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RESUMO

AIRES, Paulo Sergio Reginaldo Aires. Estudo de Sazonalidade da espécie
Anadenanthera colubrina: obtencéo de impressdes de digitais por UV/Vis, CCD-AE e
CLAE-DAD para aplicacdo no controle de qualidade da droga vegetal. 2016. 104f.
Dissertacao (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco,

Brasil.

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul (Angico) € uma espécie
representativa da regido do semiarido brasileiro em uma regido geogréfica
conhecida como caatinga, possuindo utilizacdo diversificada que vai desde a
extracdo de taninos para o processo de curtume, ao uso na medicina popular. O
angico € amplamente utilizado na terapéutica de doencas como bronquite, gastrite,
pneumonia e resfriados, tratamento de cancro, anemia e difteria. O objetivo foi de
avaliar as influéncias sobre a variabilidade sazonal nas cascas de Anadenanthera
colubrina utilizando metodologias como CCD-AE, CLAE-DAD e espectrofotometria,
estabelecendo caracteristicas fisico-quimicas e um perfil quimico como uma
ferramenta para o controle de qualidade. Para tanto, as amostras das cascas de A.
colubrina obtidas de Junho de 2014 a Junho de 2015 foram caracterizadas de
acordo com meétodos gerais em Farmacognosia da Farmacopeia Brasileira 52 ed., e
a quantificagdo dos taninos foi realizada tanto por espectrofotometria (metodologia
de Folin-Ciocalteau), quanto por CLAE. Além disso, foram obtidos os perfis
fitoquimicos para as amostras por CCD e CLAE. As amostras apresentaram
resultados de ensaios fisico-quimicos em conformidade com os limites preconizados
independente do periodo sazonal. A prospeccéo fitoquimica das cascas da espécie
demonstrou a presenca de flavonoides, derivados cinamicos, acucares redutores,
cumarinas, saponinas, terpenos/esteroides e taninos condensados. A validagéo
espectrofotométrica e cromatografica atendem as exigéncias da RE 899/03
apresentando especificidade/seletividade para o marcador pirogalol/catequina (UV-
Vis e CLAE, respectivamente); comportamento linear (R? > 0,99); repetibilidade e
precisao intermediaria com baixos valores de desvio padréo relativo (< 5%); exatidao
requerida, entre 80 e 120%; e, robustez adequada as mudancas realizadas em
ambas as metodologias. Resultados mostraram que nos meses com menores
indices pluviométricos, os teores de taninos totais por Folin-Ciocalteau e catequina
por CLAE-DAD apresentaram maiores teores quantificados nas cascas de angico.
Através do fingerprint obtido por CLAE e HPTLC foi possivel inferir que todas as
amostras apresentaram-se semelhantes nos meses de estudo, evidenciado que as
variacfes sazonais presentes na regido nao afetam as concentracfes de taninos
condensados nas cascas de A. colubrina.

Palavras Chave: Anadenanthera colubrina. Angico. Fingerprint. Sazonalidade.



ABSTRACT

AIRES, Paulo Sergio Reginaldo. Seasonality Study of Anadenanthera colubrina:
obtaining fingerprints UV / Vis, CCD-AE and HPLC-DAD for use in quality control of
plant drugs 2016. 104f. Thesis (MS). Federal University of Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brazil.

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul (Angico) is a representative
species of the Brazilian semi-arid region in a geographic region known as caatinga,
having diversified use ranging from the extraction of tannin for the tanning process,
for use in folk medicine. In its therapeutic value, mimosa is widely used in the
treatment of inflammatory conditions such as bronchitis, gastritis, pneumonia and flu,
treating cancer, anemia and diphtheria. Aiming at the development of more effective
control tools and the establishment of quality specifications, the purpose of the study
was to assess the seasonal variability on the physico-chemical characteristics, total
tannin content and in the chemical profile for CCD, CCD-AE and HPLC -DAD, the
shells of Anadenanthera colubrina. Therefore, samples of A. colubrina shells
obtained from June 2014 to June 2015 were characterized according to general
methods in Pharmacognosy from the Brazilian Pharmacopoeia 5th ed., And the
quantification of tannins was carried out both by spectrophotometry (Folin method -
Ciocalteau), or by HPLC. Moreover, phytochemicals profiles for the samples by TLC
and HPLC were obtained. The samples presented data physicochemical tests in
accordance with the limits recommended by the literature. The phytochemical
screening of species of bark showed the presence of flavonoids, cinnamic
derivatives, reducing sugars, coumarins, saponins, terpenes / steroids and tannins.
The spectrophotometric data validation and chromatographic meet the requirements
of RE 899/03 having specificity / selectivity to the marker pyrogallol / catechin (UV-
Vis and HPLC, respectively); linear behavior (R2> 0.99); repeatability and
intermediate precision with low standard deviation values (<5%); required accuracy,
between 80 and 120%; and adequate robustness changes made in both
methodologies. The total tannin content by Folin-Ciocalteu had a mean value of
3.17% and the highest levels were evidenced during the dry season. Associated with
this condition, the higher catechin levels were observed in the same period when
guantified by HPLC-DAD. Through the fingerprint obtained by HPLC and HPTLC it
was possible to infer that all samples were similar in the months of study evidenced
that seasonal variations present in the region affect the tannin concentrations in
condensed shells A. colubrina.

Keywords: Anadenanthera colubrine. Angico. Fingerprint. Seasonality.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a analise de perfis quimicos ou “fingerprint“ tem sido empregada
para identificacdo e avaliacdo da qualidade de plantas medicinais e fitoterapicos. A
técnica recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Agencia Europeia
de Medicamentos (EMA) e pela Food and Drug Administration (FDA), permite a
deteccado e/ou quantificacdo simultanea de marcadores quimicos ou farmacoldgicos
presentes em matérias primas vegetais e produtos derivados (ZHA et al., 2012). A
impressao digital quimica de produtos de origem vegetal, tal como um espectro ou
cromatograma, € obtida por um procedimento definido, e se trata de uma
caracteristica Unica que permite tipificar o perfil quimico deste tipo de produto (MOK
et al., 2005).

Assim, o termo fingerprint parte da definicdo que, trata-se da analise de um
conjunto de amostras de forma répida, onde um grande e diferente niumero de
metabdlitos é avaliado. A perspectiva do fingerprint € comparar e classificar perfis ou
modelos metabdlicos que podem variar em resposta a alguma modificacédo inerente
a espécie, como por exemplo, exposicdo a uma toxina, perturbacdes genéticas ou
ambientais, podendo ainda identificar substancias discriminantes e biomarcadores.
Desta maneira, o fingerprint pode apresentar grande destaque tanto no ambito
industrial como cientifico, em estudos de caracterizacdo de espécies vegetais, com
énfase no seu controle de qualidade, para realizar a certificagdo de origem e
verificacdo de autenticidade e/ou adulteracao de extratos oriundos destas espécies
(CABRAL, 2010).

A obtencédo das impressdes digitais de espécies vegetais € possivel devido a
métodos que podem determinar um perfil caracteristico da composi¢cdo quimica em
drogas vegetais, dentre 0s quais se destacam o0s espectroscopicos e
cromatograficos, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE e a
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia — CCD-AE (TISTAERT;
DEJAEGHER; HEYDEN, 2011). A espectrofotometria € um processo de medida que
basicamente emprega as propriedades dos atomos e moléculas de absorverem e/ou
emitirem energia eletromagnética em uma das regides do espectro eletromagnético,
sendo uma das técnicas analiticas mais amplamente empregadas, em funcdo da
robustez, custo relativamente baixo, e grande niumero de aplicacées desenvolvidas
(LOPES et al, 2012)
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Uma vez que as variagcdes sazonais podem influenciar a producdo de
metabolitos nas plantas, a andlise qualitativa e quantitativa desses compostos é
importante, especialmente em regides com condi¢gBes climaticas tipicas, como € o
caso de regides como o semiarido nordestino. As evidéncias na literatura de plantas
da caatinga que sofrem mudancas no comportamento produtivo de seus metabdlitos
abordam, por exemplo o fato de que em periodos relacionados a altos indices de
temperaturas e baixa taxa de pluviosidade sdo conhecidos por aumentar a
concentracdo de compostos fendlico (MONTEIRO et al., 2006a).

No Brasil, varias espécies sdo pesquisadas por suas propriedades tanantes,
entre as principais estdo Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville
(Barbatimao), Dimorphandra mollis Benth (Barbatiméo-falso), Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenam (Angico), Acacia mearnssi De Wild (Acéacia), Psidium
guajava L.(Goiabeira) e Myracrodruon urundeuva (Engl.) (Aroeira). (MONTEIRO et
al., 2005a).

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul (angico) é uma espécie
arborea com até 20 metros de altura, bastante representativa nas caatingas, com
utilizacdo muito diversificada: extracdo de tanino, uso na medicina popular,
fabricacdo de moveis, forragens das folhas fenadas, ornamentacao, entre outras
(SILVA; BARBOSA, 2000). Pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, e
ao género Anadenanthera que representa sete espécies, sendo alguns deles de
estreita afinidade morfologica: A. cobi, A. rigida, A. colubrina, A. gonoantha, A.
macrocarpa, A. peregrina e A. falcata (SARTORI, 2012).

Considerando a importancia da espécie e a necessidade do desenvolvimento
de novas estratégias para o controle de qualidade de drogas vegetais de interesses
econdbmico e terapéutico, este trabalho teve como propdésito investigar as influéncias
sazonais sobre as propriedades fisico-quimicas e perfis quimicos quantitativos e

gualitativos dos taninos das cascas de Anadenanthera colubrina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da variabilidade sazonal sobre parametros de qualidade

das cascas de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar parametros de qualidade farmacopeicos para a espécie vegetal
Anadenanthera colubrina;

e Validar metodologias para quantificagdo de taninos das cascas de A.
colubrina por espectrofotometria UV-Vis e por CLAE-DAD;

¢ Quantificar taninos totais por espectrofotometria nas cascas de A. colubrina;

e Quantificar catequina por CLAE-DAD nas cascas de A. colubrina;

e Estabelecer as impressofes digitais através de CCD-AE e CLAE-DAD para 0s
metabdlitos das cascas de A. colubrina.

e Avaliar a influéncia da variabilidade sazonal sobre o teor de taninos totais,

catequina e os metabdlitos secundarios das cascas de A. colubrina.



20

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Anadenanthera colubrina

As plantas destinadas a utilizacao terapéutica e obtencéo de novos produtos
bioativos vém sendo gradativamente estudas, sendo essas espécies, excelentes
fontes de matérias primas para a conquista de novos farmacos. Os produtos
bioativos podem ser obtidos através da sua forma in natura (extratos e tinturas) ou
através da aplicacdo de tecnologias que conduzam a obtencdo de um medicamento
a base de derivados vegetais. No Brasil a existéncia de uma grande variedade de
espécies vegetais utilizadas, por diferentes culturas, faz com que sejam requeridos
novas possibilidades de se investigar a composicédo quimica desses vegetais. Neste
proposito, o conhecimento e descoberta de substancias bioativas possibilitam a
criacdo de novos medicamentos. (ARAUJO, et al 2015; ALBUQUERQUE, et al 2007;
SOUZA, 2011)

A variedade vegetal brasileira compreende a presenca de 6 biomas bem
caracteristicos, sendo o maior deles, o da Amazbnia, que corresponde a um
percentual de 49,29% e o bioma da caatinga abrange uma area correspondente a
9,92% e forma basicamente toda a regido nordeste do pais. O Bioma descreve o
conjunto de vida seja ele vegetal ou animal, caracterizando esses por seus
grupamentos contiguos, pelas condi¢des climaticas resultando em uma diversidade
biolégica propria (IBGE, 2004). Com toda a extensao territorial, o bioma da caatinga
vem agregando estudos nos quais 0s interesses as espécies presentes nesta
biodiversidade tornem-se fonte de investigacdo para novos potenciais terapéuticos.
(FERREIRA, 2012).

A regido do Semiarido brasileiro esta situada em uma area que ocupa
aproximadamente 969.000 km e esta inserida dentro dos estados do nordeste,
exceto o Maranh&o, e nos estados do Sudeste como Minas Gerais e Espirito Santo.
O ecossistema predominante na regido € a caatinga, que corresponde a
aproximadamente 11% do territério nacional, de vegetacdo bastante diversificada,
com espécies em geral com caracteristicas lenhosas, herbaceas, contendo ou nao
espinhos, além das cactaceas e bromeliaceas (SILVA, 2013). A vegetacdo da

caatinga consegue ser bem tolerante as variacBes climaticas na regido,



21

apresentando periodos secos e chuvosos com variabilidade espaco-temporal,
associado a baixos indices pluviométricos e eventos extremos de secas (indice
pluviométricos entre 200 a 800 mm), temperaturas elevadas (acima de 20°C) e
déficit hidrico, o que torna muitas vezes o solo poucos desenvolvidos em funcdo da
escassez de chuvas. A flora da Caatinga possui mais de 1500 espécies podendo
essas, variar de acordo com condicdes como: volume e intensidade de chuvas,
qualidade dos solos, da rede hidrografica e da agdo antrépica. (ARAUJO, 2011;
CORREIA et al, 2011).

A importancia da caatinga como bioma da regido do semiarido, carrega
consigo, fonte de muitos recursos naturais onde diversas espécies vegetais sdo
amplamente utilizadas na medicina popular. As espécies vegetais produtoras de
polifenois, como flavonoides e taninos, apresentam variadas aplicacfes industriais
gue vao desde as industrias de cosméticos até a producdo de alimentos com
finalidades conservantes e corantes naturais (FERREIRA, 2012). Dentre as espécies
presentes em nossa regido destacam-se: Myracrodruon urundeuva Alleméo
(Aroeira), Amburana cearensis (Amburama), Erythrina velutina (Mulungu),
Anadenanthera colubrina (Angico) e Sideroxylon obtusifolium (Quixaba)
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

A espécie Anadenanthera colubrina, desempenha um importante papel em
comunidades tradicionais na regido do semiarido do nordeste do Brasil e é
amplamente utilizada em diversas atividades terapéuticas como dores reumaticas,
inflamacdes dermatoldgicas, Ulceras externas e com acdo antimicrobiana
(MONTEIRO et al.,, 2006a). A disponibilidade da casca para uso nas atividades
terapéuticas € na maioria dos casos utilizada na preparacdo de decoctos, infusos ou
macerados, sendo administrados por via oral, e utlizados no tratamento de
bronquite, gastrite, pneumonia e resfriados (SANTOS et al., 2013), tratamento de
cancro, gripe, anemia e difteria (SILVA et al., 2011).

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul pertence a familia
(Fabaceae-Mimosoideae), é uma espécie nativa da floresta tropical da América do
Sul, que cresce em altitudes superiores a 400 m. Sua distribuicdo € ampla, variando,
no norte da Colémbia e regides do Brasil (SANTOS, 2013), como a Mata Atlantica,
Cerrado e Caatinga (GBIF, 2015). Na regido nordeste é bastante comum a presenca

da espécie nos estados da Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande
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do Norte e Sergipe. O género Anadenanthera foi estabelecido por J. P. M. Brenan no
ano de 1955 e em 1964 através de uma revisédo taxondémica, o pesquisador Siri Von
Reis Altschul estabeleceu que o género Anadenanthera é composto por duas
espécies: Anadenanthera peregrina e Anadenanthera colubrina. A. colubrina
compreende as variedades A. colubrina var. colubrina Altschul e A. colubrina var.
cebil (Griseb) Altschul. As espécies podem ser encontrada também pelos sindbnimos
Acacia cebil, Acacia colubrina, Anadenanthera macrocarpa (MORIN, 2015; SILVA,
2013).

As espécies de angico possuem a parte periférica dos troncos pardo-rosado,
cerne pardo-avermelhado podendo variar de coloracdo que vai de castanho-rosado
até castanho-escuro. De sabor levemente adstringente, madeira pesada e dura
(SARTORI, 2012). O angico pode crescer até 25 m de altura, com um diametro de
tronco em torno de 60-90 cm, apresenta casca espessa de coloragédo acinzentada, e
aspecto liso ou espiculado, e com folhas que variam em comprimento de cerca de 7-
20 cm compostas de foliolos rigidos. As flores sdo de cor creme e floresce o ano
todo, as vagens séo simples e contém cerca de 8 a 15 sementes cada. As sementes
sdo planas, cada uma com cerca de 1,5 cm de diametro e de apresentacao
achatada (EOL, 2015; SILVA, BARBOSA, 2000; SANTANA et al., 2010; WEBER et
al., 2011). No nordeste brasileiro, apesar de uma grande variedade de espécies
produtoras de taninos, Anadenanthera colubrina continua a ser usada como uma
das principais fontes deste metabdlito secundario para aplicacdo em curtumes,
fabricagdo de modveis, forragens das folhas fenadas, ornamentacdo. (SARTORI,
2012)

Diversos trabalhos encontrados na literatura relatam a indicacdo da espécie
para o tratamento de dores reumaticas, Ulceras externas e com acao antimicrobiana.
A atividade antifungica foi evidenciada através da ac¢do inibitéria do extrato
hidroalcoolico de A. colubrina, indicando bom potencial fungistatico (ROCHA, 2014)
Weber e colaboradores (2011) e Araujo et al. (2015) relatam o uso das cascas ou
caule do angico através da administracéo oral por infusGes, decoccdo e xaropes no
tratamento de inflamagbes na garganta, complicagdes no figado, gonorreia,
leucorreia, infeccdo dos ovarios, gonorreia e no processo depurativo do sangue. O
xarope das cascas de A. colubrina € administrado por via oral em indicacdes de

problemas de bronquite e angina. A espécie também possui atividade antitumoral
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relatada, quando relacionado a indicacdes populares (MONTEIRO et al 2007;
SILVA, 2013). O uso topico também ¢é relatado através do “cataplasma” usando
folhas aquecidas em manteiga ou azeites indicado para o tratamento de inflamacgdes

dermatoldgicas e Ulceras externas. (ARAUJO, et al 2015).

Figura 1 - Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul localizada na Estacdo Experimental
José Nilson de Melo — IPA Caruaru (A); Obtencgédo das cascas de A. colubrina (B); Partes aéreas da
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul observando as folhas e os frutos (C); Caule de
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul apresentando casca espessa de coloragdo
acinzentada, e aspecto espiculado

Fonte: préprio autor

Com relacéo a investigacédo fitoquimica das diversas partes de A. colubrina, a
literatura relata a presenca de taninos condensados e hidrolisados, flavonoides.
(GUTIERREZ-LUGO et al., 2004). Araujo e colaboradores (2015) analisaram o perfil
guimico de amostras de cascas de A. colubrina coletada na regido agreste do
estado do Rio Grande do Norte indicando a presenca dos flavonoides quercetina e
luteonina. No cerne da madeira ja foram descritos a presenca de esteroides ([3-
sitosterol e acido palmitico) e triterpenoides (lupeol e lupenona); nas folhas foram
relatados a presenca de flavonoides, aminoacidos e alcaloides inddlicos. Além disso,
catequina, epicatequina e seus enatibmeros, ja foram relatados como os principais

componentes da espécie (MAIA, 2008).
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3.2 COMPOSTOS FENOLICOS EM A. colubrina

Metabdlitos secundarios sdo amplamente distribuidos em todas as plantas
superiores apresentando importantes papeis na defesa contra patdogenos, animais
herbivoros e ainda atuam como resposta a varias condi¢cdes de estresse abidticas,
como a precipitacéo e radiacao ultravioleta. Valendo-se da importancia farmacéutica,
os grandes numeros elevados desses compostos levam a importantes fontes
farmacologicamente ativas. Devido a esta diversidade, os polifenois estao presentes
nos tecidos de plantas, principalmente como glicosideos e/ou associados a acidos
organicos ou mesmo moléculas polimerizadas como complexos com pesos
moleculares elevados (DAGLIA, 2013; NETO, et al 2015).

Esses compostos sdo comumente encontrados em partes comestiveis e nao
comestiveis das plantas, agregando varios efeitos bioldgicos, incluindo a atividade
antioxidante. A atividade antioxidante de compostos fendlicos é relacionada as suas
propriedades redox, que podem desempenhar um papel importante na adsorcéo,
neutralizacdo dos radicais livres e decomposicao peroxidos, atividade protetora na
eliminacao de radicais, propriedades quelantes e de inibicdo ou reducéo de enzimas
tais como, telomerase, ciclooxigenases e/ou lipoxigenases. Além disso, mais
recentemente, tem sido observadas interacfes destes compostos com vias de
transducao de sinais e receptores celulares (DAGLIA, 2013; SILVA et al., 2011).

Os antioxidantes presentes nas espécies vegetais sdo compostos
caracteristicos de serem alvos na pesquisa e no controle de qualidade de drogas
vegetais. Os mesmos podem estar relacionados a condicbes de estresses
ambientais ou até mesmo quando ha alteracdes nos estagios de desenvolvimento
morfoldgicos provocados muitas vezes por condicbes anormais como quantidade de
agua, temperatura ou salinidade. Frente a esses fatores as plantas conseguem
desenvolver mecanismos antioxidantes relacionados a defesa em virtude dessas
condicdes. (ARAUJO et al., 2015)

Os compostos fendlicos possuem uma ou mais hidroxilas ligadas a um anel
benzénico (polifenois) podendo possuir multiplos anéis fendlicos em sua estrutura e
serem divididos em classes de acordo com o numero de anéis fenolicos e os

elementos estruturais que ligam estes. Dentre os principais representantes fendlicos
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estdo presentes o0s taninos, flavonoides e as cumarinas (ARCHELA,;
DALL’ANTONIA, 2013).

3.2.1. Taninos

O termo tanino foi primeiramente empregado como substancias de origem
vegetal, com propriedades de curtir a pele de animais ja em estado de putrefacéo e
com caracteristicas de pouca permeabilidade. Em algumas espécies de vegetais,
pode conferir entre 2 e 40% de massa seca, € amplamente distribuidos dentro do
reino vegetal, sendo bastante difundidos em espécies de angiospermas e
gimnospermas. Entre as espécies produtoras de taninos, o angico € uma das que
mais se destaca na composicdo de polifenois. Taninos sdo compostos fendlicos
soluveis em agua e com capacidade de precipitar proteinas, formados através do
metabolismo secundario, sollUveis em agua e presente em varias partes das plantas.
Os taninos extraidos de casca e cerne de plantas podem atingir até 50% de massa
seca através de extratos com diferentes solventes, tendo uma boa solubilidade em
meio aquoso, em temperaturas que variam entre 70 a 105 °C, agregando uma boa
eficiéncia e economia. Podem ser, de acordo com as suas estruturas quimicas,
divididos em taninos hidrolisados e taninos condensados. (BEZERRA, 2012;
GRASEL, FERRAO, WOLF, 2015; PAES et al, 2013; SANTOS, 2012; SARTORI,
2012; VERZA, 2012 ).

Taninos hidrolisados sao ésteres de um acucar central e de acidos fendlicos,
principalmente acido galico e acido elagico, formados a partir da via do chiquimato,
sendo promtamente hidrolizados em condi¢cGes acidas ou basicas. A unidade basica
estrutural desse tipo de tanino é um poliol, usualmente D-glicose, com seus grupos
hidroxilas  esterificados pelo acido gélico (galotaninos) e pelo &cido
hexadihidroxifénico (elagitaninos) (HUGERMAN, 2002; SANTOS, 2012).

Os taninos condensados, referidos também como proantocianidinas, e ainda
como taninos complexos, sdo os taninos que apresentam ampla ocorréncia. S&o
guimicamente bastante reativos com proteinas, em sua forma nao-oxidada, podendo
0S mesmos serem quantificados através de precipitacdo proteica e formam pontes
de hidrogénio de forma intra e intermoleculares. Sao formados a partir do produto da

biossintese do fenilpropanol. As proantocianidinas possuem a caracteristica de
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apresentar pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina e
delfinidina; destacam-se com relacdo a sua diversidade estrutural, podem agregar
substituicbes entre unidades flavanicas, diversidade de posi¢cdes entre suas ligacdes
e a estereoquimica. (BRUYNE, 1999; FRAZIER et al., 2010; MONTEIRO et al.,
2005b; SARTORI, 2012).

Os taninos condensados ou protocianidinas (Figura 2) s&@o oligbmeros e
polimeros formados pela policondensacédo de duas ou mais unidades de flavan-3-ol
e ou flavan-3,4-diol com ligacbes formadas em C4-C8 ou C4-C6 e dentre essas
unidades destacam-se a catequina e a epicatequina. A catequina € constituida por
um anel fluroglucionol, um anel pirdnico e um anel cacetol, possuindo centros quirais
e dessa forma apresentam-se como (+) ou (-) catequina e (+) ou (-) epicatequina.
S&o compostos hidrossollveis, de sabor amargo e adstringente. (BEZERRA, 2012;
MONTEIRO; ALBUQUERQUE, 2005; VERZA, 2006)

O desempenho em importantes acdes do metabolismo biolégico das plantas
conferem aos taninos condensados a regulacéo e influéncia em processos como o
ciclo do nitrogénio, digestao de nutrientes e metabolismo em animais. O interesse no
uso de plantas que contenham taninos condensados est4 em constante crescimento
e isto inclui a necessidade de procura de novas fontes de compostos (LI et al.,
2014).

Figura 2 - Estrutura dos monémeros taninos condensados.
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EPICATEQUINA CATEQUINA PROTOANTOCIANIDINA

Fonte: préprio autor

Dados de Sartori (2012) relatam que os taninos condensados estao
relacionados com a defesa contra microrganismos patogénicos, conferindo a planta

uma durabilidade maior da madeira e atividade germicida. Podem conferir a planta,
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papel importante na sua manutengcdo e consequentemente protecao a agdes de
estresses ambientais como a seca prolongada e baixa fertilidade.

Os taninos condensados podem conter de duas a cinquenta unidades
flavonoides, estruturalmente complexas, resistentes a hidrélise e soluveis em
solventes organicos e aquosos. Considerando a sua importancia, os taninos
respondem por aproximadamente metade dos compostos da casca da
Anadenanthera colubrina e constituem a segunda maior propor¢céo de polifenois do
reino vegetal. (SANTOS, 2012). Estudos de Bezerra (2012) conferem a importancia
na quantificagdo catequina como marcadores para controle de qualidade de
fitoterapicos.

Estudos de MONTEIRO et al., (2005b) acerca dos teores de taninos obtidos a
partir dos extratos de casca em diferentes farmacogenos de A. colubrina, mostraram
teores quantificados de 16,04 a 55,34 mg (3,21 a 11,07%). Oliveira e colaboradores,
(2010) avaliaram teor de substancias fendlicas na madeira de A. colubrina sendo
guantificado 0,231 mg. O estudo de Paes e colaboradores (2010) indicou a presenca
de taninos na casca do tronco (13,95%), seguida pela propor¢do encontrada nos
frutos sem sementes (10,75%) e nas raizes (10,37%). Outro estudo, realizou a
estimativa de compostos fendlicos revelando que extrato hidro alcodlico de A.
colubrina apresentou teor de 578 = 5,03 mg/g (SILVA; JUNIOR, 2011).

3.2.2 Quantificagcao de Taninos

Os meétodos para quantificacdo dos taninos podem ser avaliados através de
métodos colorimétricos, analises por CLAE e CCD. O uso de metodologias analiticas
como CLAE e CCD permitem a separacdo ou isolamento, conhecimento da
composi¢cdo quimica, identificagdo de principios ativos ou ainda os compostos
toxicos das plantas de substancias extrativas vegetais tornando os resultados mais
rapidos e simples. O emprego dessas técnicas é aliado na obtencdo de resultados
gue compdem o controle de qualidade das espécies, proporcionando uma
padronizacao do material vegetal. (MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Os meétodos disponiveis para quantificacdo de taninos totais incluem: Folin-

Ciocalteau apds precipitacdo por proteinas, Azul da Prussia, KlOz, NaNO,
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enzimatico para perfis biologicos de elagitaninos. As interagdes das proteinas com
0s taninos constituem a relacdo entre a estrutura molecular, ponto isoelétrico e
glicolisacdo das proteinas, enquanto que a relacdo dos taninos com as proteinas
envolvem o tamanho da molécula (complexacao inicial, capacidade de precipitacao).
(MONTEIRO et al., 2005a; SARTORI, 2009; VERZA, 2012).

O método de Folin-Ciocalteau é bastante utilizado na quantificacdo de taninos
totais em drogas vegetais devido ao seu baixo custo e praticidade. A intensidade de
complexo de cor azul estd relacionada com a presenca compostos fendlicos
mediante a formacdo do composto azul derivados da reducdo do reagente pelas
hidroxilas fendlicas em meio alcalino a éxido de tungsténio e 6xido de molibdénio
(VERZA, 2009; SILVA; JUNIOR, 2011). Através desses oxidos formados € possivel
a quantificacdo da absorbéancia da solu¢céo na regido do visivel com comprimento de
onda em 760 nm (CRUZ, 2008).

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é uma técnica que pode ser
utilizada na quantificacdo de taninos em espécies vegetais tanantes. Esta técnica
fisico-quimico permite separar os componentes de uma mistura entre duas fases em
contato intimo através da migracédo diferencial das substancias entre a fase mével e
a fase estacionaria. A facilidade de separacédo, identificacdo e quantificacdo de
espécies quimicas, torna a CCD um instrumento analitico de facil acesso, baixo
custo, rapida e eficaz e deste modo bastante utilizadas dentro do @mbito do controle
de qualidade de espécies vegetais por retratar uma metodologia para a
caracterizacdo simples e confiavel para o estabelecimento de perfis fitoquimicos de
espécies vegetais. Através de analises por CCD é possivel avaliar variabilidades em
perfis quimicos de materiais vegetais para identificacdo e estudo de influencia de
fatores tais como a sazonalidade , ou ainda, origem geogréfica ou e condi¢cdes de
cultivo (BRAZ et al., 201; WOLF, 2008).

A metodologia apresenta avancos que podem evidenciar os constituintes de
drogas vegetais, podendo fornecer dados qualitativos e quantitativos, sendo
denominada de Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCD-AE).
Além disso, tem a capacidade de fornecer dados de varias amostras
simultaneamente, fornecendo dados sobre o controle de qualidade atribuindo
vantagens reais sobre gastos de solventes, valorizando a relagéo tempo e economia

das andlises. A contribuicdo analitica da técnica é extremamente Util no controle de
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gualidade e a adocao dela é amplamente difundida em farmacopeias como a
portuguesa, espanhola e americana (BRAZ et al., 2011; LOESCHER et al., 2014).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma importante técnica
de separacdo de misturas, que emprega colunas fechadas com fases estacionéarias
na forma de particulas de granulometria reduzida e homogénea, proporcionando
separacdes eficientes dos componentes de uma mistura complexa. (FIGUEREDO,
2012). Utilizada para finalidades quantitativas e qualitativas, devido a sua boa
sensibilidade e boa possibilidade de separacdo de compostos, ndo sendo limitada
pela volatilidade, estabilidade do composto da amostra termicamente instaveis.
Trata-se de um meétodo fisico-quimico de separacdo de componentes de uma
mistura realizada através de uma fase estacionaria e uma fase movel, definindo
assim as afinidades diferenciais dos componentes da mistura por cada fase
(GOMES, 2009).

A CLAE é uma técnica bastante significativa na composicdo de analises de
produtos naturais e consequentemente quando se deseja a identificacdo de
compostos fenadlicos, monémeros de taninos condensados (SANTOS, 2012). A
composicdo da fase movel, concentracdo de tampao e pH, comprimento de onda de
deteccdo, temperatura do forno da coluna, volume de inje¢do, concentracdo da
amostra, condicfes da bomba de pressao fatores que séo levados em consideracéo
para um bom desempenho e obtencdo de um cromatograma (GOMES, 2009;
BEZERRA, 2012).

A CLAE pode ser realizada através da diferenciagdo dos elementos da Fase
Estacionaria (FE). As colunas empregadas em CLAE de Fase Reversa (FR)
possuem uma camada organica apolar ligada quimicamente a um suporte
cromatografico devendo os poros terem um diametro apropriado para o tamanho do
analito e boa conectividade para permitir uma alta taxa de transferéncia de massa,
deve ter boa resisténcia térmica, mecéanica e quimicamente a degradacdo. A
retencdo em colunas de fase reversa se da pela interacao hidrofébica entre a parte
nao-polar do soluto e a fase estacionaria. A separacdo dos componentes quimicos
de uma amostra deve seguir o requisito primordial que é a seletividade. Nas
separacdes por CLAE, a seletividade é influenciada por quatro varidveis: a fase

estacionaria; a composicdo da fase movel; as condi¢des fisicas (temperatura e
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pressao) e, a natureza dos compostos a serem analisados (MALDANER; COLLINS;
JARDIM, 2010).

Os inumeros relatos acerca da analise por CLAE permite que a técnica seja
uma das mais empregadas na determinacdo da “impresséo digital” de matrizes
complexas, como as espécies vegetais (RIBEIRO, 2010). Yongyu et al 2011,
Tistaert; Dejaegher; Heyden, 2011; Ferreira, 2016, especificam o fingerprint por
CLAE e CCD-AE como técnicas de referéncia e apropriadas para o controle de
gualidade de drogas vegetais, recomendados por Farmacopéias Chinesa e
Européia. Laghi et al 2010.

3.3 PERFIS QUIMICOS TiPICOS: IMPRESSOES DIGITAIS

Técnicas analiticas modernas sao utlizadas atualmente no controle de
gualidade na composicdo dos metabdlitos secundarios das plantas, para avaliar a
constancia e uniformidade na sua composicéo e para que seja possivel a garantia e
a padronizacdo do material vegetal (CABRAL, 2010). A andlise de impressdes
digitais através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia
gasosa (CG) e cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCD-AE) tem
sido aceita internacionalmente pela World Health Organization (WHO) e Food and
Drug Administration (FDA) como um método eficiente e com o objetivo de controlar a
gualidade dos medicamentos a base de plantas através da identificacdo de
marcadores. (CAO et al., 2006; JOTHY; YENG; SASIDHARAN, 2013).

Uma impressédo digital pode ser definida como um perfil caracteristico
refletindo a composicdo quimica da amostra analisada e pode ser obtido por
métodos espectroscopicos e técnicas cromatograficas. As informacfes obtidas
podem auxiliar na identificacéo, classificacdo de espécies, condicbes de otimizacéo
das técnicas cromatograficas utilizadas na obtencdo do perfil quimico través da
aplicacdo dos dados obtidos e consequentemente a obtencdo das impressdes
digitais. A obtencdo de fingerprint por cromatografia permite, independente dos
extratos utilizados, a identificagdo dos compostos fitoquimicos das plantas por se
tratar de um método eficaz (JOTHY; YENG; SASIDHARAN, 2013).
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A “impressao digital” obtida por cromatografia liquida utilizando detectores
ultravioleta (CLAE-UV) e arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD), tem vigorado como
uma técnica adequada por ser uma ferramenta adequada a separacdo dos
compostos de uma matriz complexa (TISTAERT; DEJAEGHER; HEYDEN; 2011;
YONGYU et al.,, 2011). Com o fornecimento de dados pelos quais as técnicas
cromatograficas fornecem, torna-se neste caso a utlizacdo de tratamentos
estatisticos que se tornam essenciais no estudo dos resultados. (GOMES, 2009)

A obtencao de dados qualitativos e quantitativos de drogas vegetais por meio
do fingerprint da condicdes de identificar propriedades holisticas relacionadas a
processos de extracdo, comparacdo da similaridade, concentracdo do analito e
avaliar a presenca de metabdlitos em amostras de diferentes localidades e perfis. O
conhecimento dessas impressoes digitais sdo essenciais para a identificacdo dos
constituintes quimicos das plantas e para assegurar a repetibilidade e confiabilidade
(CABRAL, 2010; YONGYU et al.,, 2011; JOTHY; YENG,; SASIDHARAN, 2013).
Adulteracdo é outro ponto primordial na qualidade dos medicamentos e pode causar
uma grande variabilidade dos ingredientes ativos, colocando em risco a saude e
seguranca (TISTAERT, DEJAEGHER, HEYDEN; 2011).

Quando se trata do fator de qualidade dos medicamentos fitoterapicos, a
relacdo entre os constituintes quimicos e seus efeitos terapéuticos devem contribuir
para verificagdo das variantes sazonais e com isso levar a uma boa eficacia do
medicamento a ser produzido. Dois fatores essenciais que estdo envolvidos no
desenvolvimento de um método de impresséo digital sdo: a obtencéo de informacao
mais eficaz e estavel, e avaliar a semelhanca/diferenca dos resultados obtidos com

auxilio de métodos quimiométricos (YONGYU et al., 2011).

3.4 VARIABILIDADE SAZONAL

Algumas espécies de plantas sdo capazes de se desenvolverem sob
condi¢cdes de multi-estresse e muitas vezes associados as mudangcas marcadas por
fatores ambientais. Fatores associados a condicdo antioxidantes das plantas séo
proporcionados muitas vezes por variagbes sazonais e em espécies vegetais

superiores, a modificacdo atribuida é muitas vezes associada a um aumento de
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espécies reativas de oxigénio nas células da espécie. (LOPEZ-ORENES et al,
2017).

A producao dos metabdlitos secundarios pode ser influenciada por situacées
ambientais de carater duradouro ou temporais rapidas, muitas vezes simultaneos e
gue causam perturbacdes no metabolismo das plantas, dentre eles os mais comuns
sdo a temperatura, pluviosidade, altitude e época estacional. Estes fatores tendem a
interferir de forma significativa no metabolismo desses compostos atribuindo uma
interface quimica entre as plantas e o0 ambiente em que esta inserida e portanto, sua
sintese € frequentemente afetada por condicdes ambientais. O estudo sobre as
influéncias dos fatores citados sobre a capacidade das plantas em produzir os
metabolitos essenciais para obtencdo de medicamentos fitoterapicos é restrito a
uma pequena parcela de grupos vegetais. E evidenciado que o fator mais importante
de constituintes quimicos como taninos, flavonoides, terpenos e alcaloides é a época
do ano em que sao realizadas as coletas do material vegetal. Outros fatores de
grande importancia sdo as condi¢cdes de producdo, coleta e estocagem da planta
(CZELUSNIAK et al., 2012; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; LOURA, 2015).

Mudancas nas condicOes ambientais podem provocar alteragcbes no
comportamento fisiolégico das plantas nos quais sdo mobilizadas enzimas e
substancias, com o intuito de proteger, eliminar substancias inapropriadas a sua
espécie e promover atividade antioxidante. Os fatores urbanos podem afetar a
integridade das plantas de modo a induzir modificagdes metabdlicas nas células
vegetais. (BULBOVAS, 2005). De fato, € de se evidenciar que o efeito da
sazonalidade contribui com grande influencia na manutencdo conjunta do
metabolismo secundario das plantas. A temperatura, bem como o solo contribuem
em papel relevante ao papel fisiologico de vegetal e esses fatores por exemplo
atuam variavelmente em espécies produtoras de dleos essenciais. (SOLETTI, 2015)

O controle de qualidade de produtos naturais esta bastante ligado as
condicGes de variabilidade sazonal de um determinado metabdlito. Este controle é
extremamente importante e deve ser levado em consideracdo quando pretende-se
avaliar as variacfes existentes em uma espécie vegetal na presenca de metabdlitos
de interesse. Aspectos como condi¢cdes de cultivo, coleta e clima podem mostrar

dados importantes sobre esses metabdlitos de interesse, principalmente quando se
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deseja a producdo de medicamentos fitoterapico mais efetivos e com boa atividade
biologica. (TISTAERT; DEJAEGHER; HEYDEN; 2011).

A definicdo de parametros farmacognoésticos basicos (identificacdo botanica,
caracterizagdo macro e microscopica, cinzas totais e insoluveis, teor de extrativos e
indice de espuma), associados a um desenvolvimento analitico e de validacéo para
propor uma metodologia de controle de qualidade, podem ser extremamente
importantes. Com o intuito de garantir a padronizacdo completa de um produto
fitoterapico, devem ser consideradas as necessidades do conhecimento da
influéncia de fatores sobre a sua qualidade quimica. A variabilidade ao longo das
estacdes do ano (verdo e inverno), época e horéario de colheita e quantidade de agua
na planta podem influenciar o produto fitoterapico o qual se deseja (VIGO et al.,
2004).

3.5 AVALIACAO DA CORRELACAO DE PEARSON ENTRE OS TEORES DE
TANINOS TOTAIS E CATEQUINA

O controle de qualidade realizado em drogas vegetais esta ligado a variacdes
gque podem ser ocasionadas diferencas de clima, condi¢cdes de cultivo, tempo,
secagem, armazenamento. Dessa forma, quando compostos marcadores sao
utilizados, algumas variagcbes ou diferencas nas concentracdes podem ser
evidenciados e a necessidade de classificacdo estatistica € essencial a seguranca
do produto e aplicagcdo do coeficiente de correlacdo para as impressodes digitais
geralmente pode ser aplicado. A semelhanca varia entre 0 e 1, onde 0 nao significa
nenhuma semelhanca entre as Impressoées digitais e 1 impressdes digitais idénticas.
Além da andlise de similaridade com base na impressao digital completa, o tempo
de retencdo relativo e a area relativa do pico de picos caracteristicos também podem
ser usados (TISTAERT, DEJAEGHER, HEYDEN, 2011).

Uma das medidas estatistica na avaliacdo entre duas amostras € definida
como Coeficiente de Correlacédo de Pearson (r). As duas medidas sao expressas em
termos de “x” e “y” e podem ser medidos ao longo do tempo e dessa forma a
influéncia de uma variavel depende do tempo sobre a outra. As duas variaveis se
associam estatisticamente apresentando semelhancas na distribuicdo ou através de

um modelo linear, supondo que o aumento ou diminuicdo de uma das variaveis, gera
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um impacto na outra variavel. O Coeficiente de Correlacdo de Pearson possui
propriedades que ndo diferenciam entre variaveis independentes e variaveis
dependentes e neste casso o valor entre X e Y € 0 mesmo entre o Y e 0 X; o valor
‘R” ndo muda quando se muda a varidvel mensurada e tem um caréater
adimensional. O coeficiente de correlacdo de Pearson assume valores entre -1 e 1,
onde -1 significa uma correlacdo negativa perfeita levando-se em consideracéo as
duas variaveis envolvidas, enquanto o 1significa uma correlacdo perfeita positiva
(JOSE, 2012)

Estudos de Rezende (2012) avaliou o estabelecimento da relacdo entre os
compostos fenolicos da espécie S. jambos sob condicbes sazonais nos periodos
secos e chuvosos. Zeggio, (2016) avaliou através da correlacdo, teores de polifendis
em propolis frente a varidveis ambientais como temperatura e altitude. Valores de
correlacdo entre a temperatura o teores de fendis totais apresentaram valores
negativos de 0,29. Bueno, (2010) relacionou os teores de polifendis totais e taninos

totais na influencia entre a capacidade antioxidante e esses compostos secundarios.

A producao de metabdlitos nas plantas esta sujeita a condi¢cdes de periodos
de estacbes secas ou chuvosas e esses efeitos podem ser curtos ou duradouros. As
chuvas tendem a resultar em perdas de substancias hidrossoltveis. (REZENDE,
2012). A composicdo de compostos fendlicos frente as atividades antioxidante sdo
mais evidenciadas quando se avalia a correlagdo de dados nas estacdes de
primavera e verdo e a sinergia entre eles € mais eficiente e produz maiores
concentracbes de metabdlitos do que estacées de outono e inverno. (ZEGGIO,
2016). E relatado a presenca de uma correlacdo positiva quando avalia-se
intensidade de radiacdo solar em diferentes espécies de plantas e a producdo de
compostos fendlicos tais como flavonoides, taninos e antocianinas. A correlacédo de
Pearson foi empregada para avaliar a relacdo existente entre os fatores climaticos
com o teor de timol e carvacrol e para avaliar a relacdo existente entre flavonoides e
a atividade antioxidante. (SOUZA, 2015)

Valores de p maiores que +0,70 indicam correlacdo significativa e desse
modo podem ser atribuidas conclusdes significativas sobre o comportamento das

variaveis. Valores entre +0,30 e +0,70 indicam correlacdo de moderada a fraca e
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valores de correlacdo situados na faixa 0,00 e +0,30 indicam correlagdo muito fraca
e em alguns casos, desprezivel. (CRESPO, 2013; EMERENCIANO et al, 2013)

3.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Os processos de validacdo visam a obtencdo de uma comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade, permitindo informagfes confiaveis e interpretaveis
das amostras. A validacdo de um método é um processo continuo que comega no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento. (RABANI et al., 2004).

Os parametros analiticos devem ser baseados na intencao do uso do método,
neste caso estdo incluidos os equipamentos, instrumentacdo especifica e reagentes
(RIBANI et al., 2004). O objetivo da validacdo consiste em demonstrar que o método
analitico € adequado para 0 seu propésito e em casos de adaptacdes, deve gerar
dados confiaveis e precisos. Algumas situacdes devem ser estudadas quando séo
necessarias: adaptacdes na metodologia ja validada, inclusdo de novas técnicas ou
uso de diferentes equipamentos (BRITO et al., 2003; CDER, 1994; DICLA/CGCRE,
2010).

No Brasil, a validacdo é um processo regulamentado pela RE 899/03 e faz
indicacdo sobre a proposta do método em ser apropriado em sua finalidade, bem
como sofre ajustes metodoldgicos em um ja existente. Trata-se de um processo
sistematizado, que permite que a execug¢do do processo analitico siga o0s critérios
estabelecidos pelas legislacdes vigentes, permitindo que o0s procedimentos
analiticos sejam reprodutiveis em diferentes laboratérios, de forma precisa e exata,
dentro dos limites de confianca (MONTEIRO, 2016). O dado analitico, independente
da técnica utilizada deve ser isento de interferéncias sobre a espécie em questao, ou
pelo menos uma interferéncia possivel de ser avaliada (MEDEIROS, 2006).

O “Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos” RE n°® 899 de
29 de maio de 2003 da ANVISA preconiza 0s seguintes parametros: especificidade e
seletividade, linearidade, intervalo, precisao, limite de detecc¢é&o (sensibilidade), limite

de quantificacéo, exatidao e robustez (BRASIL, 2003).

ESPECIFICIDADE
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Define a capacidade do método em detectar o analito de interesse na
presenca de outros componentes da matriz, envolvendo a adicdo de padrao analitico
(BRITO et al., 2003), e de medir exatamente um composto em presenca de outros
componentes tais como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da
matriz (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

LINEARIDADE

Capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. A RE 899/03 recomenda que a linearidade seja
determinada pela analise de no minimo, 5 concentracdes diferentes. O critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacao (r) deve ser = 0,99 de acordo com as
curvas obtidas experimentalmente através do tratamento matematico (BRASIL,
2003).

LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

Limite de Deteccdo (LD) € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condicdes experimentais estabelecidas, enquanto o Limite de Quantificacdo (LQ) € a
menor quantidade do analito da amostra que pode ser determinada com precisdo e
exatiddo aceitaveis sob as condicbes experimentais estabelecidas. O LD avalia
mudancas ocorridas durante o desenvolvimento do método, ou para comparacao de
instrumentos e pode ser determinado mediante o sinal/ruido, o desvio-padrdo da
resposta e do coeficiente angular e por processos estatisticos. O LQ avalia o
sinal/ruido somente para processos analiticos que exibem linha de base. Efetua-se a
determinacao da razao sinal/ruido por meio da comparacédo dos sinais medidos da
amostra em baixas concentragcdes conhecidas do analito com as do branco,
podendo assim avaliar a quantidade minima possivel do analito quantificado
(BRASIL, 2003; BRITO et al.,, 2003). As equacOes utilizadas no processo de
validacdo sado preconizadas pelo ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2003).
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PRECISAO

A precisao € a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisdo para
farmacos e medicamentos sdo recomendados a serem realizados nos niveis de 80,
100 e 120% como indicado na orientacdo para a apresentacdo de amostras e dados
analiticos e deve ser realizada como: repetibilidade (precisdo intra-corrida):
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacao; precisao intermediaria (preciséo inter-
corridas): concordancia entre os resultados do mesmo laboratdrio, mas obtidos em
dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes; e, a
reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial), concordancia entre os resultados
obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente
aplicados a padronizacdo de metodologia analitica.. A precisdo de um método
analitico deve expressar além dos valores de teor, o Desvio Padréo (DP) e Desvio
Padr&o Relativo (DPR%) (BRASIL, 2003).

EXATIDAO

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Ao lado da precisao,
expressa um nivel de confianca dentro de certos limites. Os processos mais
utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de referéncia;
comparacao de métodos; ensaios de recuperacao; e, adicdo padrdao (BRASIL, 2003;
RIBANI et al., 2004).

ROBUSTEZ

Segundo a Anvisa (BRASIL, 2003), a robustez de um método analitico é a
medida de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagcdes dos
pardmetros analiticos. Indica sua confianga durante o uso normal e seu

desenvolvimento metodoldgico. Se as mudancas estabelecidas estiverem dentro dos



38

limites de exatiddo, e precisdo e seletividade aceitaveis, entdo o método possui
robustez e pode ser incorporado ao procedimento (BRASIL, 2003; RIBANI et al.,
2004).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 OBTENCAO E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

As cascas de Anadenanthera colubrina foram coletadas no municipio de
Caruaru — PE, nas dependéncias da Estacdo Experimental do Instituto Agronémico
de Pernambuco — IPA. A localizagdo geografica correspondente ao local de coleta
esta registrada em: Latitude (-8,24°) e Longitude (-35,91°). As coletas das cascas
foram realizadas sempre no mesmo horario, no periodo da manha, entre 8:00 e 9:00
e mantidas a temperatura ambiente. Em seguida, foram levadas ao Laboratério de
Farmacognosia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

As cascas foram submetidas a secagem em estufa (modelo 82/480,
Lucadema® a 40 °C, durante 48 h, e posteriormente pulverizadas em moinho
industrial (tipo Willye, TE-680, Tecnal®).

Os materiais foram coletados conforme o Quadro 1 e a exsicata foi
depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA-PE), sob n° 89757, sendo classificado o seu nome cientifico como

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul.

Quadro 1 - Periodo de coleta das cascas de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul.

COLETAS | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

ONV/S3IN
¥TOZ/OHINC
¥102/01SO9V
¥102/049N3 L3S
¥102/049N.LNO
¥T0Z/049NIAON
¥T02/0d9W3Z3a
GT0Z/OYIANYC
GT0Z/0dIFHINTA
ST0Z/0DHVIN
ST0Z/114aY
GTOZ/OIVIA
GTOZ/OHNNC

Fonte: préprio autor

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

O controle de qualidade fisico-quimico das cascas de Angico foi realizado de

acordo com 0s métodos preconizados pela Farmacopeia Brasileira 5 (2010). Os
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ensaios realizados foram: determinacdo de umidade, cinzas totais e analise
granulométrica por tamisacdo. Os experimentos foram realizados em triplicata, e 0s

resultados expressos como meédia, desvio padrao e desvio padréo relativo.

4.2.1 Perda por Dessecacdo — Método gravimétrico

Foram pesados aproximadamente 2 g das amostras em pesa-filtros,
previamente dessecados durante 30 minutos, a 105 °C. Com auxilio de uma pin¢a
metalica, os pesa-filtros foram colocados em estufa, durante 2 horas. Em seguida,
os pesa-filtros foram resfriados a temperatura ambiente em dessecador e pesados.
Apés a 12 pesagem, os pesa-filtros foram recolocados em estufa por mais 1 hora,
resfriados e novamente pesados. O procedimento foi repetido até alcancar peso
constante. Os resultados foram expressos em perda de massa percentual segundo a

equacao (1):

p=P1=P24 00 1

Onde: PD = Perda por Dessecacéo; P1 = Peso do pesa-filtro contendo a amostra
antes da dessecacdo; P2 = Peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a

dessecacao; Pa = peso da amostra antes da dessecacao.

4.2.2 Cinzas totais

Foram transferidos 3 g de droga vegetal para cadinhos previamente
dessecados e tarados, distribuindo a droga uniformemente no fundo do cadinho e,
estes foram levados a mufla para incineragdo, utilizando-se gradiente de
temperatura de 30 minutos a 200 °C + 25 °C, 60 minutos a 400 °C + 25 °C e 90
minutos a 600 °C + 25 °C. Ap0s esse periodo, os cadinhos foram retirados da mufla
e deixados esfriar em dessecador para pesagem; em seguida, as amostras foram
recolocadas na mufla a temperatura de 600°C até apresentar peso constante. Os

resultados foram expressos em cinzas totais segundo a equacéao (2):

_ -

CT
Ca

X100 (2)
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Onde: CT = Teor de Cinzas; C2 = Peso do cadinho com a amostra ap0s incineracao;

C1= Peso do cadinho vazio; Ca = Peso da amostra antes da incineracao.

4.2.3 Granulometria

Para a determinacdo da granulometria foram pesados cerca de 25 g de cada
amostra e foram submetidas a passagem através de tamises, previamente tarados,
com abertura de malha de 850, 600, 425, 250, 150 e 125 ym e a base sem abertura.
A tamisacdao foi realizada a 60 vibragdes por segundo durante 15 min em tamisador
(Bertel®). Logo apds este processo, as fracdes retidas nos tamises e coletor foram
pesadas. Os dados foram analisados através de métodos graficos, construindo-se
um histograma de distribuicéo e curvas de retencéo e passagem para determinagao

do didmetro médio das particulas.

4.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA

4.2.1 Obtencgao dos extratos

Os extratos foram obtidos sob refluxo a 85 °C utilizando metanol como
solvente e 1 g de droga vegetal, durante 15 minutos. Em seguida, a solucéo foi
resfriada até a temperatura ambiente e filtrada em papel de filtro qualitativo.

A prospeccéo fitoquimica por CCD foi realizada para os seguintes grupos de
metabolitos secundarios: alcaloides, cumarinas, saponinas, terpenos e esteroides,
acucares redutores, flavonoides, derivados cindmicos, taninos hidrolisaveis e taninos
condensados. Os sistemas de fases moveis e reveladores foram baseados nas
metodologias propostas por Wagner e Bladt (2001) e os padrdes correspondentes a

cada classe encontram-se descritos no Quadro 2.
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Quadro 2 - Sistemas cromatograficos empregados para obtencéo do perfil fitoquimico tipico das cascas de A. colubrina.

Classe de metabdlito Sistema Padréo Revelador
Taninos hidrolisaveis AcOEt:HCOOH: H,0(90:5:5) Acido galico Cloreto férrico
Taninos condensados AcOEt:HCOOH: H,0(90:5:5) Catequina Vanilina Cloridrica
. Quercetina
Flavonoides AcOEt:HCOOH:H,0(90:5:5) . NEU +PEG
Rutina
Alcaloides ACOEt:HCOOH:AcOH:H,0 (100:11:11:26) Pilocarpina Dragendorff
Terpenos e Esteroides Tolueno: AcOEt (70:30) B-sitosterol Lieberman Buchard
_ o Ac. Clorogénico
Derivado cinamicos AcOEt:HCOOH:H,0(90:5:5) . NEU + PEG
Ac. Cafeico
Cumarinas EtOEt:Tolueno:AcOH10%(50:50:50) Cumarina KOH + UV
Saponinas AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0 (100:11:11:26) Escina Lieberman + A
Antraquinonas AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0 (100:11:11:26) Senosideo B HNO3/KOH
) D-Glicose .
Acucares Redutores AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0 (50:20:10:10) D-Frut Timol 0,5% + H,SO4 + A
-Frutose

AcOEt = Acetato de etila; HCOOH = Acido férmico;H,0 = Agua;AcOH = Acido acético;MeOH = metanol;EtOEt = Eter etilico; NEU = &cido etilborilaminoéster
a 1% em metanol; PEG = Propilenoglicol; UV = ultravioleta.
Fonte: préprio autor
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4.3.2 Sistema cromatogréfico

Foram utilizadas cromatoplacas de silica gel 60 Fs4 com 0,25 mm de
espessura adsorvida em suporte de aluminio (Merck®) de dimensées 20 x 10 cm. A
aplicacdo das amostras e dos padrdes nesta etapa foi realizada manualmente. A
cuba cromatografica (Camag®) com as dimensdes 20 x 10 cm foi saturada
previamente com as respectivas fases moveis pelo menos 1 hora antes de cada

processo de separacgao.

4.3 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS NAS CASCAS DE A.

colubrina

O método realizado para quantificacdo do teor de taninos totais em cascas de
Anadenanthera colubrina foi baseado na descricdo de monografias presentes em
cbdigos oficiais Farmacopeia Britanica (2008), Farmacopeia Europeia (2012) e
Farmacopeia Brasileira (2010).

Em relacdo a metodologia para quantificacdo de catequina, por CLAE-DAD,
foi baseada no método desenvolvido e validado no Laboratério de Farmacognosia
(UFPE).

4.3.1 Obtencéo da Solucéo Estoque

Foram pesados 0,75 g da droga pulverizada e transferidos para um baldo de
fundo redondo de 250 mL com boca esmerilhada. Em seguida, foram adicionados
150 mL de &gua destilada e a mistura (droga + solvente) foi aquecida em banho-
maria, sob refluxo, durante 30 minutos, a temperatura de 85 - 90 °C. Ao final, o balédo
foi resfriado em agua corrente e a mistura transferida para um baldo volumétrico de
250 mL. O baldo de fundo redondo foi lavado e as aguas de lavagem foram
transferidas, com todo contetdo de droga vegetal, para o mesmo baldo volumétrico.
O volume foi aferido com agua destilada. Esperou-se decantar, e por fim, a solugédo
foi filtrada em papel de filtro, desprezando-se os primeiros 50 mL do filtrado. Essa

solucédo foi denominada de Solugédo Estoque (SE).
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4.3.2 Doseamento de Taninos Totais por Espectrofotometria UV-Vis

4.3.2.1 Solucdo amostra para polifenois totais

Uma aliquota de 5 mL da SE foi transferida para um baldo volumétrico de 25
mL e o volume aferido com agua destilada. Desta solucéo, foram transferidos 2 mL
para um baldo volumétrico de 25 mL, adicionado 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau,
10 mL de agua destilada e o volume foi aferido com solucdo de carbonato de sédio
anidro a 29% (p/v). A absorvancia foi mensurada em comprimento de onda de 760
nm apdés 30 minutos da adicdo do ultimo reagente, utilizando agua destilada para

ajuste do zero.

4.3.2.2 Solugcdo amostra para polifenois ndo adsorvidos por p6 de pele

Uma aliquota de 10 mL da SE foi transferida para um erlenmeyer com
capacidade de 125 mL, adicionado 0,1 g de po6 de pele, agitando-se mecanicamente
durante 60 minutos. Em seguida, a solugéo foi filtrada com auxilio de papel de filtro.
Da solugéo obtida, foram diluidos 5 mL para baldo volumétrico de 25 mL, aferindo o
volume com 4gua destilada. Por fim, foram transferidos 2 mL desta solu¢do para um
baldo volumétrico de 25 mL, adicionado 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau, 10 mL
de agua destilada e o volume foi aferido com solucao de carbonato de sédio anidro a
29% (p/v). A absorvancia foi mensurada em comprimento de onda de 760 nm apos
30 minutos da adi¢do do ultimo reagente, utilizando dgua destilada para ajuste do

Zero.

4.3.2.3 Solugao padrao

Foram dissolvidos 50 mg de pirogalol para baldo volumétrico de 100 mL com
agua destilada. Transferiu-se 5 mL dessa solucéo para baldo volumétrico de 100 mL
e o volume foi aferido com agua destilada. Por fim, foram transferidos 2 mL dessa
solucao, adicionado 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau, 10 mL de agua destilada e o

volume foi aferido com solucdo de carbonato de sodio anidro a 29% (p/v) para 25
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mL. A absorvancia foi mensurada em comprimento de onda de 760 nm apo6s 30
minutos da adi¢ao do ultimo reagente, utilizando dgua destilada para ajuste do zero.
O teor de Taninos Totais foi calculado e expresso como pirogalol, segundo a

expressao:

_ 62,5 x (A1 — A2) x m2

T
A3 xm1

Onde: Al = absorvancia da Solucdo amostra para polifenois totais; A2 = absorvancia
da Solugcéo amostra para polifenois ndo adsorvidos em p6 de pele; A3 = absorvancia
da Solugdo padrdo; ml = massa da amostra utilizada no ensaio, em gramas,

considerando a determinacdo de agua; m2 = massa de pirogalol, em gramas.

4.4.3 Doseamento de Catequina por CLAE-DAD

O doseamento de catequina na matéria prima foi realizado em Cromatégrafo
Liquido acoplado a detector de arranjo de fotodiodos a 280 nm. Foi utilizada pré-
coluna empacotada com silica quimicamente ligada (Cig), coluna C;g de 250 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (5 um). A temperatura utilizada foi de 23 + 1 °C; o
fluxo da fase mével foi de 0,8 mL/minuto. A fase mével foi constituida pelo eluente A
- mistura de agua e acido fosforico (85%), (99:1) e eluente B - mistura de metanol e
acido fosforico (85%), (99:1). Um gradiente de fase movel foi adotado conforme

tabela a sequir:

Tabela 1 — Condig¢des do gradiente de eluicdo do CLAE-DAD para as amostras de A. colubrina.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%) Eluic&o
0-15 70 — 50 30 — 50 gradiente linear
15-16 50 — 25 50 - 75 gradiente linear
16-17 25 - 70 75 — 30 gradiente linear
17-18 70 30 Isocratico

Fonte: préprio autor
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A injecdo da amostra e do padrdo ocorreu separadamente, 20 pL, com
posterior avaliacdo dos picos e suas alturas correspondentes. O teor foi calculado

segundo a equacao abaixo, expresso em g% de catequina:

Cp x AA
Ap xm

X FD x 100

Em que:

Cp = concentracdo do padrdao em g/mL (pureza do padrdo catequina 98%); Ap =
area do padrédo; AA = area da amostra; m = massa da amostra, considerando a
perda por dessecacéo (8,97%); FD = fator de diluigao (250).

4.5 VALIDACAO DOS METODOS

Os métodos descritos para o doseamento de taninos totais (UV-Vis) e
catequina (CLAE-DAD) nas cascas de Anadenanthera colubrina foram
desenvolvidos e validados previamente no Laboratdrio de Farmacognosia da UFPE
utilizando os parametros descritos na Resolucdo Especifica (RE) 899/2003:
especificidade, linearidade, limites de detecgéo e quantificacéo, precisdo, exatidao e
robustez.

4.5.1 Espectrofotometria UV-Vis
Linearidade

Para o desenvolvimento da curva analitica do padrdo (pirogalol), foram
utilizadas solugdes na faixa de concentracado entre 0,0010-0,0050 mg/mL. Para a
curva analitica da amostra foram utilizadas concentragdes entre 24 e 76 mg/mL. Os
resultados foram analisados por regressao linear usando o método dos minimos
quadrados para calcular o coeficiente de determinacdo (R?) e outros parametros do

modelo matematico.

Especificidade
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A especificidade amostras foi evidenciada através da elaboracdo da curva
analitica da amostra de A. colubrina, adicionando aliqguota de 1 mL da solucéo
padréo de pirogalol na concentracdo de 0,025 mg/mL, a cada solucéo da curva de
linearidade. Em seguida, procedeu-se com a realizagdo do procedimento
usualmente utilizado para realizagdo da leitura de polifenois totais. Por fim, a
especificidade foi avaliada através da comparacéo entre as inclinacbes das curvas
(coeficiente angular) obtidas no ensaio de especificidade e as curvas obtidas no
ensaio de linearidade (RIBANI et al., 2004; BUENO et al., 2012; ALVES et al., 2015).

Limites de deteccdo e quantificacao

Os limites de detecc¢édo (LD) e quantificacao (LQ) foram estimados através das
equacdes disponiveis na RE 899 (BRASIL, 2003).

Precisdo - Repetibilidade e Precisdo intermediaria

A precisao foi avaliada em dois niveis: repetibilidade, através de andlise de 6
amostras de mesma concentracao (100%), no mesmo dia e pelo mesmo operador;
e, preciséo intermediaria, através da analise de 3 amostras de mesma concentracao
(100%), por dois analistas e em dois dias diferentes. Os resultados foram expressos

em g% de pirogalol.

Exatiddo

As amostras foram preparadas conforme procedimento para realizagdo do
doseamento de polifenois totais sendo adicionadas aliquotas da solucao de pirogalol
(procedimento de preparo para solucdo estoque do padrdo, apds segunda diluicéo,
foram coletadas as aliquotas de 1, 2 e 3 mL) para assim realizar as leituras em

espectrofotometro.

Robustez

Na robustez realizou-se o preparo das amostras conforme procedimento para

realizacdo do doseamento de polifenois totais e fracdo ndo tanante (polifenois néao
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adsorvidos por p6 de pele) e consequentemente a leitura em espectrofotobmetro em
condicbes adversas nos procedimentos realizando modificacbes de leitura da
amostra protegida da luz e sem protecao da luz; utilizacdo de solucdo de carbonato
de sédio anidro a 29% (p/v) e a 10,75% (p/v), mudanca no comprimento de onda de
leitura das amostras 758 e 762 nm.

4.5.2 CLAE - DAD

Linearidade

A curva analitica da catequina foi obtida com faixa de concentracdo entre
3,15-4,95 pg/mL (80 a 120%), realizando as diluicbes em agua. A curva analitica da
amostra foi obtida com diluicbes realizadas a partir da Solugdo Estoque obtida
conforme descrito no item 4.4.1, com faixa de concentracédo entre 2400-3600 pg/mL.
Foram injetados, separadamente, 20 yuL das solu¢cbes da curva de linearidade da
catequina e da amostra, preparadas em triplicata e obtidos os cromatogramas. Ao
final os calculos das areas dos picos e os resultados tratados estatisticamente com
auxilio do Microsoft Excel (2010).

Limite de deteccéo (LD) e guantificacdo (LQ)

Na abordagem para os dados de LD e LQ foram utilizados os dados da
regressao da curva analitica média da catequina para efetuar os célculos e as

equacdes conforme preconizadas pelo ICH (2005) e Anvisa (BRASIL, 2003).

Precisdo - Repetibilidade e Precisdo intermediaria

Para a andlise da repetibilidade foram preparadas 6 amostras independentes,
conforme o procedimento da Solucdo Estoque, seguido de diluicdo apropriada para
obter solugdo de concentracdo igual a 3000 pg/mL (100%). Na preciséo
intermediéria, foram preparadas 3 amostras independentes (na concentracdo
equivalente a 100%), por 2 operadores diferentes e em 2 dias diferentes. O teor foi

calculado e expresso em g% de catequina.



49

Exatiddo

A partir da Solugcdo Estoque obtida conforme descrito no item 4.4.1, foram
realizadas diluicbes apropriadas e obtidas amostras de concentragédo
correspondente a 100%. As amostras obtidas foram adicionadas quantidades
conhecidas da solucdo padrdo nas concentracdes correspondentes a 80, 100 e
120% (3,60, 4,05 e 4,95 ug/mL). Os cromatogramas foram registrados e as areas
dos picos foram medidas por integracdo. Os resultados foram expressos como
percentagem de recuperacao (%), de acordo com a equacéo da reta obtida para a

curva de calibracéo da catequina.

Robustez

Foram analisadas as amostras na concentragao igual a 100% (3000 pg/mL)
submetidas a diferentes variacdes no procedimento usual. As mudancas realizadas
foram: fluxo em nivel baixo (0,790 mL/min) e alto (0,810 mL/min); mudanca no pH da
fase mével utilizada (pH 2,0/3,0 — pH 3,0/4,0); temperatura do forno (21 °C e 24 °C).
Os efeitos das variagBes selecionadas foram avaliados através das alteracdes nos

tempos de retencao, teor e resolucao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.1.1 Perda por dessecacdo — Método gravimétrico

O excesso de agua em matérias-primas vegetais possibilita a acdo de
enzimas, desenvolvimento de fungos e bactérias (BORGES et al., 2005). Nesse
sentido, a determinacdo do teor de 4gua em drogas vegetais esta intimamente
ligada a padrBes de qualidade, garantia e conservacao da amostra. Ao determinar o
parametro, € ofertado dado acerca do teor de agua residual presente na droga
vegetal, pelo qual constitui um indice da qualidade de sua preparacéo e da garantia
de sua conservacdo, estado de integridade das estruturas celulares, estabilidade
microbiolégica quanto ao crescimento de fungos e bactérias, estabilidade quimica
guando, principalmente relacionados a processos de hidrélise. Neste fato, a
determinacdo da perda por dessecacdo € essencial quando se refere ao perfil
tecnolégico e de producao no emprego de matérias primas vegetais na producéo de
fitoterdpicos (COSTA et al., 2009).

De acordo com os dados obtidos para as amostras das casca de A. colubrina
descritos na tabela 01, pode-se observar que as amostras apresentaram teores
minimos de umidade no més de Julho de 2014 de 9,32 e um maximo de 11,32 em
dezembro do mesmo ano. A média do teor de umidade de todas as amostras
ficaram em 10,65%, estando dentro das especificidades exigidas pela legislacdo que
vai entre 8 a 14%. Teores de umidade em amostras de cascas de angico nos
estudos de Medeiros, 2015 mostram que amostra de A. colubrina apresentou
percentual de 10,4% em amostras coletadas na regido da caatinga no estado da
Paraiba — PB, evidenciando corroborar com os resultados obtidos neste estudo. Este
teor garante que em qualquer época do ano as amostras estdo dentro dos limites
aceitaveis de umidade e este fato pode inferir em termos de controle de qualidade,
um perfil significativamente estavel desse teor para um possivel desenvolvimento de

um medicamento fitoterapico a base da planta estudada.
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Tabela 2 — Resultados em porcentagem de umidade para as amostras em triplicata das

cascas de A. colubrina.

Amostra/Més/Ano Teor de umidade%
ANG1 JUL/14 9,32 + 0,1287 (1,38%)
ANG2 AGO/14 10,32 + 0,3255 (3,15%)
ANG3 SET/14 9,99 + 0,1996 (1,99%)
ANG4 OUT/14 10,54 + 0,1678 (1,59%)
ANG5 NOV/14 10,91 + 0,4027 (3,68%)
ANG6 DEZ/14 11,32 + 0,0820 (0,72%)
ANG7 JAN/15 10,98 + 0,1427 (1,29%)
ANGS8 FEV/15 11,19 + 0,1338 (1,19%)
ANG9 MAR/15 11,27 +£0,1331 (1,18%)

ANG10 ABR/15 10,98 + 0,1789 (1,62%)
ANG11 MAI/15 10,30 + 0,1462 (1,41%)
ANG12 JUN/15 10,74 + 0,1088 (1,01%)

Os resultados foram expressos como média (%) + desvio padrao (desvio padrao relativo%b).
Fonte: préprio autor

5.1.2 Cinzas totais

A determinacdo do teor de cinzas totais permite a verificagdo de impurezas
inorganicas como silica e constituintes silicosos da droga (MACEDO et al., 2013).
Em cinzas, inimeros fatores podem alterar esse teor, tais como: procedimentos de
coleta, secagem e transporte dos materiais, diferencas na localizacdo e regido da
matéria-prima (COSTA et al., 2009). Estudo fisico-quimico de Paes e colaboradores
(2010) com Anadenanthera colubrina var. cebil (Gris.) Alts. realizaram a
determinacao e obtiveram como resultado um teor igual a 2,10%.

Conforme a Farmacopeia Brasileira o limite maximo para a maioria das
farmacopeias, o teor de cinzas deve ser de 14%. Quando esse teor estiver acima de
8% ¢é necessario realizar o ensaio de determinacdo de cinzas insoluveis em acido
para a determinacdo de materiais silicosos presentes na droga vegetal. (GALVAO,
2014)

As cascas obtidas das 12 amostras de A. colubrina apresentaram uma média
anual de 3,43% dos teores de cinzas totais, estando seus resultados, dentro das

especificacdes definidas pela legislacdo vigente e sem a necessidade de serem



52

realizados as cinzas insolUveis em acidos, indicando a ndo presenca de materiais
como areia e terra. O maior teor de cinzas encontrado no periodo de estudo foi no

més de outubro/14 onde o valor correspondente foi de 4,69%.

Tabela 3 - Determinacéo do teor de cinzas totais em cascas de A. colubrina.

Amostras/Meses Teor de Cinzas %
ANG1 JUL/14 2,73 £ 0,0229 (0,84%)
ANG2 AGO/14 3,59 + 0,1133 (3,14%)
ANG3 SET/14 3,19 + 0,0480 (1,50%)
ANG4 OUT/14 4,69 + 0,0926 (1,97%)
ANG5 NOV/14 2,45 £ 0,0887 (3,62%)
ANG6 DEZ/14 4,02 + 0,0278 (0,69%)
ANG7 JAN/15 3,08 + 0,1384 (4,49%)
ANGS8 FEV/15 3,27 £ 0,0548 (1,67%)
ANG9 MAR/15 3,57 £ 0,0367 (1,03%)
ANG10 ABR/15 3,53+£0,1171 (3,31%)
ANG11 MAI/15 3,45 + 0,0832 (2,41%)
ANG12 JUN/15 3,61 £ 0,1364 (3,77%)

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (desvio padréo relativo%).
Fonte: Préprio Autor.

5.1.3 Granulometria

A determinacao da granulometria em drogas vegetais representa uma relagcéo
de influéncia direta com a extracdo. A avaliacdo dos parametros fisico-quimicos
conduzem a um melhor direcionamento sobre a qualidade da droga vegetal,
possibilitando a incorporacdo da matéria-prima em formulacdes, principalmente
guando se trata de varios lotes ou épocas de coletas diferentes (COSTA et al.,
2009). Particulas muito finas ou pequenas (< 0,2 mm) podem comprometer a
filtracdo, enquanto que particulas de didmetros maiores (> 0,8 mm) podem impedir a
absorcédo do liquido extrator sem a penetracdo do liquido no interior das células
devido a pequena superficie de contato e consequentemente diminuem a eficiéncia
da extracao.

O processo de moagem das cascas possibilitam reduzir mecanicamente

pedacos maiores da droga vegetal em fragmentos de granulometria pequena, fina e
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uniforme conduzindo a uma extracdo mais eficiente. Esse processo atribui uma
melhor homogeneidade do material vegetal e consequentemente favorece a
reprodutibilidade dos processos extrativos (GALVAO, 2014).

A matéria vegetal A. colubrina foi fragmentada através da moagem em
moinho de facas e isto possibilitou reduzir mecanicamente o material vegetal,
favorecendo o processo de extracdo do composto desejado. A determinacdo
granulométrica possibilitou a mensuracdo do tamanho médio das particulas da
casca de A. colubrina conforme os resultados obtidos. E possivel inferir através do
histograma na Figura 4 que a distribuicdo granulométrica das amostras das cascas
no periodo de 12 meses mostrou que as particulas se distribuiram
predominantemente no tamis de 250 um e a distribuicdo granulométrica apresentou
média de retencdo de 38,40% + 2,21 (5,76%). O tamanho médio das particulas foi
determinado pelo ponto de intersecc¢do das curvas de retencédo e passagem e foi de
343,79 um = 40,08 pum, e de acordo com as normas de especificacdes da
Farmacopeia Brasileira 2010 as 12 amostras foram consideradas como poés
moderadamente grosso tendo em vista que o maior percentual de retencao foi na
malha de 250 pm.

A distribuicdo granulométrica das amostras apresentaram-se comportamento
diferente ao longo do estudo. As amostras coletadas entre os meses de julho/14 a
dezembro/14 apresentaram poucas variacdes nos percentuais retidos nos tamises.
Nos meses de Janeiro/15 a Julho/15 as amostras apresentaram variagbes no
percentuais de retencéo, principalmente nas malhas de 850, 500 e 125 pm, sendo a
de 850 e 125 um apresentaram maiores desvios padroes quando comparados com
as outras malhas. Neste periodo (Jan/15 a Jul/15) foi evidenciado menores
percentuais retidos nas malhas de 850 pum, quando comparado com outros meses e
houve uma maior propor¢cao de massa da droga nas malhas de 150 e 125 pm. Como
relatado, o maior percentual de retengcédo das particulas ficou na malha de 250 um,
estando ela com as menores variacdes entre os meses de coleta (38,40% + 2,21
(5,76%). Condicdes climaticas associadas a alteracfes ambientais sdo capazes de
determinarem ou modificarem, mais ou menos visivelmente, a organizagao vegetal,
mesmo que sua caracteristica genética seja padronizada, os fatores abiéticos atuam
sobre as mesmas agregando caracteristicas adaptativas atribuindo novas condicdes.

Algumas partes das plantas em situacbes de baixa umidade tendem a sofrer
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modificacbes, de modo a transpirarem menos e a absorverem mais (AOYAMA,
MAZZONI-VIVEIRQOS, 2006).

Figura 3 - Curvas de retencdo e passagem referentes as amostras de casca de A. colubrina no
periodo de 12 meses.

120,00% ANG 1 - JUL/14 120,00% ANG 2 - AGO/14
< 100,00% ¢ < 100,00% ¢
= 80,00% = 80,00%
2 60,00% 2 60,00%
S 40,00% S 40,00%
& 20,00% & 20,00%
0,00% 0,00% &+
0 500 1000 0 500 1000
Malha (um) Malha (pm)
__150,00% ANG 3 - SET/14 __ 150,00% ANG 4 - OUT/14
X X
= 100,00% = 100,00%
2 2
c c
8 50,00% 8 50,00%
E \’\,\ E \
0,00% 0,00% ¢
0 500 1000 0 500 1000
Malha (um) Malha (um)
__150,00% ANG 5 - NOV/14 __150,00% ANG 6 - DEZ/14
X X
= 100,00% = 100,00%
2 2
c c
8 50,00% 8 50,00%
0,00% 0,00% =
0 500 1000 0 500 1000
Malha (um) Malha (um)
o 1°000% 1 ANG 7 - JAN/15 . 15000% ' ANG 8 - FEV/15
X X
= 100,00% = 100,00%
2 2
c c
8 50,00% 8 50,00%
0,00% ’ 0,00%
0 500 1000 0 500 1000
Malha (um) Malha (pm)




55

Continuacdo Figura 3 - Curvas de retencdo e passagem referentes as amostras de casca de A.
colubrina no periodo de 12 meses
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Figura 4 - Histograma de distribuigdo granulométrica das amostras de casca de A. colubrina ao longo do periodo de 12 meses.
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5.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA POR CCD

A determinacédo de um perfil fitoquimico por CCD oferece um resultado rapido,
utii e eficaz para o controle de qualidade de drogas vegetais visto que o
conhecimento e avaliacdo dos constituintes quimicos de uma espécie dispdem das
informacdes de seus grupos metabolitos e consequentemente Util para identificar as
substancias quimicas complexas (ROCHA, 2015). Através dos extratos metandélicos
foi possivel avaliar a presenca de compostos do metabolismo secundario como
taninos condensados, terpenos, alcaloides, flavonoides, cumarinas, acglUcares e
saponinas.

Na tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos através dos
cromatogramas de todas as amostras das cascas de A. colubrina para cada
metabdlito. Pode-se inferir que ndo houve presenca de alcaloides, saponinas,
taninos hidrolisaveis e antraquinonas e observou-se a presenca de flavonoides,
acucares redutores, taninos condensados, terpenos e cumarinas. Através das
figuras 5 a 8 pode-se evidenciar os cromatogramas para as amostras que
apresentaram auséncia para alcaloides, saponinas, taninos hidrolisados e
antraquinonas, onde nenhum desses grupos de metabdlitos apresentou bandas com
o0 mesmo Rf dos padrdes utilizados. A figura 9, referente ao cromatograma para
cumarinas, as bandas identificadas com mesmo Rf do padréo apresentaram leve
florescéncia e 0os meses que apresentaram maiores intensidades foram nos meses

de setembro/14, dezembro/14 e maio/15.

Tabela 4 - Prospeccao fitoquimica das cascas de Anadenanthera colubrina var. cebil (Gris.) Alts.

Metabdlito Secundario Resultado
Alcaloides -
Antraguinonas -
Cumarina +/-
AcUcares Redutores +
Flavonoides +
Saponinas -
Taninos Condensados +
Taninos Hidrolisados -
Terpenos +

(-): Auséncia; (+): Presenca
Fonte: préprio autor
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Foi observado que no cromatograma de aguUcares redutores a presenca de
bandas com mesmo Rf do padréo frutose e com maiores intensidades nos meses de
novembro/14 e de fevereiro a junho/15. Nao foram evidenciados bandas das
amostras com Rf's igual ao padrédo de glicose (Rf = 0,32), contudo, bandas com
valor de Rf igual a 0,42 foram detectadas em todas as amostras, inferindo a
existéncia de outro acucar redutor na droga vegetal (Figura 10).

A utilizacdo de marcadores quimicos pode servir como indicadores para
identidade botanica ou na avaliagdo segura para o controle de qualidade de
espécies vegetais resultando em uma melhor avaliacdo desses produtos (BRAZ,
2011). Os metabdlitos secundarios presentes na espécie ja foram descritos por
diversos autores (BRAZ, 2011; WEBER et al., 2011; ARAUJO et al., 2015; NETO et
al., 2015). A diversidade quimica presentes em diversas partes da A. colubrina séo
oriundas principalmente do caule e cascas da espécie estudada. A presenca de
flavonoides, terpenos e taninos sdo em geral caracteristicas da espécie e as
atividades biologicas atribuidas a esses grupos metabolicos sdo bem
fundamentadas (WEBER et al., 2011). O perfil fitoquimico avaliado por Silva (2013)
através do extrato das cascas de A. colubrina coletados na regido do agreste
pernambucano nas estagfes seca e chuvosa revelaram a ocorréncia anual de
flavanodides e taninos condensados e auséncia de cumarinas, derivados cinamicos e
taninos hidrolisados. Esses dados vem a colaborar com os dados obtidos neste
estudo e evidenciam que os metabdlitos avaliados comportam-se de maneira
parecida na mesma regido e nas mesmas condicbes sazonais caracteristicas da
regiao.

A presenca de catequina na espécie estudada ressalta a importancia na
presenca de taninos condensados e perfaz a confirmacgéo de que a presenca desse
metabdlito confere propriedades medicinais tais como acdo antioxidante,
antinflamatoria e antimicrobiana (SARTORI, 2012). Através do cromatograma para
identificacdo de catequina foram observadas que todas as amostras apresentaram
bandas caracteristicas com mesma coloracdo e deslocamento do padrdo utilizado

para compor o perfil quimico, conforme mostra a Figura 13.



Figura 5 - Cromatograma para avaliacdo de
alcaloides em cascas de A. colubrina.
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Figura 6 - Cromatograma para avaliacdo de
saponinas em cascas de A. colubrina.
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Figura 9 - Cromatograma para avaliacdo de
cumarinas em cascas de A. colubrina
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Figura 10 - Cromatograma para avaliacdo de
acucares redutores em cascas A. colubrina.
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Figura 11 - Cromatograma para avaliacdo de
flavonoides e derivados cindmicos em cascas de
A. colubrina.
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Figura 13 - Cromatograma para avaliacao de taninos condensados com padrdo catequina em cascas
de A. colubrina.

1 a 12 = Amostras das cascas de Angico; P = Catequina;
Fase mével: Tolueno: AcOEt:HCOOH: H,0(90:5:5);
Revelador: Vanilina Cloridrica

Fonte: préprio autor.

5.3 VALIDACAO DO METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis

A validacdo € uma ferramenta capaz de mostrar através de bases
experimentais, que o método é apropriado para a finalidade a que se destina e que
desta forma possa garantir confiabilidade dos resultados obtidos. Para garantia do
controle de qualidade de diversos produtos farmacéuticos, incluido fitoterapicos, a
técnica espectrofotométrica na regido do ultravioleta (UV) € bastante aplicada devido
a rapidez, baixo custo operacional e elevada confiabilidade de resultados (BORBA et
al, 2013)

O comprimento de onda 6timo de leitura foi determinado através da realizacéo
do espectro de varredura, na faixa de 400 a 900 nm da amostra e do padréao
pirogalol, anteriormente citado. A figura 14 representa o espectro obtido para o
pirogalol e para o extrato da matéria-prima apos reagédo, demonstrando 0os maximos
de absorvancia em 760 nm.
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Figura 14 - Espectro de varredura (400-900 nm) do pirogalol e do extrato aquoso obtido a partir da
matéria-prima de Anadenanthera colubrina.
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Fonte: préprio autor.

5.3.1 Linearidade

A linearidade do método foi verificada por meio da elaboracdo de curva
analitica do pirogalol na faixa de concentracdo de 0,0010 a 0,0050 mg/mL e da
matéria prima de A. colubrina na faixa de concentracdo de 0,012 a 0,048 mg/mL. As
curvas obtidas apresentaram coeficientes de determinacdo superiores a 0,99. As
figuras 15 e 16 apresentam as curvas médias obtidas para avaliagdo da linearidade,
com o valor de equacgédo da reta obtida pela regressao linear e o coeficiente de
determinacdo (R? = 0,9996; 0,9974), respectivamente para o pirogalol e matéria

prima de A. colubrina.



Figura 15 - Curva analitica média do pirogalol obtida para a verificagéo da linearidade do método.
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Figura 16 - Curva analitica média obtida para a verificagdo da linearidade do método para a matéria-

prima de A. colubrina.
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Fonte: préprio autor.

5.3.2 Especificidade
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Através dos dados quantificados do teor de pirogalol foi possivel a obtencéo

da equacdo da reta e assim obter o paralelismo das curvas de linearidade e

especificidade, comprovando que o método € especifico para a finalidade proposta

(Figura 17). Devido a amostra trata-se de uma matriz complexas, o efeito do sistema

matriz-analito pode ser avaliado observando o coeficiente angular das retas de
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linearidade e especificidade, dessa forma a seletividade do método pode ser

confirmada pela paralelismo das curvas analiticas.

Figura 17 - Curvas de linearidade e especificidade.
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Fonte: proprio autor.

5.3.3 Limite de deteccéao (LD) e quantificacao (LQ)

Os resultados dos limites de deteccdo e quantificacdo calculados com base
na analise de regressédo da curva do pirogalol foram LD = 0,0001359 mg/mL e LQ =
0,0004530 mg/mL indicando que o método analitico para o doseamento de taninos

totais em matéria-prima de A. colubrina exibe boa sensibilidade.

5.3.4 Precisao

O valor médio do teor de taninos totais em relagcdo ao parametro de precisao
intermediaria foi de 6,55% com desvio padrdo relativo de 5,15% e para a
repetibilidade, o teor médio de taninos totais encontrado foi de 6,28% com desvio
padréo relativo (DPR%) igual a 1,56.. Apesar da legislacdo vigente (RE 899) para
métodos analiticos exigir os DPR% abaixo de 5% para considerar o método preciso,
foi avaliado que devido a complexidade da matriz estudada e a variacdo associada
ao método de precipitacdo de taninos com pé de pele, foi permissivel a utilizacdo de
DPR% de até 10%. Os resultados para precisdo intermedidria encontram-se na

tabela 5 e foram expressos em média + desvio padrdo (desvio padréo relativo %).
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Tabela 5 - Resultados do ensaio de repetibilidade e precisdo intermediaria para o método de
doseamento de taninos totais em matéria-prima de A. colubrina por UV-VIS.

Ensaio Taninos Totais (%)
Repetibilidade 6,28 £ 0,0981 (1,56)
. Operador 1 6,81 £ 0,0969 (1,42)
Precisao Dia 1
Operador 2 6,86 + 0,0460 (0,68)
_ _ Operador 1 6,07 £ 0,0688 (1,13)
Preciséo Dia 2
Operador 2 6,46 + 0,0233 (0,36)

Teor de Taninos totais representado por Média + Desvio padrédo (Desvio Padrdo Relativo%)
Fonte: préprio autor.

5.3.5 Exatidao

Os resultados para o ensaio de recuperacdo do padrdo de pirogalol na
amostra das casca de A. colubrina foram de 95,51 a 100,80% e média de 97,49%,
para os niveis de 80, 100 e 120 %. Os achados demonstram que o método
desenvolvido apresenta exatidao satisfatéria para matrizes complexas como drogas
vegetais, através do ensaio da exatiddo, o método aplicado apresenta desempenho

dentro dos limites preconizados pela legislagdo (ANVISA, 2003).

5.3.6 Robustez

A finalidade de avaliacdo da robustez de um método analitico, visa identificar
a capacidade em que o método tem em resistir a pequenas variagcbes dos
parametros analiticos. Como pode ser observado na tabela 6, as modificacdes
realizadas na metodologia ndo apresentaram grandes diferencas nos teores
calculados e dessa forma, as mudancas realizadas ndo atribuiram alteracdes
significativas ao método. Os resultados foram expressos como média + desvio

padréo (desvio padréo relativo %).
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Tabela 6 - Teores obtidos no experimento de robustez, para os pardmetro de luminosidade,
concentracdo de carbonato e comprimento de onda.

Parametro Modificacao Taninos Totais (%)
) _ Auséncia de Luz 6,51 £ 0,0953 (1,46%)
Luminosidade
Presenca de Luz 6,62 £ 0,0404 (0,61%)
10,75% 7,07 £ 0,0594 (0,84%)
[NﬁzSOg]
29% 6,51 + 0,0953 (1,46%)
_ 758 6,46 + 0,0920 (1,42%)
Comprimento de onda (nm)
762 6,50 + 0,0688 (1,06%)

Teor de Taninos totais representado por Média + Desvio padrdo (Desvio Padrdo Relativo%o)
Fonte: préprio autor.

Na avaliagdo da concentracdo de Carbonato de sédio foi possivel inferir
através dos resultados que ndo héa diferenca significativa nos teores de taninos totais
guando comparados os valores de Fcaculado © Feritico através do ANOVA. Como o teor
de taninos totais € calculado através do uso da absorbancia do padrdo, possiveis
deslocamentos na resposta analitica resultantes da utilizacdo de diferentes
concentragcdes de Carbonato sédo ocasionados também na resposta do padrdo, uma
vez que este deve ser preparado do mesmo modo que a amostra é preparada. A
utilizacdo da concentracdo de Carbonato de sodio a 29% foi o mais recomendado
tendo em vista que tal concentracdo € o preconizado pelas Farmacopeias e de
monografias ja existentes na farmacopeia Brasileira. A validacdo deve seguir a
metodologia analitica conforme o preconizado e estabelecido pelos 6rgdos de
regulacdo como o ICH e demais Farmacopeias. Alguns resultados podem
apresentar valores de aceitacdo que ndo condizem com os estabelecidos, contudo
deve-se considerar que trata-se de uma matriz vegetal que influi algumas
complexidades podendo ocorrer limites de aceitagdo maiores em relagcdo as normas
estabelecidas (KAEFER et al., 2015). Os dados do Anova para a concentracdo dos

teores de Carbonato de sddio estdo apresentados na tabela 7.
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Tabela 7 - Resultados de ANOVA para variacdo de concentracdo de carbonato de sodio.

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,81992 2 0,409959 5,002956 0,052676 5,143253
Dentro dos grupos  0,49166 6 0,081943

Total 1,31158 8

5.4 VALIDACAO DO METODO POR CLAE

O desenvolvimento de um teste de validacdo como o CLAE desempenha uma
parte necessaria do procedimento analitico conforme os parametros especificos e o0
objetivo que cada processo analitico venha a desempenhar. (FIGUEREDO, 2012).

O comprimento de onda 6timo de leitura foi determinado através da realizacao
do espectro de varredura, na faixa de 190 a 400 nm (Figura 18), com auxilio do
detector de arranjo de fotodiodos. A avaliacédo do resultado demonstrou que a partir
do cromatograma obtido para a andlise do padrédo de catequina, 0 espectro de
varredura por UV apresentou maximos de em 202,2 e de 280 nm. Adotou-se a
utilizacdo do espectro de varredura em 280 nm devido melhor clareza na resolugéo
do pico, permitindo assim uma melhor visualizacdo dos comprimentos de onda com
maior absorcdo e uma melhor resposta do sinal cromatogréfico, tornando mais
especifico e com menores absor¢cdo que no espectro de 202,2 nm.

Figura 18 - Espectro de varredura de 190 a 400 nm referente ao padrdo catequina.
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Fonte: préprio autor.
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5.4.2 Linearidade

A linearidade do método foi verificada por meio da elaboracdo da curva
analitica da catequina na faixa de concentracdo de 3,15 a 4,95 pg/mL. A curva de
linearidade média obtida com equacdo da reta obtida pela regresséo linear e o

coeficiente de determinacéo (R? = 0,9962) estdo apresentados na figura 19.

Figura 19 - Curva analitica média para catequina obtida para a verificagdo da linearidade do método.
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Fonte: préprio autor.

A curva analitica para a matéria prima vegetal A. colubrina na faixa de
concentracdo de 2,4 a 3,6 mg/mL, apresentou linearidade com coeficiente de

determinacao igual a 0,9970, para o pico correspondente a catequina (Figura 20).

Figura 20 - Curva analitica média da catequina obtida para a verificacdo da linearidade do método.
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Fonte: préprio autor.
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5.4.3 Especificidade e pureza do pico

O espectro foi empregado para confirmar a identidade do composto de
interesse, onde foi realizada a varredura de 190 nm a 400 nm da matéria-prima e da
matéria-prima adicionada intencionalmente de catequina para verificar a ocorréncia
ou a inexisténcia de desvio do comprimento de onda maximo (Figura 21). O pico da
catequina esta correspondendo ao pico de numero 4, conforme o cromatograma da

especificidade.

Figura 21 - Pardmetro de especificidade referente a substancia catequina presente na matéria-prima
de A. colubrina. Cromatograma da matéria-prima intencionalmente contaminada com o padrao e o
espectro de varredura correspondente.
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Fonte: prépio autor

5.4.4 Limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)

Através dos calculos dos dados de regressdo da curva analitica média da
catequina, os limites de deteccao e quantificagdo foram obtidos, sendo iguais a LD =
1,68 ug/mL e LQ = 560 pg/mL. Dessa forma, o método analitico para a
guantificacdo de catequina em matéria prima das cascas de A. colubrina exibe boa

sensibilidade.
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5.4.5 Precisao

O teor médio de catequina obtido na repetibilidade foi igual a 0,239 + 0,0007
(0,88%). J& na avaliacdo da precisdo intermediéria, o teor médio de catequina
encontrado para o primeiro dia, calculado pela média obtida entre os dois
operadores foi de 0,237% e o desvio padrao relativo (DPR%) obtido de 1,12. No
segundo dia, o teor médio de catequina encontrado foi de 0,221% e desvio padréo
relativo (DPR%) obtido de 2,72.

Tabela 8 - Resultados (teor) do ensaio de precisdo para o método de quantificacdo do teor de
catequina em matéria-prima de A.colubrina por CLAE.

Ensaio Catequina (g%)
Repetibilidade 0,239 + 0,0010 (0,88)
. Operador 1 0,238 £+ 0,0006 (0,52)
Precisao Dia 1
Operador 2 0,236 = 0,0038 (3,23)
o Operador 1 0,226 + 0,0036 (3,19)
Precisao Dia 2
Operador 2 0,218 = 0,0052 (4,80)

Teor em g% de catequina; representado por Média + Desvio padrdo (Desvio Padrao Relativo%)
Fonte: préprio autor.

5.4.6 Exatidao

As amostras da casca de A. colubrina foram analisadas com niveis de
concentracbes crescentes de 80, 100 e 120% e os teores esperados foram
calculados e comparados. Os resultados obtidos no ensaio de recuperacédo foi de
100,77% a 107,49% e em média de 105,21%, demonstrando que o meétodo
desenvolvido apresenta exatidao satisfatéria, de acordo com a equacao da reta
obtida para a curva de calibragcdo de catequina. Deste modo o método realizado
pode ser considerado exato conforme os limites estabelecidos pelos compéndios

oficiais que vai de 80% a 120%.

5.4.7 Robustez

A robustez de um método analitico dar-se pela sua capacidade em resistir a

pequenas e deliberadas alteracGes nos parametros analiticos de forma que em
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CLAE, algumas influéncias como variacdo de pH da fase movel, influéncia da
variacdo da composicdo da fase movel, diferentes colunas (diferentes lotes e/ou
fabricantes), temperatura e velocidade de fluxo sdo variacbes geralmente abordadas
(NUNES et al., 2005).

O fluxo e pH da fase movel, e, a temperatura da coluna foram escolhidos para
compor a ensaio de robustez para o método por CLAE desenvolvido para a analise
das cascas de A. colubrina. Os ajustes no fluxo foram estabelecidos em dois niveis
(0,790 mL/min e 0,810 mL/min) e os resultados obtidos em relacdo ao teor de
catequina, evidenciaram que nao houve influéncia sobre a area dos picos de
catequina e consequentemente os valores calculados foram os mesmos (0,223 g%).

Com relacdo a mudanca de pH da fase movel, ndo foram evidenciados
influéncias sobre as areas dos picos e consequentemente sua concentracao
calculada. A variacdo em 3 °C atribuida a coluna cromatografica também néo
influenciou na identificacdo e retencdo do pico da catequina, tornando assim o
método robusto (Tabela 9). As aplicacdes das variaveis evidenciaram resultados,
gue podem ser considerados como robusto, uma vez que, os valores de DPR foram
menores do que 5% em todos os casos conforme exigido pela legislagédo (BRASIL,
2003).

Tabela 9 — Andlise do parametro de Robustez apresentando os parametros de modificacéo analitica

Parametro Teor (g%)

Fluxo 0,790 mL/min 0,223 = 0,0082 (3,67)
Fluxo 0,810 mL/min 0,223 + 0,0004 (0,18)
pH 3,0/4,0 0,269 £ 0,0042 (1,56)
pH 2,0/3,0 0,270 £ 0,0011 (0,40)
Temp Col 21°C 0,225 £+ 0,0014 (0,62)
Temp Col 24°C 0,224 + 0,0069 (3,09)

Teor em g% de catequina; representado por Média + Desvio padrdo (Desvio Padrao Relativo%)
Fonte: préprio autor.
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5.5 AVALIACAO DA VARIABILIDADE SAZONAL SOBRE A COMPOSICAO
QUIMICA DAS CASCAS DE A. colubrina

O material vegetal pode variar em seu conteudo quimico através de
condi¢cdes como a época do ano que o material foi coletado, localizacao territorial da
espécie e estacdes do ano. A intensidade ou escassez de chuvas pode esta
relacionada com as concentraces dos compostos fendlicos nos vegetais e
consequentemente com 0s mecanismos oxidantes, apresentando relagdo com as
condicdes de estresse e de estabilidade quimica destes compostos. Dessa forma, a
variabilidade quimica das espécies vegetais € bem dinamica quando relacionadas as
situacbes como clima, temperatura e chuvas. A época do ano em que a planta
produz seus principios ativos desejados ou até mesmo a producdo de substancias
potencialmente téxicas pode apresentar influéncia na produ¢cdo dos medicamentos
fitoterapicos. (ARAUJO et al., 2015; BRAZ, 2011; SOUZA, 2011).

De acordo com dados obtidos pela Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima
— APAC, o monitoramento pluviométrico registrado na localidade de coleta da
espécie em estudo, Posto Caruaru (IPA), esta descrito na Tabela 10. No més de
Junho de 2015 ndo houve dados apresentados pela fonte com relacdo ao indice

pluviométrico.

Tabela 10 - indice Pluviométrico em milimetros (mm) na regido de Caruaru/IPA em 2014/2015.

Ano JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ

2014 - - - - - - 588 445 51,3 52,1 251 45
2015 32 55 441 98 195 SD 9.2 - - - - -

SD: sem dados disponiveis.
Fonte: APAC, 2016.

Os resultados dos teores de taninos totais das cascas de A. colubrina
coletadas entre os meses de Julho de 2014 e Junho de 2015, obtidos por

espectrofotometria UV-Vis, estdo descritos na tabela 11.
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Tabela 11 - Perfil sazonal do teor de Taninos totais (UV-Vis) nas amostras das casca de A. colubrina.

Taninos Totais (%)

Amostras/Meses

Média + DP (DPR%)

ANG1 JUL/14 2,89 + 0,0410 (1,42)
ANG2 AGO/14 2,35 + 0,0675 (2,87)
ANG3 SET/14 2,50 £ 0,1006 (4,03)
ANG4 OUT/14 4,94 + 0,1899 (3,84)
ANG5 NOV/14 3,33+ 0,1587 (4,76)
ANG6 DEZ/14 4,41 £ 0,0627 (1,42)
ANG7 JAN/15 5,53 £0,1480 (2,67)
ANGS8 FEV/15 5,28 £ 0,0553 (1,04)
ANG9 MAR/15 5,76 + 0,1037 (1,79)
ANG10 ABR/15 5,88 + 0,1660 (2,82)
ANG11 MAI/15 6,06 £ 0,0316 (0,52)
ANG12 JUN/15 5,16 £ 0,0627 (1,21)

Fonte: Préprio Autor

Fatores j& citados como temperatura, radiagdo UV, nutrientes, altitude,
poluicdo podem modificar as condicbes de producdo de metabdlicos secundarios
nas plantas (MACEDO et al., 2013). A regido do semiarido Pernambucano
caracteriza-se basicamente em possuir duas estacdes ao longo do ano, uma seca e
uma chuvosa, diferentemente do que ocorre em outras regides do Brasil onde se
tem estacdes climaticas bem definidas ao longo do ano. As coletas das cascas
iniciaram durante o periodo chuvoso, que compreendeu entre julho/14 a outubro de
2014. Neste periodo, a média pluviométrica foi de 51,67 mm, e o teor de taninos
totais obtidos por espectrofotometria por UV-Vis para as amostras coletadas nesse
periodo apresentou valor médio de 3,17%.

Diferentemente observado no periodo seco (Novembro/15 a Junho/15), os
teores de taninos totais apresentaram meédia de 5,48%, atingindo um valor maximo
de taninos totais na amostra 11 coletada no inicio do més de maio de 2015 (6,06%).
Este fato demonstra que o baixo indice pluviométrico evidenciado neste periodo
torna 0s meses mais quentes e secos e com isto, sdo evidenciados maiores
producbes dos metabdlitos secundarios em espécies da caatinga, como A.

colubrina. Na Figura 22 € possivel observar a relacdo existente dos teores de
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taninos totais das cascas de A. colubrina e o indice de precipitac@o pluviométrica na

regido de estudo.

Figura 22 - Correlacdo entre o teor de taninos totais das cascas de A. colubrina e o indice de
precipitacdo durante 12 meses (2014/2015).
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Fonte: Préprio Autor

Estudos de Monteiro et al. (2014) avaliando espécies produtoras de taninos
na regido do semiarido nordestino, mostrou que A. colubrina apresentam maiores
teores de taninos totais nas cascas em estac¢des secas. Tal estudo corrobora com os
dados obtidos, demonstrando uma tendéncia dos taninos serem quantificados em
maiores concentragdes nos periodos secos e com baixos indices de pluviosidade,
devido a fatores como o papel fotoprotetor e estresse hidrico frente ao metabolismo
secundario das plantas. Condicionado a isto, os fatores atribuidos as variaveis
sazonais como, nivel de agua no solo, taxa de transpiracdo, intensidade luminosa,
eficiéncia fotossintética, temperatura, respondem diretamente as influéncias
multifatoriais do ambiente (CHAVES, 2012).

Conforme Monteiro e Albuquerque (2006), essas variacbes podem afetar
guantitativamente e qualitativamente a producdo de taninos em plantas, contudo as
variagdes sazonais ndo afetam a disponibilidade de taninos nas cascas de A.

colubrina. Poucos estudos sobre a influéncia de fatores ambientais e
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consequentemente a influéncia dos taninos tem sido evidenciado em plantas na
regido da caatinga. (MONTEIRO et al., 2006; SANTOS et al., 2013).

5.5.1 Perfil Sazonal de Taninos por CCD-AE

A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia tornou-se uma 6tima
ferramenta para geracdo de fingerprints de espécies vegetais ajudando na
identificacdo e controle de qualidade em uma determinada espécie. A analise por
CCD-AE da A. colubrina pode colaborar com a perspectiva de identificacdo de
constituintes quimicos como o padréo catequina ou demais metabdlitos de interesse
para o0 controle de qualidade da droga vegetal (GUNALAN; SARASWATHY;
VIJAYALAKSHMI, 2012).

A avaliacdo de perfis quimicos de drogas vegetais e seus derivados, tem o
papel importante como indicador da homigenidade da qualidade desses matérias.
Com essa intuito foram avaliados que os cromatogramas obtidos dos extratos das
cascas de A. colubrina apresentaram bandas que sugerem a presenca de taninos
condensados nas amostras. Foram avaliadas a presenca de bandas caracteristicas
com mesmo Rf e cor frente ao padréo catequina antes e apoés revelacdo através da
vanilina cloridrica no visivel e nos comprimentos de onda em 254 nm e 365 nm. A
placa que melhor apresentou a visualizacdo da banda de catequina foi na regiao do
visivel, contudo bandas no mesmo Rf da catequina foram evidenciadas antes e
depois da revelagdo no comprimento de onda de 365 nm (Figuras 23 a 25).

Ainda nas Figuras 23 e 24, é possivel evidenciar que em todos 0s meses ha
presenca de bandas com mesmas caracteristica de cor e Rfs proximos ao da
catequina, (Rf: 0,68). A perspectiva neste caso, pode contuzir a alguns derivados de
catequina evidenciados nas amostras da espécie estudada. Estudos de Wolf (2008)
demonstraram a identificagcdo de epicatequina-3-O-galato em cha verde possuem
bandas com Rf de 0,66 e de cor marrom-alaranjado utilizando condicdes de fase
movel e reveladores idénticos aos utilizados nas amostras estudadas de A.

colubrina.
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Figura 23 - Cromatograma obtido por CCD-AE antes da revelagdo em 365 nm para detec¢édo de
catequina em cascas de A. colubrina.

2 4 6
1 a 12 = Amostras das cascas de Angico; P = Catequina;
Fase movel: AcCOEt:HCOOH: H20(90:5:5)Fonte: proprio autor.

Figura 24 - Cromatograma obtido por CCD-AE depois da revelagdo em 365 nm para deteccédo de
catequina em cascas de A. colubrina.

1 2 3 4 S, 6 7
1 a 12 = Amostras das cascas de Angico; P = Catequina;
Fase movel: AcCOEt:HCOOH: H20(90:5:5)

Fonte: préprio autor.

A figura 25 mostra a placa revelada com vanilina cloridrica na regido do
visivel, sendo possivel a identificacdo da banda que € representativa da catequina
(Rf: 0,83). Através dessa presenca foi possivel inferir que todas as amostras de
angico apresentaram confirmacdo da substancia com mesmo Rf e intensidades de

cores iguais ao do padréo catequina.
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Figura 25 - Cromatograma obtido por CCD-AE depois da revelagdo em 254 nm para deteccdo de
catequina em cascas de A. colubrina.

1 a 12 = Amostras das cascas de Angico; P = Catequina;
Fase mével: AcCOEt:HCOOH: H20(90:5:5).
Fonte: préprio autor.

A analise por CCD-AE através do aplicador semi-automatico possibilitou a
separacado e identificacdo de catequina nas amostras de A. colubrina e revelou a
confirmacdo de que todas as amostras apresentaram resultados positivos para este
marcador. A obtencdo desse marcador permitiu-se o fingerprint e através dele foi
possivel a avaliagdo das intensidades das bandas nas 12 amostras. Os resultados
deste estudo mostra que as bandas correspondentes aos meses mais quentes
(janeiro a abril de 2015), apresentaram maiores intensidades de cor, caracterizando
uma variagado sazonal da intensidade desse marcador constituinte. Ao se fazer uma
relacdo dos dados obtidos pelas bandas com os resultados obtidos na quantificagéo
de polifenois totais por espectrofotometria por UV-Vis, observou-se que esses
meses também apresentaram maiores concentracdes de taninos totais.

A variabilidade presente nas diferentes condicOes de clima, temperaturas e
indices pluviométricos nos meses de coleta conduziram observar uma continuidade
do marcador na droga vegetal mesmo com 0s estresses ambientais presentes na

regido e que podem provocar mudancgas no metabolismo secundario das plantas.

5.5.2 Perfil Sazonal de Taninos por CLAE

A técnica de CLAE é bem estabelecida quando se pretende obtencdo do
controle de qualidade de drogas vegetais (YONGYU et al, 2011). A identificacdo do
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composto desejado através de um detector adequado, fases méveis polares e fase
estacionaria reversa torna-se uma poderosa ferramenta para desenvolver um perfil
caracteristico da amostra através do fingerprint (TISTAERT, DEJAEGHER,
HEYDEN, 2011). Os cromatogramas obtidos nas condi¢cdes estipuladas para os
gradientes de fase movel, temperatura e fluxo foram cuidadosamente respeitados. A
adicdo de acido fosférico a fase mével pode conferir uma reducdo da ionizacéo e
diminuicdio da polaridade dos compostos flavanicos e a obtencdo dos
cromatogramas foram obtidas por deteccédo através de fotodiodos.

Uma boa impresséo digital por CLAE ajuda na caracterizagdo das amostras
avaliadas de modo a fundamentar as semelhancas e diferencas, principalmente
guando se deseja avaliar substancias marcadoras que sdo essenciais ao
metabolismo secundario das plantas. A existéncia ou ndo desses marcadores pode
ser evidenciadas juntamente com o fingerprint obtido por HPLC, ajudando na
autenticidade e identificacdo que vao permitir verificar a composi¢cdo quimica da
planta e consequentemente a existéncia de condicbes ambientais e de estresses
associados a ela.

A identificacdo dos componentes de uma amostra € feita através da
comparacdo dos cromatogramas obtidos com os padrdes estabelecidos e as
condicbes de eluicdo. Com a obtencdo dos cromatogramas € possivel a
guantificacdo dos componentes da amostra pela area dos sinais cromatograficos.
(FIGUEREDO, 2012).

Através da figura 26 pode-se constatar que as 12 amostras de angico
apresentaram constituinte claramente separados, com o mesmo perfil e com picos
referentes a catequina. Mesmo com a presenca de variacdes nas concentracdes dos
teores de catequina nas cascas de angico, foi possivel a obtencéo do fingerprint e
deste modo obter os resultados de modo positivo, tendo em vista que a presenca
deste marcador € de suma importancia para um possivel desenvolvimento de um
medicamento fitoterapico com base nesta droga vegetal estudada. Assim como a
catequina, os demais constituintes extraidos das cascas de A. colubrina
apresentaram-se caracteristicos a espécie em todas as amostras coletadas,

independente da época do ano.



Figura 26 - Fingerprint obtidos por HPLC-DAD para as 12 amostras das cascas de A. colubrina.
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Figura 27 - Cromatograma da amostras (ANG 1) de A. colubrina e do padrdo catequina mostrando o

espectro de varredura com tempo de retencao em 7.08 minutos.
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Os teores de catequina foram calculados de acordo com a érea

correspondente ao pico do padrdo nas 12 amostras analisadas. Todas as amostras

apresentaram catequina em sua composi¢cdo, conforme evidenciado no perfil

guimico obtido. Os maiores teores foram obtidos nos meses em que as temperaturas

apresentaram-se mais elevadas. Os dados dos teores para o marcador catequina

estao presentes na tabela 12.
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Tabela 12 - Teor de catequina para a avaliagdo do efeito sazonal observado sobre as amostras das
cascas de A. colubrina.

AMOSTRA TEOR DE CATEQUINA (Teor g%)

Cdédigo Més/Ano

ANG1 Junho/14 0,1089
ANG2 Julho/14 0,1183
ANG3 Agosto/14 0,1156
ANG4 Setembro/14 0,1313
ANG5 Outubro/14 0,1064
ANG6 Novembro/14 0,1049
ANG7 Dezembro/14 0,1257
ANGS8 Janeiro/15 0,1395
ANG9 Fevereiro/15 0,1680
ANG10 Margo/15 0,1866
ANG11 Abril/15 0,1902
ANG12 Maio/15 0,2111

Fonte: Préprio autor.

Aradjo e colaboradores 2015 constataram em seus experimentos que a
concentracdo de catequina, epigalocatequina em A. colubrina por HPLC
apresentaram pouca variagdo de taninos condensados ao longo do ano. A avaliagido
do estudo constatou que mesmo havendo variacdo de quantificagdo de seus
constituintes, esses compostos sempre irdo estar presentes no vegetal,
independente das condicbes de clima, temperatura e indices pluviométricos.
Conforme estudos de Monteiro 2005, os maiores teores de taninos encontrados em
algumas espécies tanicas ocorrem nas estacdes do verdo e outono. Diferentes
condicGes climaticas fazem com que as plantas se ajustem a essas condicdes,
refletindo em diferentes perfis cromatograficos

Tanto a CCD-AE como a CLAE enfrentam limitacdes semelhantes quando se
desenvolve um método para pro-arquivamento de impressées digitais, no entanto, a
CCD-AE tem a vantagem de possuir tanto bandas coloridas como fatores de
retencdo para identificar substancias individuais. A técnica também permite que as
amostras sejam analisadas simultaneamente, tornando-se um simples processo de

comparacao de perfis quimicos (LOESCHER et al, 2014).
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5.5.3 Avaliacéo da correlacao entre teores de CLAE e Taninos Totais

Através dos resultados das analises por CLAE e de Taninos Totais em
espectrofotometria UV-Vis foram avaliadas as correlacdo entre todas as amostras
em triplicatas com o intuito de verificacdo das semelhancas entre as amostras e
avaliar a similaridade ou dependéncia entre os valores encontrados mensalmente
pelas amostras coletadas no periodo entre julho/14 a junho/15.

Com as éareas dos picos referentes a catequina e os teores de taninos totais
foi possivel correlacionar os resultados através do Excel 2010 nos meses
correspondentes ao periodo de Julho/14 a Junho/l15. Os dados obtidos sé&o
apresentados nas tabelas 13 e 14.

Na avaliacdo da correlacdo de catequina por CLAE, a amostra 1 (Jul/14) e a
amostra 5 (Nov/14) foram as que mais apresentaram correlacdo muito fraca e
relacdo as outras amostras coletadas. E possivel inferir também uma baixa
correlacdo entre as amostras 2 e as amostras 3 (p=0,0610) e 12 (p=-0,1085), baixa
correlacdo entre as amostras 5 e 7. Os demais meses apresentaram correlacdo de
moderada a forte. A tendéncia de se encontrar uma forte correlagéo foi vista entre as
amostras coletadas no periodo de baixos indices de pluviosidade, no qual
compreenderam as coletas realizadas entre Dezembro/14 até Maio/15.

A correlacdo de Pearson realizada através das amostras de taninos totais
apresentados na tabela 13 mostram que a amostra 6 apresentou menores
correlagdes entre as outras amostras no periodo de um ano, diferentemente do que
aconteceu com a mesma amostra para a correlagdo de catequina por CLAE. A
amostra 6 € representativa do més de dezembro/l14 evidenciou um aumento
significativo do teor de taninos naquele ano e colaborado a este ponto, o indice
pluviométrico apresentou uma diminuicdo consideravel nos niveis de chuvas na
regidao. A amostra 8 (fevereiro/15) e a amostra 11 (maio/15) apresentou a melhor
correlacdo, ficando com uma correlacdo perfeita positiva de 1,000. Neste mesmo
periodo seco, ficou claro também que as correlagbes apresentaram-se mais
moderadamente positivas (0,5 < r < 0,8) e fortemente positivas (0,8 <r<1).

Quando se aplica o Teste de Correlagdo de Pearson entre os teores de
taninos totais e catequina nas amostras més a més pode-se avaliar a existéncia de

correlacdo existente entre os teores de catequina por CLAE e taninos totais por
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Espectrofotometria por UV-Vis. Os dados mostram que a maioria das amostras
apresentam correlacao fraca e negativa entre os teores quantificados e sobretudo
esta similaridade fraca ocorre nos meses em que os teores quantificados sao
menores e h4 elevada taxa de precipitagdo de chuvas na regido. A correlacdo
moderada positiva no més de julho/14, apresentando r = 0,70. Os meses
considerados mais quentes e secos foram 0s que apresentaram uma correlacao
forte negativa (Dez/15, Mar/15 e Abr/15). Esse perfil de correlacdo mais forte
corrobora com os dados entre amostras para os teores de catequina e taninos totais
na tabelas 13 a 15.

Os métodos de doseamento, independente da técnica utilizada, deve levar a
uma melhor resposta na identificacdo dos marcadores quimicos presentes
principalmente em amostras vegetais por possuirem vasta complexidade quimica. A
adocdo de um marcador para o controle de qualidade utilizando CLAE ou
espectrofotometria por UV-Vis podem levar a conclusdo equivocadas sobre a
variabilidade quimicas das amostras e consequentemente uma correlacdo de entre
coletas em diferentes épocas do ano. As técnicas analiticas podem apresentar
respostas com grandezas distintas e neste caso a avaliacdo da correlagcéo
encontrada pode sugerir a possibilidade de comparar os resultados (MARQUES et
al, 2013).



Tabela 13 - Correlagdo da amostras mensais dos teores de catequina por CLAE e Taninos Totais por UV-Vis das amostras em triplicata.
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ANG ANG ANG
ANG1 ANG2 ANG3 ANG4 ANG5 ANG6 ANG7 ANG8 ANGH9 1 12
TT%/Catequina
0,70 -0,13 0,18 -0,08 -0,38 -0,87 -0,11 -0,40 -0,95 -0,87 -0,37 0,25

%

ANG 1 a 12 = Amostras das cascas de Angico
Fonte: préprio autor
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Tabela 14 - Correlagdo média das amostras em triplicata dos teores de catequina das cascas de A. colubrina em CLAE.

Amostra  Amostra  Amostra Amostra  Amostra  Amostra Amostra  Amostra Amostra  Amostra  Amostra  Amostra

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Amostra 1 1
Amostra 2 0,6741 1
Amostra3  -0,6960 0,0610 1
Amostra 4 -0,0605 0,6964 0,7588 1
Amostra 5 0,8853 0,9402 -0,2823 0,4105 1
Amostra6  -0,05641  -0,7740 -0,6792  -0,9934  -0,5122 1
Amostra 7 -0,4219 0,3851 0,9446 0,9304 0,0480 -0,8824 1
Amostra 8 0,1436 0,8277 0,6105 0,9791 0,5873 -0,9959 0,8366 1
Amostra 9 -0,1918 0,5955 0,8382 0,9912 0,2864 -0,9695 0,9707 0,9436 1
Amostra 10 -0,0996  -0,8021  -0,6450 -0,9871  -0,5508 0,9989 -0,8600  -0,9990 -0,9574 1
Amostra 11 0,1111 0,8089 0,6362 0,9852 0,5604 -0,9983 0,8541 0,9994 0,9540 -0,9999 1
Amostra 12  0,6610 -0,1085  -0,9988  -0,7889 0,2363 0,7134 -0,9591  -0,6475  -0,8632 0,6807 -0,6722 1

Amostras 1 a 12 = Amostras das cascas de Angico
Fonte: préprio autor.
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Tabela 15 - Correlagdo média das amostras em triplicata de Taninos Totais por Espectrofotometria UV-Vis das cascas de A. colubrina

Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Amostra 1
1
Am(;stra 0.1013 1
Amostra
3 0,9786 0,1052 1
Amostra
4 0,6850 0,6553 0,8200 1
Amostra
5 0,0862 0,9823 0,2891 0,7849 1
Amostra
6 0,3273 0,9732 0,1262 0,4641 0,91314 1
Amostra
7 0,9707 0,1405 0,9993 0,8399 0,3230 0,0907 1
Amostra
8 0,8660 0,4096 0,9502 0,9575 0,5728 0,1889 0,9607 1
Amostra
9 0,7924 0,6871 0,6501 0,0984 0,5393 0,8357 0,6226 0,3812 1
Amostra 1
10 0,3711 0,9614 0,1724 0,4222 0,8930 0,9989 0,1372 0,1428 0,8605
Amostra 0.1428 1
11 0,8660 0,4096 0,9502 0,9575 0,5728 0,1889 0,9607 1 0,3812 ’
Amostra ' 10,5399 07559 1
12 0,9819 0,2875 0,9222 0,5349 0,1035 0,5000 0,9078 0,7559 0,8934 ' ’

Amostras 1 a 12 = Amostras das cascas de Angico

Fonte: préprio autor
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Avaliando as correlagbes existentes entre as amostras em um mesmo grupo
(catequina e TT) fica mais claro que as maiores correlacbes moderadas e fortes
foram nas identificacbes por CLAE. O método de CLAE pode mostrar melhores
resultados quando comparados a espectrofotometria, tendo em vista que a
identificacdo de um composto especifico, mesmo que em baixas concentracdo em
determinadas épocas do ano o método € capaz de apresentar resposta parecidas
dentro da faixa estudada para as substancias em grupo (MARQUES et al, 2013).

O aumento de amplitude de uma das variaveis ou de ambas pode ocorrer
quando se trabalha com amostras complexas e a variabilidade pode aumentar.
Quando tem-se uma amostra que € homogénea, o valor do coeficiente de correlacéo
tende a diminuir, pois um dos fatores que influenciam na intensidade da correlagcéo é
a variabilidade da amostra, portanto quanto maior a variabilidade das variaveis
envolvidas na andlise, maior a correlagdo entre elas (LIRA, 2004).
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6 CONCLUSAO

Através das analises fisico-quimicas realizadas nas cascas de A. colubrina
var. cebil (Griseb.) Altschul foi possivel inferir que as amostras atenderam
exigéncias de qualidade minimas recomendadas de umidade, cinzas e
granulometria. O enquadramento para a droga vegetal dentro dos parametros
recomendados pela Farmacopeia Brasileira 52 edicdo foram importantes para avaliar
também o comportamento sazonal das amostras de cascas de A. colubrina frente as
condic¢des climéticas da regido estudada.

A prospeccao fitoquimica das cascas da espécie demonstrou a presenca de
flavonoides, derivados cinAmicos, acucares redutores, terpenos/esteroides e taninos
condensados. A composicdo quimica observada foi semelhante em todas as
amostras avaliadas durante o estudo de sazonalidade indicando que mesmo com a
presenca de variagBes climaticas existentes, é possivel a identificagdo desses
compostos.

A validacdo dos métodos de doseamentos de taninos na matéria-prima de A.
colubrina (por espectrofotometria no UV-Vis e por CLAE-DAD) mostrou que o0s
métodos foram adequados para a finalidade proposta, apresentando-se dentro dos
parametros exigidos pela legislagcdo em vigor.

A obtencédo dos fingerprints por CCD-AE e CLAE-DAD poderam comprovar
uma semelhanca em todas as amostras coletadas para avaliagdo do estudo de
sazonalidade. Os testes de correlacdo de Pearson abordaram estatisticamente a
similaridade entre os teores de catequina por CLAE e taninos totais por
espectrofotometria UV-Vis, mostrando a relacdo existente foram fortes e moderada
forte entre as amostras estudadas.

Em associacdo, a quantificacdo de taninos totais através da
espectrofotometria por UV-Vis colaborou com a avaliagdo da variabilidade sazonal
da espécie na perspectiva de atribuir o uso da droga vegetal em questdo na
producdo de fitoterapicos e na grande ajuda que essas metodologias analiticas

podem proporcionar no controle de qualidade das cascas de A. colubrina.
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