ponto 7 0,000690 0,438993 0,001959 1,245746

4.3.41.2 Exatidao

Para a determinacao da exatiddo do método foi realizado o ensaio de adicao do
padrao.

Para a realizagao do ensaio utilizou-se a tintura de Agrido e o padrao de feniletil
glucosinolato na concentragdo de 0,4 mg/mL.

Foram analisadas 9 determinagdes contemplando o intervalo linear.

A primeira amostra foi obtida pela adicdo de 25uL da tintura de Agrido, 50uL do
padrao 0,4 mg/mL, 925 pL da fase diluente.

Os cromatogramas obtidos das 3 determinacdes estdo exemplificados nas
figuras 38 a 40.

Considerando que a tintura de Agrido possui uma concentragdo de
1,429903mg/mL de feniletil glucosinolato, a concentracéo tedrica da solugdo analisada
deveria ser de 0,0557475 mg/mL de feniletil glucosinolato (calculo abaixo). Os

resultados estéo dispostos na tabela 46.

Calculo tedrico de feniletil glucosinolato proveniente do padrao
0,4 mg feniletil glucosinolato - 1000 uL
x - 50 pL
x = 0,02 mg feniletil glucosinolato
Calculo tedrico de feniletil glucosinolato proveniente da tintura
1,429903 mg — 1000 pL
X—-25pL
X =0,0357475 mg feniletil glucosinolato presente da tintura
Concentragao tedrica total de feniletil glucosinolato na amostra
0,02 mg + 0,0357475 mg = 0,0557475 mg de feniletil glucosinolato em 1000uL
da amostra.



FIGURA 38 — CROMATOGRAMA DE AGRIAO TINTURA EXATIDAO CONCENTRAGAO 01
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 39 — ESPECTRO DO PICO DE AGRIAO TINTURA EXATIDAO CONCENTRAGAO 01

FIGURA 40 — MULTICROMATOGRAMA AGRIAO TINTURA — EXATIDAO CONCENTRAGAO 01
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TABELA 46 — RESULTADOS DAS ANALISES DE EXATIDAO CONCENTRAGAO 01

Amostras Conce?r::;;rii)teonca Concentr(ar\r(];g/omel_r;contrada Recuperacao (%)
Amostra 01 0,0559932 100,44
Amostra 02 0,0557475 0,0562589 100,92
Amostra 03 0,0567386 101,78
Média 0,0563302 101,05

A segunda amostra foi obtida pela adicdo de 25uL da tintura de Agrido, 175 pL
do padrao 0,4 mg/mL e 800 pL da fase diluente. Os cromatogramas das 3
determinacgdes estao exemplificados nas figuras 41 a 43.

Considerando que a tintura de Agrido possui uma concentragdo de 1,429903
mg/mL de feniletil glucosinolato, a concentragao tedrica da solugcdo analisada deveria
ser de 0,1057475 mg/mL de feniletil glucosinolato (calculo abaixo). Os resultados

estao dispostos na tabela 47.

Calculo tedrico de feniletil glucosinolato proveniente do padrao:

0,4 mg feniletil glucosinolato - 1000 L
x-175 pL

x = 0,07 mg feniletil glucosinolato

Calculo tedrico de feniletil glucosinolato proveniente da tintura:

1,429903 mg — 1000 pL
X—=25uL

X =0,0357475 mg feniletil glucosinolato presente da tintura

Concentragao tedrica total de feniletil glucosinolato na amostra:
0,07 mg + 0,0357475 mg = 0,1057475 mg de feniletil glucosinolato em

1000 uL da amostra.



FIGURA 41 — CROMATOGRAMA DE AGRIAO TINTURA EXATIDAO CONCENTRAGAO 02

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 42 — ESPECTRO DO PICO DE AGRIAO TINTURA EXATIDAO CONCENTRACAO 02

ke
=

FIGURA 43 — MULTICROMATOG

B |

u] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Fetention Time (min)

TABELA 47 — RESULTADOS DAS ANALISES DE EXATIDAO CONCENTRAGAO 02

Concentragdo teodrica

Amostras (mg/mL) Concentragéo encontrada (mg/mL) Recuperagéao (%)
Amostra 01 0,106294 100,52

Amostra 02  0,1057475 0,104809 99,11

Amostra 03 0,106273 100,04

Média 0,105792 100,04
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A terceira amostra foi obtida pela adigao de 25uL da tintura de Agrido, 275 pL do

padrao 0,4 mg/mL e 700 uL da fase diluente. Os cromatogramas das 3 determinacdes
estdo exemplificados nas figura 44 a 46.

Considerando que a tintura de Agrido possui uma concentragcdo de 1,429903
mg/mL de feniletil glucosinolato, a concentragao tedrica da solugdo analisada deveria
ser de 0,1457475 mg/mL de feniletil glucosinolato (calculo abaixo). Os resultados

estdo dispostos na tabela 48.

Calculo tedrico de feniletil glucosinolato proveniente do padréo:

0,4 mg feniletil glucosinolato - 1000 uL
X -275 L

x = 0,11 mg feniletil glucosinolato

Calculo tedrico de feniletil glucosinolato proveniente da tintura:

1,429903 mg — 1000 pL
X — 25 L

X =0,0357475 mg feniletil glucosinolato presente da tintura

Concentragao tedrica total de feniletil glucosinolato na amostra:
0,11 mg + 0,0357475 mg = 0,1457475 mg de feniletil glucosinolato em 1000uL
da amostra.

FIGURA 44 — CROMATOGRAMA DE AGRIAO TINTURA EXATIDAO CONCENTRAGAO 03

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 45 — ESPECTRO DO PICO DE AGRIAO TINTURA EXATIDAO CONCENTRACAO 03

s

dars b

Lgrifio Tint - Fixed 210 nm
B) Agrifio valid - WVial 72 Inj 3 Agrifio Tint - Fixed 210 nm
c) Agrifio valid - Vial 72 Inj 4 Agrifio Tint - Fized 210 nm

&) hgrifio valid - Wial 72 Inj 2

Intensity
v

. e

LA R 1 0 0 I 0 I 7 0 I R A R R |

o 8 10 15 20 25 30 35 40 45 50 11 60
Retention Tiwe (mwin)

TABELA 48 — RESULTADOS DAS ANALISES DE EXATIDAO CONCENTRAGAO 03

Concentragao tedrica

Amostras (mg/mL) Concentragao encontrada (mg/mL)  Recuperagéo (%)
Amostra 01 0,146882 100,78
Amostra 02 0,1457475 0,148048 101,58
Amostra 03 0,148858 102,13
Média 0,147929 101,50

Analisando os resultados provenientes das trés concentracdes, conclui-se que o
método proposto apresenta exatidao, pois todos os resultados estdo dentro do limite
esperado, ou seja, os indices de recuperagcdo do padrao adicionado permaneceram

dentro da faixa de 95% a 105%.

4.3.4.1.3 Especificidade

A especificidade da metodologia foi analisada por trés maneiras.
Avaliou-se a possivel interferéncia dos excipientes da amostra na deteccao

do analito feniletil glucosinolato.
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Preparo da amostra do excipiente da matéria-prima/ tintura/extrato liquido:

O excipiente utilizado na producdo da tintura de Agrido e na extracdo de
matéria-prima € o etanol. Injetou-se a solugcdo de etanol para avaliagdo do seu

comportamento no método proposto.

O cromatograma obtido foi demonstrado na figura 47.

FIGURA 47 — CROMATOGRAMA DO ETANOL 77%

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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A figura 48 mostra a visualizacdo dos possiveis picos interferentes no
excipiente etanol 81% no comprimento de onda estipulado na metodologia (210 nm).

FIGURA 48 - CROMATOGRAMA DO ETANOL 81%
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Analisando a figura 48, verificou-se que no comprimento de onda selecionado
(210nm) nao ha deteccao significativa de nenhum pico durante toda a corrida. Na
figura 48 foi demarcado o tempo de retengcédo do analito feniletil glucosinolato, e como
podemos verificar ndo ha detecgcdo de nenhuma substancia que possa promover

alguma interferéncia no seu doseamento.
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Para comprovar que realmente ndo ha presenca de nenhum pico com

espectro semelhante ao espectro do padrao de feniletil glucosinolato na corrida do
etanol, foi feita a comparacao dos espectros de todos os sinais que foram detectados
no comprimento de onda de 210 nm com o espectro padrao de feniletil glucosinolato. A

visualizagéo dos resultados esta demonstrado na figura 49.

FIGURA 49 — COMPARAGAO DOS ESPECTROS PRESENTES NO CROMATOGRAMA DO ETANOL COM O
PADRAO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO.
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Conforme verificamos na figura 49, n&o ha nenhum pico que possua
semelhanga satisfatéria em relagdo ao padrao de feniletil glucosinolato. Dessa forma,
comprovou-se que o etanol 81% nao possui nenhum componente que possa promover

interferéncia na detec¢do do analito (feniletil glucosinolato).

FIGURA 50 - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO DE XAROPE
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A figura 50 mostra a visualizagado dos possiveis picos interferentes no xarope

no comprimento de onda estipulado na metodologia (210 nm).

FIGURA 51 — CROMATOGRAMA DA SOLUCAO DE XAROPE
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Analisando a figura 51, verificou-se que no comprimento de onda selecionado
(210nm) ha detecgado de um pico aproximadamente no tempo 22,5 minutos, o qual
corresponde ao conservante da formulagéo o benzoato de sédio. Na figura acima esta
demarcado o tempo de retencdo de 18 minutos (relativo ao tempo de retengdo do
analito feniletil glucosinolato), comprovando desta forma que o tempo de retengao
entre o feniletil glucosinolato e o pico de benzoato ndo coincidem, ndo tendo o
benzoato de sddio, portanto, a capacidade de se sobrepor ao pico de interesse.

O espectro do pico presente no xarope foi comparado ao espectro do padrao
de feniletil glucosinolato para verificagdo se estes sdo ou nao semelhantes, podendo
dessa forma interferir ou ndo no processo de doseamento do analito. No canto
esquerdo da figura 52 e na figura 53 podemos visualizar o espectro do pico

selecionado (benzoato de sédio).



FIGURA 52 — CROMATOGRAMA DA SOLUCAO DE XAROPE — ANALISE DO PICO DE BENZOATO DE SODIO
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FIGURA 53 — ESPECTRO DO PICO SELECIONADO DO XAROPE

hbsorbance ([AT)

1 -

&0

LIS L L L L L R B IARRLAARN RERALRANN) NAAMLAARN MR
200 2z0 240 280 280 300 3ao0 340 360 380 400 420 440
Wavelength (nm)

RT{min) Purity
E 15,11 90,9920
— 15,52 98,9931
E 16,71 89,9975
i 17,11 08,9714
E 18,41 86,9911
E . 19,63 89,9905 |
E = 22,15 89,0608
I 22,41 0,9700
— 25,45 89,9962
- 26,57 89,9004
R 33,99  0,9984
E 48,81 09,9988
51,53 89,9995
i 52,57 14,0000
E 54,28 08,9997
— G7,25 a,9999
E 61,51 89,8502
3 ©
o
-3 i
w
= RT 22,27(3)
— # RT 22,15(%5)

96

A figura 54 faz a visualizagdo dos espectros dos picos selecionados com o

espectro do padrao de feniletil glucosinolato.

FIGURA 54 — ESPECTRO DO PICO SELECIONADO DO XAROPE E DO PADRAO DE FENILETIL
GLUCOSINOLATO
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Como podemos visualizar na Figura 54 o espectro do pico do benzoato de

sédio ndo é semelhante ao espectro do pico padrdo de feniletil glucosinolato, ndo
sendo desta forma capaz de interferir no processo de doseamento do analito.

Para confirmar que realmente ndo ha presenca de nenhum pico com espectro
semelhante ao espectro do padréo de feniletil glucosinolato na corrida da solugdo do
xarope, foi feita a comparacao dos espectros de todos os sinais que foram detectados
no comprimento de onda de 210 nm com o espectro padrao de feniletil glucosinolato,
através da ferramenta Reverse library search. A visualizagdo dos resultados esta

demonstrado na Figura 55.

FIGURA 55 — COMPARACAO DOS ESPECTROS PRESENTES NO CROMATOGRAMA DA SOLUGAO DE
XAROPE COM O PADRAO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO.
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A ferramenta "reverse library search" compara o espectro do padrao
selecionado (no caso o feniletil glucosinolato) com o espectro de todos os sinais
detectados no comprimento de onda selecionado (210 nm), dispondo os resultados em
ordem decrescente de semelhanga, ou seja, 0 pico que possui mais semelhanga esta
no topo da lista. Analisando a figura 55, comprovamos que ndo ha nenhum pico
detectado com a semelhancga espectral que possa interferir no doseamento de feniletil
glucosinolato.

Dessa forma, comprovou-se que a solugdo de xarope nao possui nenhum
componente o qual possa promover interferéncia na deteccdo do analito (feniletil

glucosinolato).



98

Preparo da amostra do excipiente da solug¢ao oral:

A amostra contendo os excipientes foi preparada conforme procedimento

descrito no item 3.7. Preparagdo das amostras xarope e solugdo oral. Injetou-se a

solugédo. O cromatograma obtido esta representado na figura 56.

FIGURA 56 — CROMATOGRAMA DA SOLUGCAO ORAL
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A figura 57 mostra a visualizagdo dos possiveis picos interferentes na solugao

oral no comprimento de onda estipulado na metodologia (210nm).

FIGURA 57 — CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ORAL
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Figura 57, verificou-se que no comprimento de onda

selecionado (210nm) ha deteccdo de dois picos aproximadamente nos tempos 15,95

minutos (pico 1) e 22,4 minutos (pico 2). Na figura acima estd demarcado o tempo de

retencdo de 18 minutos (relativo ao tempo de retengdo do analito feniletil

glucosinolato), comprovando desta forma que o tempo de retencdo entre o feniletil
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glucosinolato e os picos detectados nao coincidem, ndo tendo os componentes do

excipiente, portanto, a capacidade de se sobrepor ao pico de interesse.

Os espectros dos picos presentes na solugao oral foram comparados ao
espectro do padrdo de feniletil glucosinolato para verificagdo se estes sdo ou nao
semelhantes, podendo dessa forma interferir no processo de doseamento do analito.
No canto esquerdo da figura 58 e na figura 59 podemos visualizar os espectros dos

picos selecionados.

FIGURA 58 — CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ORAL — ANALISE DOS PICOS
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FIGURA 59 — ESPECTROS DOS PICOS SELECIONADOS DA SOLUGAO ORAL
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A figura 60 apresenta a visualizagdo dos espectros dos picos selecionados

com o espectro do padrao de feniletil glucosinolato.



FIGURA 60 — ESPECTROS DOS PICOS SELECIONADOS DA SOLUCAO ORAL E DO PADRAO DE FENILETIL
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Como podemos visualizar na Figura 60 os espectros dos picos 1 e 2 ndo sao

semelhantes ao espectro do pic

0 padrao de feniletil glucosinolato, ndo sendo desta

forma capaz de interferir no processo de doseamento do analito.

Para confirmar que realmente ndo ha presenca de nenhum pico com espectro

semelhante ao espectro do padréo de feniletil glucosinolato na corrida da solugéo oral,

foi feita a comparacdo dos espectros de todos os sinais que foram detectados no

comprimento de onda de 210 n
através da ferramenta Reverse

demonstrada na figura 61.

m com o espectro padrdo de feniletil glucosinolato,

library search. A visualizacdo dos resultados esta

FIGURA 61 — COMPARACAO DOS ESPECTROS PRESENTES NO CROMATOGRAMA DA SOLUCAO ORAL
COM O PADRAO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO.
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Analisando a Figura 61 verificamos que o pico que possui a maior correlagao

com o padrao feniletil glucosinolato sai no tempo 15,86 (correlagdo de 0,9664). Porém
ao analisarmos o espectro da substancia com o padrao (Figura 61) comprovamos que
estes ndo sao semelhantes.

Dessa forma, comprovou-se que a solugdo oral ndo possui nenhum
componente o qual possa promover interferéncia na detecgdo do analito (feniletil

glucosinolato).

4.3.4.1.3.1 Analise da pureza do pico

Avaliou-se o pico a ser quantificado nas amostras de Agrido tintura, capsulas,
xarope e solugao oral, em relagdo a pureza e comparou-se seu espectro com o padrao
de feniletil glucosinolato.

Injetou-se a amostra de tintura de Agrido conforme descrito, item 3.7.2.
Preparagdo da amostra para tintura. Analisou-se a pureza do pico e realizou-se a
comparacgao espectral com o espectro do padrao de feniletil glucosinolato.

O cromatograma da amostra de Agrido tintura esta disposto na Figura 62.
Nessa figura podemos visualizar o cromatograma da corrida, o espectro do pico

selecionado e o comprimento de onda de trabalho.

FIGURA 62 — CROMATOGRAMA DA TINTURA DE AGRIAO 1:15
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O pico analisado € o pico correspondente a feniletil glucosinolato na amostra,

a figura 63 demonstra o espectro e a pureza do pico.



FIGURA 63 — ESPECTRO DO PICO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO NA TINTURA DE AGRIAO
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Pela analise através do detector de arranjo de diodos (DAD) verificamos que

o pico correspondente a feniletil glucosinolato na amostra estad puro, com indice de

pureza igual a 0, 9946, ou seja, pureza de 99,46% (figura 63).

A figura 64 mostra a comparagao espectral entre o pico de feniletil

glucosinolato presente na tintura e a feniletil glucosinolato padréao.

FIGURA 64 — COMPARAGAO ESPECTRAL ENTRE FENILETIL GLUCOSINOLATO PADRAO E O PICO DE

FENILETIL GLUCOSINOLATO NA TINTURA DE AGRIAO
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Ao compararmos a anadlise espectral do pico de feniletil glucosinolato da

tintura com o espectro do padrdo de feniletil glucosinolato, verificou-se que os
espectros sdo semelhantes, possuindo uma correlagédo de 0,9982, ou seja, 99,82%

(figura 64).

4.3.4.1.4 Precisao por repetibilidade

A repetibilidade do método foi determinada pelos resultados de 6
determinagdes a 100% da concentragao teste.

Foi utilizada a solugdo da tintura de Agrido, na propor¢céo de 1:15 em fase
diluente para realizagdo das analises.

Os cromatogramas da tintura de Agrido sado representados nas figuras 65, 66

e 67.

FIGURA 65 — CROMATOGRAMA DA TINTURA DE AGRIAO 1:15 DO ANALISTA 01

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 66 — ESPECTRO DO PICO DA TINTURA DE AGRIAO 1:15 DO ANALISTA 01
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FIGURA 67 — MULTICROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS DE PRECISAO DA TINTURA DE AGRIAO DO
ANALISTA 01
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A tabela 49 mostra os resultados de desvio padrdo (DP) e o desvio padrao

relativo (DPR%) das 6 determinagdes.

TABELA 49 — RESULTADOS DAS ANALISES DE PRECISAO POR REPETIBILIDADE DO ANALISTA 01

Concentragédo de feniletil glucosinolato encontrada (mg/mL)

Conc 1 Conc 2 Conc 3 Conc 4 Conc 5 Conc 6
Agrido 1,42450 1,43635 1,42899 1,43180 1,43636 1,42671
Média 1,430785
DP 0,00495
DPR (%) 0,35

O método proposto apresenta precisdo por repetibilidade, pois o desvio
padréo relativo (DPR%) encontrado (0,35%) entre as seis determinagbes realizadas
esta dentro dos limites esperados, isto €, menor ou igual a 5%.

A figura 68 apresenta o célculo do desvio padrdo relativo (% standard
deviation) das concentragdes encontradas nas 6 injegcbes para o pico de feniletil
glucosinolato.

FIGURA 68 — CALCULO DESVIO PADRAO RELATIVO (% STANDARD DEVIATION) DAS CONCENTRAGOES
ENCONTRADAS PARA O PICO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO

Conc. Stats. (Rep. Injs.) Title: Concentration (Concl)

Neme Mean Conc 1 Standard % Standard Variance
mg/ mL Deviation Deviation
fenil etil glucosinolato 1, 43079 4, 945E-03 0,35 2,445E-05

Analisando os resultados, comprova-se que o método proposto possui

precisao por repetibilidade.
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A figura 69 apresenta o calculo do desvio padrdo relativo (% standard

deviation) dos tempos de retengéo (RT) obtidos nas 6 inje¢des para o analito analisado

(feniletil glucosinolato).

FIGURA 69 — CALCULO DESVIO PADRAO RELATIVO (% STANDARD DEVIATION) DOS TEMPOS DE
RETENCAO ENCONTRADOS PARA O PICO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO

RT Stats. (Rep. Injs.) Title: Retention Time

Name Me an standard % Standard Variance
RT(Min) Deviation Deviation
fenil etil glucosinolato 17,981 1,1%7E-02 0,07 1,433E-04

Através dos resultados encontrados pode-se confirmar que o método

proposto € reprodutivel.

4.3.4.1.5 Precisao intermediaria

A repetibilidade intermediaria do método foi determinada pela comparacao
dos resultados de 6 injecbes da amostra de Agrido tintura a 100% da concentragao
teste, de 2 analistas diferentes em dias diferentes.

Os cromatogramas das analises realizadas pelo analista 02 estdo

demonstradas nas figuras 70 a 72 e os resultados das analises dispostos na tabela 50.

FIGURA 70 — CROMATOGRAMA DA TINTURA DE AGRIAO 1:15 DO ANALISTA 02

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 71 — ESPECTRO DO PICO DA TINTURA DE AGRIAO 1:15 DO ANALISTA 02
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FIGURA 72 — MULTICROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS DE PRECISAO DA TINTURA DE AGRIAO DO
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TABELA 50 — RESULTADOS DAS ANALISES DE PRECISAO POR REPETIBILIDADE DO ANALISTA 02

Concentragéo de feniletil glucosinolato encontrada (mg/mL)

Analise Conc 1 Conc 2 Conc 3 Conc 4 Conc 5 Conc 6
Agrido 1,41365 1,40363 1,42611 1,43492 1,45276 1,44305
Média 1,42902

DP 0,0183

DPR (%) 1,28

O método em questdo confirma que apresenta precisao por repetibilidade,

pois o desvio padrao relativo (DPR%) encontrado (1,28%) entre as seis determinacgdes

realizadas esta dentro dos limites esperados, isto é, menor ou igual a 5%.

A figura 73 apresenta o calculo do desvio padrao relativo (%standard

deviation) das concentragdes encontradas nas 6 injegdes (analista 02) para o analito

analisado (feniletil glucosinolato).
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FIGURA 73 — CALCULO DESVIO PADRAO RELATIVO (% STANDARD DEVIATION) DAS CONCENTRACOES
ENCONTRADAS PARA O PICO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO

Conc. Stats. (Rep. Injs.) Title: Concentration {(Concl)
Name Mean Conc 1 Standard % Standard Variance
mg/ L Dewiation Deviation
fenil etil glucosinclato 1, 42902 1, B35E-02 1,28 3,368E-04

Analisando os resultados, comprova-se, mais uma vez, que o meétodo
proposto possui precisao por repetibilidade.

A figura 74 apresenta o calculo do desvio padrdo relativo (%standard
deviation) dos tempos de retengdo (RT) obtidos nas 6 inje¢cées (analista 02) para o
analito analisado (feniletil glucosinolato).

FIGURA 74 — CALCULO DESVIO PADRAO RELATIVO (% STANDARD DEVIATION) DOS TEMPOS DE
RETENCAO ENCONTRADOS PARA O PICO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO

RT Stats. (Rep. Injs.) Title: Retention Time

HName Mean Standard % Standard Variance
RT{Min) Deviation Deviation
fenil etil glucosinolato 18,018 6, 035E-02 0,33 3,642E-03

Através dos resultados encontrados pode-se novamente confirmar que o
método proposto é reprodutivel.

A figura 75 e a tabela 51 mostram a comparacéo dos resultados da analise
de precisao dos dois analistas.

FIGURA 75 — MULTICROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS DE PRECISAO DA TINTURA DE AGRIAO DOS
ANALISTAS 01 E 02
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TABELA 51 — RESULTADOS DAS ANALISES DE PRECISAO INTERMEDIARIA

Analise Média da concentracéo de feniletil glucosinolato encontrada (mg/mL)
Primeiro analista 1,430785
Segundo analista 1,42902
Média 1,429903
DP 0,01285
DPR % 0,898663

O método proposto apresenta precisdo intermediaria, pois o desvio padrao
relativo (DPR) encontrado (0,899%) entre as analises realizadas pelos dois analistas

estdo dentro dos limites esperados, isto €, menor ou igual a 5%.

43415 Robustez

4.3.4.1.5.1 Composigao da Fase Mével

Avaliou-se a influéncia da composi¢ao da fase movel.

Diluiu-se a fase acida em agua deionizada na proporgéo de 1:2. Realizou-se
o doseamento de Agrido tintura utilizando essa solugdo como fase mével (Fase A).

O cromatograma e o espectro obtidos nessa analise estdo demonstrados nas

figuras 76 e 77.

FIGURA 76 — CROMATOGRAMA DA TINTURA DE AGRIAO 1:15 — INFLUENCIA DA COMPOSICAO DA FASE
MOVEL

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 77 — ESPECTRO DO PICO DA TINTURA DE AGRIAO 1:15 — INFLUENCIA COMPOSIGAO DA FASE
MOVEL

A concentracdo encontrada para essa analise esta demonstrada na tabela
52.

TABELA 52 — RESULTADO DA ANALISE DA INFLUENCIA DA COMPOSICAO DA FASE MOVEL

Anédlise Concentragéo de feniletil glucosinolatos (mg/mL)
Agrido tintura 1,49310
Agrido tintura 1,45324
Média 1,47317

A figura 78 apresenta a comparagao dos cromatogramas da tintura de Agriao
utilizando o método original (cromatograma c) e utilizando a fase &acida diluida
(cromatograma a e b). Os resultados provenientes da comparagdo dos dois métodos

estao dispostos na tabela 53.

FIGURA 78 - MULTICROMATOGRAMAS DA TINTURA DE AGRIAO — INFLUENCIA DA COMPOSICAO DA FASE
MOVEL
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TABELA 53 — COMPARACAO DOS RESULTADOS DOS METODOS — INFLUENCIA DA COMPOSICAO DA FASE

MOVEL
Andlise Média da concentragdo de feniletil glucosinolato (mg/mL)
Média —Precisdo intermediaria tintura 1,429903
Média - Robustez FM 1,47317
Média 1,451537
DP 0,030594
DPR % 2,107724

A analise dos resultados demonstrou que esse método € robusto para essa
alteracao, apesar de promover uma pequena diferenga no tempo de retencédo do pico,
esta ndo promoveu mudangas no teor de feniletil glucosinolato dosado, resultando em

um desvio padrao relativo de 2,1%, abaixo do limite maximo permitido, que é de 5%.

4.3.4.1.5.2 Diferentes lotes de colunas

Durante toda a validagéo foi utilizada a coluna Phenomenex de numero de
série 2729131-12, exceto para a analise de repetibilidade do agrido tintura do analista
02, o qual foi utilizada uma coluna Phenomenex Gemini (C-18 250 x 4,6mm) de
numero de série 327163-27.

Cromatograma obtido esta novamente demonstrado na figura 79 e 80. Os
resultados provenientes da comparacado das diferentes colunas estdo dispostos na

tabela 54.

FIGURA 79 — CROMATOGRAMA DA TINTURA DE AGRIAO 1:15 DO ANALISTA 02

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 80 — ESPECTRO DO PICO DA TINTURA DE AGRIAO 1:15 DO ANALISTA 02
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TABELA 54 — RESULTADO DA ANALISE DA INFLUENCIA DA TROCA DE COLUNA

Analise Concentragéo de feniletil glucosinolato (mg/mL)
Agrido tintura
Média Analista 02 1,42902

A figura 81 apresenta a comparagao dos cromatogramas da tintura de Agriao
utilizando o método original (cromatograma a até f) e o novo lote de coluna
Phenomenex de numero de série 327163-27 (cromatograma g até |). Os resultados

provenientes da comparagao dos dois métodos estdo dispostos na tabela 55.

FIGURA 81 — MULTICROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS DE PRECISAO DO AGRIAO SOLUGAO ORAL DOS
ANALISTAS 01 E 02 — INFLUENCIA DA TROCA DE COLUNA
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TABELA 55 — RESULTADOS DAS ANALISES DE PRECISAO INTERMEDIARIA

Analise Média da concentracédo de feniletil glucosinolato encontrada (mg/mL)
Primeiro analista 1,430785

Segundo analista 1,42902

Média 1,429903

DP 0,01285

DPR % 0,898663
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Através do laudo de analise do fabricante, verificou-se que a coluna

Phenomenex de série n°. 279131 - 12 possui numero de pratos tedricos igual a 85508
p/m; e a coluna Phenomenex de série n° 327163 - 27 possui um numero de pratos
tedricos igual a 81367 p/m. Essa diferenga de numeros de pratos tedricos das colunas
justifica a pequena variagdo nos tempos de retengdo da amostra entre as duas
analises.

A analise dos resultados demonstrou que esse método € robusto para essa
alteracao, pois apesar da pequena diferenca no tempo de retengcdo dos picos, esta ndao
promoveu mudangas significativas no teor de feniletil glucosinolato dosado, resultando
em um desvio padrao relativo de 0,899%, abaixo do limite maximo permitido, que € de

5%.

4.3.4.1.5.3 Estabilidade das solucdes

A solucdo de Agrido xarope juntamente com padrédo de feniletil glucosinolato
em fase diluente utilizada para a analise da exatiddo do xarope concentracdo Il foi
guardada, e apos 24 hs do seu preparo foi injetada para a verificagdo da estabilidade
da solucéo final. A média encontrada na analise exatidao Il para Agrido xarope servira
de comparacéao para o calculo dos resultados.

O cromatograma e o resultado obtido estdo demonstrados nas figuras 82 e

83 e na tabela 56.

FIGURA 82 — CROMATOGRAMA DA SOLUGAO DE XAROPE EXATIDAO Il — ESTABILIDADE DA SOLUCAO
FINAL

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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FIGURA 83 — ESPECTRO DO PICO DA SOLUCAO DE XAROPE EXATIDAO Il — ESTABILIDADE DA SOLUCAO
FINAL

TTTTT T T T T T T T
EIC R

TABELA 56 — RESULTADO DA ANALISE DA INFLUENCIA DA ESTABILIDADE DA SOLUGAO

LI L
L

£ -

Analise Concentragéo de feniletil glucosinolato (mg/g)
Agrido xarope — exatidao Il
Apds 24 horas do preparo

0,0981070

Os resultados provenientes da comparacdo do doseamento de feniletil
glucosinolato no momento 0 (média encontrada na analise de exatidao concentragéo Il)
e apo6s 24 horas do seu preparo estao dispostos na tabela 57. A Figura 84 apresenta a
comparagao dos cromatogramas da solugao de exatidao de xarope no momento zero

(cromatogramas a, b, ¢) e apos 24 horas (cromatograma d).

FIGURA 84 — MULTICROMATOGRAMA DA ESTABILIDADE DA SOLUGCAO
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TABELA 57 — COMPARAGAO DOS RESULTADOS DA ESTABILIDADE DA SOLUGCAO FINAL DE AGRIAO
XAROPE E PADRAO DE FENILETIL GLUCOSINOLATO EM FASE DILUENTE

Tempo percorrido entre o preparo da

- Média da concentracéo de feniletil glucosinolato (mg/g)
amostra e sua analise

0 horas 0,096583
24 horas 0,098107
Média 0,097345
DP 0,001078

DPR % 1,106949
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Analisando os resultados, verificou-se que o método apresentou robustez

para esse parametro, pois além e nao alterar o perfil cromatografico, o desvio padrao

relativo (DPR%) foi de 1,1%, sendo, portanto, inferior ao especificado (5%).

4.3.4.2 Resultados das analises do feniletil glucosinolato por CLAE

As amostras foram quantificadas de acordo com o item 4.3.4.1 e utilizando os
dados da curva de linearidade da validacdo analitica e qualificadas pelo tempo de
retencdo do feniletil glucosinolato dos cromatogramas e espectrogramas, conforme
exemplificado na validagdo e demonstrado nas figuras 85 a 91, cujos resultados dos
teores estdo relatados na tabela 58. Segundo o PDR (2002), os teores de
glucosinolatos para agrido devem conter no minimo 0,72 % ou 7,2 mg/g de feniletil
glucosinolato em peso seco, observou-se no extrato analitico um teor de 14,4 mg/g
evidenciando a época adequada da coleta e da eficiéncia do método extrativo para

obtencao de insumos padronizados conforme especificagao farmacopéica.

FIGURA 85 - CROMATOGRAMA E ESPECTROGRAMA DA ALCOOLATURA
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FIGURA 86 —- CROMATOGRAMA E ESPECTROGRAMA DA DROGA VEGETAL TALOS E FOLHAS
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FIGURA 87 — CROMATOGRAMA E ESPECTROGRAMA DO EXTRATO FLUIDO DE AGRIAO
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FIGURA 88 — CROMATOGRAMA E ESPECTROGRAMA DA TINTURA DE AGRIAO
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FIGURA 89 — CROMATOGRAMA E ESPECTROGRAMA DO EXTRATO SECO DE AGRIAO
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FIGURA 90 - CROMATOGRAMA E ESPECTROGRAMA DO XAROPE
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FIGURA 91 — CROMATOGRAMA E ESPECTROGRAMA DA SOLUCAO ORAL
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TABELA 58 — TEOR DE FENILETIL GLUCOSINOLATO

Amostra Teor de feniletil glucosinolato
Alcoolatura 0,623 mg/g

Droga vegetal talos e folhas (EATF) 14,4 mg/g

Extrato fluido de agrido 7,33 mg/g

Tintura de agrido 1,43 mg/mL

Extrato seco de agrido 17,4 mg/g

Xarope de agriao 0,663 mg/mL

Solugéo oral de agrido 0,657 mg/mL

4.3.4.3 Resultados das analises para qualificagdo (fingerprint) e semi-quantificagéo

(>95%) de compostos fendlicos, nitrogenados e esterdides por CLAE

As amostras dos extratos analiticos foram quantificadas pela estatistica da
curva de cada composto e pelo espectro da biblioteca de espectros derivados dos
cromatogramas das curvas das solugdes padrao para qualificacdo e quantificagdo de
fendlicos, nitrogenados e esterdides. Os compostos analisados justificam a
composi¢cdo quimica encontrada na literatura com vistas a finalidade terapéutica do
extrato analitico como insumo para obtencao de fitoterapicos.

As curvas de fendlicos (figura 92 a 109), nitrogenados (figura 110 a 115) e
esterodides (figura 116 a 121) do preparo das solugbes padrao para determinagcédo dos
marcadores e qualificagcdo por fingerprint dos padrdes (figura 122) da amostra EATF
utilizado para analise por CLAE para determinagcdo de fendlicos (figura 123),
nitrogenados (figura 124) e esterdides (figura 125) os quais apresentam-se relatados
nas tabelas 59, 60 e 61 conforme publicacbes de GONG et al. (2004), SPRINGFIELD

et al. e ZHAO et al.
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FIGURA 92 — CROMATOGRAMA DA CURVA DAS SOLUCOES PADROES PARA DETERMINACAO E
FINGERPRINT DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES
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3 7,33 1933202 0,0650000 dcido gdlico
1 9,20 4659697 0, 0650000 pirogalol
6 21,04 1375815 0, 0640000 dcido clorogénico
7 22,16 4559766 0,0&70000 acido cafeico
8 28,24 1658157 0,0640000 dcido cumérico
10 30,53 2054598 0, 0640000 dcoido ferdlico
11 31,47 1579463 0, 0840000 4dcido sinédpico
13 39,57 976801 0,128000 dcido hidrocinémico
14 42,53 4145273 0,0700000 acido cinémico
22986772 0,&55000

FIGURA 93 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO GALICO DAS SOLUGOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES
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FIGURA 94 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO PIROGALOL DAS SOLUGOES
PADROES PARA DETERMINAGAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES
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FIGURA 95 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO CLOROGENICO DAS
SOLUGCOES PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES
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FIGURA 96 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO CAFEICO DAS SOLUCOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES

RT= 22,50 min
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FIGURA 97 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO PARA CUMARICO DAS
SOLUGCOES PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES
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FIGURA 98 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO FERULICO DAS SOLUGOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES
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FIGURA 99 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO SINAPICO DAS SOLUGOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES

RT= 32,00 min ’ u
R:= 10,9923 v
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FIGURA 100 — VALORES ESTATISTICO CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO HIDROCINAMICO DAS
SOLUCOES PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES
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FIGURA 101 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO CINAMICO DAS SOLUGCOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM FENILPROPANOIDES
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FIGURA 102 — CROMATOGRAMA DA CURVA DAS SOLUCOES PADROES PARA DETERMINAGAO E
FINGERPRINT DE FENOLICOS EM CUMARINAS E FLAVONOIDES
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B 37,52 2105322 0,200000 ruktina
7 43,20 1282219 0,100000 Adcido cindmico
] 43,49 1679794 0,0500000 psoraleno
9 49,76 1670239 0,104000 gquercetina
10 50,09 21642241 0, 100000 luteolina
11 51,7 2584243 0,120000 isorrametina
13544881 0,774000

FIGURA 103 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA CUMARINA DAS SOLUGOES
PADROES PARA DETERMINAGAO DE FENOLICOS EM CUMARINAS E FLAVONOIDES
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FIGURA 104 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA RUTINA DAS SOLUGOES PADROES
PARA DETERMINAGAO DE FENOLICOS EM CUMARINAS E FLAVONOIDES
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FIGURA 105 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO CINAMICO DAS SOLUGCOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM CUMARINAS E FLAVONOIDES
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FIGURA 106 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO PSORALENO DAS SOLUCOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM CUMARINAS E FLAVONOIDES
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FIGURA 107 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA QUERCETINA DAS SOLUGCOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM CUMARINAS E FLAVONOIDES
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FIGURA 108 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA LUTEOLINA DAS SOLUCOES
PADROES PARA DETERMINAGAO DE FENOLICOS EM CUMARINAS E FLAVONOIDES
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FIGURA 109 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA ISORRAMETINA DAS SOLUGOES
PADROES PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS EM CUMARINAS E FLAVONOIDES
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FIGURA 110 — CROMATOGRAMA DA CURVA DAS SOLUCOES PADROES PARA DETERMINAGAO E
FINGERPRINT DE NITROGENADOS
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FIGURA 111 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA NICOTINAMIDA DAS SOLUGCOES
PADROES PARA DETERMINAGCAO DE NITROGENADOS
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FIGURA 112 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA TIROSINA DAS SOLUGCOES
PADROES PARA DETERMINAGAO DE NITROGENADOS
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FIGURA 113 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACIDO HIDROCINAMICO DAS
SOLUCOES PADROES PARA DETERMINAGAO DE NITROGENADOS
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FIGURA 114 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA TIRAMINA DAS SOLUCOES
PADROES PARA DETERMINAGAO DE NITROGENADOS
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FIGURA 115 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA FENILALANINA DAS SOLUGCOES
PADROES PARA DETERMINAGAO DE NITROGENADOS
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FIGURA 116 — CROMATOGRAMA DA CURVA DAS SOLUCOES PADROES PARA DETERMINACAO E
FINGERPRINT DE ESTEROIDES
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mg/ mL
12 6,47 2138346 0,0840000 tocoferol
13 7,01 3300378 0,104000 acetato de tocoferol
14 7,51 189151 0,15%5000 lupeol
16 9,15 1026227 0,212000 estigamasterol
17 10,27 600467 0,205000 beta sitosterol
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FIGURA 117 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO TOCOFEROL DAS SOLUGCOES
PADROES PARA DETERMINAGAO DE ESTEROIDES
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FIGURA 118 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DO ACETATO DE TOCOFEROL DAS
SOLUGOES PADROES PARA DETERMINACAO DE ESTEROIDES
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FIGURA 119 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA CURVA E ESPECTRO DO LUPEOL
DAS SOLUGOES PADROES PARA DETERMINAGAO DE ESTEROIDES
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FIGURA 120 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA CURVA E ESPECTRO
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FIGURA 121 — VALORES ESTATISTICO DA CURVA E ESPECTRO UV DA CURVA E ESPECTRO DO BETA
SITOSTEROL DAS SOLUCOES PADROES PARA DETERMINAGAO DE ESTEROIDES
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FIGURA 122 — CROMATOGRAMA E DETERMINAGAO DO TEOR DE FENOLICOS DO EATF
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TABELA 59 — TEOR DE FENOLICOS NO EATF

Fenolicos

Teor (mg/g)

Acido clorogénico
Acido cafeico
Acido p-cumarico
Acido ferulico
Rutina
d-rutina
d-rutina
d-rutina
d-rutina

(
@
@

)
)
)
(4)

0,06
0,36
0,49
2,74
0,29
2,26
1,74
5,26
2,07

™ derivado da rutina (tr= 38,27)
@ derivado da rutina (tr= 39,97)
® derivado da rutina (tr= 43,44)
“ derivado da rutina (tr= 44,59)

FIGURA 123 — CROMATOGRAMA E DETERMINAGAO DO TEOR DE NITROGENADOS

Chrom Type:
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TABELA 60 — TEOR DE NITROGENADOS NO EATF

Nitrogenados

Teor (mg/g )

Nicotinamida
Tiramina
d-fenilalania ("

0,65
0,58
1,52

"derivado da fenilalanina

128
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FIGURA 124 —- CROMATOGRAMA E DETERMINACAO DO TEOR DE ESTEROIDES NO EATF
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 205 nm
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TABELA 61 — TEOR DE ESTEROIDES NO EATF
Teor em mg/g
Nao identificado Tr=8,65 1,6
Beta sitosterol 1,3

4.3.5 Analises por CLAE preparativa e avaliagdo por espectrometria de massa (LC-

MS)

As anadlises foram executadas no Centro de Bioequivaléncia do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana.

Trés fracdes, dentre as isoladas, foram qualificadas por comparacao
espectral como provaveis derivados do feniletil glucosinolato, possuindo uma
correlagado maior que 0,95 em comparagao com o espectro do feniletil glucosinolato da
biblioteca de espectros do equipamento.

A primeira fragcdo que foi analisada no espectrdmetro de massa (modo
positivo), cujo tempo de retencdo foi de 17 minutos no CLAE, demonstrado na figura
125, apresentou fragmentos de um provavel glucosinolato derivado de uma cadeia
alifatica com radical propenil ou butenil de acordo com a analise espectral. Os
fragmentos encontrados apontam para derivados de glucosinolatos com ions
fragmentados de nitrila e isotiocianato, contudo esse composto ndo foi claramente

identificado.



FIGURA 125 — ESPECTRO DE MASSAS DA FRAGAO COM TEMPO DE RETENGAO DE 17 MINUTOS
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A segunda fragdo que foi analisada no espectrobmetro de massa (modo

negativo), cujo tempo de retencéo foi de 22 minutos no CLAE, demonstrado na figura

126, apresentou fragmentos caracteristicos do feniletil glucosinolato. Pode-se inferir

nesse sentido, pois se observou a presenga do ion molecular 422 (m/z) dentre outros

demonstrados teoricamente na figura 34. O composto também foi qualificado pela

metodologia da validag&o analitica.

FIGURA 126 — ESPECTRO DE MASSAS DA FRAGAO COM TEMPO DE RETENGAO DE 22 MINUTOS
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A terceira fragdo que foi analisada no espectrbmetro de massa (modo

positivo), cujo tempo de retencdo foi de 27 minutos no CLAE, demonstrado na figura
127, apresentou fragmentos caracteristicos da decomposi¢ao do feniletil glucosinolato,
sendo qualificada como fenilpropionitrila. Pode-se inferir nesse sentido, pois se
observou a presenca do ion molecular 133,4 (m/z) dentre outros demonstrados

teoricamente na figura 34, como os fragmentos 77, 91, 103 e 105 (m/z).

FIGURA 127 — ESPECTRO DE MASSA DA FRACAO COM TEMPO DE RETENCAO DE 27 MINUTOS
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4.3.6 Analises qualitativas por UV/VIS

De todas as 17 fragdes obtidas por purificacdo em silica e Sephadex-
LH-20 chegou-se a um total de 7 fragdes finais obtidas (fragdo 1 a 7) no item
3.5.4.4.1., cujos espectros UV estdao demonstrados na figura 129.

Primeiramente verificou-se, conforme figura 128, a resolugdo necessaria
para a separagdo em coluna Sephadex LH 20, utilizando os compostos de referéncia,
rutina e quercetina, segundo JOHNSTON (1968).

Nesta verificacdo observa-se que na 52 fragcdo, contendo rutina
(flavonoide glicosilado), apds 25 mL de solvente percolado, apresentou espectro
UV caracteristico (MARBY, 1970) e na 9?2 fracdo obteve-se a quercetina
(composto aglicona), apds 33 mL de solvente percolado, que apresentou espectro
UV caracteristico segundo (MARBY, 1970).
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FIGURA 128 — ANALISE, POR ESPECTROFOTOMETRIA UV, DAS REFERENCIAS RUTINA E QUERCETINA

OBTIDAS NO PARTICIONAMENTO POR SEPHADEX LH 20
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As fragbes de 1 a 7 (figura 129) foram analisadas por UV e apresentam o

provavel gluconasturtium na sua composigdo, apenas variando a sua concentragéo e

na presenca de impurezas, devido a sobrecarga de amostra complexa em relagéo a

massa de Sephadex-LH20.

FIGURA 129 - ANALISE, POR ESPECTROFOTOMETRIA UV, DAS FRACOES 1 A 7 OBTIDAS NO

PARTICIONAMENTO POR SEPHADEX LH 20
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Dessas 7 fracdes, a fragdo 5 foi analisada por CLAE (figura 130 e 131) e

apresentou pureza superior a 85% do provavel gluconasturtium, porém nao foi

purificada, pois houve a aquisicdo do padrdo analitico comercial (LKT Laboratério),

tornando desnecessaria a continuidade do processo de purificagao.
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FIGURA 130 — PERFIL POR UV DA FRAGCAO 66 OBTIDA DA FRACAO ETANOLICA 85% DO EXTRATO OBTIDO

POR PARTICIONAMENTO DIRETO EM APARELHO SOXHLET MODIFICADO NA COLUNA
XTERRATM

FIGURA 131 — PERFIL POR CLAE DA FRAGCAO 66 OBTIDA DA FRAGAO ETANOLICA 85% DO EXTRATO
OBTIDO POR PARTICIONAMENTO DIRETO EM APARELHO SOXHLET MODIFICADO NA

COLUNA XTERRA TM
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4.3.7 Andlises qualitativas por IR

A analise da suspensao do precipitado da 5?2 fragcao, obtida no item 3.5.4.4.1.,
foi realizada em paralelo com o padrao de sinigrin (propenil glucosinolato) para analise
em conjunto do grupo funcional glucosinolato.

A analise espectral da 52 fracdo (figura 132), comparada com o padrao de
sinigrin (figura 133) em conjunto com o espectro do etil benzeno da biblioteca NIST
(figura 134), demonstrou, pela andlise das bandas de absor¢cdo, que a amostra é o

provavel gluconasturtium (feniletil glucosinolato), segundo SILVERSTEIN (1994).



FIGURA 132 — ANALISE POR ESPECTROFOTOMETRIA DE IR DA SUSPENSAO DO PRECIPITADO
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FIGURA 133 — ANALISE POR ESPECTROFOTOMETRIA DE IR DO SINIGRIN
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4.4 TRATAMENTO DO RESIDUO SECO

4.4.1 Determinagcdo gravimétrica de perda em mufla, no residuo da droga vegetal

estabilizada

A droga vegetal depois de submetida a extragdo, o residuo foi seco em estufa
com ventilagdo a 70°C a fim de esgotar o solvente extrator, sendo controlado a
secagem por perda a 105°C até atingir uma perda inferior a 5%.

Apos a obtencgao do residuo seco, este foi submetido a trituracdo em moinho
de martelo com tela de 0,4 mm e envasado em sacos plasticos de polipropileno para
isolamento da umidade ambiente. Para as analises fisico-quimicas e microbioldgica,
foram coletadas amostras a fim de obter um insumo denominado suporte matricial para
extrato seco, este derivado da propria droga vegetal, apresenta o elenco residual da
mesma composi¢ao quimica organica e inorganica.

Considerando os resultados obtidos na composigdo mineral (quimica
inorganica) decorrente da analise de metais em macro e micronutrientes.

Os resultados das analises, nos trés tipos de residuo da droga vegetal
obtidos, residuo de talos e folhas (RDVTF), residuo de folhas (RDVF) e residuo de
talos (RDVT), apresentou-se em porcentual, na tabela 62, para cada patamar de

temperatura.

TABELA 62 — RESULTADOS DA DETERMINAGAO DA PERDA GRAVIMETRICA EM MUFLA PARA OS
RESIDUOS DA DROGA VEGETAL ESTABILIZADA

Droga vegetal ~ 45°C (%) 105°C (%) 250°C (%) 450°C (%) 675°C (%)
RDVTF 4,48 10,85 53,33 84,14 85,51
RDVF 6,65 11,09 48,62 83,40 85,75
RDVT 4,25 11,93 58,06 86,12 87,04

4.5 DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

4.5.1 Extrato Fluido Padronizado de Agriao

O extrato fluido padronizado de agrido foi submetido as analises
organolépticas, fisico-quimicas e microbiolégica e todas atenderam as
necessidades para o registro da ANVISA RDC 48 (2004). Os resultados das
analises constam nas tabelas 63 a 66.



TABELA 63 — ANALISES ORGANOLEPTICAS DO EPTF
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Pardmetro Especificacdo Resultado
Cor Marrom esverdeado Conforme
Odor Caracteristico Conforme
Sabor Amargo Conforme
TABELA 64 — ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO EPTF
Parametro Especificacdo Resultado
pH 4,0-6,0 4,95
Teor alcodlico 55 - 75°GL 66 °GL
Densidade 0,800 — 1,000 g/mL 0,640 g/mL
Residuo seco 30,0 -36,0 % 33,2%
TABELA 65 - DOSEAMENTO DO EPTF
Marcador Especificacdo Resultado
Feniletil glucosinolato 7,22 mg/mL £ 0,722 7,33 mg/mL
TABELA 66 — ANALISE MICROBIOLOGICA DO EPTF
Analises realizadas Limite maximo Resultados
Contagem total de bactérias mesofilas 10° UFC/ mL < 1UFC/mL
Contagem de bolores e leveduras 10? UFC/ mL <1UFC/mL
Staphylococcus aureus Auséncia Ausente
Pseudomonas aeruginosa Auséncia Ausente
Escherichia coli Auséncia Ausente
Salmonella sp Auséncia Ausente
Shigella sp Auséncia Ausente

4.5.2 Tintura de Agrido

A Tintura de Agrido foi submetida as analises organolépticas, fisico-quimicas

e microbiologica e todas atenderam as necessidades para registro da ANVISA RDC 48

(2004). Os resultados das analises constam nas tabelas 67 a 70.

TABELA 67 — ANALISES ORGANOLEPTICAS DA TINTURA DE AGRIAO

Pardmetro Especificacdo Resultado
Cor Marrom esverdeado Conforme
Odor Caracteristico Conforme
Sabor Amargo Conforme
TABELA 68 — ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA TINTURA DE AGRIAO

Parametro Especifica¢do Resultado
pH 4,0-6,0 4,92
Teor alcoolico 55 - 75 °GL 66 °GL
Densidade 0,800 — 1,000 g/mL 0,893 g/mL
Residuo seco 1,0-5,0% 4,96 %




TABELA 69 — DOSEAMENTO DA TINTURA DE AGRIAO

Marcador

Especificacdo Resultado

Feniletil glucosinolato

1,44 mg/mL + 0,144 1,43 mg/mL

TABELA 70 — ANALISE MICROBIOLOGICA DA TINTURA DE AGRIAO

Anédlises realizadas Limite maximo Resultados
Contagem total de bactérias mesofilas 10° UFC/ mL < 1UFC/mL
Contagem de bolores e leveduras 10% UFC/ mL < 1UFC/mL
Staphylococcus aureus Auséncia Ausente
Pseudomonas aeruginosa Auséncia Ausente
Escherichia coli Auséncia Ausente
Salmonella sp Auséncia Ausente
Shigella sp Auséncia Ausente

4.5.3 Padronizacao do suporte solido para uso farmacotécnico e alimenticio
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Os fragmentos do suporte matricial foram submetidos a determinagao

granulométrica de acordo a FARMACOPEIA BRASILEIRA 42 ed. 1988 (F.B. 1988). Os

ensaios foram realizados em quadruplicata. A determinagao da granulometria da droga

vegetal obtida indicou, segundo Farm. Bras. IV. 1988, tratar-se de p6 moderadamente

grosso e semi-fino.

O resultado da padronizagdo granulométrica consta na tabela 63 e figura 135.

Analisando os resultados obtidos a partir da analise do residuo da droga vegetal, pode-

se propor a obtencdo de um produto fitoterapico, contendo também fibras e minerais

oriundos da prépria droga vegetal, auxiliando na liberagdo prolongada do extrato

quando incorporado neste.

TABELA 71 — RESULTADOS DA PADRONIZAGAO GRANULOMETRICA DO SUPORTE SOLIDO

Determinagdes

Abertura nominal (um)
1700
710
355
250
180
125
<125
Total

A(g)®
19,13
33,85
18,04
12,60
7,57
8,59
99,78

B(g)® C(9)"
17,06 18,33
33,79 34,70
18,78 19,59
13,05 11,81
8,21 7,31
8,97 8,02
99,86 99,76




138
FIGURA 135 — ANALISE MICROSCOPICA DO SUPORTE SOLIDO

4.5.4. Extrato seco de agridao

O extrato seco padronizado de talos e folhas (figura 136) teve a finalidade de
obter um extrato seco 20:1, 1 grama de extrato é equivalente a 25 g de planta verde e
com resultados efetivos, em relagdo a quantidade de droga vegetal, por ndo conter
acgucares oriundos do amido ou outros derivados comumente utilizado para absorgao e
adsorcao de extratos. Tais testes apresentaram qualidade microscopica (figura 135),
pela microabsorsdo e microadsorgao por saturacdo do extrato fluido de agrido no
suporte matricial, até obter de um de teor de 18 mg/g de feniletil glucosinolato e sendo

denominado extrato seco de agrido.

FIGURA 136 — PREPARO EXTRATO SECO PADRONIZADO DE AGRIAO
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FIGURA 137 — MICROSCOPIA DO EXTRATO SECO PADRONIZADO DE AGRIAO
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4.5.5 Capsulas com extrato seco padronizado de agrido

As capsulas da figura 138 foram produzidas com extrato padronizado de talos
e folhas e suporte estabilizado do residuo da droga vegetal, com a finalidade de obter
uma capsula totalmente natural. As capsulas apresentaram uma proporcionalidade de
400 mg de conteudo, equivalente a 10 g de planta verde que corresponde 1 g de
droga vegetal com teor de 7,1 mg/cps de feniletil glucosinolato. O produto ndo contém
acucares, caracterizando um processo eficiente na obtengao da forma farmacéutica em
estudo.

FIGURA 138 — CAPSULAS DE EXTRATO SECO PADRONIZADO DE AGRIAO
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4.5.6 Xarope de Agriao
O xarope de agrido foi submetido as analises organolépticas, fisico-quimicas
e microbiologica e todas atenderam as necessidades para registro da ANVISA RDC 48
(2004).

Os resultados das analises constam nas tabelas 72 a 75.

TABELA 72 — ANALISES ORGANOLEPTICAS DO XAROPE DE AGRIAO

Parametro Especificacdo Resultado
Cor Caramelo claro Conforme
Odor Caracteristico Conforme
Sabor Doce Conforme

TABELA 73 — ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO XAROPE DE AGRIAO

Parametro Especificagdo Resultado
pH 4,0-5,0 4,28
Densidade 1,310 — 1,350 g/mL 1,341 g/mL
Residuo seco 70-80 % 70,7 %
Viscosidade 120 a 180 cp a 20°C 131 cp

TABELA 74 — DOSEAMENTO DO XAROPE DE AGRIAO

Marcador Especificagédo Resultado
Feniletil glucosinolato 0,72 mg/mL + 0,072 0,663 mg/mL

TABELA 75 — ANALISE MICROBIOLOGICA DO XAROPE DE AGRIAO

Analises realizadas Limite maximo Resultados
Contagem total de bactérias mesdfilas 10° UFC/ mL <1UFC/mL
Contagem de bolores e leveduras 10? UFC/ mL <1UFC/mL
Staphylococcus aureus Auséncia Ausente
Pseudomonas aeruginosa Auséncia Ausente
Escherichia coli Auséncia Ausente
Salmonella sp Auséncia Ausente
Shigella sp Auséncia Ausente

4.5.7 Solugéo oral de Agriao

A solugdo oral de agrido foi submetida as analises organolépticas, fisico-
quimicas e microbiolégica e todas atenderam as necessidades para registro da
ANVISA RDC 48 (2004).

Os resultados das analises constam nas tabelas 76 a 79.



TABELA 76 — ANALISES ORGANOLEPTICAS DA SOLUCAO ORAL DE AGRIAO

Parametro Especificacdo Resultado
Cor Caramelo claro Conforme
Odor Caracteristico Conforme
Sabor Doce Conforme

TABELA 77 — ANALISES FiSICO-QUIMICAS SOLUCAO ORAL DE AGRIAO

Parametro Especificagdo Resultado
pH 4,0-5,0 4,54
Densidade 1,040 — 1,060 g/mL 1,046 g/mL
Residuo seco 10-20 % 12,9%
Viscosidade 120 a 180 cp a 20°C 127 cp
Volume médio 100 mL+ 2% 100 mL
TABELA 78 — DOSEAMENTO SOLUCAO ORAL DE AGRIAO
Marcador Especificagdo Resultado
Feniletil glucosinolato 0,72 mg/mL + 0,072 0,657 mg/mL
TABELA 79 — ANALISE MICROBIOLOGICA SOLUGAO ORAL DE AGRIAO
Analises realizadas Limite maximo Resultados
Contagem total de bactérias mesofilas 10° UFC/ mL <1UFC/mL
Contagem de bolores e leveduras 10? UFC/ mL <1UFC/mL
Staphylococcus aureus Auséncia Ausente
Pseudomonas aeruginosa Auséncia Ausente
Escherichia coli Auséncia Ausente
Salmonella sp Auséncia Ausente
Shigella sp Auséncia Ausente

4.5.8 Solugéo para bochecho (colutério) de Agriao
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A solugéao de bochecho de agrido contendo 5 % de extrato fluido de Agrido,

com teor de 0,36 mg/mL de feniletil glucosinolato. O colutério foi preparado e

submetido a um ensaio in vivo, o qual deu origem a uma tese de doutorado na qual se

verificou a acdo do colutério de agrido no controle de placa dentaria quando

comparada a solugao colutéria de 0,2 % digluconato de clorexidine (referéncia padréo)

e solugao placebo contendo agua, twen, corante e aromatizante. Estes foram relatados

na tese de BUFFON 2005.
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4.5.9 Pastilhas com extrato fluido e extrato seco de agrido

As pastilhas da figura 139 foram produzidas com a finalidade de obter uma
pastilha totalmente natural. Estas apresentaram uma proporcionalidade de 5 g de
conteudo, equivalente a 5 g de planta verde. Ambas as formula¢des apresentaram as
mesmas propriedades organolépticas em relagdo a quantidade de planta presente na
pastilha. Entretanto, a obtencdo da pastilha utilizando extrato seco de agrido possui
melhor condicionamento para obtencido das mesmas em escala industrial, devido néo
conter solvente extrator na formulacéo.

FIGURA 139 — PASTILHAS DE AGRIAO

4.6 PROCESSO SOXHLET COM EXTRATOR DE PLANTAS MEDICINAIS AFINS (PI

0601703-7 A)

A fusdo dos equipamentos das figuras 140-A e 140-B forneceram a
tecnologia para a construgdo do extrator industrial (Pl 0601703-7 A), conforme figura
141, com capacidade entre 50 kg a 200 kg de material vegetal, de acordo com a

densidade aparente da droga vegetal.
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FIGURA 140 — FIGURAS PARA EXEMPLIFICAR O PROCESSO INDUSTRIAL DESENVOLVIDO

Cabega de Claisen

A — Exemplo de montagem para destilagdo a pressao reduzida.
B — Aparelho Soxhlet Farmacotécnico Modificado, com capacidade para 2000g de droga.

FIGURA 141 — EXTRATOR INDUSTRIAL (PI 0601703-7 A)
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5 CONCLUSOES

O material vegetal in natura, utilizado neste estudo para o preparo de
alcoolatura e transformagao em droga vegetal, apresenta um alto teor de umidade (93-
94%) e baixa densidade aparente (d=0,2 g/mL), necessitando um grande volume de
solvente extrator para obter a solucdo na forma de alcoolatura, contudo apresentando
baixo teor de ativos. Esse teor de ativos, na alcoolatura, ndo atenderia as quantidades
preconizadas na literatura, tornando inviavel o desenvolvimento de produtos.

O processo de secagem do agrido necessita ser rapido, para nao haver
decomposicéo dos glucosinolatos e demais compostos susceptiveis a hidrélise.

A secagem do material deve ocorrer em duas etapas: a primeira com auxilio
de ventilacdo forgada em estufa industrial com aquecimento a 70°C, desse modo
obtém-se o deslocamento do equilibrio de pressao de evaporagao até que o material
atinja 30% de umidade; a segunda etapa, necessariamente, consiste em submeter o
material a uma ventilagdo branda a temperatura de 45°C, em estufa industrial, obtendo-
se entdo a droga vegetal estabilizada com melhor qualidade fisico-quimica. Portanto o
processo de secagem complementa a estabilizacdo do metabolismo final do material
vegetal confirmando dados apresentados por (LYON, 2006)

Concluiu-se que para cada 15 kg de vegetal in natura obtém-se 1 kg de droga
vegetal. Comparando-se em volume obtém-se 30 litros de alcoolatura e 1 litro de
extrato fluido derivado da droga vegetal.

A referida tecnologia de secagem e estabilizagdo de acordo com os
parametros apresentados foi possivel validar.

A alcoolatura apresentou 70% de rendimento em volume cuja composigao
quimica apresentou-se a mesma dos extratos, contudo a féormula porcentual foi
diferente.

Quanto a obtencido dos extratos, conclui-se que os extratos EPF e EPTF,
obtidos com etanol (81% V/V), apresentaram composi¢ao quimica semelhante, porém
féormula porcentual variavel; e o extrato EPF quando comparado ao extrato EPT,

apresentaram composicdo quimica diferenciada.
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Os resultados evidenciaram que para producido de fitoterapicos deve-se

utilizar o extrato de EPTF por apresentar a maior gama de compostos naturais, uma
vez que utiliza-se a planta por inteiro, obtendo um melhor aproveitamento do material
vegetal, seguindo, inclusive, o recomendado pela literatura consultada.

Dentre os processos extrativos relatados, o sistema Soxhlet, que utiliza
renovacao de solvente demonstrou melhor efetividade, tanto para fins analiticos quanto
farmacotécnicos e fitoquimicos, qual serviu de base para o desenvolvimento do
processo industrial a vacuo (Pl 0601703-7A).

Os sistemas de extragdo em escala laboratorial e em escala industrial
apresentaram extratos com composicdo quimica semelhante e teor de feniletil
glucosinolato equivalente (CARVALHO, 2008)

O sistema Soxhlet também foi utilizado para processos de particdo com
gradiente de polaridade na extragdo direta em droga vegetal e na extragdo do EPTF
adsorvido em silica.

Quanto a umidade, presente na droga vegetal, esta altera a polaridade do
solvente extrator e a liberagdo dos compostos nas células do vegetal, isto ndo ocorre
com o extrato padronizado (EPTF) adsorvido em pastilha de silica, pois, no processo
de adsorgao do extrato em silica, o solvente (etanol:agua) é evaporado e inexistem as
variaveis referentes a composigao estrutural do vegetal.

Em paralelo pode-se concluir que a utilizacdo do extrato padronizado,
adsorvido a pastilha de silica, propde um método econdmico, limpo e rapido para
obtencido de marcadores de interesse, ou para confirmacido da composicao relatada na
literatura.

Observou-se que na fracdo etandlica, 81%, fracionada em silica e
posteriormente em colunas de Sephadex foi possivel isolar o feniletil glucosinolato e a
fenilpropanonitrila, que foram qualificados por cromatografia gasosa (silanizagao),
cromatografia liquida e espectrometria de massa.

Houve ineficiéncia no processo de extragdo direta, com gradiente de
polaridade, caracterizada pela presengca de compostos glicosilados nos solventes

apolares, desqualificando o método para particdo direta em droga vegetal.
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Ha evidéncia da importancia e efetividade do método de extragdo em etanol

81%, resultando no EPTF, haja vista que a interferéncia de compostos glicosilados na
fase apolar ndo € evidenciada no processo de particdo direta a partir do extrato seco
adsorvido em silica.

Esse método de isolamento de substancias de interesse resultou na
qualificagédo do feniletil glucosinolato, porém, mesmo apresentando teor de 85% né&o foi
utilizado para validagcao analitica. Isto porque houve a aquisicdo de um padrdo com
rastreabilidade (laudo) do Laboratério LKT.

Ainda que ja houvesse sido qualificado, a fragdo isolada contendo o feniletil
glucosinolato foi avaliada em paralelo, por CLAE, com o padrédo adquirido, obtendo-se
por comparacgao espectral uma razdo de 0,9982.

ApoOs a determinagdo gravimétrica de perda em mufla, da droga vegetal
estabilizada, dos extratos padronizados e dos residuos de extragdo da droga vegetal, o
material resultante (cinzas) foi avaliado por espectrofotometria de absorgao atémica.
Nesta analise evidenciou-se que o0s metais analisados apresentaram valores
semelhantes, de macronutrientes e micronutrientes, aos valores especificados nas
tabelas de composicao de alimentos do NEPA (2004) e SGARBIERI (1996).

Verificou-se que 50% a 70% dos metais ficam no residuo da droga vegetal
(RDVTF), sendo este comumente desprezado na industria, verificou-se um uso
potencial na formulacdo de produtos fitoterapicos. Propondo-se a reutilizagdo do
residuo (RDVTF), como suporte matricial, em substituicdo ao amido ou outro suporte
sélido, no preparo do extrato seco (ESPTF), nesta perspectiva promove-se um
enriquecimento no teor de metais no produto final, mantendo a composigdo da droga
vegetal e apresentando um aspecto diferencial de micro absorgao e microadsorgao do
extrato em relacdo ao suporte solido.

Considerando o extrato padronizado talos e folhas (EPTF) como insumo
primario, foram desenvolvidas preparacbes medicinais em formas farmacéuticas
fitoterapicas, tais como: tintura, extrato seco, xarope, solugao oral, colutdrio e pastilhas
de agriao.

O colutdrio, apresentou potencial atividade antimicrobiana conforme trabalho

de tese de doutorado de BUFFON (2005).
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As pastilhas apresentaram significativas condi¢ées organolépticas e ainda

necessitam de desenvolvimento complementar para a viabilizagdo da forma
farmacéutica em escala industrial.

A tintura, o xarope, a solugao oral e o extrato seco foram otimizados para
atender as exigéncias da RDC 48/2004 (ANVISA), culminando na produgao de lotes-
piloto, validacdo analitica e testes de estabilidade, de posse desses dados,
elaboraram-se documentos que foram encaminhados a ANVISA para obtencdo do
registro dos respectivos produtos.

Em todos os produtos desenvolvidos foram analisados os aspectos
organolépticos, fisico-quimicos, microbiolégicos e composicdo qualitativa e
quantitativa.

As analises qualitativas, por cromatografia em camada delgada, foram
evidenciados fenilpropandides, flavondides, glucosinolatos, esterdides, saponinas,
compostos nitrogenados, sendo este um fingerprint de grande valia nas analises
preliminares do Nasturtium officinale.

A validagao analitica do doseamento do feniletil glucosinolato atendeu todas
as especificagbes da RE 899/2003 (ANVISA) para envio do processo de pedido de

registro.
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ANEXO 1 - PUBLICAGOES E EVENTOS DE JOAO LUIZ DE SOUZA CARVALHO
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11

Estudo fitoquimico e analitico das partes aéreas do Nasturtium officinale R. BR.,
Brassicaceae. Anais do X Encontro de Quimica da Regido Sul - Quimica &

Industria: conhecimento e qualidade de vida. Joinville — SC.

Identificacdo de alternativas para utilizacdo de residuos sélidos téxteis na area de
materiais | Seminario Integrado de Pesquisa e Extensdo e VII seminario de
Pesquisa FAP-UNIVILLE. Joinville — SC (Revista UNIVILLE 2002).

Atividade fungitoxica de Acacia longifélia (ANDR.) WILLD. — Leguminosae-
Mimosoideae. Anais do XVII Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil. Cuiaba -
MT, AG.047.

Flavondides de Acacia longifélia (ANDR.) WILLD. — Leguminosae- Mimosoideae.
Anais do XVII Simpédsio de Plantas Medicinais do Brasil. Cuiaba - MT, AG.094.

Orientagcao do trabalho de conclusédo de curso de Quimica Industrial na UNIVILLE
da aluna Lauren Timm Crippa, intitulado "Caracterizacdo de Residuos Sdlidos

Téxteis", defendida em dezembro de 2002.

Participacdo de Banca Examinador de Trabalho de Conclusdo de curso de
Quimica Industrial na UNIVILLE da aluna Carolina Kruger, intitulado "Analise da
Presenca de Fenol em Aguas Subterraneas por SPE/CLAE" realizada em 03 de
dezembro de 2002.

Participagdo de Banca Examinador de Trabalho de Conclusdo de curso da aluna
Josiane Meurer, intitulado "Controle de Qualidade da Agua Reagente em

Laboratério Clinico" realizada em 13 de dezembro de 2002
Estudo Fungitoxico de Extratos de Ptychopetalum ocaloides, Evinci 2001

Extracdo de esteroides em frutos de Ottonia martiana Miq., Piperaceae, com gas
liquefeito. (Miriam M. Cunico, Obdulio G. Miguel, Marilis D. Miguel, Jodo L. S.
Carvalho, Deise P. Montrucchio, José L. Ferreira, Juarez S. Oliveira) (Revista
Quimica Nova 2003)

Estudo da atividade antifungica de Ottonia martiana Miq., Piperaceae: um teste in
vivo (Cunico, M. M.; Miguel, O. G.; Miguel, D. M.; Peitz, C.; Carvalho,J. L. S.; Auer,
C. G.; Grigoretti Junior, A.). (Revista Visdo Académica 2003)

Estudo da atividade antifungica de Ottonia martiana Miq., Piperaceae (Cunico, M.
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19
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M.; Miguel, O. G.; Miguel, Kerber, V. A.; Carvalho,J. L. S.; Silva, V. C;

Montrucchio, D. P.; Auer, C. G.; Grigoretti Junior, A.). (Artigo submetido a Revista
Portuguesa de Farmacia 2003)

Atividade antimicrobiana do extrato bruto etandlico dos 6rgaos totais de Ottonia
martiana Miq., Piperaceae. (Cunico, M. M.; Miguel, O. G.; Miguel, D. M;
Carvalho,J. L. S.; Higaskino, C. E. K.; Cruz Almeida, S. C.) (Artigo submetido a

Revista Brasileira de Farmacognosia)

Bioautography investhigation of Ottonia martiana Miq., (PIPERACEAE) and
identification of a constituent with antimicrobial activity on the oral microbiota. . (M.
M. Cunico; O. G. Miguel; M. D. Miguel; J. L. S. Carvalho, I. Galhardi. C. G. Auer, A.

Grigoletti Junior). (Artigo submetido a Journal of Ethnopharmacology)

Contribuicdo ao estudo fitoquimico e analitico do Nasturtium officinale R. Br.,
Brassicaceae, Carvalho, J. L. S.; Miguel, O. G. Resumo publicado na Visao
Académica 2003.

Participacdo de Banca Examinador de Trabalho de Conclusdo de curso de
Quimica Industrial na UNIVILLE do aluno César Jocias Weber, intitulado
"Determinagdo de Fenol em efluentes Industriais Via Cromatografia Gasosa"

realizada em 11 de dezembro de 2003.

Participacdo de Banca Examinador de Trabalho de Conclusdo de curso de
Quimica Industrial na UNIVILLE do aluno Eder Marlon Ramos, intitulado
"Determinagdo de Paracetamol em amostras de Soro por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia" realizada em 01 de dezembro de 2003.

Orientador no Trabalho de Conclusao de curso de Quimica Industrial na UNIVILLE
do aluno Arnaldo Arsiilho Malon, intitulado "Determinacdo Quantitativa de Perdxido
de Benzoila em Farinha de Trigo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia"

realizada em 2003.

Orientador no Trabalho de Conclusado de curso de Quimica Industrial na UNIVILLE
da aluna Sénia Richartz Prim, intitulado "Estudo de do Solvente Hexano,
proveniente da Andlise de Oleos e Graxas de Efluentes Industriais" realizada em
2004.

Participagdo de Banca Examinador de Trabalho de Conclusdo de curso do aluno
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Laufran Oscar de Gracia, intitulado "Classificagao e Destinagao Final dos Passivos

Ambientais Gerados nos Laboratérios de Ensino e Pesquisa da UNIVILLE"

realizada em 14 de dezembro de 2004.

Orientador no Trabalho de Concluséo de curso de Quimica Industrial na UNIVILLE
do aluno Francisco Enoque da Costa Montenegro, intitulado "Avaliagdo do Extrato
Lixiviado de Embalagens e Teores de Hidroxido de Sodio, Cloro Ativo e Metais
Pesados de Algumas Marcas de Hipoclorito de Soédio Comercializadas na Regiao"

realizada em 2005.

Orientador no Trabalho de Conclusado de curso de Quimica Industrial na UNIVILLE
da aluna Elaine Pereira, intitulado "Estudo da Confiabilidade e Viabilidade das
Analises Espectroscopicas de Absorgdo Atdmica, Gravimetria e Volumetria de

Ferro-Liga" realizada em 2005.

Orientador no Trabalho de Conclusao de curso de Quimica Industrial na UNIVILLE
do aluno Tiago Vignola, intitulado "Avaliagao e Proposta de Melhorias do sistema

de efluentes da Empresa Kavo do Brasil" realizada em 2005.

Participacdo de Banca Examinador de Trabalho de Conclusido de curso de
Quimica Industrial na UNIVILLE o do aluno Vilmar da Silva, intitulado "Avaliagcéo
da Qualidade da Agua Reagente de Laboratério de Andlise, com Relagéo a
Condutividade, Resistividade e Sdlidos totais dissolvidos" realizada em 13 de
dezembro de 2005.

Participacdo de Banca Examinador de Trabalho de Conclusdo de curso de
Quimica Industrial na UNIVILLE da aluna Andréia Alexandre, intitulado "Adicdo da
Curva de calibragdo de fluoretos no Calorimetro Merck e execugdo de Analise"

realizada em 06 de dezembro de 2005.

As Ervas Curam Industria Farmacéutica Ltda; Carvalho, J.L.S.; Miguel, O.G,;
Marilis,D.G.; Dadalt, R; patente referente ao processo de obtencdo de extratos
hidroalcodlicos, extratos secos e derivados do agrido (Nasturtium officinale) e
espécies medicinais afins, com modificagbes introduzidas em equipamento soxhlet
para aplicagcdes na industria, area farmacéutica, cosmética, alimenticia e afins,
INPI 2006.
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ANEXO 2 — DISCIPLINAS CURSADAS NO MESTRADO

Cdédigo Disciplina Cargg Créditos Conceitos Periodo
Horaria
Topicos de tecnologia farmacéuticas e afins; 60 04 A 2° semestre
modulo: sistema de liberagédo de farmaco 2000
o
Elementos da quimica de produtos naturais 60 4 A 2 s:(;rg)t(e)stre
o
Desenvolvimento de Fitopreparados 60 4 A 2 s:(;nozstre
o
Métodos fisicos aplicados a analitica laboratorial 30 2 B 2 s;;rg;stre
20
Morfologia de drogas vegetais 30 2 A semestre
2000
. ) - 2°
Aspectos atuais para fins especiais 60 4 A semesre
2000
. . 2°
Controle de qualidade de drogas vegetais 60 4 A s;(;nogstre
. . 2°
Metodologia da pesquisa 30 2 A semestre

2000




160
ANEXO 3 — DISCIPLINAS CURSADAS NO DOUTORADO

Carga

Caodigo Disciplina o Créditos Conceitos Periodo
Horéria
o]
MB 711 Métodos de Separagdo 60 horas 04 A 2 s;(;r(;zstre
(]
MB 714 Seminarios 2003 15 horas 01 Suficiente L s;(;r(;zstre
o]
MB 715 Seminarios 2003 15 horas 01 Suficiente 2 s;(;r(;zstre
Quimica Organica Avangada Aplicada 1° semestre
As Ciéncias Farmacéuticas 60 horas 04 A 2004
]
Suficiéncia em Espanhol Suficiente 1° semesre

2003
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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