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RESUMO

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), conhecida como pitangueira, € uma espécie nativa do Brasil,
de importancia econdmica e terapéutica devido ao seu emprego como alimento e na medicina
popular. Considerando as propriedades biologicas, diversas atividades sdo relatadas para E.
uniflora entre as quais: antibacteriana, antifungica, antidiarreica, hipoglicémicas e
antitumorais. A partir de 2009, a espécie foi inclusa na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse para o SUS (RENISUS), visando incentivar estudos relativos ao
desenvolvimento bioldgico, analitico e tecnoldgico da espécie. Neste contexto, relatos acerca
de investigacOes analiticas e tecnoldgicas para farmacogenos de E. uniflora sdo escassos.
Portanto, o proposito deste trabalho foi o desenvolvimento e avaliacdo de ferramentas
analiticas para a caracterizacdo quimica de extratos e fragdes de E. uniflora. Assim, o
monitoramento dos metabolitos da espécie foi empregado para o estabelecimento de
especificacOes de qualidade para droga vegetal e avaliagdo de operacOes de transformacéo. As
folhas secas e trituradas de pitangueira foram empregadas como material vegetal e
caracterizadas de acordo com os Métodos Gerais em Farmacognosia da Farmacopeia
Brasileira 5 ed. (2010). Para analise quantitativa de flavonoides e taninos na droga vegetal e
extrato bruto foram avaliadas metodologias espectrofotométricas (UV/Vis) usando 0s
reagentes AlCls e Folin Ciocalteau para aumento de seletividade. A cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de arranjo de fotodo diodos também foi utilizada
para analises quantitativas; as analises qualitativas foram conduzidas por CCD/CCDAE e
CLAE. Além disso, um fracionamento preliminar das substancias presentes nas folhas de
pitanga foi executado atraves de sucessivas cromatografias de coluna aberta, utilizando gel de
silica como fase estacionaria e posteriormente CCD preparativa para a obtencdo das
substancias desejadas. Os procedimentos espectrofotométricos avaliados atendem as
exigéncias preconizadas pela RE 899/2003, apresentando especificidade/seletividade para os
marcadores eleitos, comportamento linear (R2 > 0,99); nos ensaios de repetitividade e
precisdo dentro dos limites determinados pela legislagdo (< 5%) onde foram encontrados
teores médios de flavonoides de 1,82% (matéria prima — MP) e 4,90% (Extrato bruto — EB)
na metodologia por doseamento direto, e 1,72% (MP) e 3,90 (EB) na metodologia apds
hidrélise acida; no caso de taninos totais os teores médios encontrados foram de 10,12% (MP)
e 21,11 (EB). No parametro exatiddo, os resultados obtidos encontram-se de acordo com o
preconizado pela RE899 (80-120%) para as trés metodologias (faixa de recuperacdo de 92 a
107%); além de estabilidade as variacdes intencionais avaliadas na robustez (tempo de reacao,
reagentes e solventes). A metodologia por CLAE para a quantificacdo acido galico e acido
elagico e dos flavonoides presentes na matriz, também atendeu aos requisitos preconizados
pela legislacdo, oferecendo dados quantitativos mais especificos relativos as substancias
presentes nas amostras. O fracionamento permitiu a obtencdo de fragbes contendo o0s
compostos de interesse, e através da CCD preparativa foi possivel obter uma fracdo semi-
purificada contendo duas substancias flavonoidicas potenciais marcadoras da espécie.
Adicionalmente, os perfis quimicos (fingerprints) por CCD e CLAE permitiram identificar
nas matrizes (droga, extratos e fragdes), bandas/picos relacionados a grupos de metabdlitos
promissores para apoiar a padronizacdo quimica de produtos derivados das folhas de Eugenia
uniflora.

Palavras Chave: Cromatografia. Espectrofotometria. Eugenia uniflora. Flavonoides.
Taninos.



ABSTRACT

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), known as pitangueira, is a native species from Brazil, with
economic and therapeutic importance due to the extensive use as food and in traditional
medicine. Considering the biological properties, various activities are reported to E. uniflora:
antibacterial and antifungal, antidiarrheal, antitumor and hypoglycemics, among others. From
2009, the species was included in the National Ratio of medicinal plants of interest for the
SUS (Brazilian Unified Health System)(RENISUS), to encourage studies about the biological,
analytical and technological development of the specie. In this context, the reports about
analytical and technological research for pharmacogens of E. uniflora are scarce. Therefore,
the purpose of this work was the development and evaluation of analytical tools for chemical
characterization of extracts and fractions from leaves of E. uniflora. Thus, the monitoring of
the metabolites of the species were employed for the establishing quality specifications of
plant drug and for the evaluation of processing operations. The dried and milled leaves of E.
uniflora were used as plant material and characterized according to the General Methods in
Pharmacognosy of the Brazilian Pharmacopoeia 5th ed. (2010). For the quantitative analysis
of flavonoids and tannins in the raw material and crude extract, spectrophotometric
methodologies (UV/Vis) were evaluated using AICl: and Folin Ciocalteau reagents to
increase selectivity. High performance liquid chromatography (HPLC) coupled to photodiode
array detector was also used for quantitative analysis; the qualitative analyzes were conducted
by TLC/HPTLC and HPLC. In addition, a preliminary fractionation of substances in
“pitanga” leaves was performed by successive classical column chromatographies, using
silica gel as the stationary phase and subsequently preparative TLC for obtaining the desired
substances. The data revealed that the spectrophotometric procedures evaluated meet the
requirements of RE 899/2003, presenting specificity / selectivity for the chosen markers, and
linear behavior (R2> 0,99). In the tests of repeatability and precision within the limits
determined by the legislation (<5%) where average levels of flavonoids of 1,82% (raw
material - MP) and 4.90% (crude extract - EB) were found in the methodology by dosing
Direct, and 1,72% (MP) and 3,90 (EB) in the methodology after acid hydrolysis; besides
accuracy compatible for the three methods (recovery range 92-107%), and stability to
intentional variations evaluated (reaction time, reagents and solvents). The methodology by
HPLC for the quantification of gallic acid and ellagic acid and the flavonoids present in the
matrix, also have met the requirements preconized by legislation, providing more specific
quantitative data relating to substances present in the samples. The fractionation enabled to
obtain fractions containing the compounds of interest, and by preparative TLC was possible to
obtain a semi-purified fraction containing two flavonoids potential marker species.
Additionally, chemical profiles (fingerprints) by HPTLC and HPLC allowed to identified in
different matrices (drug, extracts and fractions), bands/peaks related to promising groups of
metabolites to assist the chemical standardization of products derived from the leaves of
Eugenia uniflora.

Keywords: Chromatography. Spectrophotometry. Eugenia uniflora. Flavonoids. Tannins.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta, sozinho possui entre 20-22% de
toda a diversidade de plantas e microrganismos (DUTRA et al., 2016; CALIXTO, 2005) e
detém grande conhecimento associado ao uso de plantas medicinais, com um enorme
potencial para pesquisas e desenvolvimento, possibilitando novas tecnologias e abordagens
terapéuticas (BRASIL, 2006). Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ainda
apontam que cerca de 80% da populacdo mundial utilizam fitoterapicos (WHO, 2011).
Seguindo esta tendéncia, o Ministério da Salde do Brasil, lancou em 2006 uma série de
politicas para o estabelecimento de diretrizes voltadas desde o cultivo até o desenvolvimento
de tecnologias e inovacGes, com 0 objetivo de garantir 0 acesso seguro e 0 uso racional de
plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos, além do uso sustentavel de recursos naturais
e promocao do desenvolvimento da cadeia produtiva e industrial (BRASIL, 2006).

Antes mesmo deste estimulo a producdo de fitoterapicos implantada pelas politicas
nacionais para plantas medicinais e fitoterapicos este setor j& movimentava, por volta dos
anos 2000, montantes estimados em bilhdes de dolares. E atualmente este mercado continua
em crescente expansdo (YUNES, 2001; MARQUES et al., 2012). Acredita-se que a expansdo
da fitoterapia deve-se a crescente comprovacao cientifica das propriedades farmacoldgicas de
espécies vegetais, bem como o desenvolvimento de novos métodos analiticos para o controle
de qualidade de novas formas de preparacdes, administracdo dos produtos e relativo baixo
custo (MELO et al., 2007).

Com o interesse crescente acerca de espécies com potencial terapéutico, a busca
pela sustentabilidade e uso racional de recursos naturais, além da enorme biodiversidade
existente no Brasil propiciou o surgimento de politicas incentivadoras de pesquisas e
producdo de derivados naturais, como o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos. Seguindo as diretrizes das politicas e programas de plantas medicinais, 0
Ministério da Saude publicou em 2009 a Relacdo de Plantas de Interesse ao SUS
(RENISUS). A relacdo contendo 71 espécies medicinais objetivou incentivar pesquisas
para que as espécies relacionadas pudessem ser inclusas como alternativa terapéutica no
sistema publico de atencéo priméaria (BRASIL, 2006; BRASIL, 2009).

Nesse contexto, a Eugenia uniflora L. é uma das espécies que integram a

RENISUS -. Bastante conhecida em virtude dos frutos comestiveis e também por seu
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emprego na terapéutica popular, com relatos na literatura de diversas atividades
bioldgicas; a espécie ainda possui poucos os estudos acerca de sua constituicdo quimica,
marcadores e dos requisitos de qualidade.

Dentre as atividades relatadas, destacam-se: antidiarreica (atribuida aos taninos),
anti-hipertensiva (CONSOLINI, 2002), antidiabética, hipocolesterolemiante (ARAlI,
1999), antipirética e antirreumatica (atribuida aos flavonoides inibidores da enzima
xantina oxidase) (SCHMEDA-HIRSCHMAN, 1987). Portanto, algumas das diversas
atividades farmacologicas exibidas podem ser correlacionadas com a presenca de
polifenois na pitangueira, o que indica que estes podem ser tomados como substancias
marcadoras da espécie, podendo ser entdo utilizados para o controle de qualidade de E.
uniflora.

De maneira geral, o controle de qualidade de espécies vegetais pode ser realizado
através da quantificacdo de substancias conhecidas como marcadores (LIANG et al., 2004;
SAHOO et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2012), os quais podem ser definidos como
substancia ou classe de substancias, que pode ser utilizada como referéncia no controle de
qualidade da matéria prima vegetal ou do produto acabado, preferencialmente correlacionada
com a atividade terapéutica (BRASIL, 2014). Para realizar a quantificacdo, diversas técnicas
sdo aplicadas, dentre elas, a espectrofotometria de absorcao no ultravioleta/visivel (UV/Vis) e
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), devido a simplicidade e eficiéncia.

Diversas sdo as metodologias utilizadas para a quantificacdo de polifenois por
espectrofotometria UV/Vis, como a metodologia de Folin Ciocalteau que reage com 0s
polifenois através de oxido-redugdo, conferindo uma coloracdo azul aos polifenois
oxidados (FOLIN, 1927; BUENO et al., 2012; ALVES et al., 2015). Para a quantificacdo
de flavonoides, a metodologia de complexacdo com Cloreto de Aluminio é bastante
difundida, pois possibilita um deslocamento da absorvancia maxima para regides de
maior comprimento de onda, permitindo a determinacdo dos flavonoides (MARQUES et
al., 2012; FERNANDES et al., 2012; MARQUES et al., 2013). A quantificacdo de grupos
de substancias por espectrofotometria ainda vigora como uma atrativa técnica para o
controle de qualidade, principalmente quando a substancia ativa farmacologicamente nao
é conhecida. Isto aliado ao fato de que as substancias presentes em matrizes vegetais
possuem maiores atividades em conjunto do que isoladamente, o que vem sendo atribuido
ao sinergismo das moléculas do fitocomplexo, contribuem para a ampla utilizacdo da
técnica (WAGNER, 2011; RODRIGUEZ et al., 2012).



25

Através da CLAE taninos e flavonoides podem ser quantificadas especificamente,
através da utilizacdo de um detector adequado. Dentre os detectores mais utilizados em
CLAE, esta o de arranjo de diodos, que absorve nos comprimentos de onda na faixa do
ultravioleta ao visivel, o que faz com que este detector seja aplicadvel a compostos
fendlicos. Tornando a CLAE uma alternativa para quantificacdo de marcadores, bastante
difundida no controle de qualidade de produtos naturais devido a sua seletividade e
especificidade (COLLINS et al., 2010).

Neste contexto, diante da importancia da espécie e de seus constituintes quimicos,
0 objetivo deste trabalho foi investigar a diversidade quimica da espécie através métodos
cromatograficos (preparativos e analiticos); bem como avaliar e validar simples
metodologias para quantificacdo de polifenois (taninos e flavonoides) por
espectrofotometria UV/Vis e CLAE-DAD em matéria prima, extrato bruto e fracGes
enriquecidas das folhas de E. uniflora, além de desenvolvimento de fingerprints
cromatograficos por CLAE e CCD-AE, objetivando estabelecer perfis quimicos tipicos que
possam ser empregados como padrdes de referéncia para as propriedades bioldgicas da

espécie, aplicando-os ao controle de qualidade.



26

OBJETIVOS



27

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a diversidade quimica (qualitativa e quantitativa) de extratos e fragdes
obtidos das folhas de Eugenia uniflora L. (Pitangueira) objetivando estabelecer perfis
quimicos tipicos que possam ser empregados como padrdes de referéncia para controle de

qualidade da espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar, identificar e caracterizar a matéria-prima vegetal constituida das folhas de
E.uniflora;

e Preparar extratos brutos e fracGes a partir das folhas de E. uniflora;

e Avaliar e validar metodologias analiticas por espectrofotometria no UV/Vis para a
quantificacdo de flavonoides e taninos presentes na matéria prima, extratos e fracdes das
folhas de E. uniflora;

e Avaliar e validar metodologia analitica por CLAE-DAD para a quantificacdo dos
mondmeros de taninos e flavonoides presentes na matéria prima, extratos e fracGes das
folhas de E. uniflora;

e Investigar perfis quimicos tipicos (fingerprints) por CLAE-DAD e CCD para matéria

prima, extratos e fracdes das folhas de E. uniflora;
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Eugenia uniflora L.

Eugenia uniflora L., conhecida popularmente como pitanga, pitangueira, pitangueira
vermelha, cerejeira brasileira, é originaria da regido que compreende o Brasil e ¢é distribuida
em toda América do Sul (LORENZI; MATOS, 2002). Com classificacdo taxonémica de
Reino Plantae, da Divisdéo Magnoliophyta, de Classe Magnoliopsida, de Ordem Myrtales,
pertencente a Familia Myrtaceae e do Género Eugenia, a espécie Eugenia uniflora L. possui
algumas sinonimias, entre elas: Eugenia michelii, Myrtus brasiliana, Stenocalyx affinis,
Stenocalyx micheli, Stenocalix lucidus (SOBRAL, 2015).

Do ponto de vista boténico, esta planta se apresenta como um arbusto ou &rvore
semidecidua, que pode atingir de 3 a 10 metros de altura, com copa estreita, e tronco liso de
cor pardo clara. Apresenta folhas simples, com 3 a 7 cm de comprimento, e possui aroma
caracteristico. Suas flores sdo de cor branca, solitarias ou em grupos de 2-3 nas axilas e nas
extremidades dos ramos. Os frutos sdo do tipo drupa, globosos e sulcados, brilhantes e de cor
vermelha, amarela ou preta, com polpa carnosa e agridoce, contendo 1 a 2 sementes
(LORENZI; MATOS, 2002; FIUZA et al., 2008).

Esta espécie medicinal teve seu uso, na medicina empirica, introduzido pelos indios
guaranis no século XV, como tratamento para diversas enfermidades (FIUZA et al., 2008). De
forma geral, a pitangueira, € amplamente utilizada na medicina tradicional para o tratamento
de diversas manifestacfes clinicas devido as suas atividades digestivas (com grande efeito
sobre o transito intestinal), diurética, anti-hipertensiva (CONSOLINI et al.,, 2002),
antipirética, anti-inflamatdria, antirreumatica (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987),
hipocolesterolemiante e ainda hipoglicémica (ARAI et al., 1999).

Diversos estudos ainda relataram atividades atribuidas aos 0leos volateis presentes em
E. uniflora, tal como Adebajo e colaboradores (1989) que avaliaram a ag¢do antimicrobiana do
Oleo essencial das folhas e frutos, obtendo resultados positivos para Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Trichophyton
menthagrophytes.

Wazlawik e colaboradores (1997) relataram que extratos hidroalcodlicos das folhas

produziram um relaxamento de anéis de aorta e atribuiu a acdo vasodilatadora de E. uniflora
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ao fato de que o extrato pode vir a estimular a sintese de 6xido nitrico, sendo o responsavel
por manter o relaxamento endotelial e, consequentemente, manter a pressao arterial estavel.

Arai e colaboradores (1999) avaliaram os efeitos de extratos hidroalcodlicos das folhas
sobre hiperglicemia e hipertrigliceridemia em camundongos. Os autores observaram reducao
de niveis de glicose no sangue em camundongos tratados com glicose via oral e extrato
etandlico na dose de 300 mg/Kg. Para verificar acdo anti-hipertrigliceridémica os autores
relataram que houve inibicdo da atividade da enzima lipase pancredtica pela acdo de
diferentes fracOes e doses do extrato de E. uniflora, sugerindo desta forma que a acdo do
extrato acontece por inibir a decomposicao de aclcares e gordura no intestino (ARAI et al.,
1999).

Também foi demonstrada a atividade hipotensora em ratos normotensos empregando
dose efetiva de 3 mg de extrato bruto aquoso seco por quilo, equivalente a dose
etnoterapeutica (CONSOLINI et al., 1999). O efeito foi associado a uma agéo vasodilatadora
direta em vasos resistentes a perfusdo e uma ligeira diurese em altas doses (120 mg/kg).
Consolini e colaboradores, em 2002, identificaram o possivel mecanismo de acdo do extrato
bruto aquoso das folhas E. uniflora, evidenciando acdo beta adrenérgica através da liberacdo
de catecolaminas e bloqueio dos canais de célcio, produzindo hipotensédo e contribuindo para
os efeitos cronotropicos e inotrépicos no coracao.

Através da preparagdo do extrato de folhas de E. uniflora com diferentes solventes e
consequente determinacdo de seus constituintes, foi identificada uma potencial atividade
inibitéria sobre a xantina oxidase, atribuida aos flavonoides quercetina, quercitrina e
miricetina, presentes na espécie (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987).

A espécie também apresentou atividade contra a forma epimastigota de Trypanossoma
cruzi, indicando que E. uniflora pode ser fonte de nutracéuticos com atividade anti-
Trypanossoma, 0 que representa uma alternativa interessante para combater a doenca de
Chagas. Sendo esta espécie promissora no desenvolvimento de novas terapias, principalmente
devido a baixa toxicidade in vitro (SANTOS et al., 2012). Estes mesmos autores, ainda
relataram atividade relevante contra cepas de Leishmania brasiliensis (SANTOS et al., 2013).

Ogunwande e colaboradores demonstraram efeitos contra cepas de Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus, e ainda uma excelente acdo citotoxica para o tumor humano das
linhagens celulares de PC-3 e Hep G2, e houve uma completa inibicdo do crescimento de
linhas celulares Hs 578T (OGUNWANDE et al., 2005). Lima et al. (2006) evidenciaram a

atividade dos 6leos essenciais da pitangueira contra Candida krusei. Outras atividades tais
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como antinoceptivas e antipiréticas também foram reportadas para o Oleo essencial e
terpenoides isolados das folhas de E. uniflora (AMORIM et al., 2009). Ainda sobre o 6leo
essencial, Victoria e colaboradores (2012), evidenciaram as atividades antioxidante em trés
diferentes métodos, além de uma DLsy maior que 200mg/kg em ratos e atividades
antimicrobianas e antiflngicas.

Oleos essenciais das folhas da pitanga apresentaram ainda atividades antidrepressivas
mediada pela modulacdo de sistemas serotoninérgicos e adrenérgicos, confirmando o
potencial terapéutico da espécie (VICTORIA et al., 2013). Além disso, também foram
encontradas evidéncias de que estes 6leos possuem atividades hepatoprotetoras, a partir de
lesBes induzidas por acetaminofeno (VICTORIA et al., 2013).

Uma lecitina encontrada nas sementes dos frutos da pitangueira exibiu diversas
atividades, incluindo antimicrobiana, de forma ndo seletiva, contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella sp.; além de atividade moderada na inibicdo do
crescimento de Bacillus subtilis, Streptococcus sp. e Escherichia coli. Estas propriedades
indicam um forte potencial para aplicacdes terapéuticas destas lecitinas, sendo que esta
lecitina possui ainda uma grande propriedade interfacial e dielétrica (ANDRADE et al.,
2008).

Ferreira e colaboradores (2013) obtiveram resultados positivos em seus testes sobre
atividades antifungicas de extratos brutos das folhas da pitangueira em espécies de Candida
(albicans e ndo-albicans), com maior poténcia nas espécies nao-albicans. Outros estudos
também evidenciaram um potencial inibitério do extrato bruto das folhas de E. uniflora em
trés importantes fatores de viruléncia de Candida albicans presentes no organismo de
pacientes transplantados. Neste estudo também foi verificado que as células alveolares
continuam vidveis mesmo ap0s exposicao de altas concentracdes do extrato bruto, indicando
que este pode ser considerado como um agente antifungico seguro (SILVA-ROCHA et al.,
2015).

Vaérios fitoconstituintes de E. uniflora foram isolados, tais como os flavonoides
miricitrina, quercetina-3-ramnosideo (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1995), e os taninos
macrociclicos hidrolisaveis eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2 , sendo estes taninos potentes
agentes inibidores EBV (Epstein Barr Virus) DNA polimerase (LEE, 1997; LEE, 2000).

Além disso, muitos estudos foram focados na caracterizagdo quimica do 6leo volatil
da espécie (OGUNWANDE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; MELO et al., 2007).

Estudos fitoquimicos das folhas ja revelaram a presenga de acido galico, B-sitosterol e
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triterpenos (RUCKER et al., 1976). Filuza, em seus estudos de triagem fitoquimica com o
macerado das folhas de E. uniflora, obteve resultados que evidenciaram a presenca de
compostos  antraquindnicos, esteroidais, triterpénicos, heterosideos flavonoidicos,
heterosideos saponinicos e taninos (FIUZA, 2008). Nos frutos de E. uniflora, também ja
foram comprovadas a presenga de carotenoides, flavonoides, catequinas e proantocianidinas
(CELLI et al., 2011).

Considerando que os polifenois sdo uma classe de constituintes de grande importancia
para a espécie, Garmus e colaboradores (2014) desenvolveram uma metodologia de extracéo
desta classe de compostos através de fluido supercritico, correlacionando ainda a ECs, do
potencial antioxidante com o teor de polifenois na amostra.

Dados presentes na literatura confirmam o potencial terapéutico da espécie para
diversas aplicagdes. Como pode ser observado, os polifenois possuem grande destaque na
espécie sendo estes relacionados a grande parte das atividades da E. uniflora. Contudo, ainda
s80 necessarios mais estudos acerca da diversidade quimica, de controle de qualidade (analise

quantitativa) referentes a espécie e as suas atividades.

3.2 POLIFENOIS

Polifenois representam o grupo de substancias mais abundante na natureza,
apresentando consideravel importancia fisiologica nas plantas, além de responderem por
diversas propriedades bioldgicas (PINELO et al., 2005). Os compostos fendlicos constituem
uma classe de metabodlitos secundarios de plantas que incluem uma grande variedade de
estruturas tanto simples quanto complexas, e que possuem ao menos um anel aromatico
substituido com uma hidroxila. Estes podem ser diferenciados segundo seu esqueleto
principal podendo apresentar-se como: fendis simples, &acidos fenolicos, cumarinas,
flavonoides, lignanas, ligninas, e taninos hidrolisaveis ou condensados (SIMOES et al., 2010).

Dentre os polifenois, destacam-se os taninos devido & sua ampla distribuicdo e
atividades biol6gicas. Taninos sdo compostos com alto peso molecular que possuem a
propriedade de formar complexos insolUveis em &dgua com alcaloides e proteinas. Os taninos
podem ainda se subdividir em taninos hidrolisaveis e taninos condensados (SIMOES et al.,
2010). Os taninos hidrolisaveis, que constituem parte do presente trabalho, sdo denominados
ésteres de 4cidos galico e eldgico, formados a partir do &cido chiquimico, onde um agtcar, ou

poliol tem seus grupos hidroxilas esterificados com os mondmeros destes acidos (Figura 1).
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Os grupos galoil podem ainda serem esterificados ou oxidados formando os mais complexos
taninos hidrolisaveis (HAGERMAN, 2002; MONTEIRO et al., 2005).

Figura 1- Estrutura dos taninos hidrolisaveis.
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Fonte: Adaptado de SOARES, 2002.

Enquanto que os taninos condensados (Figura 2) sdo polimeros naturais, denominados
mais precisamente de proantocianidinas, podem ser encontrados na natureza sob forma de
monémeros de flavan-3,4-diois (leucoantocianidinas) ou constituidos por dimeros ou maiores
combinagbes de flavan-3-ol (proantocianidinas condensadas) (SCHOFIELD et al., 2001;
HAGERMANN, 2002; HASLAN, 2007).

Figura 2- Estrutura dos taninos condensados.
OH

Epicatequina
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Fonte: Adaptado de SOARES, 2002.
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Os taninos apresentam diversas atividades bioldgicas, que estdo relacionadas
principalmente com sua capacidade adstringente, e estes sdo usados com frequéncia devido
aos seus efeitos antidiarreicos, antissépticos, antimicrobianos, antifungicos, entre outras
atividades (MONTEIRO et al., 2005). Devido a variedade de atividades bioldgicas que Ihes
sdo atribuidas, eles podem apresentar uma enorme variagdo estrutural, o que dificulta o
desenvolvimento de modelos que possam quantificar precisamente o efeito de tais compostos
no sistema (HAGERMAN, 2002).

Outros polifenois de importancia para este trabalho séo os flavonoides, que constituem
uma classe com moléculas diversas que consistem de dois anéis aromaticos conectados por
um anel pirano. E um grupo bastante diversificado com mais de 8000 substincias ja
identificadas (TAPAS et al., 2008) Estas substancias podem ser separadas em seis subgrupos
principais: flavonas (p.e. apigenina, luteolina), flavondis (p. ex. quercetina, miricetina),
flavanois (p.ex. epicatequina, galocatequina), flavanonas (p. ex. naringenina, hesperitina),
antocianinas (p.ex. cianina, pelargonina) e isoflavonas (p.ex. genisteina, daidzeina) (ROSS, et
al. 2001; ERLUND, 2004; HOFFMANN-RIBANI et al., 2008). Eles podem apresentar-se na
natureza como O- ou C- glicosideos (onde os aclcares mais comuns sdo: ramnose, glicose,
galactose e arabinose) ou como agliconas (que sédo as formas encontradas com menor
constancia na natureza), e sdo frequentemente hidroxilados nas posi¢des 3, 5, 7, 3° ¢ 4’
(COOK et al., 1995; ERLUND, 2004; RIJKE et al., 2006).

Figura 3 - Estrutura bésica dos principais flavonoides.
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Fonte: Adaptado de COOK et al., 1995.
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Dependendo do tipo de agucar ligado a molécula, poderdo ser influenciados diversos
fatores, relacionados a extracao (natureza do solvente, tempo e temperatura) e hidrélise destes
acucares (HOFFMANN-RIBANI et al., 2008). Na literatura foram reportadas diversas
atividades biologicas relacionadas aos flavonoides, incluindo antiviral, antibacteriana,
antiinflamatéria,  antialérgica,  vasodilatadoras,  anticarcinogénica,  antiagregatoria,
antiulceroso, hepatoprotetora, além da acdo antioxidante e quelante (COOK et al., 1995;
NIJVELDT et al., 2001; ERLUND, 2004; HOFFMANN-RIBANI et al., 2008; TAPAS et al.,
2008; SIMOES et al., 2010). Espécies contendo estas substancias tém sido cada vez mais
utilizadas como potenciais nutracéuticos e terapéuticos, devido as atividades descritas, como

séo o caso da Eugenia uniflora.

3.3 METODOS ANALITICOS CONVENCIONAIS PARA QUANTIFICACAO DE
TANINOS E FLAVONOIDES EM VEGETAIS

3.3.1 Espectrofotometria no Ultravioleta-Visivel (UV-VIS)

Espectrofotometria por absorcdo na regido ultravioleta-visivel do espectro
eletromagnético é uma das ferramentas analiticas mais amplamente difundidas, em funcéo de
sua robustez, baixo custo e grande nimero de aplicagdes. Os procedimentos envolvem
medidas diretas de espécies que absorvem radiacdo, medidas apOs derivacdo quimica e
acoplamento a diversas técnicas, e ainda constitui em uma importante ferramenta para
determinacdo de parametros fisico-quimicos, tais como constantes de equilibrio e de
velocidade de reacbes (ROCHA et al., 2004; TZANAVARAS et al.,, 2007; GALO et al.,
2009).

Apesar de ser uma técnica consolidada, de facil implementacdo e de sensibilidade
compativel com muitas das necessidades que surgem no controle de qualidade de produtos
naturais, a baixa seletividade desta técnica é o principal desafio a sua aplicabilidade. Isto se
deve a sobreposicdo espectral para compostos que absorvem na mesma regido, impedindo a
deteccdo independente de substéncias diferentes, mas que apresentam cromoforos
semelhantes (ROJAS et al., 2009; ABADI et al., 2012; MARQUES et al., 2012).

Considerando a determinacdo quantitativa de taninos, os procedimentos de analise sdo

dificultados pela complexidade e diversidade estrutural do grupo e, portanto, existe uma
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grande diversidade de métodos descritos na literatura objetivando a quantificagdo destes
metabdlitos em drogas vegetais (SCHOFIELD et al., 2001). Para tais metodologias s&o
adotadas diferentes estratégias no intuito de detectar as diferencas estruturais presentes nesta
classe. Podem encontrados ensaios que utilizam precipitacdo de taninos com metais ou
proteinas, metodologias colorimétricas, ou ainda combinacdo de ambas (MONTEIRO et al.,
2005).

Como a maioria das atividades biologicas dos taninos esta relacionada a sua
capacidade de formar complexos insollveis com macromoléculas tal como as proteinas,
alguns dos métodos de quantificacdo também se baseiam nessa propriedade. Nesse contexto,
os taninos podem ser determinados por diferenca através de ultravioleta, colorimetria ou
gravimetria ap6s remocdo dos mesmos por filtracdo ou centrifugacdo depois da formacédo de
complexos insoluveis (HAGERMAN, 2002; SOARES et al., 2006).

Entre as metodologias descritas para quantificagcdo de taninos por espectrofotometria
no ultravioleta-visivel, reacGes colorimétricas sdo comumente as mais utilizadas. O emprego
do método de Folin-Ciocalteau é bastante consolidado. Neste procedimento, que é uma
adaptacdo do método de Folin Denis para quantificacdo de tirosina, a concentracdo total de
grupos fendlicos presentes nas amostras € mensurada através da intensidade de coloracao
azulada decorrente de reacédo de oxi-reducéo dos polifenois pelo reagente de Folin-Ciocalteau,
que é quantificada em espectrofotometria de absorcéo no visivel (FOLIN, 1927; SCHOFIELD
etal., 2001).

Este ensaio € bastante utilizado para determinar o teor total de polifenois em matrizes
vegetais, e vem sendo descritos por diversos autores em varias publicacdes cientificas e
compéndios oficiais (FOLIN, 1927; TSAO; YANG, 2003; LAPORNIK; PROSEK; GOLC,
2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA EUROPEIA, 2012; BUENO
et al.,, 2012; BLAINSKY et al.,, 2013; ALVES et al., 2015). Porém para assegurar a
especificidade da determinacdo de taninos, é necessario que seja executado o passo de
precipitacdo/complexacdo dos mesmos. Assim, apds formacdo de complexos insoltveis com
macromoléculas, o complexo/precipitado é removido e o teor de taninos determinado pela
diferenga espectrofotométrica entre o teor de polifenois no extrato completo (polifenois totais)
e o teor de polifenois no sobrenadante resultante da precipitacdo (polifenois néo
adsorvidos/complexados). Deste modo, o resultado desta diferenca € o teor de taninos totais
(SOARES et al., 2006).
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A reacdo de precipitacdo com po de pele seguida por reacdo espectrofotométrica de
Folin Ciocalteau é o método de quantificagdo de taninos utilizado pela Farmacopeia Brasileira
5% Ed. (BRASIL, 2010), porém em virtude de limitacdes relacionadas ao custo e a
variabilidade de do pd de pele, outros agentes complexantes alternativos tem sido avaliados,
especialmente de natureza proteica tais como, hemoglobina, gelatina, albumina bovina e
caseina e também de natureza ndo proteica, como derivados da povidona (SOARES et al.,
2006; VERZA et al., 2007).

Para a quantificacdo de flavonoides a estratégia mais empregada para determinacédo
espectrofotométrica é baseada na formacdo do complexo flavonoide-AlCI; (GLASL,
BECKER, 1984; PETRY et al., 1998, 2001; FERNANDES et al., 2012). A partir da adi¢do do
cloreto de aluminio, pode se obter espectros dos flavonoides sem a interferéncia de outros
compostos fendlicos. Isto ocorre devido a formagdo de complexos estaveis entre as hidroxilas
vicinais livres dos flavonoides e o cation AI**, ocasionando extensdo do sistema conjugado e,
consequentemente, um desvio batocrémico. Ou seja, um deslocamento dos seus maximos de
absorcéo para regides de maior comprimento de onda (MARQUES et al., 2012; 2013).

Inicialmente, a técnica foi desenvolvida para andlise de flavonoides O-glicosideos
apos hidrolise acida e extragdo com solvente organico, onde as agliconas seriam quantificadas
apos adicdo do AICI; (GLASL; BECKER, 1984). Porém esta metodologia estava sendo
utilizada também em espécies que continham flavonoides C-glicosilados, 0s quais eram
descartados na fase aquosa devido a sua maior polaridade em consequéncia da presenca de
residuo de agtcar em sua estrutura (SCHMIDT; ORTEGA, 1993; FERNANDES et al., 2012).

A Farmacopeia Brasileira (2010) apresenta as duas metodologias para quantificacdo de
flavonoides: determinacdo por doseamento direto (monografia maracuja doce — Passiflora
alata), ou ap6s hidrélise &cida (Pitangueira — Eugenia uniflora). A metodologia por
doseamento direto consegue quantificar todos os flavonoides presentes no extrativo
independente do tipo de glicosilacdo, ou seja, 0 método € capaz de detectar desde agliconas
livres até heterosideos C- ou O-glicosilados. Isso € possivel porque o extrato rico em
flavonoides € diretamente submetido a complexacdo com AICI; garantindo que todas as
espécies de flavonoides presentes possam ser quantificadas (PETRY et al., 1998).

Ja a metodologia por hidrdlise acida, possui a capacidade de determinar as agliconas
mediante a perda dos residuos de agucares devido a hidrdlise, além das proprias agliconas
livres existentes no extrato. Porém, esta técnica ndo pode ser aplicada a flavonoides C-

glicosidicos que resistem a hidrolise &cida devido a ligacdo carbono-carbono entre o
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flavonoide e o residuo glicosidico, e seriam entdo descartados na fase aquosa na etapa de
particdo com solvente organico da metodologia (PETRY et al., 1998; FERNANDES et al.,
2012).

A desvantagem do uso desta técnica em espécies vegetais, assim como todas as
técnicas espectrofotométricas, é o fato de que, sdo estimados apenas os valores totais das
substancias pesquisadas, impossibilitando a quantificagdo individual das substancias presentes
na matriz analisada, devido a sobreposicdo de bandas espectrais. Este inconveniente é

minimizado através da mensura¢ao nos maximos de absorcao.

3.4 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de métodos analiticos tem como objetivo garantir que o método é
apropriado para os fins propostos (BRASIL, 2003). Assim, para afirmar que um método
analitico alcanca resultados confiaveis e interpretaveis sobre a amostra em estudo, €
necessario que o desempenho do procedimento seja testado em condi¢des pré-estabelecidas
em uma série de ensaios que compdem a validacdo (RIBANI et al., 2004).

No Brasil, a validacdo de metodologias analiticas regulamentada pela Resolucdo RE n°
899 de 29 de maio de 2003, a qual determina que a validacdo deve garantir, através de ensaios
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagbes assegurando a
confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003); e, também pelo manual do INMETRO DOQ-
CGCRE-008, de marco/2003 onde este possui diversas similaridades com a RE 899, porém a
resolucdo é um documento com poder de lei e deve ser obedecido (RIBANI et al., 2004).

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes grupos de
trabalho de organizagfes nacionais ou internacionais, como Internacional Conference on
Harmonisation (ICH) (ICH, 2005), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 2003), ISO (através da norma ISO/IEC 17025). A ANVISA e o ICH estabelecem
os itens que devem ser avaliados na validagdo, como especificidade, linearidade, preciséo,
exatidéo, robustez e limites de detecgdo e quantificagao.

No ensaio de especificidade, & demonstrada a capacidade que o método possui em
medir exatamente o composto de interesse na presenca de substdncias que podem ser
interferentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e compostos quimicos da matriz
estudada. A linearidade reflete a capacidade da metodologia analitica de obter resultados

diretamente proporcionais as concentracGes do analito na amostra, dentro de um intervalo
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especificado. O limite de deteccdo é a menor quantidade de analito presente em uma amostra
que pode ser detectada pelo método, ja o limite de quantificacdo é a menor quantidade de
analito que pode ser quantificada (BRASIL, 2003; CASSIANO et al., 2009).

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada em trés
niveis, repetibilidade (precisdo intra-corrida), precisdo intermedidria (precisdo intercorrida) e
reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial). Os resultados obtidos neste ensaio devem ser
expressos como desvio padrdo relativo (DPR%), onde resultados acima de 5% ndo sdo
considerados aceitaveis (BRASIL, 2003).

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais obtidos
em um determinado ensaio em comparacdo um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(RIBANI, 2004; LEITE, 2008).

A robustez de um método analitico indica a capacidade deste de resistir a pequenas e
deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Este ensaio demonstra sua confianga durante
0 uso normal. Caso seja constatada a susceptibilidade do método a variacdes nas condicdes
analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucfes devem ser incluidas no procedimento
(BRASIL, 2003).
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3.5 PESQUISA DE NOVOS CONSTITUINTES DE ORIGEM VEGETAL

Depois de séculos com o uso totalmente empirico de espécies medicinais, 0
isolamento de substancias farmacologicamente ativas provenientes de drogas vegetais no
inicio do seculo XX foi um grande marco para quimica de produtos naturais, porém logo 0s
medicamentos sintéticos tomaram destaque. Posteriormente, a necessidade de renovacdo de
compostos no mercado, além do uso de fitoterapicos (gingko, valeriana) com mesma eficacia
que drogas sintéticas, o interesse de pesquisadores do mundo em substancias de origem
vegetal voltou a crescer, trazendo novamente o foco para a pesquisa de novas substancias
através da fitoquimica (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991; PHILLIPSON, 2001).

A Fitoquimica é uma vertente da quimica de produtos naturais que esta associada com
a enorme variedade de substancias organicas que séo produzidas e acumuladas pelas plantas,
e lidando com a estrutura quimica destas substancias, sua biossintese, metabolismo, sua
distribuicdo natural e fungdes bioldgicas destes constituintes (HARBORNE, 1984).

Quando se fala em fitoquimica, imediatamente h& associacdo com métodos de
separacdo, purificacdo e identificacdo dos diferentes compostos presentes nas plantas,
métodos como cromatografia (coluna aberta, CCD, CLAE, contra corrente, entre outras) para
a separacao/purificacdo; métodos espectroscopicos (espectrofotometria, infravermelho,
massas, ressonancia magnética) para a elucidacdo estrutural, sendo o entendimento destas
técnicas e o desenvolvimento de novas que proporciona 0s avang¢os na fitoquimica
(HARBORNE, 1984; MACIEL et al., 2002).

Um dos principais problemas relacionados a espécies medicinais € a execucdo das
diversas técnicas necessarias para 0 avanco da investigacdo fitoquimica com pequenas
quantidades de material vegetal. Outra dificuldade ¢ a complexidade das amostras,
principalmente na separacao/purificacdo, o que faz necessario, em condi¢fes normais a
aplicacdo de mais de um método para a separacao/purificacdo, ja que os métodos utilizados
para elucidacdo estrutural necessitam de substancias puras para realizada a identificacdo das
substancias. Este processo € bastante longo e geralmente é multidisciplinar. A abordagem
fitoquimica ocorre da seguinte forma: Coleta e identificacdo botanica; preparacdo de extratos
e andlise por CCD; avaliacdo de atividades nos extratos brutos; consecutivas aplicacbes de
métodos cromatogréficos; avaliacdo de pureza; elucidacdo estrutural; testes toxicoldgicos e
sintese quimica (HARBORNE, 1984; HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991; MACIEL et
al., 2002; CARMONA et al., 2013).
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3.6 PERFIS FITOQUIMICOS TIPICOS: FINGERPRINTS

O controle de qualidade sempre foi um ponto chave no desenvolvimento de
medicamentos fitoterdpicos, pois este encontra maiores dificuldades do que para
medicamentos sintéticos, devido a complexidade da matriz vegetal, ja que preparacdes a base
de plantas medicinais possuem centenas de compostos, tornando extremamente dificil a
caracterizacéo de todos eles (ZHANG et al., 2005; XIE et al., 2007).

Atualmente o controle de qualidade de plantas medicinais é realizado através da
quantificacdo de marcadores quimicos, que normalmente estao relacionados com as atividades
farmacoldgicas das espécies. Porém, essa informacao nédo € o suficiente para dar uma imagem
completa do material vegetal, pois a matriz complexa é tomada como responsavel pelos
efeitos terapéuticos, ja que as substancias atuam sinergicamente, sendo necessaria a aplicacdo
de técnicas que fornecam uma informacdo mais completa do vegetal/produto (LIANG et al.,
2004; RODRIGUEZ et al., 2012).

Baseado no sinergismo das matérias primas vegetais, foi criado o conceito da
Fitoequivaléncia, em que de acordo com este conceito, um perfil quimico da espécie vegetal
deve ser construido e comparado com o perfil obtido para um produto de referéncia
clinicamente testado, considerando-os equivalentes quando as semelhancas forem
evidenciadas (RODRIGUEZ et al., 2012).

A técnica de fingerprint € uma eficiente ferramenta para o controle de qualidade de
maltiplos componentes presentes em plantas medicinais e tém sido amplamente aceita como
um meio para avaliacdo e controle de qualidade de matérias primas vegetais e seus produtos
acabados (ZHANG et al., 2005). O fingerprint pode ser considerado como uma representacéao,
a mais proxima possivel da mistura de substancias presentes na matriz vegetal (NICOLETTI,
2011).

A obtencdo de fingerprints é recomendada para o controle de qualidade de espécies
vegetais, onde sdo utilizados perfis das substancias farmacologicamente ativas, onde este
perfil é essencial para representar similaridades e diferencas nas espécies de interesse. Esta
forma de andlise de materiais vegetais tem sido exigida por agéncias regulatérias como a
Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e European Medicines Agency
(EMEA) (FDA, 2004; EMEA, 2006; GIRI et al., 2010). As metodologias usualmente
empregadas para obtencdo dos fingerprints sdio CLAE, Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), Cromatografia Gasosa (CG), Infravermelho (IR), entre outras (LIANG et al., 2004).
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3.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia se destaca como a técnica analitica mais utilizada e eficiente para as
necessidades atuais do ambito farmacéutico e/ou quimico. Sua eficiéncia esta relacionada com
a capacidade que o método apresenta na determinacdo qualitativa e quantitativa de diversos
componentes presentes em uma matriz complexa, como extratos vegetais, em uma unica
anélise (PRATHAP et al., 2013).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma técnica de separagdo que tem
recebido grande destaque e obteve grande evolugdo nos ultimos 50 anos, sendo bastante
utilizada com fins qualitativos e quantitativos (TONHI et al., 2002). Esta técnica destaca-se na
separacdo de constituintes, conseguindo a separagdo eficiente mesmo de substancias
similares. Seu emprego tem sido considerado indispensdvel em um grande ndmero de
laboratérios (COLLINS et al., 2010), possuindo a capacidade de separar uma gama de
compostos em diversos tipos de amostras em poucos minutos, com alta resolucéo, eficiéncia e
detectabilidade.

A CLAE pode ser utilizada a partir de instrumentos semi ou totalmente automatizados,
e emprega colunas recheadas com materiais especialmente preparados e com alto grau de
compactacdo, como fase estacionaria e fases moveis que sdo eluidas sob altas pressdes
(COLLINS et al., 2010). Normalmente o equipamento é dividido em bomba de alta presséo,
reservatorio de fase mdvel, injetor, coluna contendo a fase estacionaria, detector e um
computador para o registro dos sinais.

Estimativas apontam que pelo menos 90% dos laboratérios que utilizam a CLAE,
aplicam a modalidade da fase reversa, que consiste em sistemas que possuem menor
polaridade na fase estacionaria e maior polaridade na fase movel. Para isso, sdo utilizados
polimeros ou silica quimicamente modificada, através da ligacdo de cadeias organica apolar.
O uso da fase reversa apresenta diversas vantagens, tais como: uso de fases moveis menos
toxicas e de menor custo, fases estacionarias estaveis, rapido equilibrio da coluna apés a
mudanca da fase modvel, maior rapidez e boa reprodutibilidade. Além disso, sd&o muito
aplicadas a separacdo de substancias de diferentes polaridades e funcionalidades quimicas
(TONHI et al., 2002; MALDANER et al., 2010).

A escolha da fase mdvel é de grande importancia, devendo ser levado em consideracéo
algumas caracteristicas para a determinacdo desta, como suas caracteristicas fisico-quimicas

(pureza, solubilidade dos analitos, miscibilidade com os outros componentes da fase moével e
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compatibilidade com o detector), forca de elui¢do (capacidade de interagir com as substancias
a serem analisadas por meio de interacfes quimicas) e seletividade (solubilidade relativa dos
componentes em solventes de polaridade semelhantes). Quando se utiliza fase reversa, as
fases mdveis mais utilizadas sdo agua, metanol, acetonitrila e tetraidrofurano, devido a sua
alta polaridade (COLLINS et al., 2010).

Uma grande vantagem da utilizacdo desta técnica é a possibilidade de acoplar a varios
tipos de detectores. O detector € o componente mais sofisticado presente no sistema. Ele mede
de forma continua alguma propriedade do analito e envia sinais para 0 registro, que
geralmente é diretamente proporcional a concentracdo da substdncia na amostra. Os
detectores podem ser universais ou seletivos, de acordo com sua capacidade de identificar
todas as substancias ou apenas classes (COLLINS et al., 2010).

Os principais tipos de detectores disponiveis sdo: de absorcdo espectrofotométrica no
UV-Vis, o que inclui os detectores de arranjo de fotodiodos e UV-Vis convencional; de indice
de refracdo; de fluorescéncia; de massas; de espalhamento de luz; entre outros com menor
utilizacdo (MALDANER et al., 2009; COLLINS et al., 2010; DA SILVA; COLLINS, 2011).
Diversas publicacdes cientificas tém enfatizado a utilizacdo de detectores ultravioleta (UV) e
arranjo de fotodiodos (DAD), no caso de compostos que absorvem luz UV (TISTAERT et al.,
2011).

Dentro das diferentes metodologias de quantificagdo de polifenois, a CLAE possui
grande destaque, sendo a preferida para a quantificacdo destas substancias. As condicdes
cromatograficas incluem o uso quase exclusivo de colunas de fase reversa (Cig), sistema
binario de solventes, e principalmente o sistema de deteccdo através de detector de arranjo de
fotodiodos (DAD) (IGNAT et al., 2010).

Além disso, a CLAE é a técnica mais comumente empregada para o desenvolvimento
de fingerprints de matérias primas vegetais devido a sua grande precisdo, sensibilidade,
reprodutibilidade e capacidade de separar misturas complexas. Recentemente os fingerprints
cromatograficos por CLAE tém sido bastante explorados, especialmente na correlacdo de
produtos a base de vegetais e a matéria prima. Por diversas vezes estes fingerprints também
aliados a ferramentas quimiométricas para anélise de similaridades e criagdo de modelos que
permitam a identificacdo das substancias marcadoras (HE et al., 2015; HE et al., 2015; LI et
al., 2015; WHANG et al., 2015; XIE et al., 2015; LIU et al., 2016).
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3.8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA EFICIENCIA (CCD-AE)

A cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel € uma conhecida técnica
utilizada para a separagdo e identificacdo de produtos naturais, amplamente aplicada no
controle de qualidade analitico de matérias primas vegetais e fitoterapicos (COSTA CESAR,
2007). A CCD ¢ uma técnica simples, rapida e de baixo custo. E comumente usada com fins
qualitativos, devido a sua baixa reprodutibilidade, j& que sua realizacdo é manual. Entretanto,
sua aplicagdo vem sendo realizada também na andlise quantitativa, em razdo do
desenvolvimento de adsorventes de maior qualidade, de novas formas de aplicacdo e a
utilizacdo de densitbmetros, que permitem a andlise quantitativa in situ das bandas resultantes
(COLLINS et al., 2010; PATRA et al., 2010; NICOLETT]I, 2011).

Atualmente uma nova versdo desta técnica vem sendo utilizada, CCD de alta
eficiéncia (CCD-AE), que é uma forma e instrumentalizada da CCD convencional, que inclui
adsorventes com melhores performances (menores tamanhos de particulas) e sistemas
semiautomaticos ou automaticos de aplicacdo e desenvolvimento, possibilitando separacéo
mais eficiente. com maior resolucdo e reprodutibilidade. Comparativamente, é mais rapida e
possui menores limites de deteccdo, 0 que a torna mais atrativa para fins quantitativos
(COLLINS et al., 2010; PATRA et al., 2010; NICOLETTI, 2011; SHEWLYO et al., 2012), o
gue permite que esta técnica seja empregada com eficiéncia na identificacdo e caracterizacao
da matéria prima ou derivado vegetal.

A CCD-AE possui muitas vantagens na analise de plantas medicinais, como exemplo
a separacao de facil visualizacdo, principalmente com compostos coloridos; a utilizacdo de
pequenas quantidades de fase movel; e fases com pHs acima de 8,0; analise de muitas
amostras ao mesmo tempo, onde mais de 20 aplicacGes podem ser analisadas por placa, além
de uma fécil observacdo de resultados. A CCD-AE, ainda fornece dados quantitativos da
amostra desenvolvida quando utilizado todo o aparato instrumental oferecido pela CAMAG®
(LIANG et al., 2004; PATRA et al., 2010). Um objetivo frequente desta técnica é a obtengédo
de fingerprints, como um auténtico marcador da complexidade biologica do vegetal,
representando a sua diversidade e possibilitando uma identificacdo correta e determinando
alteracfes na matéria prima e produtos derivados (NICOLETTI, 2011) sendo esta técnica uma
das melhores e mais precisas na estimacdo de constituintes presentes em amostras vegetais
atraves de fingerprint. Sua grande resolucéo a torna entdo uma util ferramenta para o controle
de qualidade de espeécies vegetais (GUNALAN et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para a realizagdo dos procedimentos foram utilizados diferentes materiais e

equipamentos, os quais encontram-se listados nas secdes 4.1.1 e 4.1.2.

4.1.1 Reagentes, solventes e padrdes

Solventes: Etanol (Cinética®), metanol (Cinética®), metanol grau HPLC (Tédia®;
JTBaker®), &cido trifluoroacético, acido formico (Vetec®), acido acético (Dindmica®),
acetato de etila (Dindmica®), tolueno (Cinética®), acido cloridrico, diclorometano
(Dindmica®).

Reagentes: Cloreto de aluminio, carbonato de sddio, polivinilpirrolidona (PVP), caseina, po

de pele, folin ciocalteau.

Padrdes: Acido galico (Sigma®), é4cido elagico (Sigma®), kaempferol (USP®), rutina
(Merck®), quercetina (Merck®), vitexina (USP®), hiperosideo, luteolina, [-sitosterol
(Sigma®), D-maltose, D-frutose, antraquinona (Sigma®), senosideos A e B (Sigma®).

4.1.2 Vidrarias, equipamentos e materiais complementares

Vidrarias: Pesa-filtros, cadinhos de porcelana, dessecadores, baldes de fundo redondo de 250,
500 e 1000 mL, bal6es volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 250 mL, pipetas volumétricas de 0,5
- 10,0 mL, béqueres 50-1000 mL, erlenmayers de 50 - 1000 mL.

Materiais complementares: pipetas automaticas de 25-250 e 100-1000 uL (Brand®), cuba
cromatografica (Camag®), seringas de 5 mL, filtros de seringa PVDF 0,45 um (Macheray-

Nagel®), papéis de filtro (comum e quantitativo), pincas, espatulas, pipetadores, ponteiras
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azuis e amarelas, placas cromatogréaficas para CCD (Macheray-Nagel®) e CCDAE (Merck®),
silica gel para cromatografia em coluna (Merck®).

Equipamentos: Banho maria (Lucadema®), banho de ultrassom (Unique®),
Espectrofotdmetros UV-Vis (Thermoscientific® e Micronal®), voértex (IKA®), aplicador
semi-automatico de CCD Linomat V (Camag®), cromatografo a liquido acoplado a detector
de arranjo de fotodiodos (Thermoscientific®), balancas analiticas (Shimadzu®), evaporador
rotativo (IKA®), liofilizador (Liotop®), estufa de circulagdo de ar (Lucadema®), agitador
magnético multiplo (IKA®), mufla, fotodocumentador (UVP®).

4.2 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal, constituido das folhas de Eugenia uniflora, foi coletado em Ipojuca
— PE, em novembro de 2013, e levado a identificacdo no Instituto Agrondmico de
Pernambuco — IPA sob o numero de tombamento 89989. Apds coleta, foi realizada
estabilizacdo através de secagem em estufa de ar circulante (40 °C) durante 7 dias.

4.2.1 Caracterizacdo fisico-quimica

A matéria prima foi caracterizada empregando Métodos Gerais em Farmacognosia de

acordo com a Farmacopeia Brasileira 5% edi¢do (FB5, 2010).

Determinacdo de matéria estranha

Cerca de 50 g das folhas de E. uniflora foram espalhadas em uma fina camada sobre
uma superficie coberta com papel, e a partir da técnica de quarteamento, 0s materiais
estranhos as amostras foram separados manualmente. Inicialmente a olho nu e, em seguida
com o auxilio de lente de aumento (cinco a dez vezes). O material separado foi pesado e com
base no peso da amostra submetida ao ensaio, foi calculada a percentagem de matéria estranha

em porcentagem de massa. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Determinacgéo da perda por dessecacéo
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Amostras com 1g das folhas de E. uniflora foram transferidas para pesa-filtros
previamente dessecados durante 30 minutos nas mesmas condigdes a serem empregadas na
determinacéo. As amostras foram colocadas na estufa (Quimis®), com temperatura de 105 +
2° C durante 2 horas, seguidas de resfriamento em dessecador por 30 minutos e pesagem em
balanca analitica (Shimadzu®). A operacdo foi repetida em ciclos de uma hora até peso
constante. Os resultados foram expressos em perda de massa percentual, pela média de trés

determinacoes.
Determinagéo do teor de extrativos

Amostras contendo 4 g da droga foram transferidas para baldo volumétrico de 250 mL
e acrescentou-se 100 mL de agua destilada, submetido a agitacao, seguido de repouso durante
1 hora. Posterirormente, as amostras foram deixadas em banho Maria sob refluxo por 1 hora a
90° C, filtradas e apenas 25 mL do filtrado foram transferidos para pesa filtros e deixados
secar em banho maria. Ap6s secagem, os pesa-filtros foram colocados em estufa por um

periodo de 6 horas, resfriadas em dessecador e pesadas.
Determinacéo do teor de cinzas

Amostras contendo 3,0 g do material vegetal foram transferidas para cadinhos de
porcelana previamente calcinados, arrefecidos e pesados. As amostras foram incineradas em
mufla por 3 horas, mantendo-se a temperatura entre 400-600 °C. Em seguida foram
arrefecidos por 30 minutos em dessecador e pesados. Os resultados foram expressos pela
média de trés determinacGes e a operacdo foi repetida em ciclos de uma hora até peso

constante.
Analise granulométrica por tamisacao

Amostras de 25 g de matéria prima vegetal foram submetidas a passagem atravées de
tamises, previamente pesados e tarados, com abertura de malha 850, 600, 500, 250, 150 e 90
pum. A tamisacdo foi realizada através vibrages durante um periodo de tempo de 15 minutos.
Os dados foram analisados de acordo com a média dos pesos das fracfes de amostras retidas

nos tamises e coletor.
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4.3 PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO E FRACOES ENRIQUECIDAS

Extrato Bruto

O material vegetal seco e triturado foi levado a liquidificador industrial por 20
minutos, com intervalos de 5 minutos a cada ciclo extrativo de 30 segundos. Para cada 10 g
do material vegetal, foram empregados 100 mL de liquido extrator (acetona: agua, 7:3, v/v),
na proporgdo droga/solvente de 10% (p/v). A solucéo foi filtrada e concentrada sob presséo
reduzida (RV10 Basic, IKA®) para eliminacdo do solvente organico. O residuo foi congelado
em freezer -80 °C por 3 dias e em seguida liofilizado (Modelo L101, Liotop®), originando o

extrato bruto seco (EB).
Fracdes Enriquecidas

Cerca de 1,0 g do EB exatamente pesado foi reconstituido em &gua na proporg¢do de
1:10. Em seguida a solugdo aquosa foi particionada com 10 mL hexano por 6 vezes. A fragéo
aquosa resultante foi particionada por mais 12 vezes com 10 mL de AcOEt. Ao final, as
fracdes foram reunidas e concentradas para total eliminacdo do solvente organico, congeladas
e entdo liofilizadas. Portanto, ao final o procedimento resultou nas seguintes fracdes: hexanica
(FH), acetato (FACc) e aquosa (FAQ).

4.4 QUANTIFICACAO DE POLIFENOIS (FLAVONOIDES E TANINOS) POR UV-Vis
NA DROGA VEGETAL, EXTRATO E FRACOES DAS FOLHAS DE E.uniflora L.

4.4.1 Avaliacdo de metodologias para o doseamento de flavonoides totais na matéria prima

(folhas), extrato bruto e fragdes enriquecidas de E.uniflora

4.4.1.1 Quantificacdo de flavonoides totais por doseamento direto (DD)

Preparacao das amostras
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Droga vegetal: Foram pesados inicialmente 0,5 g do material vegetal e levados a banho maria
sob refluxo, com temperatura média de 85 + 2 °C, durante 30 minutos, utilizando 30 mL de
solucdo hidroalcodlica como liquido extrator. Em seguida, o extrato obtido foi filtrado em
algodéo para baldo volumétrico de 100 mL. O algod&o e o residuo do material vegetal foram
devolvidos ao baldo e submetidos a nova operacdo de extragdo por 15 minutos com mais 30
mL da solugdo hidroalcodlica. A solucdo foi filtrada e o filtrado reunido com a solugédo
resultante do primeiro ciclo. A operacdo de extracdo foi repetida por mais uma vez, a mistura
resultante filtrada e todos os filtrados reunidos no baldo volumétrico de 100 mL e o volume

completado com a solucdo hidroalcodlica.

Avaliacdo das condicdes de preparacdo da amostra de droga vegetal

A operagdo de preparacdo de amostra por refluxo foi avaliada através da investigacdo das
influéncias da quantidade de amostra e da propor¢do de solvente. Para tanto, foram testadas
amostra entre 0,25 e 1,50 g de droga vegetal, empregando como solvente as solucGes
hidroetandlicas nas proporc¢des de 40, 60 ou 80% (v/v).

Avaliacdo das condic@es analiticas

a) Solucdes Estoque (SE)

Solucéo estoque da droga vegetal (DV): solucéo resultante da operacéo de extragédo por

refluxo a partir da droga vegetal foi tomada como solugéo estoque.

Solucédo estoque do extrato bruto/fracdes: foram pesados exatamente cerca de 200 mg

do EB e das fragBes (FAq, FAc e FH), e em seguida solubilizados em bal&o volumétrico
de 100 mL utilizando solucdo hidroalcodlica (50%, v/v) obtendo solugcdo com

concentragéo igual a 2 mg/mL.

Solucgdes estoque dos padrdes: foram pesados 10 e 5 mg dos padrdes rutina e quercetina,

respectivamente, os quais foram solubilizados em baldo volumétrico de 100 mL de
solucdo hidroalcoolica 50% (v/v), resultando em solu¢es com concentragdes de 0,100

e 0,050 mg/mL, respectivamente.
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b) Diluigéo e comprimento de onda para leitura

Aliquotas de 3, 4, 5 e 6 mL das solucdes estoques (DV, EB ou fracbes) foram
transferidas para baldo volumétrico de 25 mL, adicionados de 2 mL de AICl; (5,0% em
MeOH; p/v), e em seguida, o volume foi aferido com EtOH 50% (v/v). Ap6s 30 min de
reacdo, os espectros de varredura foram mensurados na faixa de 300 a 500 nm em
espectrofotémetro UV-Vis (EVOLUTION 60S, ThermoScientific®). Os dados foram
usados para eleicdo do comprimento de onda de leitura e a da diluicdo mais apropriada
para a realizacdo das analises.

¢) Tempo de leitura e concentragdo de AIClI;

A cinética reacional foi investigada atraves da determinagdo das absorvancias a cada 5
minutos ap6s a adicdo de AICI;, até completar 60 minutos de experimento. O

procedimento foi repetido em trés niveis de concentracdo de AICls: 2,5; 5,0 e 7,5%
(p/v).

d) Avaliacao/determinacdo do volume de AICl;

Aliquotas de 1, 2 e 3 mL da solucdo de AICI; foram transferidas para baldo volumétrico
de 25 mL, adicionadas 5mL da solugcdo amostra da DV e o volume foi completado com
EtOH 50% (v/v). A absorvancia foi determinada em 410 nm ap6s 25 minutos de reagao.

e) Calculo do teor de flavonoides totais (TFT)

O teor de flavonoides totais foi calculado pela equagéo:

A XFD

1%
lcm

TEFT =
m X E
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Onde: TFT — teor de flavonoides totais; A — absorvancia lida; FD — fator de dilui¢cdo; m
— massa da matéria prima/extrato bruto/fragBes enriquecidas (g); Ei%,— absorgdo

especifica do complexo quercetina (500) ou rutina (259,4) — cloreto de aluminio.

4.4.1.2 Quantificacdo de flavonoides totais apos hidrolise acida (HA)

Preparacédo das amostras

Droga vegetal: cerca de 0,5 g do material vegetal exatamente pesados foram transferidos para
baldo de fundo redondo, adicionados de 20 mL de acetona, 2 mL de acido cloridrico
concentrado e 1 mL de solucdo aquosa de metenamina 0,5% (p/v). A mistura foi levada a
banho maria sob temperatura de 85 £ 3 °C e refluxo por 30 minutos. Em seguida, a mistura
foi resfriada e filtrada através de algoddo. O algodao e o residuo da droga foram devolvidos
ao baldo de fundo redondo, adicionados de mais 20 mL de acetona, e a operacdo de extracao
repetida por mais 15 minutos. A operacdo foi repetida por mais uma vez e ao final dos trés
ciclos de extracdo, os filtrados foram reunidos em baldo volumétrico de 100 mL. O volume
foi aferido com acetona.

Extrato bruto e fracOes enriquecidas: o material foi solubilizado em acetona em baldo

volumétrico de 50 mL (concentracdo de 2 mg/mL). A solucdo obtida foi transferida para baldo
de fundo redondo e submetida a refluxo em banho-maria sob temperatura de 85 + 3 °C,
juntamente com 1 mL de HCI e 0,5 mL de solucdo aquosa de metenamina 0,5% (p/v). Apos
30 minutos, a solucéo foi resfriada e filtrada para baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi

completado com acetona.

Avaliacao das condigdes de preparacdo da amostra de droga vegetal

A influéncia da quantidade de amostra sobre a resposta do método foi avaliada

empregando amostras entre 0,25 e 1,0 g.

Avaliacéo das condi¢es analiticas

a) Solucdes Estoque
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Solucdo estoque da droga vegetal: 20 mL da solucdo extrativa da droga vegetal apds

hidrolise foram transferidos volumetricamente para funil de separacdo. Em seguida,
foram adicionados 20 mL de agua destilada, e esta solugédo foi inicialmente lavada com
15 mL de acetato de etila. Foram realizadas outras trés lavagens com 10 mL de acetato
de etila, e por fim as fragfes organicas foram reunidas e lavadas 2x com 50 mL de agua,
onde a fracdo organica resultante foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL e o

volume completado com acetato de etila.

Solucdo estoque do EB e fragdes: 20 mL da solucdo ap6s hidrélise foram transferidos

volumetricamente para funil de separacdo. Em seguida, foram adicionados 20 mL de
agua destilada, e esta solucdo foi inicialmente lavada com 15 mL de acetato de etila.
Foram realizadas outras trés lavagens com 10 mL de acetato de etila, e por fim as
fracBes organicas foram reunidas e lavadas 2 vezes com 50 mL de &gua, onde a fragdo
organica resultante foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL e o volume

completado com acetato de etila.

Solucéo estoque do padrdo: o padrdo de quercetina foi solubilizado em metanol, na

concentragdo de 0,050 mg/mL.

b) Avaliacéo da aliquota de acido na etapa de hidroélise

Aliquotas de 0,5, 1,0, 2,0 e 3,0 mL de &cido cloridrico (HCI) foram testadas durante esta

etapa.

c¢) Determinacéo do comprimento de onda

Para escolha do comprimento de onda para leitura, aliquotas de 7,0 e 7,5 mL das
soluc@es estoque (DV, EB ou Fragdes) foram transferidas para baldo volumétrico de 25
mL, adicionada de 1,0 mL de solu¢do metandlica de AICIl; 5,0% (p/v), e em seguida, 0
volume foi aferido com solucdo de &cido acético a 5% em MeOH. Apos 30 min de
reacdo o0 espectro de varredura foi mensurado na faixa de 300 a 500 nm em

espectrofotobmetro UV-Vis.
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d) Determinacao do tempo de leitura e concentracgéo de AICl;

A cinética reacional foi investigada através da determinacdo das absorvancias a cada 5
minutos ap6s a adicdo de AICIls, até completar 60 minutos de experimento. O
procedimento foi repetido em trés niveis de concentracdo de AICl3: 2,5; 5,0 e 7,5%

(p/v).
e) Avaliacao/determinacdo da aliquota deAlCl3

Aliquotas de 1, 2 e 3 mL da solucdo de AICI; foram transferidas para baldo volumétrico
de 25 mL, adicionados de uma aliquota da solu¢do amostra e o volume foi completado
com a solucéo de acido acético a 5% em MeOH. A leitura foi realizada apds 30 minutos
de reacéo.

f) Calculo para determinacéo do teor de flavonoides totais (TFT)

O teor de flavonoides totais foi calculado pela equagéo:

A X FD
TFT = -
m (100 — Pd) x E1%

lcm

Onde: TFT — teor de flavondides totais; A — absorvancia lida; FD — fator de dilui¢cdo; m

— massa da matéria prima/extrato bruto/fraces enriquecidas (g); Pd — Perda por
dessecacdo; E1% — absorcio especifica do complexo quercetina (500) — cloreto de

aluminio (Farmacopeia Brasileira, 2010).

4.4.2 Avaliacdo do método para quantificacdo de taninos totais na droga vegetal, extrato bruto

e fragdes enriquecidas das folhas de E. uniflora

Preparacao das amostras

Droga vegetal: foram pesados exatamente cerca de 0,25 g da droga vegetal e

adicionados 150 mL de agua destilada em baldo de fundo redondo com capacidade para
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250 mL. A preparacdo foi mantida em banho maria sob refluxo durante 30 minutos, a
temperatura de 85 £ 2 °C e, em seguida, resfriada até a temperatura ambiente. O
conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com
agua destilada. A solucdo foi deixada em repouso para decantar e filtrada em papel de
filtro, desprezando os primeiros 50 mL. O filtrado restante constituiu a Solugéo Estoque
(SE- 1mg/mL) (FB, 2010).

Extrato bruto e fracGes enriquecidas: o EB e as FAq, FAc e FH foram preparadas

conforme descrito anteriormente no item 4.3.1.1., utilizando &gua destilada como

solvente.

a) Solucdes Estoque

Solucéo estoque da droga vegetal (DV): solugéo resultante do procedimento de extracdo

por refluxo para matéria prima vegetal foi tomada como solucéo estoque.

Solucéo estoque do extrato bruto/fragfes: foram pesados 50 mg do EB e das fragdes

enriquecidas (FAq, FAc e FH), e em seguida transferidos para baldes volumétricos de
25 mL onde foram reconstituidos utilizando &gua destilada como solvente, resultando

em uma solucdo de concentracdo final de 2 mg/mL.

Solugdes estogue dos padrdes: foram pesados 50 mg dos padrdes empregados neste

estudo (&cido galico e pirogalol), e em seguida solubilizados em baldo volumétrico
utilizando &agua destilada como solvente, de maneira a originar solucdes com

concentracdo de 1 mg/mL.

b) Determinacéo de polifenois totais (PFT)

Uma aliquota da solugdo estoque (1,0 mL de DV ou 150 pL de EB e fracGes) foi
transferida, juntamente com 3,0 mL de reagente Folin-Ciocalteau e 10 mL de agua
destilada, para baldo volumétrico de 25 mL. O volume foi aferido com solugdo de

carbonato de sodio (Na,COs) 10,75% (m/v). A absorvancia correspondente aos
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polifenois totais (PFT) foi mensurada em 780 nm (A;) apds 15 minutos da adi¢do da

solugdo de carbonato de sodio e utilizando agua destilada para ajuste do zero.

c) Determinacao de polifendis ndo adsorvidos (FNT)

Foram tomados 10,0 mL da SE (DV, EB ou fracdes) e transferidos para erlenmayer de
125 mL contendo uma quantidade exatamente pesada de um agente precipitante de
taninos (po de pele, caseina ou PVP). A mistura foi submetida a agitacdo durante 30
minutos e filtrada em papel de filtro. Uma aliquota do filtrado (1,0 mL para DV ou 150
UL para EB e fragdes), foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e adicionadas de
3,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteau e 10 mL de agua destilada. O volume
completado com solucdo de carbonato de sodio anidro (Na,CO3) a 10,75% (m/v). A
absorvéancia correspondente a fragdo ndo-tanante (FNT) foi mensurada em 780 nm (Ay)
apos 15 minutos da adicdo da solucdo de carbonato de sddio e utilizando &gua destilada

para ajuste do zero.

d) Avaliagdo do tempo de leitura
A cinética reacional foi avaliada através de sucessivas determinacGes das absorvancias
apos cada 5 minutos depois da adicdo da solucdo de carbonato de sodio anidro
(conforme reacdo de Folin-Ciocalteau), até completar 60 minutos da reacéo.

Avaliacdo das condic@es analiticas

a) Quantidade de droga
O procedimento de preparacdo das amostras por refluxo foi avaliado através da
influéncia de diferentes quantidades da amostra. Neste sentido foram testadas
quantidades de 0,25 a 1,0 g da droga vegetal, empregando agua destilada como liquido

extrator.

b) Extracdo da amostra



57

Cerca de 0,25 g da droga vegetal foram exatamente pesados e submetidos a trés
processos extrativos para preparagdo da amostra: maceragdo com agitacdo, ultrassom ou
refluxo. Apds filtracdo, diluicdo e reacbes apropriadas, os teores de taninos foram

calculados e os rendimentos avaliados comparativamente.

¢) Avaliacao da influéncia dos reagentes Folin-Ciocalteau e Na,COg3

As influéncias do reagente de Folin-Ciocalteau (FC) e da concentracdo de carbonato de
sodio (Na,CO3) sobre a resposta do método foram estabelecidas através da realizacéo
um desenho experimental do tipo 22. O desenho foi adicionado de 3 pontos centrais e 0s
experimentos realizados em triplicata. A variavel de saida foi a absorvancia lida em 780
nm. A matriz experimental do Desenho Composto Central (DCC) contendo as variaveis
naturais e codificadas esta representada na Tabela 1. Os resultados foram ajustados a um
modelo matemaético através do método dos minimos quadrados parciaise a equacao foi
usada para gerar superficies de resposta. A andlise estatistica do desenho experimental
foi realizada através de ANOVA, grafico de paretos e coeficientes de determinacdo
(R%); com o auxilio dos programas computacionais STATISTICA 7.0 (Statsoft, USA) e
Microsoft Excel (Microsoft, USA) (ALVES et al., 2015).

Tabela 1 - Matriz experimental do DCC realizada no ensaio fatorial.

Variaveis Naturais Variaveis Codificadas
FC (mL) Na,CO3 (%) FC (mL) Na,COs (%)
1 10,75 -1 -1
3 10,75 1 -1
1 20 -1 1
3 20 1 1
2 15 0 0
2 15 0 0
2 15 0 0

Fonte: Autoria propria.

d) Avaliagdo do agente complexante

Para avaliagdo de agentes complexantes, o método analitico foi testado com
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polivinilpirrolinona-PVP (50-200 mg), pé de pele (50-200 mg) e caseina (50 a 500 mg).
Para tanto, 10 mL das solucOes estoque foram transferidas para erlenmeyer de
capacidade de 125 mL e adicionada dos respectivos agentes complexantes. A mistura
foi submetida a agitacdo magnética durante 30 minutos. Apos filtracdo e diluicédo
apropriada, a capacidade de sequestro de cada agente complexante foi determinada
espectrofotometricamente pela diferencga das absorvancias em 780 nm entre as amostras

antes e depois da adi¢do do agente complexante.
e) Calculo do teor de taninos totais
O teor de taninos totais foi calculado pela equacéo:

T_FD><(A1—A2)><m1
B m, X A3

Onde: TT: Taninos Totais; FD: Fator de Diluicdo; Al: Absorvancia amostra polifenois
totais; A2: Absorvancia para polifenois ndo adsorvidos; A3: Absorvancia solugéo
padrdo; m;: massa do padrdo; m,: massa da droga/extrato bruto considerando a perda

por dessecacéo.

4.4.3 Validacdo das Metodologias Analiticas

Para a validacdo das metodologias de quantificacdo taninos e flavonoides por
espectrofotometria UV/Vis para a droga vegetal (folhas), extrato bruto e fragbes enriquecidas
de Eugenia uniflora L., foram utilizados os pardmetros preconizados pela legislagdo em vigor
— RE 899 (BRASIL, 2003): linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, especificidade,

precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria), exatidao e robustez.

4.4.3.1 Linearidade

Curva dos padrdes para flavonoides
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Quercetina: Foram dissolvidos 12,5 mg em baldo volumétrico de 250 mL com a solucéo
hidroalcodlica 50% (para doseamento direto) e etanol (para hidrélise acida) (50 pg/mL —

Solucéao Estoque Quercetina / SEQ).

Rutina: Foram dissolvidos 25 mg em baldo volumétrico de 250 mL com a solugdo
hidroalcoodlica 50% (100 pug/mL — Solucéo Estoque Rutina / SER).

Curvas do padrao para taninos

Acido galico: Foram dissolvidos 50 mg de &cido galico em baldo volumétrico de 50,0 mL
com agua (1 mg/mL — Soluc&o Estoque Acido Géalico / SEAG).

Pirogalol: Foram dissolvidos 50 mg de pirogalol em baldo volumétrico de 100 mL com agua,
e em seguida foram transferidos 5 mL desta solucdo para baldo volumétrico de 100 mL e

volume ajustado com agua (0,025 mg/mL Solucédo Estoque Pirogalol / SEP).

As solucbes foram armazenadas em frascos ambar, bem fechados, em geladeira até o
momento da utilizacdo. Ao final, uma série de diluicGes foi realizada para obter a curva
analitica, sendo elaboradas de acordo com a faixa de concentracdo estabelecida entre 80 e
120%.

Curvas analiticas da matéria prima e extrato bruto de E. uniflora

As curvas de linearidade da matéria prima e dos extratos brutos foram elaboradas de

acordo com a faixa de concentracdo estabelecida entre 80 e 120%.

4.4.3.2 Especificidade/Seletividade

Os parametros foram estabelecidos atraves do metodo de adigdo do padrdo. Aliquotas
fixas do padrdo foram adicionadas as solugdes da amostra de diferentes concentraces
utilizadas na curva de calibragcdo das amostras, a fim de evidenciar o paralelismo entre as duas

curvas.
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4.4.3.3 Limite de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ)

O LD e o LQ foram estabelecidos a partir dos dados de regressao das curvas analiticas
médias dos padrBes. As equagdes abaixo foram utilizadas para calcular os parametros,
conforme preconizadas pelo ICH (2005) e BRASIL (2003).

o-9((Jan(2

Onde o S = desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y e | = inclinacdo da curva.

4.4.3.4 Precisao

Na andlise de repetitividade (intracorrida) foram realizadas 06 determinages
empregando amostras independentes, na diluicdo correspondente a 100% da concentracdo de
trabalho. Para a precisdo intermediaria (intercorrida), foram preparadas 03 amostras

independentes, por 02 operadores e em 02 dias diferentes.

4.4.3.4 Exatidao

Para a exatiddo as amostras foram fortificadas com solu¢6es do padrdo em 80, 100 e 120%. A

recuperacdo foi calculada pelo percentual do padréo recuperado.

4.4.3.6 Robustez

A estabilidade de procedimento do método analitico foi avaliada através da introducéo
de pequenas e intencionais variagdes, tais como: concentracdo de carbonato de sddio (no caso
de taninos totais), luminosidade, estabilidade da solucdo amostra, diferentes marcas de
reagentes e diferentes equipamentos. Os efeitos das variacGes selecionadas foram avaliados

através da quantificacdo das variabilidades nas respostas analiticas.
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4.5 QUANTIFICACAO DE TANINOS E FLAVONOIDES POR CLAE-DAD

4.5.1 Desenvolvimento de metodologia CLAE-DAD para quantificacdo de &cido galico, acido
elagico e flavonoides presentes na matéria prima, extrato bruto e fracGes das folhas de E.

uniflora

4.5.1.1 Preparo das solucdes para analise por (CLAE-DAD)

Droga vegetal: cerca de 1,0 g da droga vegetal foram levados a refluxo com EtOH 80% (v/v)
conforme descrito no item 4.3.1.1. Apos filtracdo, a solucdo extrativa foi tomada como

solucéo estoque, e foi realizada diluicdo apropriada para cada ensaio.

Extrato bruto/FracBes: para estes materiais, cerca de 50 mg do extrato bruto e fracGes foram

pesados e, em seguida, transferidos para baldes volumétricos com capacidade de 25 mL. Em
seguida, 20 mL de &gua ultrapura (Elga®) foram adicionados e os baldes levados ao banho de
ultrassom (Ultracleaner, Unique®) durante 15 minutos para total dissolucdo. Ao final, o
volume foi completado com agua ultrapura. Para as analises, foi realizada diluicdo apropriada

para cada ensaio.

Padrdes:

Acido Gélico: cerca de 2,5 mg de acido galico exatamente pesados foram dissolvidos com
agua ultrapura em baldo volumétrico de 25 mL, originando a solu¢éo estoque de concentracdo
de 100 pg/mL.

Acido Elagico: cerca de 5,0 mg de acido elagico exatamente pesados foram disolvidos em
dimetilsulfoxido em baldo volumétrico de 10 mL, que foi levado a sonicador para total
dissolucdo durante 30 minutos. A solucdo obtida de concentracdo de 500 pg/mL foi diluida
em mistura de metanol:dgua na propor¢do de 3:2, resultando na solugdo estoque de

concentragdo de 100 pg/mL.

Padrdes utilizados na padronizacdo interna:

Vitexina: cerca de 1,0 mg de vitexina exatamente pesados foram dissolvidos com solugéo
hidroalcodlica a 50% em baldo volumeétrico de 10 mL. Originando solucdo estoque de
concentragdo de 100 pg/mL.
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Hiperosideo: cerca de 1,0 mg de hiperosideo exatamente pesados foram dissolvidos com
solucdo hidroalcodlica a 50% em bal&o volumétrico de 10 mL. Originando solucédo estoque de

concentracédo de 100 pg/mL.

Para a analise, as amostras da droga vegetal, do extrato bruto, fracGes e os padrbes
foram filtrados individualmente diretamente para os vials, através de membrana de PVDF

com 0,45 pm de abertura de poro (Macherey-Nagel®).

4.5.1.2 Condigdes cromatogréficas

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo a liquido equipado com detector de
arranjo de fotodiodos (DAD), desgaseificador e sistema de injecdo automatica (Ultimate
3000, ThermoScientific®). O sistema foi controlado pelo programa Chromeleon®, que
também gerencia o sistema de aquisi¢do e tratamento dos dados.

As condi¢bes cromatogréficas adotadas para a analise do perfil cromatogréfico de E.
uniflora foram estabelecidas a partir de ensaios preliminares utilizando como ponto de partida
0s seguintes parametros: coluna de fase reversa 250 mm de comprimento e 4,6 mm de
diametro interno (Dionex®, Cig; 5 um) protegida por pré-coluna empacotada com silica
octadecilsilanizada (Cyg, 3,9 um); composicdo da fase mdvel: acetonitrila ou metanol e agua
purificada, acidificadas com acido acético, acido fosforico ou &cido trifluoroacético; modo
gradiente ou isocratico; fluxo: 0,8 - 1,2 mL/minuto; comprimento de onda para detec¢éo: foi
estabelecido ap6s obtencdo de espectro de varredura na faixa de 190 a 400 nm através do
detector com arranjo de fotodiodos (MARQUES et al., 2013; MESQUITA et al., 2015).
Todas as analises foram realizadas sob temperatura ambiente (23 + 2°C).

Para determinar o método mais eficiente, foi levada em consideracdo a separacdo das
substancias de interesse, simetria de picos, numero de pratos teoricos, resolucdo, etc.

Determinando as seguintes condig¢des (Quadro 1):
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Quadro 1 - Condigdes cromatogréaficas utilizadas nas analises por CLAE.

Fase estacionaria 250 mm x 4,6 mm (Cyg; 5 um), pré-coluna (Cyg, 3,9 um)
Fase movel H,O (A) e MeOH (B)
Fluxo 0,8 mL/min
Gradiente (0-10 min de 10-25% de Fase B; 10-15 min de 25-40% de FB; 15-
Modo 25 min de 40-70% de FB; 25-30 min 75% de FB; 30-31 min de 75-10% de
FB

Volume de injecéo 20 pL

Temperatura 23+2°C

Comprimento de
254, 270 e 350 nm
onda do detector

Fonte: Autoria propria.

Apo6s o método desenvolvido, foram analisadas quantitativamente a presenca dos
mondmeros de taninos hidrolisaveis e flavonoides. Os resultados foram expressos em %m/m

das substancias pesquisadas de acordo com a equacao:

Cp X AA

X FD x 100
Ap Xm

Em que: Cp = concentracdo do padrdo em g/mL (pureza dos padrdes, 98%); Ap = area do
padrdo; AA = area da amostra; m = massa da amostra, considerando a perda por dessecacdo;

FD = fator de diluicéo.

4.5.2 Validacdo da metodologia analitica por CLAE

Para a validagdo do método de quantificacdo de &cido galico, &cido elagico e
flavonoides por CLAE em matéria prima extrato bruto de Eugenia uniflora L., foram
utilizados os pardmetros preconizados pela legislacdo em vigor — RE 899 (BRASIL, 2003):
linearidade, limites de deteccdo e quantificagcdo, precisdo (repetibilidade e preciséo

intermediaria), especificidade, exatidéo e robustez.
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45.2.1 Linearidade

Curvas dos Padroes

Acido galico: foram dissolvidos 2,5 mg de 4cido galico em baldo volumétrico de 25 mL com
agua (0,1 mg/mL — Solucdo Estoque/SE). A solucdo foi armazenada em frasco ambar bem
fechado em geladeira até o momento da utilizagdo no trabalho. Para obter a solucdo de
trabalho, uma aliquota de 0,600 mL da SE foi diluida a 25 mL e o volume completado com
agua (2,0 pg/mL). Ao final, uma série de dilui¢bes foi realizada para obter a curva analitica,

sendo elaboradas de acordo com a faixa de concentracao estabelecida entre 1,9 e 3,1 pug/mL.

Acido elagico: foram dissolvidos 5,0 mg de &cido elagico em dimetilsulféxido em balo
volumétrico de 10 mL, e em seguida levado a sonicador para total dissolugdo durante 30
minutos. A solucdo obtida de concentracdo de 500 pg/mL foi diluida em mistura de
metanol:dgua na proporcao de 3:2, resultando na solucdo estoque de concentragdo de 100
png/mL (Adaptado de DHOOGHE et al., 2010). A solucdo foi armazenada em frasco ambar
bem fechado em geladeira até 0 momento da utilizacdo no trabalho. Para obter a solucdo de
trabalho, uma aliquota de 0,400 mL da SE foi diluida a 10 mL, e o volume ajustado com agua
(4,0 pg/mL). Ao final, uma série de dilui¢Ges foi realizada para obter a curva analitica, sendo

elaboradas de acordo com a faixa de concentracdo estabelecida entre 2,0 e 6,0 pg/mL.

Vitexina: Foram dissolvidos 1,0 mg de vitexina em baldo volumétrico de 10,0 mL com
solucdo hidroalcodlica 50% (0,1 mg/mL — Solugdo Estoque (SE)). A solucdo foi armazenada
em frasco ambar bem fechado em geladeira até 0 momento da utilizacdo no trabalho. Para
obter a solucédo de trabalho, uma aliquota de 0,500 mL da SE foi diluida a 10 mL e o volume
completado com agua (5,0 pg/mL). Ao final, uma série de diluicBes foi realizada para obter a
curva analitica, sendo elaboradas de acordo com a faixa de concentracdo estabelecida entre
3,0 e 7,0pg/mL.

Hiperosideo: Foram dissolvidos 1,0 mg de hiperosideo em baldo volumétrico de 10,0 mL
com solugdo hidroalcodlica 50% (0,1 mg/mL — Solucdo Estoque (SE)). A solucdo foi
armazenada em frasco ambar bem fechado em geladeira até 0 momento da utilizagdo no

trabalho. Para obter a solucéo de trabalho, uma aliquota de 0,300 mL da SE foi diluida a 10,0
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mL e o volume completado com agua (3,0 pg/mL). Ao final, uma série de dilui¢bes foi
realizada para obter a curva analitica, sendo elaboradas de acordo com a faixa de

concentracdo estabelecida entre 2 e 4 pug/mL.

Curva analitica de extrato bruto e matéria prima de Eugenia uniflora L.: as curvas de
linearidade da matéria prima e extrato de folhas de pitanga foram elaboradas de acordo com a

faixa de concentracdo estabelecida entre 80 e 120%.

4.5.2.2 Especificidade e pureza do pico

O espectro obtido pelo detector (DAD) 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
extrato bruto e de ambos adicionados intencionalmente de acido galico, &cido elagico e das
amostras (padronizacao interna) para verificar a ocorréncia ou a inexisténcia de desvio do
comprimento de onda méaximo.
4.5.2.3 Limite de detecgdo (LD) e quantificacao (LQ)

Foram utilizados os dados da regressao da curva analitica média do cido galico, acido
elagico e das amostras para efetuar os calculos. As equacdes abaixo foram utilizadas para os
célculos, conforme preconizadas pelo ICH (2005) e ANVISA (2003).

o-5(()a-n(:

Onde o S = desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y e | = inclinacdo da curva.

4.5.2.4 Precisao

Repetitividade (intracorrida)

Foram preparadas 6 amostras independentes conforme descrito anteriormente em

Solugéo amostra.
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Precisdo intermediaria (intercorrida)

Foram preparadas 3 amostras independentes, por 2 operadores diferentes e em 2 dias

diferentes, para verificar a precisdo do método.

4.5.2.5 Exatidao

As SolucBes amostra foram obtidas conforme descrito anteriormente, foram diluidas
exatamente 5 mL das solucdes estoque para baldo volumétrico com capacidade de 10 mL para
0 extrato bruto, e de capacidade de 25 mL para a matéria prima e adicionadas aliquotas de
solucBes de &cido galico nas concentragbes 1,9, 2,4 e 3,1 pug/mL, e de &cido elagico nas
concentracdes de 2,0, 4,0 e 6,0 pg/mL. Para este ensaio, na quantificacdo de flavonoides por
padronizacdo, 0 extrato bruto e a matéria prima foram contaminadas com as solucdes estoque
do extrato bruto e matéria prima, respectivamente, nas concentracdes de 80, 100 e 120

utilizadas na linearidade.

4.5.2.6 Robustez

As Solucdes amostra foram obtidas conforme descrito anteriormente tanto para a
matéria prima quanto para o extrato bruto. E para o ensaio de robustez foram utilizadas como
variaveis: mudanca de fluxo em nivel baixo (0,790 mL/min) e alto (0,810 mL/min); mudanca
na marca solvente utilizado na fase movel (Tedia® e JTBaker®) mudanca no pH da Fase
movel utilizada (pH 2,0/3,0 — pH 3,0/4,0); temperatura do forno (21 °C e 24 °C). Os efeitos
das variacdes selecionadas foram avaliados através das alteraces no teor e resolucéo do pico

principal.

4.6 AVALIACAO DE PERFIS QUIMICOS (fingerprints) POR CCD E CLAE-DAD PARA
DROGA VEGETAL, EXTRATO BRUTO E FRACOES ENRIQUECIDAS
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4.6.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia de Camada delgada de Alta
Eficiéncia (CCD-AE)

A droga vegetal, o extrato bruto e suas fragcdes enriquecidas foram caracterizados,
inicialmente por CCD, através da aplicacdo manualmente das amostras e empregando 0s

sistemas eluentes e reveladores propostos por Wagner e Bladt (1996) e descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Sistemas cromatograficos, reveladores e padrBes utilizados para analise do perfil fitoquimico do

extrato bruto e fracdes enriquecidas de E. uniflora.

Metabdlitos Sistema de eluicao Reveladores Padroes
Alcaloides AcOEt:HCOOH:AcOH: H,0' | Dragendorff Atropina
Derivados 3 HNOs/KOH Antraquinona/
. AcOEt:CH3COOH:H,0 )
Antracénicos 10% Senosideos
) 1 . D-maltose/D-
Acucares redutores AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0 Timol
frutose
Cumarinas Eter:Tolueno: CH3;COOH? KOH CumarinaMeOH
Derivados Cinamicos ACOEt:HCOOH:AcOH:H,0" NEU Acido cafeico
_ ACOEt:HCOOH:AcOH:H,0"/ Quercetina/Luteo
Flavonoides 3 NEU/AICI3 )
AcOEt:CH;COOH:H,O lina/Kaempferol
_ ) . Lieberman _
Triterpenos/Esteroides Tolueno: AcOEt [-Sitosterol
Bouchard
_ o ] Cloreto Acido galico e
Taninos hidrolisaveis AcOEt:CH3COOH:H,0 . o o
férrico/ NEU acido elagico
Taninos condensados ACOEt:HCOOH:AcOH:H,0" VvC Catequina

'100: 11: 11: 27 viv; “50: 50: 50 v/v; °90:5:5 v/v; * 90:10 v/v; AcOEt — Acetato de etila; HCOOH — Acido
férmico; AcOH — Acido Acético; H,O — Agua; NEU — 4cido etilborilaminoéster; VC — Vanilina Cloridrica.
Fonte: Adaptado de Wagner e Bladt (1996).

Ap0s otimizacdo das condi¢Ges cromatograficas, os experimentos foram transpostos

para CCD utilizando aplicador semiautomatico no caso da pesquisa fitoquimica e para CCD-

AE para a obtencéo de fingerprint.

Preparacao das amostras
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Matéria prima: foram pesados 2 g da droga vegetal, e em bécker foi realizada extragdo
por decocgdo em 20 mL de metanol durante 5 minutos. Apds a extragdo, a solugdo extrativa
foi resfriada e filtrada em algodao.

Extrato bruto e fracdes: as amostras foram diluidas em metanol na concentracao de 3

mg/mL e os padrdes na concentragdo de 1 mg/mL. A solubilizagdo foi alcancada com o
auxilio de vortex.

Placas de silica gel 60-Fzs, com particulas de 10 - 12 um (Macherey-Nagel®) para
CCD convencional ou placas de silica gel 60-F,s, com particulas de 5 - 6 um (Merck®) para
CCD-AE foram usadas para estas analises. As amostras foram aplicadas com auxilio de
equipamento  semi-automatizado (Linomat® 5, Camag) controlado por programa
computacional Wincats® (Camag). Uma seringa de dispensacdo com capacidade para 100 pL
foi empregada para aplicar 30 pL de amostra em bandas com largura de 9 mm e espaco entre
as bandas, 5 mm. Os cromatogramas foram desenvolvidos em cubas de vidro (Camag®, 10 cm
x 10 cm) apds saturacdo por 30 minutos com a fase mével adequada.

Ao final do experimento as placas foram secas em capela, e observadas sob luz visivel
e ultravioleta em 254 e 365 nm. Em seguida, as placas foram reveladas com reagentes
especificos para cada grupo de metabdlitos secundarios, e reavaliadas sob luz visivel e,
quando necessario, sob UV em 365 nm.

As imagens das placas foram capturadas em fotodocumentador (UVP) munido de

iluminacdo branca e UV em 254 e 365 nm.

4.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

As condi¢des cromatogréficas adotadas para a analise do perfil cromatogréfico de E.
uniflora foram adotadas apds avaliacdo das melhores condicbes e posterior validacdo da

metodologia, como demonstrado no item 4.4.2..

Preparacdo das amostras

Droga vegetal: cerca de 1,0 g da droga vegetal foram levados a refluxo com EtOH 80% (v/v)
conforme descrito no item 4.3.1.1. Apos filtracdo, a filtrado foi diluido na proporc¢do de 5/25
mL.

Extrato bruto e fracdes: para estes materiais, cerca de 25 mg do extratos bruto e das fragdes

aquosa e acetato de etila foram pesados e, em seguida, transferidos para bal6es volumétricos
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com capacidade de 25 mL. Em seguida, 20 mL de 4gua ultrapura (Elga®) foram adicionados e
os baldes levados ao banho de ultrassom (Ultracleaner, Unique®) durante 15 minutos para
total dissolugdo. Ao final, o volume foi completado com agua ultrapura.

Para a andlise, as amostras da droga vegetal, do extrato bruto e as fracbes foram
filtradas individualmente diretamente para os vials, através de membrana de PVDF com 0,45
um de didmetro de poro (Macherey-Nagel®).

4.7 PROSPECCAO FITOQUIMICA: FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES DAS
FOLHAS DE Eugenia uniflora L.

Para a realizacdo do fracionamento, o extrato bruto foi primeiramente submetido a
extracOes liquido-liquido com hexano para remocao de subtancias lipofilicas e acetato de etila
para enriquecimento dos polifenois, conforme descrito na secdo de preparacdo de extrato
bruto e fragOes, e exemplificado no esquema 1. As fragdes resultantes foram concentradas,
congeladas e liofilizadas.

Esquema 1 - Obtengdo das Fragdes.
L= )

1) Dispersdo em agua;
2) Parti¢do com hexano.

[ FIH ] [ SolugﬁoIEB (aq) ]

1) Particio com acetato de
etila

e ) )

Fracionamento
Preliminar

Fonte: Autoria Prdpria.

Para a realizacdo do fracionamento dos constituintes da pitangueira, a fracdo acetato

de etila foi escolhida devido aos maiores teores das substancias de interesse. A partir da FAc,
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foram realizadas consecutivas aplicacbes em cromatografias de coluna aberta, seguida de

cromatografias de camada delgada preparativas, até a obtencdo da pureza desejada. Como

exemplificado no esquema 2.

Esquema 2 — Processo de fracionamento preliminar dos constituintes das folhas de Eugenia uniflora.

[

FAc

]

1)  Dispersdo em hexano;
2)  Aplicagdo na coluna
(topo s6lido).

Coluna 1 ]

1) Eluigdo com fases compostas de hexano,
diclorometano e etanol (polaridade crescente);
2) 500 fragGes resultantes;
3) Reunido/concentragdo das fragdes C1 280-327 ¢
aplicagdo na coluna 2.

Coluna 2

1) Elui¢ao com fase isocratica (100:11:11:27)

2)30 fragdes resultantes;

3) Reunido/concentragio das fragdes C2 1-7 e
aplicacéo na coluna 3.

Coluna 3 ]

[ CCDPI

1) Obtengdo de 3 bandas (UV);
2) Coleta e analise das bandas (CCD);
3) Aplicacdo de banda 1 em CCDP2.

1) Eluicdo com fases compostas de acetato de etila e
etanol (polaridade crescente);
2)30 fragdes resultantes;
3) Reunido/concentragdo das fragdes C3 7-10 e
aplicacdona CCDP1..

Fonte: Autoria Prdpria.

CCDP2

J

1) Néo houve separagdo;
2) .Coleta e aplica¢io em CCDP3.

~\

CCDP3

Fragdo semi-purificada
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4.7.1 Cromatografia de coluna aberta em gel de silica 1

Foi realizada a separacdo dos constituintes presentes nas folhas de Eugenia uniflora
L., a partir de 4 g da frag&o acetato de etila. Para tal, foi utilizada uma coluna de vidro com 30
mm de comprimento e 35 mm de diametro. Como recheio, foi utilizado gel de silica (fase
normal) para cromatografia em coluna aberta, com particulas com tamanho de 0,063 a 0,200
mm (Merck®). O recheio foi previamente ativado (secagem em estufa a 105 °C, durante 3
horas). A coluna foi montada na forma suspensdo da fase estacionaria (totalizando 120 g da
silica ativada) e utilizando hexano como solvente. A suspensdo foi transferida para a coluna
de vidro na posicdo vertical, com cuidado para evitar a formacdo de bolhas de ar, sendo
aplicadas pequenas batidas nas laterais da coluna, com auxilio de um bastdo de madeira para
facilitar a compactagéo.

Apds a montagem da coluna, a amostra foi dissolvida no solvente de montagem
juntamente com uma pequena quantidade da fase estacionaria, e em seguida foi o solvente
evaporado, resultando em uma massa solida contendo a amostra e o gel de silica. Por fim, a
amostra foi aplicada no sistema através de topo sélido.

O sistema de eluicéo foi iniciado a partir o solvente de montagem da coluna, o hexano,
e posteriormente alterado com misturas de hexano:diclorometano, em diferentes proporcdes
até alcancar a totalidade de diclorometano (varia¢fes de 20% nas proporcdes dos solventes).
A partir desse ponto, as misturas passaram a ser de diclorometano:etanol (variagdes de 10%
nas propor¢des dos solventes), até propor¢do 100% de etanol. Cerca de 20 mL das fracdes
foram recolhidas em tubos de ensaio com tampas, sendo analisadas através de CCD,

espectrofotometria e CLAE.

4.7.2 Cromatografia de Coluna aberta em gel de silica 2

As fragOes 280-327 obtidas na primeira coluna em silica gel (1), apds anélise foram
concentradas e aplicadas em nova coluna cromatogréafica, utilizando topo liquido em coluna
de vidro nas dimensGes de 300 mm de altura e 18 mm de didmetro contendo
aproximadamente 30 g de silica gel ativada como fase estacionaria. A fase movel usada foi
um sistema isocratico, utilizando o eluente 100:11:11:27 (acetato de etila: acido formico:

acido acético: agua), comumente utilizado em CCD. As fracGes (cerca de 6 mL) foram
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analisadas por CCD e observadas sob luz UV e reveladas com reagente natural A (NEU) +
PEG quando necessario.

4.7.3 Cromatografia de coluna aberta em gel de silica 3

As fracbes 1-7 resultantes da coluna em silica (2) foram reunidas e concentradas e
aplicadas em nova coluna utilizando gel de silica como fase estacionéria, utilizando fase
movel em sistema gradiente de polaridade crescente, através de acetato de etila e misturas de
acetato de etila: etanol (variagcbes de 5-10%). As fragdes (cerca de 6 mL) obtidas foram

analisadas através de CCD e observadas sob luz UV.

4.7.4 Cromatografia de Camada Delgada Preparativa

As fracOes resultantes da cromatografia em coluna que apresentaram 0s compostos de
interesse, foram reunidas concentradas e cromatografadas em placas preparativas, com
dimens@es de 20 x 20 cm. As placas foram preparadas utilizando suspencédo de silica (0,05 a
0,10 mm, Merck®) a 30% (p/v) em &gua destilada. Apés distribuicio da suspencdo de silica
no centro de placas de vidro desengorguradas e secas em estufa, a silica foi espalhada através
de movimentacBes da massa para as arestas da placa e com auxilio de bastdo de vidro. A placa
foi seca em ambiente e posteriormente em estufa a 105 °C.

Para realizacdo da andlise, as amostra foram aplicadas nas placas ativadas a 2 cm das
bordas laterais e inferior, em aplicacdo banda Unica. Em seguida a amostra foi eluida em cuba
saturada com sistema de eluicdo acetato de etila: cido férmico: agua (90:5:5). Apos eluicédo a
placa foi seca e observada sob luz UV. As bandas de interesse foram raspadas para a coleta da
silica contendo a substancia de interesse e em seguida lavadas com 20 mL de metanol (grau
HPLC) para obtencdo de solucdo posteriormente analisada através de CCD.

Apos analise das bandas obtidas por CCD convencional, as bandas de interesse foram
submetidas a cromatografia em novas placas preparativas. Para tal, o residuo de silica obtido
anteriormente foi lavado novamente com metanol (grau HPLC), totalizando 100 mL de
solugéo de lavagem. A solugéo foi concentrada em evaporador rotativo e aplicada em placa
preparativa, como descrito anteriormente no item 4.6.4., em cuba saturada com sistema
eluente. Foram realizadas ao total 2 repeticbes utiliazando diferentes sistemas eluentes

(100:11:11:27, acetato de etila: acido formico: acido acético: agua, v/v/v; e 95:5:5, acetato de
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etila: &cido formico: &gua, v/v/v). Apos eluicdo as placas foram secas e observadas sob luz
UV para identificagdo de bandas. As bandas identificadas foram raspadas para a coleta das

substancias de interesse.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

5.1.1 Caracterizacao fisico-quimica

Para garantir a seguranca e a manutencdo da eficacia da planta medicinal, seja in
natura ou como produto fitoterdpico, a definicdo de critérios de qualidade para insumos de
origem vegetal é de suma importancia, especialmente devido a complexidade de composicao
destas matérias primas e as variacfes ligadas as condi¢bes de cultivo, coleta do vegetal,
transporte e fornecimento (BARNI et al., 2009).

Dentre os principais problemas relacionados a qualidade de vegetais encontra-se a
autenticidade, que pode ocorrer com facilidade em decorréncia de adulteragdo da matéria
prima. Este é um método fraudulento que pode comprometer o efeito do fitoterapico,
colocando em risco o consumidor que pode se deparar com efeitos subterapéuticos ou toxicos
além de outros efeitos adversos que possam ser prejudiciais ao paciente (FALKOWSKI et al.,
2009).

A determinacdo de matéria estranha tem grande importancia na avaliacdo da qualidade
da matéria prima vegetal, pois evidencia a presenca de agentes adulterantes e contaminantes,
tais como insetos, impurezas internas (como partes de outros farmacogenos da mesma
espécie) e externas (outras espécies vegetais adulterantes, areia, embalagens plasticas, entre
outros tipos). Este ensaio é priorizado quando amostras sdo adquiridas de fornecedores, e por
convengdo é realizada em amostras coletadas. As folhas de E. uniflora apresentaram um
percentual de matéria estranha dentro dos limite de 2% preconizados pela Farmacopeia
Brasileira 5 edicdo (FB5, 2010).

Outro parametro de qualidade de relevancia para a matéria prima vegetal é o
percentual de umidade. A perda por dessecacdo é um teste farmacopeico que se destina a
determinar o percentual de umidade da droga vegetal denotando a eficiéncia das operacdes de
transformacdo do material vegetal, assegurando maior estabilidade de armazenamento e
evitando a ocorréncia de fenémenos de degradacdo, transformac6es enzimaticas e proliferacao
de microrganismos. A especificacdo preconizada oficialmente para o parametro segundo a

Farmacopeia Brasileira (2010) é de 8 a 14%. A droga vegetal de E. uniflora apresentou teor
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de umidade médio de 10,90% + 0,3231 (2,96%). Dessa forma, houve eficiéncia no processo
de secagem assegurando boa conservacéo.

A determinacédo do teor de cinzas totais avalia a presenca de substancias intrinsecas,
que representa a porcdo do material de carater inorganico, como também de caracteristicas
extrinsecas como, por exemplo, a presenca de areia e terra. Para este ensaio a Farmacopeia
Brasileira apresenta limites de 14%. O teor de cinzas apresentou média de 5,90% + 0,0002
(0,24%), indicando que as amostras das folhas de Eugenia uniflora apresentam-se dentro das
especificacoes.

Quanto ao parametro de teor de extrativos, o teste representa o total de substancias
hidrossollveis retiradas da matriz vegetal, sendo o resultado encontrado de 0,90% + 0,1157
(1,26%). Para tal ensaio ndo existem especificacdes de referéncia, mas este ensaio pode ser
utilizado para avaliacdo comparativa entre diferentes amostras quando aplicado sob condicdes
padronizadas (ANTONELLI-USHIROBIRA et al., 2004; MARQUES et al., 2012).

A distribuicdo granulométrica fornece dados a cerca da homogeneidade do tamanho de
particulas, que é fator importantissimo nos processos extrativos, pois o tamanho das particulas
estd diretamente relacionado com a eficiéncia da extracdo. Neste ensaio, demonstrou-se que
as particulas estdo distribuidas entre estre os tamises de abertura de malha de 90 e 850 um
(Figura 4A). Quanto ao tamanho médio das particulas, determinado pelo ponto intersecdo das
curvas de retencdo e passagem (Figura 4B), apresentou valor médio de 420 um. De acordo
com os resultados obtidos, as folhas pulverizadas podem ser classificadas como pé
moderadamente grosso (FB5, 2010).

Figura 4 - Histograma de distribui¢do granulométrica (A) e curva de retencdo e passagem (B).
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Fonte: Autoria prépria.
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ApOs a caracterizagdo do material vegetal, com a verificacdo dos requisitos de
qualidade da matéria prima, foram obtidos os extratos brutos e fragdes.

Preparacao dos Extratos brutos e fragcdes

O extrato resultante da turbolizagdo com acetona:dgua 7:3 (v/v), apds filtragdo, foi
concentrado em rota evaporador rotativo. Nesta etapa de concentracdo/remocéo do solvente, a
solubilidade de algumas substancias lipofilicas diminuiu resultando na formacdo de uma
graxa aderida a superficie do baldo. Esta graxa foi descartada ap6s o término da remocao do
solvente. Com o término da concentracdo, o extrato foi congelado e posteriormente
liofilizado. O extrato bruto resultante apds liofilizacdo apresenta-se como pé fino, de
caracteristicas higroscopicas com razoavel solubilidade em agua. As extracdes obtiveram
rendimentos médios entre 16-18% (8 e 9 g de extrato bruto para cada 50 g de matéria prima
vegetal). A fracdo aquosa apresenta caracteristicas semelhantes as exibidas pelo extrato bruto,

e as fracBes hexano e acetato de etila diferem quanto a solubilidade.

5.2 QUANTIFICACAO DE POLIFENOIS (FLAVONOIDES E TANINOS) NA DROGA
VEGETAL E EXTRATOS DAS FOLHAS DE E. uniflora L.

5.2.1 Avaliacdo de metodologias espectrofotométricas para quantificacdo de flavonoides das
folhas de E.uniflora por doseamento direto

A metodologia por doseamento direto é bastante utilizada para quantificacdo de
flavonoides totais em espécies vegetais, pois € capaz de detectar todos os tipos de nucleos dos
flavonoides independente do tipo de ligacdo entre a aglicona e o glicosideo. Este
procedimento encontra-se na FB 5% Ed. (2010), (monografia maracuja doce — Passiflora
alata), além de ser o método preconizado por Schimdt e Gonzélez Ortega (1993), reproduzido
por Petry (1998). Esta metodologia consiste em extragdo com solucdo hidroalcodlica, onde a
solucdo extrativa € levada diretamente a reacdo com AICl3; sem a etapa de hidrolise e extracdo
com acetona e acetato de etila, 0 que permite que tanto agliconas como C- e O-glicosilados
possam ser quantificados (PETRY et al., 1998).
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Nesta etapa, a metodologia por doseamento direto proposta para 0 maracuja por Petry
(1998), reproduzida em diversos artigos cientificos (MARQUES et al., 2012; FERNANDES
et al., 2012) e presente em compéndios oficiais, passou por diversas avaliacbes e
modificagdes com objetivo de obter as melhores condi¢cbes para a aplicagdo desta na

quantificacdo dos flavonoides presentes na matriz das folhas de E. uniflora.

5.2.1.1 Otimizacgao das condicdes experimentais

Preparacgdo da amostra a partir da matéria-prima vegetal

Na metodologia de quantificacdo de flavonoides através de doseamento direto, séo
realizadas extragcGes com solugdes hidroalcoolicas, e nesta etapa foram avaliadas diferentes
proporgdes de etanol, a fim de evidenciar a melhor proporgdo solvente extrator dentre os
propostos. A proporcdo de solvente que obteve melhores respostas foi a de 80% de etanol,
resultando em teores médios de 0,87 g% +0,0214 (2,45%) expressos em quercetina, como

pode ser observado na figura 5.

Figura 5 -Teor de Flavonoides Totais em diferentes propor¢des de solvente.
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Proporgéo de Etanol

Fonte: Autoria prépria.

Em relagdo a quantidade de matéria prima vegetal utilizada, os teores obtidos
apresentaram pequena variacdo em relacdo as quantidades de droga utilizadas. Aquela que
obteve melhor rendimento em g% de quercetina foi 0,50 g, com teor médio igual a 0,87g% *
0,0175 (2,00%). Apesar da quantidade de 0,25 g apresentar valor bem proximo de teor
calculado, 0,87g% = 0,0275 (3,15%), ndo apresentando variagdes estatisticas significativas,

algumas interferéncias podem ocorrer como: por se tratar de pequena quantidade a ser pesada,
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qguando levada em consideragdo que as substancias de interesse na matriz estdo em pequenas
concentragdes, 0 que pode ocasionar erro durante esta etapa do processo, acarretando em erros

nas demais etapas (Figura 6).

Figura 6 -Teor de flavonoides totais em diferentes propor¢des de droga.
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Fonte: Autoria propria.

Avaliacdo do comprimento de onda e diluicdo para leitura

A determinacdo dos comprimentos de onda de absorcdo méxima é de grande
importancia na quantificacdo de flavonoides, uma vez que os maximos observados podem
fornecer informacdes sobre as substancias presentes na amostra. Ademais, no caso dos
flavonoides, os compostos podem corresponder a agliconas livres e/ou heterosideos.
Considerando que o cromdforo podera mascarar muitos detalhes acerca das estruturas dos
metabolitos, o emprego de reagdes tais como a formacdo de complexos com AICI3 pode
proporcionar deslocamentos importantes no comprimento de onda de absor¢cdo maximo
capazes de incrementar a especificidade da analise para os flavonoides. Estes deslocamentos
podem estar associados com os padrfes de substituicdo nas moléculas tal como o
posicionamento e/ou o grau de hidroxilagdo (PETRY et al., 2001).

Segundo dados da literatura podem ser encontrados na espécie, tanto flavonoides
glicosilados e ndo glicosilados (agliconas livres). Por esta razao, neste estudo foram avaliadas

duas substancias de referéncia, uma aglicona (quercetina) e um heterosideo (rutina), para
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expressar os resultados levando em conta os tipos de flavonoides encontrados nas folhas de E.
uniflora.

Como pode ser observado na figura 7, a quercetina corresponde a aglicona livre do
heterosideo rutina. A diferenca se resume a substituicdo da hidroxila no carbono 3 por cadeia

glicosilada (-O-Rutinosideo).

Figura 7 — Estruturas dos flavonoides Quercetina (A) e Rutina (B).

OH OH OH
CH B

Fonte: Adaptado de OU-YANG et al., 2013.

No que pese a manutencdo do cromoforo, a introducdo do substituinte O-glicosilado
em C3 é suficiente para modificar o sistema de complexacdo do AICI3 entre a hidroxila em
C3 e a carbonila vicinal. Esta modificacdo pode facilmente ser observada através dos
espectros de varredura apresentados na figura 8, onde o espectro de absor¢do da rutina
apresenta maximo na faixa de 410 nm, e a quercetina apresenta absorcdo maxima na faixa de
425 nm. Os espectros das amostras estudadas apresentaram maior semelhanca com os
maximos exibidos pela rutina (cerca de 410 nm), indicando se tratar de compostos
flavonoidicos com comprometimento do sistema de complexacdo entre a carbonila e o
aluminio, seja por decorréncia de glicolisacdo (em C3 e/ou C5), seja por auséncia de
hidroxilas vicinais. Os mesmos perfis de absor¢do tambem foram observados para as fracoes.

Portanto, o comprimento de onda escolhido atraves da varredura para realizacdo das
determinac6es foi de 410 nm, apresentando absor¢do maxima, como pode ser observado na

Figura 8.
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Figura 8- Espectro de varredura da matéria prima, extrato bruto e fragcbes (300 a 500 nm).
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Fonte: Autoria propria.
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Ap06s a determinacdo do comprimento de onda de 410 nm, a selecdo da diluicdo

apropriada para a leitura foi avaliada empregando diferentes aliquotas a partir das solucGes

estoque obtidas da matéria prima e do extrato bruto. Deste modo, as diluicdes foram

preparadas conforme descritas na tabela 2, objetivando concentracdes de trabalho capazes de

proporcionar absorvancias de aproximadamente 0,400 U.A.

Tabela 2 - Absorvancias* do teste de aliquota para matéria prima vegetal (MP) e para extrato bruto (EB) de E.

uniflora em 410 nm.

4mL 0,329 + 0,0052 (1,37) 3mL
MP 5mL 0,422 +0,0104 (2,47) EB  4mL
6 mL 0,515 + 0,0044 (0,85) 5 mL

0,333 £ 0,0052 (1,57)
0,420 % 0,0114 (2,72)
0,545 + 0,0102 (1,87)

*0Os dados estdo expressos como: Média + DP (DPR%).
Fonte: Autoria propria.

Determinacéo do tempo de leitura e concentracéo de AICl;

A determinacdo do tempo de leitura tem importante papel nas cinéticas reacionais,

especialmente nas reacdes que envolvem a formacdo de complexos, tal como a interacdo
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flavonoides-Al. Nestes casos € necessario que a leitura seja realizada apo6s periodo que
permita a conclusdo do processo reacional e a maximizagdo da resposta analitica. . Estudos
realizados por Petry e colaboradores (2001) evidenciaram comportamentos muito distintos
para flavonoides de diferentes classes perante o tempo de complexacdo flavonoide-AlCl;
demonstrando a necessidade deste tipo de avaliacdo em cada matriz estudada.

Estes estudos avaliaram algumas possiveis causas para os diferentes comportamentos
diante do tempo de reacdo de complexagdo, entre elas estdo: as diferentes estruturas das
classes dos flavonoides, a presenca de grupamentos hidroxilas livres e ainda interacGes
intermoleculares, principalmente quando a matriz € complexa, como é o0 caso de matrizes
vegetais (PETRY et al., 2001).

Outro fator importante quando se trata de formacdo de complexos, esta relacionada a
concentragdo do agente complexante. A formacéo do complexo flavonoide-AlCl; apresenta-se
de forma diferente para as diversas classes de flavonoides e esse efeito € bastante especifico e
intrinseco. Ademais, o comportamento observado para o flavonoide isolado ¢ modificado
quando presente em mistura ou na solugdo extrativa, de maneira que para cada droga vegetal é
primordial investigar o comportamento antes da adogdo de procedimentos desta natureza
(PETRY et al., 2001; MARQUES et al., 2012; FERNANDES et al., 2012).

A figura 9 apresenta as cinéticas de complexacdo das amostras derivadas de E.
uniflora e diferentes concentracGes de cloreto de aluminio. As curvas exibem um rapido
incremento na absorvancia lida, que pode ser identificado pela inclinacdo da curva, nos
primeiros 10 a 15 minutos seguido por tendéncia a estabilizacdo na formacdo do complexo
que atingem platd apds 20 minutos. As curvas de cinética ainda revelam que apds
estabilizacdo, os complexos formados permanecem integros durante o restante do
experimento.

Considerando a influéncia da concentracdo de AICI3, os perfis de formacdo de
complexo foram similares para todos os casos. Porém, a concentracdo do agente complexante
que apresentou melhor desempenho foi 5%, independente da matriz testada (droga vegetal ou
extrato bruto).

Em relacdo as duas matrizes avaliadas, foi evidenciado que o extrato bruto apresenta
comportamento mais uniforme nas trés concentracbes do reagente. Além de uma maior
tendéncia a estabilizacdo. Enquanto que a matéria prima apresentou menor uniformidade e

diferencas mais evidentes diante dos diferentes niveis de concentracdo do reagente. Estas
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diferencas podem ter ocorrido devido a presenga de substancias interferentes no extrato obtido
para a matéria prima, advindas do diferente processo de obtencao dos extratos.

Figura 9 - Cinética de complexacéo do cloreto de aluminio na matéria prima e extrato bruto.
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Fonte: Autoria propria.

Assim, as cinéticas reacionais permitiram a escolha da concentracdo de 5% de AIClz e
do tempo de leitura de 30 minutos para o prosseguimento das analises, em virtude das

melhores respostas encontradas nestas condigdes.

Avaliacéo da aliquota de AICI3

Para determinar a quantidade de reagente AICI; 5% necessario para a formacdo dos
complexos, trés aliquotas foram testadas. Neste sentido, foi possivel observar que a menor
aliquota de AICIl; 5% utilizada (1 mL) ndo obteve respostas méximas na formacdo do
complexo flavonoide-Al, em virtude da concentracdo molar insuficiente para saturar 0s
flavonoides presentes em solucdo. Ja a aliquota de 2 mL da solucdo obteve melhores
resultados, evidenciando maiores valores na absorvancia. Indicando que a concentracdo de
reagente resultante desta aliquota foi o bastante para satisfazer o total de flavonoides em

solucgéo, obtendo respostas superiores as obtidas para a aliquota de nivel inferior. Em relagéo
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a terceira aliquota testada, ndo foram evidenciadas diferencas entre as aliquotas de 2,0 e 3,0
mL, possuindo valores médios de absorvancia muito semelhantes (Figura 10)

Figura 10 - Influéncia das diferentes aliqutas de cloreto de aluminio (AICI;) 5% sobre as absorvancias das
amostras de matéria prima e extrato bruto de E. uniflora.
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados obtidos neste ensaio possibilitam a conclusdo de que sdo necessarias
aliquotas superiores a 1 mL para formacdo eficaz do complexo flavonoide-AlICl;,
Evidenciando que, dentre as aliquotas testadas, a aliquota de 2 mL obteve as respostas, ndo

possuindo diferencas significativas quando comparadas a aliquotas superiores.

De acordo com dados os obtidos na avaliacdo das variaveis envolvidas na
metodologia, foram estabelecidas as condi¢cdes experimentais 6timas para a quantificacdo de
flavonoides totais na matéria prima e extrato bruto de E. uniflora. As melhores condicdes para
preparagdo da amostra da matéria prima foram: solucdo hidroalcoolica a 80% como liquido
extrator; 0,5 g da droga vegetal. Os ajustes metodoldgicos selecionados para o procedimento
analitico foram: 410 nm como comprimento de onda para leitura; 2 mL de AICl; a 5% em

metanol; e, tempo de leitura apds 30 minutos de reacao.
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5.2.2 Avaliagdo de metodologias espectrofotométricas para quantificacdo de flavonoides das
folhas de E. uniflora ap6s hidrdlise &cida

A metodologia para doseamento de flavonoides apo6s hidrolise &cida é uma técnica
bastante difundida para obtencdo de dados quantitativos destes compostos. Esta técnica
fundamenta-se na determinacdo de agliconas livres ou provenientes da quebra de O-
glicosideos ap6s a hidrdlise (MARQUES, 2011; FERNANDES et al., 2012). Porém, esta
metodologia ndo é apropriada para espécies que contenham substancias C-glicosiladas, pois
estas serdo subestimadas devido ao descarte em uma das etapas do procedimento.

Neste método a etapa da hidrdlise ocorre simultaneamente a extracdo, o que justifica a
utilizacdo da acetona como solvente extrator, ja que sua polaridade intermediaria possibilitara
a extracdo das agliconas geradas pela quebra dos glicosideos. Além disso, a diminuicdo de
substancias interferentes no meio confere a metodologia uma quantificacdo mais especifica de
agliconas. Isto ocorre por que o extrato integro, apds a hidrdlise, passa pela etapa de particéo,
onde as agliconas ficardo retidas na fase orgénica, diminuindo drasticamente a quantidade de
substancias interferentes em solugéo (PETRY et al., 1998; MARQUES, 2011; FERNANDES
etal., 2012).

5.2.2.1 Otimizacao das condicBes experimentais

Preparacdo da amostra a partir da matéria-prima vegetal

Uma das principais variaveis nos processos analiticos de espécies vegetais € a
preparacdo dos extrativos, bem como a proporcdo de droga:solvente a ser utilizada neste
procedimento. Para a metodologia ap6s hidrdlise &cida esta variavel tem maior importancia,
pois nesta etapa ocorre também a quebra dos acglcares dos residuos O-glicosidicos.
Quantidades acima ou abaixo das propor¢des necessarias podem implicar em menor eficiéncia
na extracdo e/ou na hidrélise das substancias pesquisadas. Na avaliacdo da variacdo da
quantidade da droga, ndo foram encontradas diferencas significativas nas respostas analiticas
para as amostras de 0,25 e 0,5 g de droga vegetal, cujos teores de flavonoides totais foram de
1,73 g% +0,0193 (1,11%) e 1,74 g% £0,0313 (1,79%) respectivamente. Para as demais

amostras houve reducdo significativa nas respostas analiticas, o que pode ser atribuido a
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saturacdo do meio extrativo, ou até mesmo a limitagdes existentes no meio reacional (Figura
11).

Figura 11 - Teor de flavonoides totais por hidrélise acida em diferentes quantidades de droga vegetal de E.
uniflora.
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Fonte: Autoria propria.

Assim, os resultados encontrados permitiram a escolha de 0,5 g da droga vegetal para

0 prosseguimento dos ensaios.

Avaliacédo de aliquota de acido cloridrico

No teste de avaliacdo da quantidade de acido utilizado na etapa de hidrolise,
considerando as diferentes formas de preparacdo, foram testadas diferentes quantidades de
acido na matéria prima e no extrato bruto (Figura 12). Na matéria prima, a aliquota de 2 mL
apresentou aumento nas respostas analiticas, quando comparada com a quantidade de 1 mL.
Este aumento na resposta ndo foi evidenciado com a aliquota de 3 mL, que apresentou
respostas semelhantes as obtidas pela aliquota de 2,0 mL. No extrato bruto, a resposta
analitica também foi intensificada com o aumento da aliquota, neste caso de 0,5 paral mL. E

com o aumento para 2,0 mL, os teores apresentaram queda.
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Figura 12 - Influéncia das aliquotas de acido sobre os teores de flavonoides totais (TFT %) nas amostras.
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Fonte: Autoria propria.

Assim, os resultados obtidos permitiram a escolha dos volumes de 2 e 1 mL de HCI
para hidrolise da matéria prima e do extrato bruto, respectivamente. Aliquotas inferiores ndo
obtiveram as respostas maximas e as superiores mantiveram os resultados obtidos pelas
aliquotas centrais, ou apresentaram queda. Evidenciando que as aliquotas que proporcionam a
hidrélise de forma mais eficiente sdo as centrais (2 mL para matéria prima e 1 mL para o

extrato bruto), possibilitando maiores respostas analiticas.

Otimizacao das condicdes experimentais

Determinacéo de comprimento de onda

O comprimento de onda méaximo observado ap6s a complexacdo com AICI; é
dependente da estrutura da molécula e da quantidade de hidroxilas livres (PETRY et al., 2001;
MARQUES et al., 2012). Esta diferenca de maximos de absorcdo pode ser observada nos
padrdes quercetina e rutina, que possuem maximos de 425 e 410 nm, respectivamente, devido
ao comprometimento de hidroxila em C-3 (Figura 13A).

ApoOs a hidrdlise &cida as amostras apresentaram-se com maximos de absorcao
semelhantes ao padrdo quercetina, demonstrando um deslocamento no comprimento de onda
(de 410 para 425 nm) resultante da perda do residuo glicosidico presente nos flavonoides da
amostra (Figura 13B). Evidenciando uma hidrolise eficaz e a conversdo dos O-glicosideos em

agliconas. Estas agliconas possuem um numero maior de hidroxilas passiveis de complexacado
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e consequentemente maiores maximos de absorcéo, como € possivel observar nas amostras e
nas substancias quimicas de referéncia. Porém, a perda do residuo glicosidico sé apresenta
influéncia sobre os maximos quando a substituicdo ocorre dentro o sistema de complexacéo,
ou seja, nas hidroxilas vicinais. Caso contrario, a presenca de acucares é irrelevante.

Figura 13 - Espectros de Varedura para os padrdes (A) e para a matéria prima (B) por doseamento direto e 4pos
hidrdlise acida.
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Fonte: Autoria propria.

O comprimento de onda determinado através da varredura foi de 425 nm. O mesmo
maximo de absorcdo ap6s complexacdo com AICI; foi observado para todas as amostras.
Nesta etapa também foram avaliadas as fracGes, com a finalidade de verificar o

comportamento destas perante a metodologia, e evidenciar o perfil de cada fracao.
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Figura 14 - Espectros de varredura para matéria prima, extrato bruto, fragSes enriquecidas, apds hidrélise acida
e padrdo em complexacdo com AICl.
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 14 o comportamento das amostras é bastante semelhante, exibindo maximos
de absorc¢do iguais, indicando que os constituintes se distribuem também nas fracdes. Porém,
a fracdo aquosa possui um comportamento diferenciado apresentando absorvancias muito
baixas e espectro de varredura proximo de zero. O que indica pequenas concentracdes das

substancias de interesse.

Determinacéo do tempo de leitura e concentracao de AICI

A figura 15 apresenta as cinéticas de formacdo do complexo flavonoide-AlICI; nas
matrizes estudadas em diferentes niveis e concentracdo de cloreto de aluminio. A inclinacdo
das curvas evidencia um rapido aumento na resposta lida nos primeiros 10 minutos, seguido
por tendéncia a estabilizacdo na formagédo do complexo apds 20 minutos para o extrato bruto e
a partir de 30 minutos para a matéria prima. Além da manutencdo dos complexos durante o
experimento, mesmo apds a estabilizacdo. Considerando a influéncia da concentragdo de
AICI3, , a concentracdo do agente complexante que apresentou melhor desempenho foi 5%,

independente da matriz testada (droga vegetal ou extrato bruto).
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Em relacdo & matéria prima, as curvas exibem uma maior inclinagdo, e menor
uniformidade quando comparada ao extrato bruto. As matrizes também diferem quanto ao
tempo de estabilizacdo da formacdo dos complexos, na qual a matéria prima possui um tempo
superior de estabilizacdo. Este desempenho diferenciado entre as matrizes pode ser atribuido

as substancias provenientes dos diferentes modos de preparagéo dos extratos.

Figura 15 - Cinética de complexacdo do cloreto de aluminio na matéria prima e extrato bruto ap6s hidrdlise
acida.
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Fonte: Autoria propria.

Avaliacdo da aliquota de AICl3

Na avaliacdo da quantidade de cloreto de aluminio necesséria para a complexacao
eficaz, foram realizados teste utilizando diferentes aliquotas (1, 2 e 3 mL) do AICI; a 5% em
metanol. Neste sentido, foi possivel observar que mesmo diante do aumento do volume das
aliquotas do reagente, ndo houve diferengas significativas entre as respostas obtidas entre as
diferentes aliquotas do cloreto de aluminio (Figura 16), nas duas matrizes estudadas (matéria

prima e extrato bruto).
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Figura 16 - Influencia da aliquota de AICI3 5% nas absorvancias das amostras de matéria prima e extrato brudo
de E. uniflora apés hidroélise acida.
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Fonte: Autoria propria.

Estes resultados indicam que a concentracdo de AICI; presente na menor aliquota
possibilita a complexacdo com a totalidade dos flavonoides presentes em solucdo. Permitindo
a escolha da aliquota de 1 mL de AICI; para o prosseguimento dos experimentos. A aliquota
de 1 mL para a metodologia apds hidrolise diverge da metodologia de doseamento direto,
onde sdo utilizadas 2 mL de solugdo de AICILs a 5%. Esta diferenga de volumes das aliquotas
pode ser explicada pelo menor nimero de interferentes presentes na solucdo ap6s hidrdlise.
Isto ocorre porque h4& um menor nimero de substancias presentes na solugdo de analise

devido afinidade com o solvente organico na etapa de particao.

Através da otimizacdo das variaveis experimentais, foi possivel estabelecer as
condicBes experimentais adequadas para quantificacdo de flavonoides totais por hidrélise
acida na matéria prima e extrato bruto de E. uniflora. As condi¢bes estabelecidas para
extracdo foram: 0,5 g da droga vegetal utilizando 2 mL de &cido para o extrato por refluxo da
matéria prima e 1 mL para hidrdlise no extrato bruto. Para metodologia de quantificacdo de
flavonoides apds hidrolise acida foram escolhidos 425 nm como comprimento de onda de
leitura, 1 mL de AICI; a 5% em metanol, com leituras realizadas ap6s 30 minutos de reacéo,
tanto para os extratos por refluxo quanto para o extrato bruto.

Apos a selecdo das melhores condic¢Bes as metodologias estabelecidas foram validadas

seguindo os parametros estabelecidos pela RE 899.
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5.2.3 Avaliagédo de metodologia farmacopeica (HA)

A Farmacopeia Brasileira apresenta entre suas monografias uma para E. uniflora, na
qual encontra-se a quantificacdo de flavonoides por hidrdlise acida. Porém, esta metodologia
ainda ndo havia sido aplicada a derivados da espécie, como extratos brutos e fragdes.
Portanto, para definir a melhor forma de realizar o controle de qualidade da espécie através da
quantificacdo de flavonoides (tanto na matéria prima quanto nos seus derivados, extratos
brutos e fracdes), foram avaliados varios parametros da metodologia farmacopeica apés
hidrolise &cida, otimizando-os quando necessario, com a finalidade de obter melhores
performances.

Para confirmar a influéncia que as modificagcbes proporcionaram sobre a resposta da
metodologia, as condi¢des testadas neste estudo foram comparadas com a metodologia
preconizada pela monografia da pitangueira na Farmacopeia Brasileira. Os resultados obtidos
para a matéria prima demonstraram que as modifcagdes introduzidas proporcionam respostas
superiores aquelas obtidas pelo método farmacopeico. O teor médio de quercetina foi de 1,67
g% £ 0,0000 (0,0%), enquanto o procedimento farmacopeico apresentou teor médio de 1,35
0% £0,0107 (2,7%). As respostas apresentaram diferenca de 11% na resposta metodoldgica,
além de maior reprodutibilidade nas respostas (DPR%).

A avaliacdo dos teores médios obtidos para ambas as metodologias (hidrélise acida e
doseamento direto), permitiu observar também que a metodologia por doseamento direto pode
ser empregada em substituicdo a metodologia por hidrolise acida. Podendo ser tomada como
uma ferramenta alternativa para o controle de qualidade da espécie devido a vantagens, como
menos etapas operacionais e auséncia de solventes organicos.

Entretanto, o0 método de doseamento direto s6 é equiparavel a metodologia apds
hidrolise quando a andlise é realizada empregando como referéncia um padrdo que seja
representativo da classe de flavonoide majoritaria nas folhas de E. uniflora. De acordo com os
relatos na literatura, os flavonoides presentes na pitangueira sao da classe dos flavondis. Ou
seja, 0 padrdo precisa ser do tipo flavonol heterosideo, para que os teores ndo sejam sub ou
superestimados. Por este motivo, estudos acerca do padrdo/marcador mais representativo

devem ser conduzidos para uma melhor estimagao dos teores.
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5.2.3 Avaliacdo de Metodologia Analitica Para Quantificacdo de Taninos Totais

5.2.3.1 Avaliacéo de procedimento de preparacdo da amostra a partir da droga vegetal

Avaliacéo de quantidade de droga

Para determinar a melhor quantidade de droga a ser utilizada na etapa de extracéo
foram testadas diferentes massas da matéria prima vegetal (0,25-1,0 g). As respostas obtidas
evidenciaram que ndo houve diferenca significativa na resposta analitica para amostras de
0,25 e 0,5 g, com teores médios de polifenois totais de 13,04 e 12,27 g % expressos como
acido gélico, respectivamente. Estes resultados foram seguidos pelas respostas de 10,22 g%
para 0,75 g de amostra e de 9,53 g% para a amostra de 1,0 g de droga vegetal (Figura 17). Os
resultados revelam que a melhor condicdo para maior resposta em teor de polifenois e
consequentemente de taninos, foi obtido com a utilizacdo de 0,25 g de droga, portanto esta
quantidade foi escolhida para a validacdo da metodologia na matéria prima. O aumento da
quantidade de droga pode levar a menores teores de polifenois, visto que o liquido extrator
pode ser saturado e impedir a solubilizacdo de uma maior quantidade das substancias

desejadas. Isto explica os menores rendimentos apresentados pelas quantidades de 0,75 e 1,0

g.

Figura 17 - Comparac&o entre teores de polifenois totais (PFT g%) obtidos em diferentes quantidades de droga e
expressos como acido gélico.
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Fonte: Autoria prépria.
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Avaliacédo de metodologia extrativa

A metodologia de extracdo dos analitos da matriz vegetal € um ponto critico para
analise. Deve-se levar em conta a seletividade da metodologia na remocéo dos compostos de
interesse da matriz complexa, aléem das etapas operacionais e custos relacionados (COTTA et
al., 2009). A determinacdo do melhor processo de extracdo é necessaria, pois fatores inerentes
as metodologias podem interferir na eficiéncia da remocao da substancia de interesse. Neste
contexto, foram avaliadas diferentes metodologias extrativas, que se diferenciam em aspectros
como aplicacdo de temperatura e agitacdo, que sdo parametros que podem influenciar
diretamente na eficiéncia de extracdo. Portanto, para obter os melhores teores de taninos
totais, foram testados os métodos extrativos refluxo, ultrassom e maceracdo. Nesta avaliacao,
0s ensaios de precipitacdo foram realizados utilizando o p6 de pele, como recomendado pela
Farmacopeia Brasileira 5% ed..

Nesta etapa da otimizacéo, os teores foram expressos em duas diferentes substancias, o
acido galico e o pirogalol, para a analise da melhor substancia quimica de referéncia. Estas
substancias sdo comumente utilizadas para expressar teores de taninos em espécies vegetais.
No caso do acido galico, sua utilizacdo é justificada por ele ser um monémero de tanino
hidrolisavel, representando com fidelidade este tipo de substancia em espécies vegetais. Ja o
pirogalol tem seu uso difundido para expressar resultados quantitativos de taninos, devido
principalmente ao seu alto coeficiente de absorcdo especifica, e ao grande numero de
hidroxilas em sua estrutura (BUENO et al., 2012; BLAINSKI et al., 2013).

Na figura 18 pode ser observado que o método de maceragdo com agitacdo obteve
valores muito inferiores as técnicas de ultrassom e banho maria sob refluxo, indicando menor
eficiéncia deste método. As metodologias de refluxo e ultrassom obtiveram respostas
aproximadas, com teores médios de 9,2 e 8,6 g% expressos como acido galico, e de 6,26 e
6,69 g% expressos como pirogalol. Porém, a preparacdo da amostra através de refluxo
resultou em teores mais elevados para os taninos totais, como pode ser observado na figura
18, sendo a metodologia de escolha. Com 0s teores obtidos também se pode concluir que o
acido galico obtém melhores teores de taninos totais, sendo o acido galico escolhido como

substancia de referéncia da metodologia.
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Figura 18 - Comparagdo entre teores de taninos totais (TT) obtidos em diferentes métodos extrativos, expressos
em g% de acido galico.
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Fonte: Autoria propria.

Avaliacéo do tempo de leitura

Quando se trata de metodologias analiticas em que as respostas dependem do tempo
de reacdo é necessario que se determine o tempo ideal de leitura para evitarem-se erros de
mensuracdao devido a auséncia de estabilizacdo nas reacdes. Leituras realizadas em tempo
menor que o ideal podem levar subestimacdo de resultados e leituras em tempo superiores
podem levar ao decaimento das respostas devido a quebra de complexos formados ou
deslocamento de equilibrio quimico.

Neste sentido, para determinar o tempo ideal para as leituras foi realizado um ensaio
de cinética, onde as amostras preparadas foram lidas em intervalos de 5 minutos durante uma
hora.

Como pode ser observado na figura 19, ha um rapido aumento na absorvancia lida nos
primeiros 5 a 10 minutos, seguido por tendéncia a estabilizacdo na reacdo de formacédo do
cromoforo azul na reacdo de Folin Ciocalteau que atinge platé apos 15 minutos. Assim o

tempo de 15 minutos foi determinado como apropriado para as leituras da metodologia
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Figura 19 - Cinética de formacdo de croméforo através de reacdo de Folin Ciocalteau para quantificacdo de
polifenois em E. uniflora.
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Fonte: Autoria propria.

Avaliacdo da influéncia dos reagentes Folin-Ciocalteau e Na,CO3

Um dos problemas frequentemente encontrados na elaboracdo de experimentos é a
influéncia de uma ou mais variaveis sobre as respostas de interesse, e geralmente a otimizagédo
de processos e métodos se da através da avaliacdo de uma variavel por vez (univariado). Os
processos univariados possuem algumas desvantagens associadas, principalmente por
necessitar de mais tempo e materiais para que todas as variaveis sejam analisadas e por nao
conseguirem avaliar os efeitos de possiveis interacdes entre as varidveis que influenciam o
processo (CUNICO et al., 2008).

Para driblar as dificuldades dos processos univariados, podem ser utilizados
planejamentos que utilizam diversas variaveis ao mesmo tempo e com numero reduzido de
ensaios através de planejamento fatorial. Este tipo de abordagem, geralmente, é empregada
em virtude de sua eficiéncia para identificar e quantificar o efeito de dois ou mais fatores
sobre as propriedades relacionadas a uma determinada operacdo. Dessa forma, é possivel
estabelecer as combinagfes de niveis de cada fator e determinar qual(is) causa(m)
compatibilidade(s) ou incompatibilidade(s). Assim, o planejamento fatorial através de analise
de superficie de respostas, é uma coletanea de técnicas matematicas e estatisticas que tém sido
utilizadas com sucesso para desenvolver, melhorar e otimizar processos (MONTGOMERY,
1991; DAVIES, 1993; MORGAN, 1995; CUNICO et al., 2008; BARROS NETO, 2010).

Nesse sentido, anteriormente a validagdo foi realizado um experimento fatorial para

avaliar as influéncias das concentracdes de reagentes sobre a resposta analitica a fim de
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determinar como a quantidade do reagente Folin Ciocalteau e a concentragdo de Carbonato
(Na,CO3) poderiam interferir no desempenho do procedimento (Tabela 3).

Tabela 3 - Matriz do Desenho de Composto Central para avaliar a influéncia da quantidade de Folin Ciocalteau
e concentracdo de Carbonato sobre a resposta do método em absorbancia.

Variaveis Naturais Variaveis Codificadas Abs (U.A)

Folin (mL) Na,CO3(%b) Folin (mL) Na,CO3(%) Média DP DPR%
1 10,75 -1 -1 0,504 0,00208 0,41276
3 10,75 1 -1 0,611 0,00100 0,16367
1 20 -1 1 0,529 0,00551 1,04179
3 20 1 1 0,596 0,00252 0,42201
2 15 0 0 0,562 0,00100 0,17794
2 15 0 0 0,564 0,00100 0,17730
2 15 0 0 0,565 0,00306 0,54040

Fonte: Autoria propria.

As analises dos efeitos padronizados através do grafico de paretos (Figura 20) seguida
de comparagdo de médias através do Teste-t revelaram que os fatores principais (reagente de
FC e Na,CO3), quanto a interacdo dos fatores foram o0s principais responsaveis pela
variabilidade da resposta experimental (intensidade da absorvéancia), sendo estatisticamente
significativos no nivel de confianca de 95%. Considerando as intensidades dos efeitos, pode
ser observado no grafico de paretos que o fator FC foi o mais importante (+72,5),
ultrapassando a linha de significancia, seguido pela interacdo dos fatores (-16,2) e o fator
Na,COjs foi o ultimo (+4,0). Em relacdo a contribuicdo de cada um dos fatores principais (FC
e Na,COs3), os resultados apontam que o aumento dos niveis foram responsaveis por
contribuicdo positiva; ou seja, 0 aumento na concentracdo de cada um dos reagentes
proporciona aumento na resposta metodoldgica (absorvéancia lida). Por outro lado, a interacdo
entre os fatores revelou que a passagem simultanea dos niveis inferiores para 0s superiores,
desfavorece a resposta. Portanto, o resultado do ajuste conjunto é menor do que a soma da

contribuicdo individuais de cada um dos fatores.
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Figura 20 - Grafico de Paretos para efeitos padronizados do fatorial 22
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Fonte: Autoria propria.

As influéncias das variaveis sobre a resposta do método ficam mais nitidas quando
observada a superficie de respostas gerada a partir dos dados da matriz experimental (Figura
21). No que pese as contribuicdes individuais positivas dos fatores principais, concentracdo de
Na,CO3 e volume do reagente FC, a combinagao dos fatores ocasiona resposta menor do que

esperado, inclusive inferior as respostas observadas para a contribuicdo individual do FC.
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Figura 21 - Superficie de resposta para o fatorial.

Fonte: Autoria propria.

Desta forma, a analise dos dados indicam que as condi¢bes reacionais mais
apropriadas para realizacdo da reacdo sdo FC em seu nivel maximo (3 mL) combinado com
Na,CO3z em seu nivel inferior (10,75 %). Ademais, o fator deletério observado para 0 Na,COs
merece especial atengdo em razdo do nimero elevado de relatos empregando o reagente em
concentracdes superiores a 20%. Por fim, estas condi¢cdes foram adotadas para a realizacédo

dos demais estudos de avaliacdo do desempenho do método.

Avaliacéo do Agente complexante

A avaliacdo de agente complexante mais apropriado para a formagdo de complexos
com os taninos presentes na amostra foi conduzida tanto na matéria prima quanto no extrato
bruto. Os agentes testados foram 0s mais comumente relatados na literatura: caseina (de
natureza proteica), polivinilpirrolidona (PVP, de natureza ndo proteica) e PO de pele
(MONTEIRO et al., 2005; SOARES et al., 2006).

A investigacdo do perfil de complexacdo de taninos tem papel importante no
desempenho da metodologia geral de quantificacdo de taninos por Folin Ciocalteau. As
condigdes reacionais podem interferir na afinidade e na estabilidade dos complexos formados

entre 0 agente complexante e os taninos, podendo apresentar variagdes significativas na
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resposta analitica a drogas e compostos diferentes. Por esta razdo os métodos ndo podem ser
diretamente transpostos para drogas diferentes e muitas vezes a mesma eficicia ndo pode ser
observada para 0s mesmo agentes precipitantes. Embora a busca por agentes precipitantes
universais seja relatada na literatura (SOARES, 2002; VERZA, 2006; 2008), o emprego do
p6-de-pele permanece como um dos agentes mais usados até os dias de hoje.

No que pese a significativa afinidade que o po-de-pele apresenta pelos taninos, sua
variabilidade intrinseca e o elevado custo de aquisi¢do tem estimulado a pesquisa por novos
agentes precipitantes; Entre as macromoléculas mais estudas destacam-se a caseina e a
polivinilpirrolidona (PVP), e estes agentes precipitantes de taninos tem sido a mola motora
para a investigacao e a proposicao de agentes precipitantes alternativos para a quantificacéo
de taninos (SOARES et al., 2006; VERZA, 2006).

Os dados deste estudo permitiram determinar o agente complexante mais apropriado e
a melhor concentracdo para a metodologia de quantificagdo de taninos em folha de
pitangueira.

Os resultados obtidos para a anélise avaliacdo do agente complexante para a matéria
prima, tanto em absorvancia (Figura 22) quanto em teores de taninos totais (Figura 23A),
apresentaram comportamentos semelhantes para o p6 de pele e para o0 PVP. O desempenho
destas duas substancias evidencia que elas foram mais eficientes na formagédo dos complexos
com os taninos, apresentando menores absorvancias. Foi possivel observar também que as
méaximas respostas foram obtidas a partir de 150 mg dos agentes complexantes PVP e pé de
pele, ndo havendo diferencas significativas em quantidades superiores. Ja a caseina nao foi
capaz de formar complexos com todos o0s taninos presentes, mesmo nas concentragdes mais

altas, ainda que superiores as concentraces das outras macromoléculas.
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Figura 22 - Absorvancias da fracdo ndo adsorvida nos agentes complexantes da matéria prima em diferentes
concentragdes.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 23 - Teor de taninos totais da matéria prima (A) e do extrato bruto (B) de acordo com diferentes agentes
complexantes.
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Fonte: Autoria propria.

Os dados obtidos para a andlise do extrato bruto evidenciaram comportamento
semelhante ao observado para a analise da droga vegetal. Novamente, 0 emprego de po6-de-
pele e PVP foram mais eficazes na formagao e manutencdo dos complexos formados com o0s
taninos. Os dados também permitiram observar que nas amostras adicionadas de 100 mg de
PVP ou do pd-de-pele como complexante, ndo houve mais modificagcdes significativas nas
resposta do método para o teor de taninos totais (Figura 23B). O mesmo ndo ocorre para a
caseina que, além da menor capacidade de sequestrar taninos, apresenta reversdo do equilibrio
dos complexos em proporcBes mais elevadas (a partir de 300 mg).

A figura 24 apresenta os valores em absorvancia dos resultados para avaliagdo do

extrato bruto.
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Figura 24 - Absorvancias obtidas para o extrato bruto na fracdo ndo adsorvida de acordo com diferentes agentes
complexantes.
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Alguns estudos evidenciaram que o emprego de polimeros sintéticos, tais como
polivinilpirrolidona e polietilenoglicol, podem obter maior efetividade como complexantes de
taninos do que alguns derivados proteicos (LUCK et al., 1994; SOARES, 2002; VERZA,
2006; 2008). O mecanismo para a complexacdo do PVP com os polifenois é associado a
estrutura altamente hidrofilica do PVP, o que leva a formacdo de ligacGes de hidrogénio entre
estas substancias (VERZA et al., 2008). Perante os resultados obtidos foi possivel observar
que o PVP apresentou performances sem diferencas significativas das obtidas pelo pé de pele,
que é o complexante utilizado pelo método geral.

O PVP tem recebido grande destaque pelo fato de que, ao contrario da maioria dos
derivados proteicos, os complexos formados entre polifendis e povidona sao geralmente mais
estaveis a variacdes tal como de pH. Os relatos na literatura demonstram que a povidona
apresenta maior eficiéncia na formacéo de complexos com taninos, do que outras substancias,
tais como caseina, gelatina e albumina sérica bovina (LUCK et al., 1994, FICKEL et al.,
1999).

Levando em consideragdo as vantagens do PVP, tal como maior capacidade de
complexagdo com taninos que a caseina, a baixa variabilidade experimental, homogeneidade,
e, baixo custo quando comparado ao po-de-pele; a macromolécula foi escolhida como agente
complexante para os demais ensaios de avaliagdo da metodologia de quantificagdo de taninos

na matéria prima vegetal e no extrato bruto das folhas da pitangueira.
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5.2.4 Validagdo das Metodologias Analiticas por Espectrofotometria UV-Vis

5.2.4.1 Linearidade

No que se refere a metodologias analiticas o ensaio de linearidade desponta um
importante papel, pois a partir das curvas de calibracdo é possivel a determinacdo de um
modelo matematico que estabelece relagdes entre a resposta instrumental e a concentracéo do
analito nas determinadas faixas de estudo. Neste sentido, o ensaio de linearidade reflete a
capacidade do método de obter respostas diretamente proporcionais a presenca do analito em
intervalos especificos (RIBEIRO et al., 2007; CASSIANO et al., 2009).

Curvas analiticas para os padroes

Para o método de quantificacdo de flavonoides por doseamento direto foram
elaboradas as curvas de calibracdo dos padr@es rutina e quercetina. As curvas analiticas foram
elaboradas em triplicata, gerando trés curvas independentes para cada padréo, nas faixas de 4
a 12 pg/mL para a quercetina e de 8 a 28 pg/mL para a rutina (Figura 25). Em relacdo ao
método apos hidrolise acida, também foram geradas trés curvas para o padrdo quercetina na

faixa de 3a 11 pg/mL. E a curva média obtida esta representada graficamente na Figura 26.

Figura 25 - Curvas de linearidade médias da rutina (A) e quercetina (B) pelo método de doseamento direto.

08 0,7 -
y = 25,048x - 0,0145 ’ y =51,1x - 0,0125

0,7 - 06 -
3 0,6 - 20,5 )
o 0,5 1 S
-G ~— 074 4
<% 0’4 ] g
03 - § 0%
38 | S 02
< 02 g

0,1 < 0,1

0,0 T T 1 0,0 T T 1

0 0,01 0,02 0,03 0 0,005 0,01 0,015
Concentracéo (ug/mL) A Concentracéo (ug/mL) B

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 26 - Curva de calibragdo média da quercetina.
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Em relacdo a metodologia de quantificacdo de taninos totais, uma curva analitica foi
construida para o acido galico, empregando as condicdes experimentais 6timas escolhidas
pelo ensaio fatorial. O ensaio realizado em triplicata originou trés curvas independentes para o
padrdo, nas faixas 1 a 7 ug/mL. A curva média esta representada na figura 27.

As curvas obtidas para os padrdes nas trés diferentes metodologias foram analisadas
pelo método estatistico ANOVA, a qual forneceu os resultados da analise de regressdo linear,

0S quais encontram-se descritos na Tabela 4.

Figura 27 - Curva de calibragdo média do padrdo &cido galico.
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados da anélise de regressdo linear evidenciaram que as substancias estudadas
apresentam linearidade nas faixas de concentracdo estudadas, apresentando coeficientes de
determinacéo superiores a 0,99, como o preconizado pela legislagdo. Ou seja, mais que 99%

das respostas obtidas podem ser explicadas pelos modelos obtidos nas metodologias,
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indicando que as respostas obtidas séo diretamente proporcionais as concentra¢des analisadas.
Na tabela 4 podem ser encontrados os valores de R? e do teste F obtidos na regresséo linear
dos padrbes nas metodologias propostas. O teste F indica variagdes nas respostas perante a
variacdo da concentracdo, e além disso, faz inferéncia sobre os valores dos residuos. Valores
calculados superiores aos tabelados indicam que os residuos possuem distribui¢cdo normal. A
andlise dos residuos e do ajuste (Apéndice A) entre a resposta obtida e a resposta prevista pelo

modelo indicam que ndo houve falta de ajuste nas médias.

Tabela 4 - Anélise estatistica realizada para as curva analiticas médias dos padrdes.

Parametro Flavonoide_s !:Iavgnoipl e_s Taninos Totais
Doseamento Direto Hidrolise Acida
Quercetina Rutina Quercetina Acido Gélico
R2 0,9955 0,9984 0,9975 0,9966
F 2561,727 4533,118 4347,920 5348,043

a: 0,05. Fonte: Autoria propria.

Curvas analiticas para as amostras de Matéria Prima (MP) e Extrato Bruto (EB)

Em relacdo a quantificacdo de flavonoides por doseamento direto, os estudo de
linearidade foi realizado nas faixas de 0,6 - 1,6 mg/mL para a matéria prima e de 0,16 - 0,48
mg/mL para o extrato bruto. As curvas analiticas foram construidas em triplicata e as
respectivas curvas médias podem ser observadas na figura 28. Os resultados da analise de
regressdo linear demonstram a alta correlacdo apresentada pelo R2, tanto para matéria prima

quanto para o extrato bruto.

Figura 28 - Curvas de linearidade da matéria prima (A) e extrato bruto (B) na metodologia de quantificacdo de
flavonoides por Doseamento Direto.
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Nas andlises realizadas empregando a técnica com hidrélise acida para quantificagao
de flavonoides, as linearidades foram avaliadas nas faixas de 0,8 a 2,3 mg/mL para a matéria
prima; e, de 0,36 a 0,96 mg/mL para o extrato bruto. A curva média apresentada na figura 29

evidencia que as respostas também foram lineares nas faixas estudadas.

Figura 29 - Curvas de linearidade médias da matéria prima(A) e extrato bruto (B) na metodologia de
quantificacdo de flavonoides apds Hidrélise Acida.
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Fonte: Autoria propria.

Em relacdo a metodologia de quantificacdo de taninos totais, o ensaio de linearidade
também forneceu respostas analiticas que se apresentaram comportamento linear nas faixas

estudadas (figura 30).

Figura 30 -Linearidades médias da metodologia de Taninos Totais na matéria prima (A) e extrato bruto (B) das
folhas de E. uniflora.
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Fonte: Autoria propria.
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Na tabela 5 estdo resumidos os dados obtidos na regressdo linear obtidos para as trés
metodologias propostas nas duas matrizes estudas. Os dados apresentados evidenciam as altas
correlagcdes obtidas nas curvas de linearidade para a matéria prima e extrato bruto nas
metodologias propostas. O teste F mostra a significancia destes resultados, apontando as
respostas sofrem alteracGes expressivas com a alteracdo das concentragdes. Os valores de F
calculados superiores aos tabelados indicam auséncia de falta de ajustes para as médias.

Tabela 5 - Andlise de Variancia (ANOVA) realizada para as curva analiticas médias dos padrdes.

Flavonoides Flavonoides ] ]
| Taninos Totais
Doseamento Direto Hidrolise Acida
Parametro MP EB MP EB MP EB
R2 0,9983 0,9991 0,9968 0,9988 0,9984 0,9975
F 4277495 10366,22 2920,312 5747,808 6054,96 2341,689

Fonte: Autoria propria.

Os dados de regressao linear, a plotagem dos residuos e ajuste entre as respostas estao

sumarizados no Apéndice A.

5.2.4.2 Limites de Deteccdo e Quantificacao

Os limites de deteccéo e quantificacdo foram calculados a para os padrdes a partir dos
dados de suas respectivas das curvas de calibracdo. Assim, a metodologia para quantificagéo
de flavonoides por doseamento direto apresentou limites de deteccdo e quantificacdo de
0,0094 pg/mL e de 0,0286 pug/mL para a rutina; e de 0,0138 pg/mL e de 0,0419 pug/mL para a
quercetina.

Na metodologia de quantificacdo de flavonoides apo6s hidrolise éacida, os valores
encontrados foram de 0,094 mg/mL como limite de detec¢do e de 0,0286 pg/mL como limite
de quantificacdo. Curiosamente, os dados encontrados para o padrdo de quercetina foram os
mesmos em ambas as metodologias; O achado evidencia que, apesar das fontes de variacéo
inerentes aos metodos espectrofotométricos, a resposta metodologica apresenta dependencia
importante do analito e do agente complexante. No que pesem as diferencas
operacionais/reacionais de cada uma das metodologias, a formagdo do complexo apresentou

elevada robustez frente as variaveis experimentais..
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J& para a metodologia de quantificacdo de taninos totais, os resultados encontrados
para os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,2694 pug/mL e de 0,8166 pg/mL para o
acido gélico.

Portanto, estes sdo os valores minimos que podem ser detectados e quantificados com
precisdo e exatidao pelas metodologias propostas para o doseamento de flavonoides e taninos

totais por espectrofotometria UV-VIS.

5.2.4.3 Especificidade/Seletividade

A especificidade/seletividade representa a capacidade da metodologia de detectar as
substancias de interesse na presenca de interferentes. Para confirmar a
seletividade/especificidade dos métodos testados, foi utilizado o método de adi¢do do padréo.
Os resultados encontrados evidenciaram o paralelismo entre as retas obtidas, o que demonstra
a capacidade dos métodos de detectar seletivamente as substancias pesquisadas nas matrizes
estudadas (matéria prima e extrato bruto). O paralelismo das retas (linearidade e
especificidade) pode ser observado graficamente nas figuras 31 e 32 e pela semelhanca entre
coeficientes angulares (Tabela 6), evidenciando a habilidade das metodologias de obter

respostas para as substancias de interesse.

Tabela 6 - Equacdes das retas obtidas para os ensaios de especificidade e linearidade.

Linearidade Especificidade

y =0,4998x + 0,1357 (Rutina)
y =0,4903x + 0,127 (Quercetina)
y =1141,2x + 0,5919 (Rutina)
y = 1485,8x + 0,204 (Quercetina)

MP y =0,4691x - 0,0473
Flavonoides DD
EB y =1227,5x + 0,0232

Clavonoides o MP Y =0.3131x +0,0136 y = 0,3349x + 0,2437
EB  y=07881x - 0,0496 y = 0,8305x + 0,1796
Taninos Tois | MP Y= 00107x+0,0442 y = 0,0093x + 0,3104
EB  y=0,0294x +0,1355 y = 0,0324x + 0,2963

DD — Doseamento direto; HA — Hidrélise acida.
Fonte: Autoria propria.



Figura 31 - Curvas de especificidade e linearidade obtidas por Doseamento Direto (1), Hidr6lise acida (2), Taninos totais (3) na matéria prima.
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Figura 32 - Curvas de especificidade e linearidade obtidas por Doseamento Direto (1°), Hidrélise acida (2°), Taninos totais (3”) no extrato bruto.
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As metodologias avaliadas apresentaram a mesma resposta para os padroes mesmo
quando adicionados dos componentes da matriz. Estes resultados confirmam a capacidade dos
métodos espectrofotométricos avaliadas de quantificar especificamente a(s) substancia(s) de
interesse presentes nas amostras mesmo na presenca de outros componentes da matriz,

confirmando a seletividade/especificidade dos métodos.

5.2.4.4 Precisao

Uma das principais etapas na avaliagdo da confiabilidade de um método é a
verificacdo dos resultados quando operados sequencialmente, com a finalidade de observar se
estes se repetem. Esta etapa denomina-se precisdo, e esta pode ser avaliada através de
repeticdes sistémicas e sob situacBes adversas (LEITE, 2008; RIBANI, et al., 2008). Neste
ensaio de precisdo, as metodologias propostas foram avaliadas em dois niveis, a repetibilidade

e a precisdo intermediéria.

Repetitividade

No caso da repetitividade ou precisdo intracorrida, é avaliado o grau de concordancia
das respostas metodoldgicas obtidas por um mesmo analista e dia (repeticdo sistémica). Os
dados encontrados para as absorvancias e para o0s teores encontram-se resumidos na tabela 7.
Em todos os casos, as variabilidades observadas através dos DPR, encontram-se dentro do
limite requisitado pela legislagdo. De acordo com a RE 899, as metodologias devem
apresentar DPR maximo de 5%. Tanto a matéria prima quanto o extrato bruto obtiveram
resultados satisfatérios no que diz respeito a este ensaio. Os teores médios encontrados nas
amostras para flavonoides totais por Doseamento Direto foram expressos em g% de

quercetina e rutina (Tabela 7).

Na metodologia de quantificacdo de flavonoides apds hidrélise &cida, os resultados
foram expressos em g% de quercetina, pois o processo de hidrolise retira as possiveis cadeias
glicosidicas existentes no composto da espécie, sendo necessario que 0s resultados sejam
expressos atraves de uma aglicona (Tabela 7). Tanto a matéria prima quanto o extrato bruto

obtiveram resultados adequados no quesito repetitividade.
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Para a metodologia de quantificacdo de taninos totais, o padrdo escolhido para
expressar 0s resultados obtidos foi o acido gélico, onde esta substancia € representativa da
espécie de taninos existentes nas folhas de E. uniflora, os taninos hidrolisaveis, e sendo um
correspondente proximo da realidade por estar presente na amostra. Tanto a matéria prima
quanto o extrato bruto obtiveram resultados satisfatorios na avaliacdo deste pardmetro, como

pode ser observado na tabela 7.

Tabela 7 - Dados de Repetibilidade para as metodologias de Doseamento direto, hidrdlise 4cida e taninos totais.

Método
Flavondides (DD) Flavondides (HA) Taninos

Matriz Abs Teor Teor Abs Teor Abs Teor

(UA) (9%)" (9%)° (UA) (9%) (UA) (9%)
Matéria 0,421 + 1,821+ 0,97 = 0,477 £ 1,72 + 0,415+ | 10,121 ¢
prima 0,0044 0,0190 0,0099 0,0071 0,0257 | 0,0065 | 0,1584

(1,05) (1,05) (1,05) (1,49) (1,49) (1,57) (1,57)
Extrato 0,407 + 4,905+ 2,54 + 0,442 + 3,905+ | 0,381+ | 21,116+
Bruto 0,0044 0,0525 0,0272 0,0044 0,0038 | 0,0053 | 0,0294

(1,07) (1,07) (1,07) (0,99) (0,99) (1,39) (1,39)

DD — Doseamento direto; HA — Hidrolise &cida.

Os resultados foram expressos como Média + Desvio padrao (Desvio Padrdo Relativo).
(9%) de Rutina; >(g%) de Quercetina;

Fonte: Autoria prépria.

Precisdo Intermediaria

Na precisdo intermediaria, ou precisdo intercorrida, sdo avaliadas as concordancias
entre os resultados obtidos por analistas diferentes em dias diferentes. Para este ensaio a
legislacdo preconiza que os valores de DPR estejam abaixo de 5%. Portanto, os dados
encontrados permitem afirmar que as metodologias propostas para quantificacdo de
flavonoides e taninos totais podem ser consideradas precisas, pois atendem aos requisitos
determinados pela RE 899, como pode ser observado na tabela 8.

A média global das 12 determinacfes em diferentes dias e operadores para 0 ensaio
com a MP foi de 1,82 g% e 0,94 g%, de 2,59 g% e 5,00 g% para o EB, em relacdo a
quercetina e rutina, respectivamente. Com desvios padrdes relativos menores que 5%, estando

de acordo com o preconizado pela RE 899.
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A resposta média dos teores das determinacdes em diferentes dias e operadores para o
ensaio com a matéria prima foi de 1,68 g%, e no extrato bruto foi de 3,90 g%, expressos em
quercetina na metodologia apods hidrolise acida; com desvios padrdo relativos de 1,98% e
4,01%, respectivamente, estando os resultados de acordo com o preconizado pela RE 899.

O teor de taninos totais referente a média das 12 determinacdes em diferentes dias e
operadores para 0 ensaio com a matéria prima, foi de 9,86 g% expresso em acido galico, com
desvio padrao relativo de 0,60%. Em relacéo ao extrato bruto, a média global foi de 21,06 g%
expressos em acido galico, e desvio padrdo relativo de 1,94%.

Os resultados obtidos evidenciam que as metodologias desenvolvidas possuem
precisdo compativel as finalidades propostas, evidenciando a concordancia entre as respostas

obtidas mesmo com diferentes dias e diferentes operadores.



Tabela 8 - Dados de precisao intermediaria obtidos pelas metodologias de quantificacdo de flavonoides e taninos por espectrofotometria.
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Flavonoides Flavonoides Taninos totais
Doseamento Direto Hidroélise acida
Amostras Q (9%) R (9%) TFT(9%) TT(9%)
OP1 0,90+0,0022(0,24)  1,83+0,0043(0,24) 1,73 +0,0181 (1,04%) 10,13+ 0,1078 (1,06%)
D1
OP2 0,93+0,0144(1,54)  1,83+0,0283(1,54) 1,66 + 0,0042 (0,25%) 9,68+ 0,0714 (0,74%)
MP
OP1 0,96+0,0056(0,59)  1,88+0,0111(0,59) 1,67 £0,0271 (1,62%) 9,85+ 0,0795 (0,81%)
D2
OP2 0,94+0,0072(0,76)  1,85+0,0142(0,76) 1,71 £0,0108 (0,63%) 9,80+0,1362 (1,39%)
OP1 2,61+0,0841(3,21) 5,04+0,1621(3,21) 3,93+ 0,0230 (0,59%) 21,00+0,3891 (1,85%)
D1
OP2 2,53+0,0130(0,51)  4,88+0,0251(0,51) 3,65 +0,0230 (0,63%) 21,39+0,5100 (2,38%)
EB
OP1 2,64+0,0651(2,46)  5,09+0,1254(2,46) 4,06+ 0,0175 (0,43%)  21,10+0,2060 (0,97%)
D2
OP2 2,58+0,0676(2,61)  4,98+0,1303(2,61) 3,94+ 0,0533 (1,35%) 20,77+ 0,0415 (1,99%)

Q = quercetina; R=rutina; TFT = Teor de flavonoides totais expressos como quercetina; TT = Taninos totais expressos como acido galico. Fonte: Autoria

Propria.
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5.2.4.5 Exatiddo/Recuperacéo

A exatiddo é o ensaio que reflete a concordancia entre os valores obtidos
experimentalmente e os valores verdadeiros presentes nas matrizes analisadas (LEITE, 2008).
De forma a determinar a exatiddo das metodologias desenvolvidas ou avaliar se os resultados
refletem os valores reais presentes nas amostras, estas foram fortificadas com os padrdes e o
parametro da exatiddo foi calculado a partir da recuperacdo do conteudo total pesquisado na
metodologia proposta.

Para a metodologia de quantificagdo de flavonoides totais por Doseamento Direto na
matéria prima vegetal foram obtidos valores de recuperacdo de 96 a 98% utilizando
quercetina; e, de 100 a 101% utilizando rutina. Em relacdo ao extrato bruto, os valores obtidos
foram de 93 a 98% utilizando quercetina, e de 93 a 98% quando utilizada a rutina.

Para a metodologia de quantificacdo de flavonoides totais ap6s hidrolise acida para a
matéria prima foram obtidos valores de recuperacéo entre 92 e 98%, e de 96 a 103% para 0
extrato bruto, utilizando quercetina como padréo.

Ja para a quantificacdo de taninos totais, foram encontrados valores de recuperacao
104 a 107% para a matéria prima no extrato por refluxo e de 95 a 99% para o extrato bruto,
ambos utilizando acido gélico como padréo.

A partir destes resultados, pode-se inferir que os procedimentos quantitativos
propostos estdo em conformidade com os requisitos priorizados pela legislacdo em vigor,
fornecendo resultados confiaveis, principalmente quando levado em conta a natureza

complexa da matriz vegetal.

5.2.4.6 Robustez

Para avaliar a robustez, foram utilizadas pequenas e deliberadas variacdes nas
metodologias analiticas. Dessa forma, os parametros avaliados (diferentes fabricantes de
solvente; a realizacdo da leitura espectrofotométrica em dias diferentes; a presenca ou
auséncia de luz; e, diferentes equipamentos, diferentes concentraces de reagente, no caso da
metodologia de doseamento de taninos totais no extrato bruto) ndo afetaram
significativamente os teores encontrados, indicando que 0s métodos propostos séo resistentes

a alteracGes nas condigdes propostas. Os resultados estdo resumidos nas tabelas 9 e 10.



Tabela 9 - Dados de Robustez obtidos para a matéria prima.
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Flavonoides Doseamento Direto

Flavonoides Hidrélise Acida

Taninos Totais

Parametros Q(g%) R(g%) TFT (9%) (9%0)

Luminosidade Auséncia de luz 0,93 £ 0,0181 (1,94) 1,80 + 0,0350 (1,94) 1,64 +0,0273 (1,66) 9,59 + 0,1077 (1,12%)
Presenca de luz 0,92 £ 0,0170 (1,84) 1,78 £ 0,0328 (1,84) 1,68 +0,0704 (4,18) 10,15 + 0,0935 (0,92%)
Estabilidade da SE Dia 1 0,92 +0,0170 (1,84) 1,78 +0,0328 (1,84) 1,68 £ 0,0704 (4,18) 9,59 + 0,1077 (1,12%)
Dia 3 0,96 + 0,0216 (2,25) 1,85+ 0,0417 (2,25) 1,69 £ 0,0312 (1,84) 9,58 + 0,0142 (0,14%)
Espectrofotometro Thermoscientific 0,98 £ 0,0207 (2,12) 1,88 + 0,0400 (2,12) 1,74 £ 0,0535 (3,07) 9,46 + 0,2155 (2,27%)
Micronal 0,98 +0,0220 (2,23) 1,90 + 0,0425 (2,23) 1,68 £ 0,0704 (4,18) 9,59 + 0,1077 (1,12%)

Solvente Vetec 0,95 + 0,0140 (1,46) 1,84 +0,0270 (1,46) 1,67 £0,0271 (1,62) -

Dinémica 0,92 +0,0170 (1,84) 1,78 £ 0,0328 (1,84) 1,68 + 0,0704 (4,18) -

Q = quercetina; R=rutina; TFT = Teor de flavonoides totais expressos como quercetina; TT = Taninos totais expressos como acido galico.

Tabela 10 - Dados de Robustez obtidos para o extrato bruto.

Flavonoides Doseamento Direto

Flavonoides Hidrélise Acida

Taninos Totais

Pardmetros Q(g%) R(g%) TFT (g%) (9%)
Luminosidade Auséncia de luz 2,57 £0,0072 (0,28) 4,95 + 0,0239 (0,28) 4,34 +0,1253 (2,88) 21,31 £+ 0,034 (1,60%)
Presenca de luz 2,54 +0,0219 (0,84) 4,91 + 0,0423 (0,86) 4,26 + 0,0394 (0,92) 21,71 £ 0,059 (2,73%)

Estabilidade da SE
Espectrofotémetro

Solvente

Concentracéo de
Na,COj;

Dial
Dia 3
Thermoscientific

Micronal

Vetec
Dinamica

10,75%
15%

2,57 +0,0072 (0,28)
2,67 +0,0130 (0,49)
2,52 +0,0191 (0,76)
2,47 +0,0321 (1,30)
2,59 + 0,0187 (0,72)
2,57 +0,0072 (0,28)

4,95 +0,0239 (0,28)
5,14 + 0,0706 (0,49)
4,86 + 0,0368 (0,76)
4,76 +0,0618 (1,30)
5,00 + 0,0361 (0,72)
4,95 +0,0239 (0,28)

4,26 +0,0394 (0,92)
4,18 +0,0394 (0,35)
4,11 +0,0645 (1,55)
4,15 +0,0413 (0,99)
4,22 +0,0304 (0,72)
4,26 +0,0394 (0,92)

21,96 + 0,037 (1,69%)
21,75 + 0,018 (0,84%)

Q = quercetina; R=rutina; TFT = Teor de flavonoides totais expressos como quercetina; TT = Taninos totais expressos como acido galico.
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Os meétodos propostos mostraram-se robustos dentro das variagbes a que foram
submetidos. Nenhuma das varidveis introduziu variabilidade superior ao limite preconizado
pela legislacdo (RSD <5%). Além disso, é possivel observar que os valores obtidos no ensaio
de robustez foram semelhantes aqueles encontrados para os testes de precisdo. Maior
variabilidade foi observada para 0s ensaios de exposi¢do a luminosidade e de estabilidade,
indicando que os ajustes metodoldgicos foram satisfatorios e que ndo necessitam de ajustes ou

de cuidados excessivos em relacdo aos passos analiticos.

5.2.5 Avaliagéo quantitativa nas fragoes

Com as metodologias validadas e asseguradas de que as respostas analiticas sdo
confiaveis, foi possivel a aplicagdo destas na andlise quantitativa de flavonoides e taninos
também nas fracdes enriquecidas. Os resultados encontrados estdo sumarizados na tabela 11.

De acordo com os resultados encontrados, a operacdo de fracionamento a partir dos
extratos brutos proporcionou enriquecimento das fragdes obtidas. A fragdo obtida com acetato
de etila (FAc) foi a que resultou em maior enriquecimento em flavonoides. O incremento no
teor de flavonoides na FAc foi superior 200% em relacdo ao teor de flavonoides observado
para 0 EB na metodologia de doseamento direto. Levando em consideracdo que a cada 1g de
EB, cerca de 49,05 mg sejam correspondentes a flavonoides (4,90% expressos em g% de
rutina) e a FAc obteve teores de flavonoides entre 17,72%, relativos a 177,2 mg/g de fracéo
demonstrando grande enriquecimento. Foram observados na fragdo hexanica teores
semelhantes aos encontrados no EB, com aproximadamente 45 mg de flavonoides a cada
grama de fracdo hexano. Na fracdo aquosa foram encontradas quantidades muito pequenas de
flavonoides, cerca de 6,5 mg/g de fracdo.

Na metodologia ap6s hidrolise acida os teores obtidos tiveram respostas semelhantes
as obtidas por doseamento direto. Possuindo a mesma ordem crescente nos valores dos teores
de flavonoides para as fragdes, onde o teor de quercetina na FAq < FH < FAC.

Estes resultados indicam que parte dos flavonoides presentes na amostra podem
apresentar-se na forma de heterosideos ou como flavonoides polihidroxilados, ja que estes
compostos possuiram maior afinidade com o solvente de polaridade intermediaria acetato de
etila. Essa maior afinidade com o solvente de polaridade intermediaria pode explicar o porqué
que os flavonoides foram melhor extraidos com a solugdo hidroalcoolica de maior proporgcao

(80%), com maior carater organico entre as testadas.
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Para a avaliacdo analitica dos teores de taninos totais nas fragdes, as repostas
apresentam-se de forma semelhante aos teores obtidos para flavonoides, onde é possivel
observar que as fracBes seguiram a mesma ordem crescente nos teores: FAq < FH < FAc. A
fragdo aquosa apresentou 0s menores teores de taninos, equivalentes a 34,5 mg/ de fracédo (g%
de &cido gélico). Estes resultados ainda s&o consideraveis, visto que a espécie é rica em
taninos.

A fracdo hexano obteve teores relativamente proximos aos obtidos para o extrato
bruto. No extrato bruto foram obtidos cerca de 211 mg/g de taninos expressos em &cido
gélico, enquanto que a fracdo hexano obteve 186 mg/g. Esses resultados indicam que a fracéo
hexano néo foi enriquecida com os taninos. Devido a alta lipofilia deste solvente, apenas parte
das substancias foi extraida por este solvente além das substancias gordurosas, em razao da
baixa afinidade dos taninos com o hexano.

A fracgdo acetato de etila apresenta maiores teores de taninos em sua matriz. A FAC
apresenta aproximadamente o dobro dos teores apresentados pelo o EB, com cerca de 466
mg/g de taninos, demonstrando a eficiéncia na operacdo de enriquecimento. Isto acontece em
virtude da maior afinidade dos compostos polifendlicos presentes na matriz com o acetato de
etila.

Estes dados indicam que as metodologias propostas podem ser aplicadas com
facilidade ao controle de qualidade das fracGes obtidas do extrato bruto, servindo também
como forma de avaliagdo das etapas de transformagcdo, como o
enriquecimento/fracionamento, estratégia utilizada com frequéncia para elevar o teor das

substancias ativas presentes em extratos.
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Tabela 11 - Determinacéo de teores de flavonoides e taninos por espetrofotometria nas fracoes enriquecidas de E. uniflora.

Flavonoides Flavonoides ) _
Doseamento Direto Hidrolise acida Taninos fotais
Amostras Abs (UA) Q (g%) R (g%) Abs (UA) TFT(g%) Abs (UA) TT(g%)

0,407 £0,0044 2,54 +0,0272 4,905+0,0525 0,442 +0,0044 3,905+ 0,0038 0,381 +£0,0053 21,116 + 0,0294
=B (1,07) (1,07) (1,07) (0,99) (0,99) (1,39) (1,39)

0,054 +0,0015 0,34+0,0095 0,65+0,0361 0,026 £+ 0,002 0,220 £ 0,017 0,031 + 0,004 3,45 £ 0,4585
FAQ (2,79) (2,79) (2,79) (7,69) (7,69) (13,28) (13,28)

1,471+£0,0210 9,19+0,0131 17,72+0,0253 1,574+0,0025 13,800 +0,0220 0,509 + 0,0065 46,63 £+ 0,6008
FAC (1,43) (1,43) (1,43) (0,15) (0,15) (1,28) (1,28)

0,374 +0,0030 2,33+0,0187 4,50+0,0361 0,603+0,0028 5,29+0,0253 0,169 +0,0060 18,64 + 0,6638
a (0,80) (0,80) (0,80) (0,47) (0,47) (3,55) (3,55)

Q = quercetina; R=rutina; TFT = Teor de flavonoides totais expressos como quercetina; TT = Taninos totais expressos como acido galico.
Fonte: Autoria Propria.
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5.3 QUANTIFICACAO DE TANINOS E FLAVONOIDES POR CLAE-DAD

5.3.1 Desenvolvimento de metodologia CLAE-DAD para quantificagdo de acido gélico, &cido
elagico e flavonoides presentes na matéria prima, extrato bruto e fracGes das folhas de E.

uniflora

Para a obtencdo do perfil cromatografico por CLAE foi necessario o desenvolvimento
do um método de separacdo. Através de modificagdes nos pardmetros possiveis, as condicoes
estabelecidas foram coluna de fase reversa C;g3 com 25 cm, metanol e agua purificada
acidificadas com acido trifluoro acético na propor¢cdo de 0,05%, tempo de corrida de 31
minutos e fluxo de fase moével de 0,8 mL/minuto utilizando modo gradiente como mostrado

na tabela a seguir.

Tabela 12 - Método gradiente utilizado na analise por CLAE do extrato bruto das folhas de E. uniflora.

Tempo (minutos) Proporcao de fase B (metanol)
0 10%
10 25%
15 40%
25 75%
30 75%
31 10%

Fonte: Autoria prépria.

O método foi estabelecido ap6s a separacdo eficiente das substancias presentes na
matriz vegetal, considerando picos resolvidos, simétricos e ausentes de fronting ou tailing.
Como pode ser visualizado na Figura 33, 0s picos apresentaram simetria tanto para 0s
cromatogramas da matéria prima e quanto do extrato bruto, permitindo reconhecer e
identificar as substancias conhecidas nas amostras. A identificacdo das substancias foi
realizada por comparagdo com os tempos de retencgéo e respectivos espectros de varredura.

As andlises cromatograficas do extrato bruto e da matéria prima permitiram separar e
identificar o de acido galico, com tempo de retencdo de aproximadamente 8,7 minutos; e 0
acido elagico, com tempo de retencdo de 25,1 minutos; ambas as substancias reconhecidas

como mondmeros de taninos hidrolisaveis. A confirmagdo da identidade foi realizada pela
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comparacao com os dados cromatograficos dos padrdes e pela anélise de amostras fortificadas
com os padrdes. Deste modo, as é&reas correspondentes aos padrdes nas amostras
apresentaram aumento das respectivas areas com manutencdo dos espectros de varredura
tipicos.

Também foram detectadas substdncias com espectros tipicos para flavonoides,
nomeados flavonoides 1, 2 e 3 de acordo com a ordem de detec¢do (com tempos de retencéo
de aproximadamente 22,2, 23,3 e 24,5 minutos, respectivamente). Os espectros destes
compostos flavonoidicos foram comparados com espectros de outros flavonoides presentes na
biblioteca do equipamento, mas ndo foram encontradas compatibilidades que pudessem
sugerir caracteristicas estruturais para 0s mesmaos.

O comprimento de onda para andlise foi estabelecido apds a realizacdo de varreduras
na faixa de 190 a 400 nm. De acordo com os espectros obtidos, as condi¢des para deteccao
dos padrdes foram estabelecidas em 254 nm para o acido elagico, em 270 nm para o acido
galico. As substancias com espectros tipicos de flavonoides apresentam duas bandas de
absorcéo nas faixas de 260-270 e 340-360.
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Figura 33 - Cromatogramas obtidos pela metodologia desenvolvida para matéria prima em 270 nm (A) e em 350
nm (B); para o extrato bruto em 270 nm (C); e em 350 nm (D).
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Figura 34- Espectros de varredura das substancias em analise: acido galico (A); acido elagico (B); flavonoide 2
(C); e, flavonoide 3 (D).
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5.3.2 Validacdo do método de referéncia — CLAE

O desenvolvimento de um novo método analitico ou a adaptacéo, ou ainda, a aplicagdo
de um método conhecido, envolve um processo de avaliacdo que ateste a sua eficiéncia em
usos em rotina, denominado validacio (ARAGAO et al., 2009). Assim, mesmo aqueles
métodos desenvolvidos e capazes de detectar as substancias de interesse, necessitam de
validacdo para assegurar a competéncia deste para separacdo, identificacdo e quantificagcdo
dos taninos e flavonoides presentes nas folhas de E. uniflora.

A metodologia desenvolvida neste estudo foi capaz de detectar e separar 0s acidos
galico e &cido elagico, além de ao menos trés flavonoides presentes nas matrizes estudadas.
Porém a quantificacdo foi realizada em apenas duas destas substancias flavonoidicas, devido
as concentragdes muito baixas do F1, que ndo permitiram sua quantificacao.

A validacdo dos métodos para quantificagdo dos compostos de interesses pro CLAE-

DAD, tanto na matéria prima quanto no extrato bruto das folhas de E. uniflora, foram
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adotados os pardmetros preconizados pela legislacdo em vigor. Porém, para a quantificacdo
dos flavonoides foi empregada a padronizacao interna. Este tipo de abordagem ¢é realizada
guando os compostos ndo sdo totalmente esclarecidos ou ndo ha disponibilidade das
substancias padrdes de referéncia para as substancias presentes na amostra. Entretanto, o
padrdo interno escolhido deverd ser semelhante a(s) substancia(s) a serem quantificadas, com
caracteristicas e cromatograficas similares aos analitos como o tempo de retencdo e a altura de
picos (concentracdo). Porém, os padrdes internos ndo podem estar presentes na amostra.
(COLLINS et al., 2010).

A escolha dos padrdes internos para analise dos flavonoides foi conduzida com os
flavonoides quercetina, rutina, vitexina e hiperosideo. Em razéo do tempo de retencdo muito
diferentes dos componentes da amostra, os flavonoides rutina e quercetina foram descartados.
Por outro lado, os flavonoides vitexina e hiperosideo apresentaram tempos de reten¢do médios
de 22,6 e 24,1 minutos, respectivamente; proximos dos tempos de retencdo das substancias de
interesse presentes nas amostras (23,3min para o flavonoide 2 e 24,4min para o flavonoide 3)

Na figura 35 estdo apresentados os cromatogramas dos padrdes, enquanto na figura 36
encontram-se 0s cromatogramas sobrepostos evidenciando as semelhancas para os tempos de

retencdo das amostras e para os padrdes.
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Figura 35 - Cromatogramas obtidos para os padrdes de calibragdo externa — mondmeros de taninos (A) e
padronizacéo interna — flavonoides (B) p

or CLAE-DAD.
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Figura 36 - Cromatogramas sobrepostos das matrizes analisadas (matéria prima e extrato bruto) e padrdes (acido

galico, acido elagico, hiperosideo e vitexina) por CLAE-DAD em 270 nm.
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Fonte: Autoria propria.

5.3.2.1 Linearidade

A linearidade é o ensaio que avalia e relaciona as respostas instrumentais (area/altura
de pico cromatografico) e as concentracdes das substancias presentes nos analitos
(CASSIANO et al., 2009). Para construir as curvas de linearidade, devem ser analisados ao
menos 5 concentracdes diferentes em faixas de variacdo de acordo com as determinadas pelas
agéncias de regulacéo e legislagdes vigentes (LEITE, 2008).

Os dados brutos para as areas dos picos estdo apresentados no apéncice B. As curvas
médias estdo apresentadas na figura 37, e os coeficientes de determinagdo (R?) estdo

apresentados na tabela 13.
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Figura 37 - Curvas analiticas médias para os padrdes obtidos para a verificacdo da linearidade do método. A —
Acido Galico; B — Acido Elagico; C — Vitexina; D — Hiperosideo.
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Fonte: Autoria prépria.

A avaliagdo das curvas por regressdo linear (método dos minimos quadrados)
evidenciou que as respostas apresentaram altos coeficientes de determinacdo para as
substancias padrdes, com valores superiores a 0,99. Onde quanto mais proximos de 1 ou -1
menor sera o erro em y, e melhor sera o ajuste ao modelo matematico obtido para a curva de
linearidade (RIBEIRO et al., 2008). Demonstrando que as amostras estudadas apresentaram
linearidade nas faixas determinadas. O alto valor obtido no teste F indica que ha distribuicdo
normal dos residuos, o que indica que ndo houve falta de ajuste para as médias neste modelo.

Tabela 13 - Andlise estatiticas das curvas de regressao para os padrdes utilizados em calibracéo externa e
padronizacéo interna.

Padrdes
Parametro Ac. Gélico Ac. Elégico Vitexina Hiperosideo
F 882,200 600,566 738,134 1042,412
R? 0,9963 0,9954 0,9902 0,9903

Fonte: Autoria Prdpria.
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Os dados de regressdo linear para os padrdes por CLAE estéo apresentados no apéncice C.

Apos a avaliagdo do padrdo, o método analitico foi testado para a matéria prima
vegetal e respectivo extrato bruto das folhas de E. uniflora. Assim, as curvas analiticas foram
construidas nas faixas de concentracdo de 800 a 1200 pug/mL para o extrato bruto, e de 1600 a

2400 pg/mL para a matéria prima.

A andlise por regressao linear demonstrou que as curvas de calibracdo construidas para
a matéria prima vegetal apresentaram comportamento linear devido ao alto valor dos
coeficientes de correlacédo, nas faixas de concentragéo estudadas para as quatro substancias de
interesse. A figura 38 exibe as curvas analiticas médias obtidas para a MP correspondentes ao
acido galico, acido elagico e flavonoides 2 e 3. Os dados também mostram confirmaram
também que os coeficientes de determinacdo obtidos para as diferentes substancias nesta
metodologia foram superiores 0,99, como exigem as especificacdes da legislacdo brasileira
para validacdo de métodos analiticos (RE 899 de 2003).

Os resultados obtidos para o extrato bruto também apresentaram linearidade (Figura
35) nas faixas de contracdo testadas, obtendo coeficientes de determinacdo dentro do limite
especificado pela legislacdo em vigor. Quanto aos resultados de regressdo linear expressos
pelo R2 e teste F (Tabela 14) e pelos gréficos de residuo e ajuste de variaveis (Apéndice C)
evidenciam que para as substdncias pesquisadas, o0s dados foram considerados

estatisticamente significativos, sem falta de ajustes para as médias.

Tabela 14 - Analise de regressao das curvas para as substancias pesquisadas nas amostras.

Matriz
Materia prima vegetal Extrato bruto
Parametro AG AE F2 F3 AG AE F2 F3
F 373,291 1701,834 1325,224 717,559 | 2045,612 1435,351 2077,12 912,890
R? 0,9942 0,994 0,9926 0,99 0,9949 0,9958  0,9945 0,9971

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 38 - Curvas analiticas médias da matéria prima de folhas de pitanga obtidas para a verificacio da linearidade do método. Em relacéo ao 4cido gélico (A), Acido
Elagico (B), Flavonoide 2 (C) e Flavonoide 3 (D).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 39 - Curvas analiticas médias do extrato bruto de folhas de pitanga obtidas para a verificacio da linearidade do método. Em relag&o ao acido gélico (A), Acido Elagico
(B), Flavonoide 2 (C) e Flavonoide 3 (D).
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5.3.2.2 Especificidade

A especificidade em metodologias por CLAE ¢ avaliada através da determinacéo de
pureza de pico. A pureza de pico revela se existem substancias em co-eluicdo ou mesmo
produtos de degradacdo, o que pode interferir nos maximos de absorcdo no caso da CLAE-
DAD. O espectro também foi empregado para confirmar a identidade do composto de
interesse, a partir de varredura da matéria prima e da matéria prima adicionada
intencionalmente dos padrdes (acido galico e é&cido elagico) e da prdpria amostra
(padronizacdo interna) para verificar a ocorréncia ou a inexisténcia de desvio do comprimento
de onda maximo. Como ndo ocorreram variagdes nos maximos de absor¢cdo e nem mudangas
nos tempos de retencdo medios obtidos paras as substancias pesquisadas, 0s picos obtidos
tanto na matéria prima quanto no extrato bruto foram considerados puros, sem a presenca de
substancias interferentes, e 0 método foi considerado com especificidade compativel para os

fins propostos.
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Figura 40 - Parametro de especificidade referente a substancias pesquisadas (A: acido galico; B: acido elagico;
C: flavonoide 2 e flavonoide 3) presentes na matéria prima de E. uniflora.
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Figura 41 - Parametro de especificidade referente a substancias pesquisadas (A: acido galico; B: acido elagico;
C: flavonoide 2 e flavonoide 3) presentes no extrato bruto de E. uniflora.
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5.3.2.3 Limites de Deteccéao e Quantificacao

Qualquer técnica a ser empregada na analise de substancias responde com sinais para
determinadas quantidades de amostra. Porém, para que esta resposta seja exibida é necessario
gue a amostra esteja em uma quantidade minima para que o sistema utilizado consiga
detectar. Essa quantidade minima permite a determinacdo dos limites de quantificacdo e
deteccdo, as quais sdo as quantidades minimas das substancias analisadas que podem ser
detectadas e quantificadas com precisdo nas condi¢Oes adotadas (RIBANI et al., 2004,
LEITE, 2008).

Na tabela 15 estdo apresentados os resultados dos limites de deteccdo e quantificacao
do &cido gélico, elagico e flavonoides 2 e 3 nas amostras pelo método por CLAE. Os dados
dos limites de detecgdo e quantificacdo calculados conforme preconizado pela literatura (a
partir do erro padrdo do intercepto da curva e de sua inclinacdo). Os resultados encontrados
indicam que o método analitico apresenta sensibilidade apropriada para a quantificacdo de
acido galico, elagico e flavonoides presentes na matéria prima e extrato bruto das folhas de E.

uniflora.

Tabela 15 -Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para acido galico, acido elégico e flavonoides na
matéria prima e extrato bruto das folhas de E.uniflora.

Matriz
Materia prima vegetal Extrato bruto
Parametro AG AE F2 F3 AG AE F2 F3
LD 0,18 0,82 0,94 0,61 0,45 0,80 1,77 1,55
LQ 0,56 2,50 2,86 1,84 1,38 2,42 5,38 4,71

*Limites de Deteccdo e Quantificacdo expressos em pg/mL. Fonte: Autoria Prépria.

5.3.2.4 Precisao

A precisdo de um método € considerada a concordancia entre varios valores
experimentais obtidos. Quanto mais proximos os valores entre si, menor sera a amplitude, e
quanto menor a amplitude maior a precisdo obtida (RIBANI et al., 2004; LEITE, 2008). A
presisdo foi avaliada em dois niveis: intercorrida e intracorrida. A tabela 16 apresenta 0s
resultados obtidos no ensaio de repetitividade, valores de area e teor, para 0 método de
quantificacdo de acido galico, acido elagico e flavonoides na matéria prima de E. uniflora por
CLAE realizado em sextuplicata no mesmo dia e pelo mesmo operador.
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Tabela 16 - Ensaios de repetibilidade para acido galico, acido elagico e flavonoides por CLAE na matéria prima
e extrato bruto das folhas de E. uniflora.

AMOSTRA
Matéria prima Extrato bruto
Composto Area (mMUA) Teor (Yom/m) Area (mUA) Teor (Yom/m)
o . 7,335+ 0,0194 | 0,0567+0,0002 | 4,262+0,0580 | 0,0417+ 0,0004
Acido galico
(0,26) (0,76) (1,36) (1,99)
o o 15,242+ 0,0841 | 0,0680+ 0,0011 | 9,2455+0,0013 | 0,1005+0,0014
Acido elagico
(0,55) (1,64) (0,01) (2,72)
) 10,389+ 0,0206 | 0,1333+0,0014 | 23,103+0,1023 | 0,5978+0,0033
Flavonoide 2
(0,20) (2,04) (0,44) (1,04)
) 1,950+ 0,0125 | 0,0096+ 0,0001 1,640+0,069 0,0161+ 0,0001
Flavonoide 3
(0,64) (1,60) (0,42) (0,79)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%), n: nimero de amostras. Fonte: Autoria propria.

Na avaliacdo da matéria prima, a precisao intermediaria quando realizada no primeiro
dia, apresentou desvios padrdes relativos (DPR%) de 2,08% e 3,80%, para acido galico e
acido elagico, respectivamente. Ja para o extrato bruto, foram encontrados no primeiro dia
desvios padrdes relativos de 3,77% e 2,19%. Quanto as andlises realizadas no segundo dia, 0s
desvios padrdes relativos ou coeficientes de variacdo apresentaram valores de 0,42% e 3,30%,
na matéria prima, e de 1,81% e 2,76% no extrato bruto, para o acido galico e acido elagico.
Na tabela 17 estdo apresentados todos os dados de precisdo intermediaria obtidos para as
substancias pesquisadas.

Além disso, os desvios padrdes obtidos para as 12 determinacdes destas substancias,
foram inferiores a 5%. Encontrando valores de 2,36% e 3,51% de DPR% para o &cido galico,
na matéria prima e extrato bruto, e de 4,72% e 2,76% para o acido elagico, na matéria prima e
extrato bruto, respectivamente. Estes resultados representam alta concordancia entre os
valores obtidos, mesmo variando operadores e dias de analises. O que Indica que a
metodologia apresenta a precisdo necessaria para reproducdo, evidenciando que mesmo sob
alteracbes de condigdes especificas, a variagdo esta dentro dos limites aceitaveis pela

legislacdo em vigor.
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Tabela 17 - Ensaios de de precisdo intermediaria para 0 método de quantificacdo dos componetes nos farmacogenos de E. uniflora por CLAE.

Acido galico Acido Elagico Flavondide 2 Flavondide 3
Parametro Dial Dia 2 Dial Dia 2 Dial Dia 2 Dial Dia 2
s 0,0566 + 0,0576 + 0,0675 + 0,0604 + 0,1326 + 0,1314 + 0,0095 + 0,0090+
g § — 0,0012 0,0002 0,0025 0,0019 0,0040 0,0019 0,0003 0,0001
s 8 (2,04) (0,39) (3,68) (3,23) (3,00) (1,42) (3,63) (2,54)
:g s 0,0546 + 0,0577 + 0,0633 + 0,0625 + 0,1256 + 0,1325 + 0,0089 + 0,0089+
§ § N 0,0002 0,0003 0,0001 0,0018 0,0001 0,0002 0,000 0,0001
8‘ (0,37) (0,48) (0,16) (2,89) (0,11) (0,16) (0,15) (2,47)
s 0,0420 + 0,0449 + 0,0980 + 0,0960 + 0,5998 + 0,5829 + 0,0162 + 0,0155 +
S 8 — 0,0016 0,0004 0,0022 0,0015 0,0076 0,0048 0,0002 0,0001
E § (3,91) (0,80) (2,22) (1,61) (1,27) (0,82) (1,08) (0,74)
% s 0,0449 + 0,0456 + 0,1002 + 0,0956 + 0,5862 + 0,5767 + 0,0158 + 0,0156 +
5 Es N 0,0004 0,0011 0,0005 0,0031 0,0017 0,0140 0,0001 0,0002
§' (0,80) (2,35) (0,50) (2,32) (0,29) (2,44) (0,35) (1,19)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrao relativo (%), n:

namero de amostras. Fonte: Autoria prépria.
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Como pode ser observado na tabela 17, todos os desvios padrdes relativos obtidos nas
andlises de precisdo encontram-se dentro dos limites preconizados pela RE 899. Além das
médias individuais, os valores de desvio padrao relativo obtidos para as 12 determinagdes dos
flavonoides 2 e 3 foram de DPR% 2,44 e DPR% 3,08 na matéria prima e de DPR% 1,86 e
DPR% 1,87 no extrato bruto. Tais resultados demonstraram que o método apresenta precisdo
apropriada na quantificacdo dos flavonoides presentes na espécie.

Os resultados obtidos perante as diferentes substancias e matrizes estudadas permitem
assegurar a alta reprodutibilidade do sistema analitico, além de conformidade com as

especificacbes da legislagdo vigente mesmo frente as flutuages encontradas pelas respostas.

5.3.2.5 Exatidao

O ensaio de exatiddo realizado para a matéria prima apresentou valores de recuperacao
que ficaram rangqueados entre 86,40 e 103,74%. Os representantes dos taninos apresentaram
menores valores de recuperacdo com resultados entre 86,40 e 90,13% para o0 acido géalico e
entre 88,67 a 93,10% para é&cido eldgico. Os derivados flavonoidicos apresentaram
performances um pouco maiores, com recuperacdo entre 97,03 e 103,22% para o flavonoide 2
e entre 102,69 a 103,74% para o flavonoide 3.

Considerando a teste de recuperacdo para o extrato bruto, os dados ficaram dentro de
faixa um pouco mais alta, entre 98,90 e 110,37%. Para este derivado, as diferencas de
performance entre os padrdes foi menor, com o acido galico apresentando recuperacao entre
99,04 a 107,71%; o &cido elagico entre 97,07 e 107,01%; o flavonoide 2 de 98,90 a 109,64%
e o flavonoide 2 de 101,11 a 110,37%.

Estes resultados demonstram que o método desenvolvido possui exatiddo compativel
com o recomendado pela RE 899 de 2003, assim ndo ha discrepancia entre as respostas
analiticas e os valores reais de compostos presentes nas matrizes estudadas. Todos o0s
compostos apresentaram taxa de recuperagdo dentro dos limites de 85-115%, preconizados

pela legislagdo em vigor para matrizes complexas tal como drogas vegetais.
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5.3.2.5 Robustez

As tabelas 18 e 19 mostram os dados de robustez perante as variacfes determinadas.
Para a variacdo do fornecedor do solvente utilizado na preparacdo das fases moveis, 0s
resultados mostraram baixa variabilidade da resposta analitica para esta fonte de variagéo.

Para a mudanca de fluxo de fase mével utilizado, os teores obtidos para as substancias
pesquisadas ndo exibiram diferengas significativas perante a variagdo em questdo tanto para a
matéria prima quanto para o extrato bruto.

Enquanto que os resultados obtidos com a mudanca de pH da fase mdvel utilizada em
dois niveis, (pH 3,0/4,0 (A e B) e pH 2,0/3,0 (A e B)), foi observado que esta variacdo
apresentou influencia sobre os teores obtidos das substancias pesquisadas, principalmente na
matéria prima, em relagdo ao acido elagico e aos flavonoides, resultando em menores teores
guando o pH da fase mével encontrava-se na faixa de 2,0/3,0.

Para a mudanca na temperatura do forno da coluna utilizada em dois niveis, (21 °C e
24 °C), a variacdo das respostas ndo apresentou grande influéncia sobre os teores das
substancias pesquisadas tanto na matéria prima como no extrato bruto. Exceto pelo teor de

acido elagico na matéria prima que apresentou queda nos teores na temperatura de 24 °C.
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Solvente Fluxo (mL/min) pH Temperatura da coluna (° C)
Tedia 3T Baker 0.79 0.81 3.0/4.0 2.03.0 21 2

AG  Area | 7454200293 | 7,336%0,0185 | 7,363%0,1590 | 7,810%0,2450 | 7,454%0,0293 | 7,524%0,0535 | 7,454%0,0293 | 7,513%0,0743
(MUA) (0,39) (0,25) (2,16) (3,14) (0,39) (0,72) (0,39) (0,99)

Teor | 0,058£0,0002 | 0,057+0,0001 | 0,057£0,0012 | 0,060£0,0019 | 0,058£0,0002 | 0,058£0,0002 | 0,058£0,0002 | 0,058+0,0006
(Yom/m) (0,39) (0.25) (2.16) (3.14) (0,39) (0.71) (0,39) (0,39)

AE  Area | 14,973£0,3076 | 15,1010,0352 | 14,9190,3076 | 15,10120,0352 | 14,973£0,3076 | 11,717+0,5252 | 14,973+0,3076 | 13,390+0,4320
(mUA) (2,05) (0.23) (2,05) (0.23) (2,05) (4.48) (2,05) (3.23)

Teor | 0,068+0,0014 | 0,068+0,0002 | 0,068 +0,0014 | 0,068 +0,0002 | 0,068+0,0014 | 0,053+0,0024 | 0,068+0,0014 | 0,060+0,0019
(Yom/m) (2,05) (0,23) (2,05) (0,23) (2,05) (4,48) (2,05) (3,23)

F2  Area | 10,20520,0188 | 10,069%0,0822 | 10,082%0,1635 | 10,61820,4531 | 10,205%0,0188 | 8808%0,1608 | 10,205%0,0188 | 10,187%0,1450
(mUA) 0,18) (0,82) (1,59) (4.27) (0,18) (1,83) 0,18) (1,42)

Teor | 0,132£0,0002 | 0,130£0,0011 | 0,133+ 0,0021 | 0,137 £0,0058 | 0,132£0,0002 | 0,114£0,0021 | 0,1320,0002 | 0,131%0,0019
(Yom/m) 0,18) (0,82) (1,59) @.7) (0,18) (1,83) (0,18) (1,42)

F3  Area | 19350,0058 | 1,872%0,0578 | 2,223 % 0,0704 | 2,195£0,0730 | 1,35£0,0058 | 1248%0,0747 | 1,350,0058 | 1,020%0,0115
(MUA) (0,30) (3,09) (3,16) (3.32) (0,30) (5,98) (0,30) (0,60)

Teor | 0,010£0,0001 | 0,009+0,0003 | 0,011+ 0,0003 | 0,011+0,0004 | 0,010+0,0001 | 0,006+0,0004 | 0,010+0,0001 | 0,009+0,0001
(Yom/m) (0,30) (3,09) (3,16) (3.32) (0,30) (5,98) (0,30) (0,60)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%), Fonte: Autoria propria. AG — cido gélico; AE — &cido eldgico; F2 — flavonoide 2; F3 — flavondide 3.
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avaliacdo do método por CLAE para quantificacdo dos metabolitos no extrato bruto de E. uniflora.
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Solvente Fluxo (mL/min) pH Temperatura da coluna (° C)
Tedia T Baker 0.79 0.81 3.0/4.0 2.03.0 21 24
AG Area (MUA) | 4,544%0,1921 | 4,50240,0444 | 4799  0,2045 | 4,913 + 0,0307 | 4544201921 | 4,895+0,0351 | 4,544+01921 | 4,578+0,0367
(4,23) (0,97) (4,26) (0,63) (4,23) (0.72) (4,23) (0,80)
Teor | 0,045£0,0019 | 0,045£0,0004 | 0,047 +0,0020 | 0,048 +0,0003 | 0,045:0,0019 | 0,048+0,0003 | 0,045+0,0019 | 0,045 +0,0004
(Yom/m) (4,23) (0,97) (4,26) (0,63) (4,23) (0.72) (4,23) (0,80)
AE Area (MUA) | 8,909%0,2558 | 8.730+0,1406 | 8,479 + 0,3168 | 8,566+ 0,0442 | 8,730+0,1406 | 8,306£0,5057 | 8,730+0,1406 | 8 773£0,1099
2,87) (1,61) (3.74) (0,52) (1,61) (4,09) (1,61) (1,25)
Teor | 0,098+0,0028 | 0,096+0,0015 | 0,093 +0,0035 | 0,094+0,0005 | 0,096+0,0015 | 0,091+0,0056 | 0,096+0,0015 | 0,096+ 0,0012
(Yom/m) 2,87) (1,61) (3,74) (0,52) (1,61) (4,09) (1,61) (1,25)
F2 Area (MUA) | 22,730,053 | 24.88%0,6376 | 26,518+ 0,3403 | 25,727+ 03135 | 22,729+0,0653 | 20,316%0,6397 | 22,73%0,0653 | 22,599+0,1855
(0,29) (2,56) (1,28) (1,22) (0,29) (3,15) (0,29) (1,81)
Teor | 0,586+0,0017 | 0,642+0,0016 | 0,684 +0,0088 | 0,664+0,0081 | 0,586+0,0017 | 0,524+0,0017 | 0,586+0,0017 | 0,583+0,0048
(Yom/m) (0,29) (2,56) (1,28) (1,22) (0,29) (3,15) (0,29) (0,82)
F3 Area (MUA) | 1,645%0,0053 | 1,729+0,0281 | 1,788 £ 0,0658 | 1,692 % 0,0638 | 1,645:0,0053 | 1,500£0,0388 | 1,645%0,0053 | 157400116
(0,32) (1,62) (3,68) 3.77) (0,32) (2,59) (0,32) (0,74)
" Teor | 0,016+0,0001 | 0,017+0,0003 | 0,018 +0,0006 | 0,017 +0,0006 | 0,016+0,0001 | 0,015+0,0004 | 0,016+0,0001 | 0,015+0,0001
(Yom/m) (0,32) (1,62) (3,68) (3.77) (0,32) (2,59) (0,32) (0,74)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%),Fonte: Autoria propria. AG — &cido gélico; AE — &cido elégico; F2 — flavondide 2; F3 — flavondide 3.
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A robustez pode ser considerada a susceptibilidade da condi¢do analitica em atender a
determinacdo da substancia pesquisada perante variagdes do sistema analitico (LEITE, 2008),
e corresponde a um parametro empregado para estabelecer e avaliar variaveis criticas que
possam introduzir variabilidade a metodologia. Entretanto, ndo se trata de um parametro com
cardter de aprovacdo da metodologia, mas indica quais as varidveis precisam de maior
controle durante implementacdo e execuc¢do de um método analitico.

Deste modo, 0 método investigado apresentou desempenho robusto dentro algumas
das variagdes a que foi submetido. A afirmacdo baseia-se na quantificacdo da variabilidade
introduzida pelas variaveis, através da determinacdo do desvio padrdo relativo. E uma vez
que os valores de DPR obtidos permanecem dentro do limite estabelecido pela legislacdo
(<5%). Porém, a variacdo dos teores frente a variacdo de pH de fase mével na faixa de 2,0/3,0
indica susceptibilidade do método perante esta alteracdo. Assim, € preciso ter maior atencédo
sobre essa varidvel, sendo necessaria a manuten¢do do pH da fase mével entre 3,0/4,0. Além
disso, alteracdo na temperatura também foi um parametro que apresentou variagdes, pois 0s
teores do acido eldgico apresentaram queda na temperatura de 24°C. Neste sentido, a
temperatura também necessita de um maior controle durante as analises.

Conforme esperado, a variacdo de fluxo apresentou desvio dos tempos de retencéo,
porém ndao comprometeu a pureza dos picos mantendo estaveis os teores para todos 0s
compostos analisados. Além disso, foi possivel observar que os valores obtidos de robustez
ndo tiveram variabilidade das respostas analiticas superiores aqueles encontrados nos ensaios
de precisdo para todas as substancias pesquisadas. Indicando uma elevada reprodutibilidade
do sistema.

Portanto, o0 método desenvolvido para a matéria prima e extrato bruto (derivado
vegetal) de Eugenia uniflora, apresenta as caracteristicas de desempenho apropriadas, sendo
adequado a andlises de acido gélico, acido elagico e flavonoides em amostras provenientes
das folhas da espécie. Logo, com o método validado, é possivel assegurar a confiabilidade dos

resultados.

5.3.3 Metodologias UV-Vis x CLAE

Tendo validadas metodologias analiticas para a quantificagdo de taninos e flavonoides
por espectrofotometria UV-Vis e CLAE-DAD, estes métodos tornam-se ferramentas
apropriadas para o doseamento destas substancias em matrizes derivadas das folhas de E.

uniflora. Porém, uma correlacdo entre estas técnicas € dificultada pela diferenca de
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especificidade, uma vez que o UV-VIS vigora como uma técnica de baixa seletividade, em
razdo da sobreposigédo espectral das substancias que absorvem em mesma regido (ROCHA, et
al. 2004; MARQUES et al., 2012); enquanto que a CLAE que possui grande especificidade
em razdo da possibilidade de separacdo dos componentes antes de sua detec¢do. O detector
DAD também analisa as substancias no campo do eletromagnético na faixa UV-Vis, porém
por ser acoplada ao cromatografo, as substancias sdo analisadas separadamente, de acordo
com ordem de eluicdo. Apesar de ambas as técnicas permitirem varreduras para a deteccao
dos compostos em solugdo, a grande diferenca vigora na sobreposicdo de bandas por
espectrofotometria, dado que as substancias séo analizadas em grupo, e ndo separadamente
como na CLAE.

Os resultados obtidos por CLAE na matéria prima e extrato bruto apresentam valores
diferentes dos obtidos principalmente na pesquisa de taninos, visto que na CLAE so6 foi
realizada a quantificagdo dos monémeros livres dos taninos hidrolisaveis, pois a analise dos
taninos propriamente ditos é dificultada pelo tamanho das moléculas dos taninos hidrolisaveis
(SIMOES et al., 2010), principalmente porque os taninos relatados na espécie sdo
macrociclicos (LEE et al., 1999). No caso dos flavonoides também é dificil a correlacéo
devido a presenca de substancias em concentraces que sdo detectaveis, mas néo
quantificaveis por CLAE nas amostras analisadas, o que inviabiliza a comparacdo com 0s
métodos espectrofotométricos que quantificam todas as substancias de mesma classe em
solucdo, apos a utilizacdo do reagente especifico.

Mesmo perante as discrepancias entre resultados, e diante do fato de que valores
absolutos obtidos ndo possam ser comparados, o desempenho analitico de ambas as técnicas
pode ser semelhante. Isto é, quando determinado o marcador da espécie, a performance das
técnicas devera ser semelhante (MARQUES, 2011; 2013).

Ademais, como ainda ndo foram determinados o0s marcadores ativos
farmacologicamente para esta espécie, e baseado no fato de que misturas complexas de
substancias podem atuar sinergicamente, a quantificacdo de grupos ainda vigora como uma
excelente ferramenta para o controle da quanlidade da E. uniflora.(WAGNER, 2011,
RODRIGUEZ et al., 2012). Principalmente pela existéncia de diferentes agliconas e
glicosideos, alem dos taninos hidrolisaveis que tém sua detectacdo dificultada por CLAE
devido ao alto peso molecular. Neste ponto, a CLAE pode ser considerada em desvantagem,
por detectar isoladamente as substancias que podem ou ndo estar correlacionadas com as

atividades farmacoldgicas. Além disso, a CLAE ainda possui maior custo associado a sua
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instrumentacdo, reagentes com maior grau de pureza, pré-colunas, colunas e maior tempo de
andlise. Ao contrério da espectrofotometria UV-Vis, que possui menor custo associado a sua
instrumentacao e € uma técnica rapida e simple o que a torna muito mais acessivel.

Sendo assim, ambas as técnicas podem ser aplicadas ao controle de qualidade, porém,
para que sejam correlacionados os dados obtidos, algumas estratégias podem ser empregadas,
como: hidrélise dos taninos (CLAE), espectrofotometria derivativa, estudos de correlagéo
(métodos estatisticos) e utilizacdo de um marcador representativo para estabelecer uma

relacdo entre os resultados obtidos nestas duas técnicas.

5.3.4 Doseamento de &cido galico, &cido elagico e flavonoides nas fragdes das folhas de E.

uniflora

Apo6s a validacdo do método, onde foi assegurado que as respostas obtidas pela
metodologia apresentam a confiabilidade necesséaria para sua aplicacdo no controle de
qualidade de amostras provenientes das folhas de Eugenia uniflora, foi realizado o
doseamento das substancias marcadoras da espécie (&cido galico, acido elagico e flavonoides)

também nas fracBes obtidas a partir do extrato bruto das folhas.

A analise quantitativa do &cido galico nas fracGes evidenciou concentrac@es na fracédo
aquosa (Tabela 20) pouco inferiores as encontradas no extrato bruto, isso ocorre pela
polaridade da substéncia, que é polihidroxilada contando com um grupamento &cido
carboxilico, o que resulta em afinidade/solubilidade razoavel em agua. Essa polaridade é
evidenciada no fato de que &cido galico apresentou nas amostras um tempo de retencdo meédio
de 8,9 min, onde o gradiente de eluicdo ainda esta superior a 75% de agua. A fracdo acetato
de etila, possui maiores teores da substancia devido a maior afinidade desta substancia por
este solvente de polaridade intermediaria, ja que mesmo com afinidade ainda se trata de uma
substancia organica aromatica. Na fracdo hexano foram encontrados teores médios de
0,0053%, muito menores que 0s evidenciados nas outras fragdes, devido a polaridade baixa

do solvente.

Ja para o acido elagico, a fracdo aquosa néo evidenciou teores (Tabela 20) semelhantes
as apresentadas pelo extrato bruto, devido a baixa afinidade desta substancia pela &gua, como

pode ser observado pelo tempo de retencdo desta substancia no método utilizado. Neste
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método o gradiente de fase movel atinge seu maior nivel do modificador orgénico (75% de
metanol) por volta dos 25 min, evidenciando um cardter menos polar da substancia. As
fraches acetato e hexano apresentaram teores bem superiores aos da FAQ, principalmente a
FAc, devido ao carater intermediario de lipofilia do acetato de etila, atingindo teores

superiores aos obtido no extrato bruto.

Para os flavonoides pesquisados, a fragdo aquosa obteve teores baixissimos, quando
em comparagao com o extrato bruto, ndo sendo detectado o flavonoide 3, presente nas demais
amostras. Na fracdo acetato houve um grande enriquecimento das amostras, elevando os
teores dos dois flavonoides pesquisados, quando comparado ao extrato bruto. A fracdo hexano
também obteve teores superiores aos obtidos para o extrato bruto, porém ndo com tanta

intensidade quanto a FAc, como pode ser observado na tabela 20.

A andlise dos teores nas fracGes permitiu a verificacdo da etapa de fracionamento,
indicando quando houve enriquecimento das substancias. Estes dados apontam que a
metodologia proposta para a quantificacdo de monémeros de taninos e flavonoides na matéria
prima e extrato bruto, também pode ser aplicada ao controle de qualidade de outros derivados
da espécie com eficiéncia e seguranca, sendo capaz de avaliar também as etapas de

transformagédo como fracionamento/enriquecimento.



143

Tabela 20 - Quantificacdo de taninos e flavonoides por CLAE no extrato bruto (EB) nas frag@es enriquecidas (FAQ — aquosa; FAc - Acetato de Etila; FH — Hexano).
Acido Galico Acido Elagico Flavondide 2 Flavondide 3

Amostras  Area (mU.A.)  Teor (g%)  Area(mU.A)  Teor (g%)  Area(mU.A)  Teor (g%)  Area (mU.A)  Teor (g%)
4,262 + 0,0580 0,0417 + 0,0004 9,2455+0,0013 0,1005 +0,0014 23,103+0,1023 0,5978+0,0033 1,640+0,069 0,0161+ 0,0001

=B (1,36) (1,99) (0,01) (2,72) (0,44) (1,04) (0,42) (0,79)

Aq 3,346+0,1008 0,0328+0,0010 1,697 +0,0661 0,0187+0,0007 0,7923 + 0,0374 0,0204%0,0010 _ _
(3,01) (3,01) (3,90) (3,90) (4,72) (4,72)

cn,  BB93t0.0747 0,0872:0,0007 14,679 05946 0,1614£0,0065 85,684 + 02203 22100:0,0057 11,493 +0,0574 0,1129+0,0006
(0,84) (0,84) (4,05) (4,05) (0,26) (0,26) (0,50) (0,50)

o, 0544:00234 00053:0,0002 6,623+0,0578 0,0728+0,0006 24,169  0,0060 0,630120,0302 4,035+0,1619 0,0396+0,0016
(4,32) (4,32) (0,87) (0,87) (4,79) (4,79) (4,01) (4,01)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%),Fonte: Autoria propria.
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5.4 AVALIACAO DE PERFIS QUIMICOS (fingerprints) POR CCD E CCD-AE E CLAE-
DAD PARA MATERIA PRIMA, EXTRATO BRUTO E FRACOES

5.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada é uma ferramenta analitica bastante difundida na
avaliacdo de materiais vegetais. Esta técnica possui algumas vantagens sobre outras técnicas
cromatograficas tais como: simplicidade, baixo custo, além da rapida obtencdo dos resultados
que podem ser facilmente interpretados (VERMAAK et al., 2010); tornando esta técnica uma
grande aliada no estudo de misturas complexas tal como as investigagdes fitoquimicas.
Através desta técnica é possivel separar de misturas complexas auxiliando na deteccdo e
identificacdo de substancias marcadoras (NICOLLETI, 2011).

Neste contexto destaca-se a cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia,CCD-
AE, a qual possui maior reprodutibilidade, devido ao seu sistema (semi-)automatizado, que
viabiliza a obtencao do perfil de substancias presentes na matriz vegetal, possibilitando assim
a identificacdo e o controle de qualidade de espécies vegetais. Quando sdo utilizadas as placas
de CCD-AE, a capacidade de separacdo € muito maior, gracas aos menores tamanhos das
particulas da fase estacionaria que determinam um grande aumento na eficiéncia da separacdo
dos compostos.

A matéria prima, o extrato bruto e as fracbes foram, inicialmente, caracterizados por
CCD classica através da pesquisa pelas classes mais importantes de substancias do
metabolismo secundario vegetal tais como: taninos (hidrolisaveis e condensados),
flavonoides, derivados cindmicos, triterpenos/esteroides, antraquinonas, agucares redutores,
alcaloides e cumarinas. Posteriormente os resultados positivos foram transportados para
CCD-AE.

A avaliacédo fitoquimica realizada por CCD na matéria prima, extrato bruto e fracfes
das folhas de E. uniflora, indicaram presenca de taninos hidrolisaveis, flavonoides,
triterpenos/esteroides, antraquinonas e aglcares redutores. Os dados estdo de acordo com o
relato de FiGza (2008), e podem ser facilmente confirmados nas cromatoplacas obtidas.

A figura 42 apresenta as fotografias das cromatoplacas obtidas para a pesquisa de
taninos hidrolisaveis na matéria prima, extrato bruto e frages. O sistema foi desenvolvido

empregando fase mdvel de caracteristicas intermediarias de polaridade (acetato de etila: acido
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acético: &cido férmico; 90:5:5, v/iviv); e, apds revelagdo com cloreto férrico, foi possivel
observar sob luz visivel, bandas acinzentadas correspondentes ao padrdo de acido galico na
matéria prima (placa A), e com intensidade fraca no extrato bruto e fracdo enriquecida acetato
de etila (placa B) onde foram apresentadas mesma coloracdo e Rf exibidos pelo padrao (tabela
21) .

Figura 42 - Cromatograma para taninos hidrolisdveis na Matéria prima (A) e no Extrato Bruto e Fracdes (B).
Revelador: Cloreto Férrico.

.

»

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAq: Fragdo aquosa; FAc: Fragdo acetato; FH: Fracdo hexano; AG:
Acido Galico; AE: Acido Elagico.
Fonte: Autoria propria.

Para a matéria prima, a visualizacdo da banda do &cido géalico é bastante evidente.
Porém quando se trata do extrato bruto e fragfes, as condig¢des de iluminagdo e fotograficas
ndo possibilitaram a mesma visualizacdo, resultando apenas a observacgao de uma fraca banda
correspondente ao acido gélico na fracdo acetato. A menor intensidade no extrato bruto e nas
fracOes, em comparacdo com a matéria prima, pode ser decorrente da preparagdo da amostra,
concentracdo da solugdo aplicada ou até mesmo em virtude da solubilidade do extrato bruto e
fracBes. Os resultados confirmam a presenca dos metabdlitos na espécie. O padrdo acido
elagico é dificilmente detectado por este revelador, aparecendo como uma mancha suave que
ndo pode ser percebida nas amostras (presenca de cauda, devido a dificil solubilizacdo para
aplicacdo nas cromatoplacas). Outras bandas foram observadas e indicam também tratar-se de
polifenois.
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Tabela 21 — Resultados em valores de RF para cromatoplaca para pesquisa de taninos hidrolisaveis. Placa
revelada com cloreto férrico e obsersavda sob luz visivel

Placa A Placa B
MP AG EB FAQ FAC FH AG AE
Rfl - - 0,11 0,11 0,11 0,09 -
Rf2 - - 0,36 - 0,37 0,35 - -
Rf3 0,52 - 0,47 - 0,47 0,45 - -
Rf4 0,80 0,80 0,74 - 0,74 - 0,74 -

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fracdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fracdo hexano; AG:
Acido Galico; AE: Acido Elégico.
Fonte: Autoria propria.

Ainda na pesquisa por taninos hidrolisaveis, a cromatoplaca revelada com NEU
seguido de PEG observada sob luz UV 365 nm (Figura 43A) demonstra com clareza a
presenca de cido galico e elagico na matéria prima, exibindo bandas de mesma coloracéo e
Rf dos padr@es, no caso do &cido galico. A banda correspondente ao padrdo de &cido elagico
apresentou baixa intensidade e migracao (placa 43A).

Na cromatoplaca para o extrato bruto e as fracBes, quando observada sob luz UV 254
nm (Figura 43B), apresenta uma banda de baixa intensidade correspondente ao padrdo de
acido galico na fracdo acetato (Rf = 0,75). Para o acido elagico é observada com coloracdo
azul clara com formacao intensa de cauda e sem delimitacdo da banda. O mesmo resultado
ocorre em menor intensidade para as amostras de do extrato bruto e em maior intensidade
para fracdo acetato de etila e fracdo hexano; sugerindo que houve maior distribuicdo do
composto nas fracdes. A mesma cromatoplaca observada sob luz UV 365 nm apresenta uma
banda com coloracdo azul escura para o padrao acido galico (Figura 43C). O acido galico nao
pode ser visualizado nas amostras. Ademais, uma banda de coloracdo amarelada ocorre nas
amostras em posicao muito préxima a esperada para o acido galico. Os Rfs estdo descritos na
tabela 22.
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Figura 43 - Cromatogramas para taninos hidrolisaveis. Revelador: NEU + PEG, observado sob luz UV 365 nm
Matéria prima (A) extrato bruto e fragdes observados sob luz UV 254 nm (B); extrato brutoe fragcGes observados
sob luz UV 365 nm (C).

\G AE EB FAq FAc FH

AE AG MP
MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAq: Fragdo aquosa; FAc: Fragdo acetato; FH: Fracao hexano; AG:
Acido Galico; AE: Acido Elagico.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 22 — Resultados em valores de Rfs para a cromatoplaca para pesquisa de taninos hidrolisaveis. Placa
revelad com NEU e PEG e observada sob luz UV em 254 (B) e 365 nm (AC).

Placa A Placa BC

AE AG MP AG AE EB FAQ FAC FH
Rfl - - 0,22 - 0,18 0,18 0,18 0,18
Rf2 - - 0,30 - - 0,24 0,24 0,24 0,24
Rf3 - - 0,39 - - 0,41 0,41 0,41 0,41
Rf4 - - 0,49 - - 0,47 0,47 0,47 0,47
Rf5 - - 0,52 - - 0,56 0,56 0,56 0,56
Rf6 0,65 - 0,54 - 0,64 0,66 0,66 0,66 0,66
Rf7 - 0,80 0,59 0,75 - - - 0,75 -
Rf8 - - 0,80 - - 0,84 - 0,84 0,84
Rf9 - - 0,89 - - 0,86 - 0,86 0,86

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fragdo aquosa; FAc: Fragdo acetato; FH: Fracao hexano; AG:
Acido Galico; AE: Acido Elagico.
Fonte: Autoria propria.

A figura 44 apresenta as fotografias obtidas para as cromatoplacas correspondentes a
pesquisa de flavonoides, obtidas nas mesmas condicdes de eluicbes que o0s taninos
hidrolisaveis. Porém o cloreto de aluminio foi utilizado como revelador (SUBRAMANIAN et

al., 2014). Neste caso o revelador é responsavel pela coloragdo esverdeada de bandas
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correspondentes aos flavonoides. O revelador utilizado na evidencia a presenga bandas tanto
na matéria prima (Figura 44A) quanto no extrato bruto e fracbes (Figura 44B). As manchas
apresentadas nas amostras possuem Rf (tabela 23) e coloracdo esverdeada, semelhantes a
observada para padrdo Luteolina-7-O-glicosideo. Os padrBes quercetina e kaempferol podem
ser observados junto ao “fronte” de eluicdo da fase movel, juntamente com bandas
avermelhadas que estdo presentes nas amostras da matéria prima, do extrato bruto e nas
fracOes (acetato de etila e hexano). Esta banda avermelhada pode ser um tipo de derivado da
clorofila, que possui coloracdo avermelhada sob luz UV. A auséncia desta banda na fracédo

aquosa corrobora com esta suposicéo, visto que a clorofila é um composto lipofilico.

Figura 44 - Cromatograma para flavonoides. Revelador: Cloreto de aluminio, observada sob luz UV 365 nm. A:
Matéria prima; B: Extrato bruto e fragdes.

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fragdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fragdo hexano;
K:Kaempferol; L:Luteolina-7-O-glicosideo; Q: Quercetina.
Fonte: Autoria propria.
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Tabela 23 — Resultados em valores de Rfs para cromatoplaca para pesqusia de flavonoides. Placa revelada com
cloreto de aluminio e observada sob luz UV em 365 nm.

Placa A Placa B

MP L K EB FAQ FAC FH Q L
Rfl 0,18 - - 0,19 0,21 0,19 - - -
Rf2 0,30 - - 0,34 - 0,34 0,34 - 0,33
Rf3 0,43 - - 0,42 - 0,42 0,42 - -
Rf4 0,52 0,48 - 0,48 0,48 0,48 0,48 - -
Rf5 0,54 - - 0,63 0,63 0,63 0,63 - -
Rf6 0,56 - - 0,82 - 0,82 0,82 - -
Rf7 0,87 - 0,89 0,84 - 0,84 0,86 0,85 -

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fragdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fracdo hexano;
K:Kaempferol; L:Luteolina-7-O-glicosideo; Q: Quercetina. Fonte: Autoria propria.

Na pesquisa de flavonoides/derivados cindmicos no extrato bruto e fragdes (Figura
45), revelada com o NEU + PEG ndo foram evidenciadas bandas com coloracédo
correspondente ao acido cafeico (padrdo para derivados cindmicos). Entretanto, foram
evidenciadas bandas que sugerem a presenca de flavonoides, como as bandas amareladas
presentes no extrato bruto e fragbes aquosa (intensidade fraca), acetato de etila e hexano,
cujos Rfs sdo semelhantes ao do padrdo quercetina utilizado. Além disso, também foram
observadas bandas amareladas nas mesmas amostras, que possuem coloracdo e Rfs
semelhantes ao do padrdo luteolina-7-O-glicosideo. Ainda s&o observadas bandas amareladas
na parte inferior da placa, o que sugere que sejam flavonoides mais hidrofilicos (devido ao
baixo Rf (Tabela 24)). De acordo com Wagner e Bladt (1996), flavono6is como quercetina e
miricetina e seus glicosideos apresentam coloracdo amarela/alaranjada quando reveladas com

NEU, o que confirmaria a presenca destas substancias nas folhas de E. uniflora.
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Figura 45 - Cromagrama para Flavonoides/Derivados Cindmicos. Revelador: NEU +PEG, observada sob luz

UV 365 nm.

EB: Extrato Bruto; FAq: Fracdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fracdo hexano; AC: Acido

Cafeico; Q: Quercetina; L:Luteolina-7-O-glicosideo; K:Kaempferol.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 24 — Resultados em valores de Rfs para placa para pesquisa de flavondides. Placa

revelada com NEU PEG e observada sob luz UV em 365 nm.

Amostra EB FAq FAc FH Ac Cafeico Quercetina Luteolina Kaepmferol
Rf1 0,18 0,18 0,18 0,18 - - - -
Rf2 0,24 0,24 0,24 0,24 - - - -
Rf3 - - - - - - 0,33 -
Rf4 041 041 041 041 - - - -
Rf5 0,47 047 047 047 - - - -
Rf6 0,56 0,56 056 0,56 - - - -
Rf7 0,66 0,66 0,66 0,66 - - - -
Rf8 084 - 0,84 0,84 0,81 - - -
Rf9 086 - 0,86 0,86 - 0,87 - 0,89

EB: Extrato Bruto; FAq: Fracdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fracdo hexano; AC: Acido Cafeico; Q:
Quercetina; L:Luteolina-7-O-glicosideo; K:Kaempferol.
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Fonte: Autoria propria.

Na pesquisa de triterpenos e esteroides (Figura 46), nas cromatoplacas foram eluidas
com fase movel de caracteristicas apolares (tolueno: acetato de etila; 90:10, v/v), e reveladas
com reagente de Lieberman Burchard. Apos revelacdo, podem ser visualizadas bandas
correspondentes a estes compostos na matéria prima com grande intensidade. Ja no extrato
bruto e nas fragdes acetato de etila sdo visualizadas bandas com pouquissima intensidade e na
fracdo hexano podem ser observadas manchas mais intensas evidenciando o enriquecimento
da fracdo hexano por compostos lipofilicos. Ndo foram encontrados resultados positivos na
fracdo aquosa devido a natureza lipofilica dos compostos triterpénicos/esteroidais. Na matéria
prima (Figura 46A) e fracdo hexanica (Figura 46B) podem ser observadas claramente bandas
correspondentes ao padrao B-sitosterol, possuindo mesma coloragéo e Rf (0,26 MP e 0,28 FH,
tabela 25). Ainda foram evidenciadas bandas de coloracdo azulada/esverdeada que podem
corresponder a outros compostos de origem esteroidal e bandas avermelhadas que podem
corresponder a substancias de origem triterpénica. Essas coloragGes sdo causadas pela
acetilacdo dos compostos esteroidais/triterpénicos pelo reagente de Lieberman.

Figura 46 - Cromatograma para Triterpenos/Esteroides. Revelador: Lieberman, observada sob luzUV 365 nm.
A: Matéria Prima; B:Extrato Bruto e Fragdes.

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fragdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fracdo hexano; B : Beta
sitosterol.
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Tabela 25 - Resultados em valores de Rfs para placa para pesquisa de triterpenos/esteroids. Placa revelada com
reagente de Liebermann e observada sob luz UV em 365 nm.

Placa A Placa B

Amostra MP B EB FAQq FAC FH B
Rfl 0,08 - 0,08 - 0,08 0,08 -
Rf2 0,12 - 0,15 - - 0,15 -
Rf3 0,15 - 0,28 - 0,28 0,28 0,28
Rf4 0,20 - - - - 0,34 -
Rf5 0,24 - 0,42 - - 0,42 -
Rf6 0,26 0,26 - - - 0,46 -
Rf7 0,28 - 0,51 - - 0,51 -
Rf8 0,31 - 0,60 - - 0,60 -
Rf9 0,34 - - - - - -
Rf10 0,37 - - - - - -
Rf11 0,42 - - - - - -

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fragdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fracdo hexano; B : Beta
sitosterol.
Fonte: Autoria propria.

Os cromatogramas obtidos para acucares redutores (Figura 47) apresentam uma série
de bandas de coloracao résea em todas as amostras (matéria prima, figura 47A e extrato bruto
e fracdes, figura 47B), possuindo menor intensidade na matéria prima e maior intensidade no
extrato bruto e principalmente na fracdo aquosa, 0 que ocorre devido a natureza hidrofilica
dos agUcares. A menor intensidade das bandas na matéria prima pode ter ocorrido devido a
extracdo em metanol. A presenca destas substancias no extrato bruto pode ser explicada pelo
método extrativo, que apesar de utilizar acetona como solvente extrator, 0 rompimento do
tecido da matéria prima pode ter levado a extracdo destas substancias. Foram utilizados os
padrdes D-maltose e D-frutose, onde todas as amostras apresentaram bandas de coloracdo e
Rfs semelhantes aos padrdes (Tabela 26). Além de outras bandas fracamente visualizadas

devido a baixa concentracdo destes compostos.
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Figura 47 - Cromatograma para agUcares redutores.A —Extrato bruto e FragGes; B — Matéria Prima. Revelador:
Timol seguido de aquecimento a 100 °C.

———

. B

MP D-F D-M A EB FAq FAc FH D-M D-F

B

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fragdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fracdo hexano; D-M: D-
Maltose; D-F: D-Frutose.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 26 - Resultados em valores de Rfs para placa para pesquisa de aglcares redutores. Placa revelada com
timl e observada sob luz visivel.

Placa A Placa B
Amostra MP D-F D-M EB FAQ FACc FH D-M D-F
Rfi 010 - - 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 -
Rf2 013 0,15 014 044 044 0,45 0,45 - 0,46
Rf3 - - - 051 0,50 - - - -
Rf4 - - - 0,86 - 0,86 0,86 - -
Rf5 - - - 0,92 - 0,92 0,92 - -

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fracdo aquosa; FAc: Fracao acetato; FH: Fracdo hexano; D-M: D-
Maltose; D-F: D-Frutose.
Fonte: Autoria prépria.

Na cromatoplaca para a matéria prima (figura 48 A) é possivel observar banda de
mesma coloragdo do padrdo antraquinona apos revelagdo com acido nitrico, semelhantes ao
do padrédo, porém ndo apresentou Rf semelhante. Neste caso apenas a coloracdo indica a
presenca destas substancias na amostra. Na figura 48B pode ser observada a fotografia obtida
para 0 cromatogramapara extrato bruto e frag0es, no qual séo visualizadas bandas presentes
no extrato bruto e fragOes acetato (fracamente visualizadas) e hexano, com Rf correspondente
ao padrédo antraquinona e duas bandas correspondentes aos padrdes senosideos A e B no canto

inferior direito da placa, com baixa intensidade. Apos a utilizacdo do acido nitrico como
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revelador (Figura 48C) as bandas com Rf semelhantes ao padrdo antraquinona tornam-se mais
intensas sugerindo a presenga de derivados antracénicos nas amostras. Os Rfs podem ser

verificados na tabela 27.

Figura 48 - Cromatogramas para derivados antracénicos. A: Matéria prima; B: Extrato bruto e fracdes sem
revelador;C: Revelada: HNO;.

EB FAq FAc FH AN S EB FAq FAc FH AN §

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fracdo aquosa; FAc: Fragdo acetato; FH: Fracdo hexano; NA:
Antraquinona; S: Senosideos A e B.
Fonte: Autoria propria.

Tabela 27 - Resultados em valores de Rfs para placa para pesquisa de derivados antracénicos. Placa revelada
com &cido nitrico e observada sob luz UV em 365 nm.

Placa A Placa BC
Amostra MP na EB FAQ FAc FH AN Senosideos

AeB

Rf1l - - - - - - - 0,15

Rf2 - - - - - - 0,29

Rf3 - - 0,36 - 0,36 0,35 - -

Rf4 056 0,551 0,64 0,63 - 0,64 - -

Rf5 - - 0,81 - 0,81 0,81 - -

Rf6 - 0,79 0,84 - 0,84 0,84 - -

Rf7 0,89 0,89 0,88 - 0,88 0,88 0,88 -

MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAQ: Fracdo aquosa; FAc: Fracdo acetato; FH: Fragdo hexano; NA:
Antraquinona; S: Senosideos A e B.
Fonte: Autoria prépria.
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Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCD-AE)

Apds a obtencdo dos perfis quimicos relativos aos mais importantes metabdlitos das
folhas de E. uniflora, foi obtido o fingerprint por CCD-AE das diferentes matrizes estudadas
(matéria prima, extrato bruto e fracdes) visando auxiliar a identificacdo da espécie como
referéncia a ser utilizada devido a presenca das substadncias marcadoras na espécie
visualizadas. Neste sentido, o fingerprint baseou-se na pesquisa de taninos e flavonoides,
tendo como revelador o reagente natural A (NEU) + PEG. Na figura 49 € possivel observar o
cromatograma contendo a matéria prima, extrato bruto e fracdes das folhas de Eugenia
uniflora, além dos padrGes de taninos hidrolisaveis (acido galico e &cido eldgico) e de
flavonoides (luteolina-O-glicosideo e Kaempferol). Os Rfs das amostras estdo resumidos na
tabela 28. Este cromatograma realizado em CCD-AE, quando comparado aos obtidos
anteriormente por CCD convencional, apresenta eficiéncia muito superior, evidenciando
bandas que aparentemente foram sobrepostas nos cromatogramas anteriores. Esta maior
eficiéncia estd relacionada com a fase estacionaria utilizada, que possui tamanhos de
particulas menores que as utilizadas convencionalmente, o que aumenta a superficie de

contato e a capacidade de separacao.

Figura 49 - Cromatograma para taninos e flavonoides da matéria prima, extrato bruto e fracdes. Revelador:
NEU+PEG em 365 nm.

AE: Acido Elagico; AG: Acido Galico; MP: Matéria prima; EB: Extrato Bruto; FAq: Fragdo aquosa; FAC:
Fracdo acetato; FH: Fragdo hexano; AC: Acido Cafeico; L:Luteolina-7-O-glicosideo; K:Kaempferol.
Fonte: Autoria propria.
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Tabela 28 - Resultados em valores de Rfs para fingerprint de taninos e flavondides. Placa revelada com NEU
PEG e observada sob luz UV em 365 nm.

Amostra AG AE MP EB FAQ FAC FH L K
Rf1 - 0,22 0,18 0,05 0,18 0,18 - -
Rf2 - - 0,30 0,24 0,24 0,24 0,24 - -
Rf3 - - 0,39 0,41 - 0,41 0,41 - -
Rf4 - - 0,49 0,47 - 0,47 0,47 - -
Rf5 - - 0,52 0,56 - 0,56 0,56 - -
Rf6 - 0,54 0,54 0,66 - 0,66 0,66 0,45 -
Rf7 - - 0,59 - - 0,75 - - 0,94
Rf8 - - 0,84 0,84 0,80 0,84 0,84 - -
Rf9 0,85 - 0,95 0,95 - 0,95 0,95 - -

Fonte: Autoria propria.

5.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

A impressao digital cromatografica € um método de identificacdo abrangente e capaz
de revelar uma grande quantidade informacGes quimicas de extratos vegetais. Essa abordagem
tem o potencial para caracterizar/identificar os componentes marcadores e 0s componentes
desconhecidos num sistema complexo. Algumas agéncias regulatérias, como Food and Drug
Administration (FDA) e European Medicines Agency (EMEA), ja exigem fingerprints
cromatograficos para identificacdo e determinacdo da qualidade do material vegetal. Além
disso, relatos da literatura sugerem que todos 0s cromatogramas de espécies medicinais sejam
avaliados pelas suas similaridades e diferencas. Entre as diversas técnicas utilizadas para a
obtencdo de impressbes digitais cromatograficas e avaliacdo qualitativa e autenticacdo de
produtos de origem vegetal, os fingerprints obtidos por CLAE sdo os mais amplamente
utilizados devido a seletividade e sensibilidade da técnica (GU et al., 2004; LI et al., 2010;
MA etal., 2011; Ll et al., 2015).

Nas analises das matrizes provenientes da pitanga, as regides de similaridades séo
principalmente encontradas nos intervalos de 7 a 11 e de 22 a 27 minutos, como pode ser
observado nas figuras 50-53 e 54. Nestas regides dos cromatogramas podem ser detectadas as
substancias majoritarias da espécie. Além dos acidos galico e elagico, podem ser observados

picos cujos espectros correspondem a flavonoides.
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Dentre os flavonoides relatados por Schmeda-Hirshmann em 1987, nas folhas da
pitangueira encontram-se quercetina, quercitrina e miricetina. Diante dos flavonoides
encontrados através dos ensaios por CLAE e dos relatos dos flavonoides para a espécie, foi
realizada uma comparacao dos espetros de flavonoides encontrados e os espectros relatados
na literatura, a fim de confirmar a presenca das substancias descritas.

Perante os resultados obtidos pelas amostras, 0s espectros dos flavonoides encontrados
ndo correspondem aos dados apresentados na literatura para a quercetina (MABRY, 1970).
Confirmando os resultados obtidos anteriormente por CCD. O espectro do flavonoide
quercitrina, também relatado para a espécie, possui espectros com maximos de 265 e 350 nm
(MABRY, 1970), o que o torna bastante semelhante ao terceiro flavonoide observado nas
amostras, de acordo com a ordem de deteccdo, nomeado F3 que possui maximos de 265 e 352
nm. O que sugere que este composto seja semelhante a quercitrina ou que possa se tratar da
quercitrina. O ultimo flavonoide relatado para a espécie, miricetina, também difere nos
maximos observados nas amostras, possuindo maior absorcao nas regides de 254 e 374 nm.

Avaliacdo dos espectros de varredura presentes na literatura ndo indicou quais
substancias os flavonoides 1 e 2, podem ser. JA que os espectros obtidos ndo foram
compativeis com as substancias relatadas para a espécie. Porém, uma enorme variedade de
derivados e glicosideos destas substancias esta disponivel na natureza, o que ndo descarta a
possibilidade de flavonoides derivados da quercetina e miricetina estarem presentes nas
amostras.

Nas amostras, ainda pode ser encontrado o &cido galico (Amax=270 nm), com
aproximadamente 8,6 min de tempo de retencdo, encontrado em pequena quantidade nas
matrizes estudadas. A partir destes perfis obtidos para as amostras é possivel realizar a
identificacdo das amostras a partir das semelhancas e diferencas com o0s cromatogramas
obtidos. Além disso, a determinacdo das semelhancas é essencial para a caracterizacdo dos
perfis tipicos, pois estas regiGes de similaridades evidenciam a presenca das substancias
marcadoras essenciais para atividades da espécie. Os fingerprints por CLAE podem ainda
oferecer informagdes quali e quantitativas que suportem a padronizagdo do material vegetal,
assegurando sua eficacia terapéutica. Para isso sdo necessarios estudos farmacoldgicos que
estabelecam relacGes entre as substancias presentes nas amostras e dados quantitativos destas

substancias.
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Figura 50 - Cromatograma obtido para a matéria prima.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 51 -Cromatograma obtido para o extrato bruto.
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Figura 52 - Cromatograma obtido para a fragdo acetato.
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Figura 53 - Cromatograma obtido para a fragdo aquosa.
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A fracdo aquosa possui areas muito pequenas de algumas das substancias de interesse
(flavonoides e acido elagico), devido as baixas concentracdes de substancias lipofilicas nesta
fracéo, o que dificulta sua deteccdo. Como esperado, no intervalo de tempo de retencdo de 7 a
11 minutos estdo localizados os picos correspondentes as substancias de maior polaridade,

dentre elas o acido galico, uma das substancias marcadoras da espécie.



160

Figura 54 - Espectros de absor¢do de varredura das substancias presentes na matéria prima, extrato bruto e
fracbes. AG: Acido galico; F1, F2, F3 e F4: Espectros de flavonoides nao identificados; AE: Acido Elagico

8.70 min: 998.38

%

-é-D% 218,828 min. 994.2¢ -50% at 23.00 min: 998.70)

50,0

4004

1004

o T T T T T T T T T T T 1
w B 220 50 280 00 a0 24 20 250 4;AG 190 220 240 260 280 300 20 240 380 380 20 Fl

50% st 23.73 min: 989.02) 50% st 2472 min: 999 74
-50% st 23.88 min: 988.41 -50% st 24.86 min: 988.59

nm

nm
— T T T T T T T T T 1 ) — T T T T T T T T T 1
130 220 240 260 280 300 320 340 360 80 4ol 190 220 240 260 280 300 a0 40 60 280 40

50% st 26 16 min: 992 48 50% 3125 44 min: 84172
-50% 526,31 min: 982.20 -50% 51 25 62 min: 98724

-10‘0—‘
190

Fonte: Autoria prépria.

E possivel observar na figura 55 as regides de semelhanca entre os extratos a partir da
sobreposicdo dos cromatogramas, como esperado na analise de derivados da mesma matriz.
Em contrapartida, estas zonas de similaridade poderdo ser tomadas como referéncia quando
forem comparadas a diferentes amostras de E. uniflora.

As semelhancas presentes entre a matéria prima e o extrato bruto e fracbes podem ser

melhor observadas individualmente, pois a matéria prima possui areas muito menores que 0
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extrato bruto e suas fragdes, devido a fatores de preparacdo da amostra (método extrativo,
diluicdo), o que acaba por dificultar a visualizagdo quando o0s cromatogramas estdo
sobrepostos. Esta dificuldade ndo é encontrada entre o extrato bruto e suas fragcdes, onde as

semelhancas sdo facilmente visualizadas nos intervalos de 7-11 e de 22-27 minutos.

Figura 55 - Cromatogramas sobrepostos da matéria prima (MP), extrato bruto (EB), fracdo aquosa (FAQ), fracéo
acetato (FAc) e fracdo hexano (FH).
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Fonte: Autoria propria.

5.4.3 Aplicacdo de fingerprints cromatograficos na identificacdo de diferentes amostras de

extratos brutos de Eugenia uniflora L.

Os fingerprints vém sendo utilizados como uma ferramenta bastante eficaz na
identificacdo e controle de qualidade de espécies vegetais. Isso ocorre devido ao perfil de
substancias que o fingerprint oferece, pois normalmente as atividades de uma espécie
vegetal de uso medicinal estdo relacionadas com a atuacdo da matriz complexa, contendo
diversas substancias que atuam sinergicamente em um ou diversos receptores ao mesmo
tempo. Nesse contexto, o perfil quimico tipico oferece uma imagem completa das
substancias que compdem a matriz, evidenciando as substancias que possuem atividade
farmacoldgica (LIANG et al., 2004; ZHANG et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2012).

Neste sentido, foram realizados ensaios comparativos em diferentes amostras de
extratos brutos das folhas de pitanga com o objetivo de realizar o controle da qualidade

das amostras atestando sua identidade através de fingerprints cromatograficos por CCD-
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AE e CLAE-DAD. A amostra tomada como referéncia foi coletada em Porto de Galinhas
(PE) identificada no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) e utilizada em todas as
metodologias utilizadas neste trabalho. As amostras comparadas com a referéncia foram
coletadas em outros municipios de Pernambuco (Olinda — A2, Recife — A3, Paulista — A4
e Camaragibe — A5), e submetidas aos mesmos processos de estabilizagdo e extragdo que
a amostra 1, sendo obtidos quatro diferentes extratos brutos para a comparagdo com a
amostra de referéncia.

Para a realizacdo da CCD-AE, foram utilizadas as mesmas condic¢6es utilizadas no
fingerprint de polifenois, com aplicacdo dos padrdes: acido galico, acido eldgico (taninos
hidrolisaveis) e luteolina e kaempferol (flavonoides) e revelacdo com reagente natural A
(NEU) seguido de PEG. Na figura 56 pode ser observado o cromatograma para as
diferentes amostras de extrato bruto das folhas de pitanga.

Em relagdo aos taninos, séo evidenciadas bandas azuladas referentes aos padrdes
de &cido géalico e eldgico, bandas correspondentes a estas subtancias em todas as
amostras. As manchas apresentam diferentes intensidades nas amostras, o que indica
distintos graus de concentracdo. O cromatograma torna evidente que as amostras 3 e 5
possuem quantidades menores destas substancias dado a menor intensidade das bandas
relativas a elas.

Neste mesmo cromatograma, sdo visualizadas bandas relativas aos padrdes
utilizados para flavonoides. Um heterosideo, luteolina-7-O-glicosideo que apresenta
coloracdo amarela/alaranjada e uma aglicona, Kaempferol de coloracdo esverdeada. Estas
substancias servem de referéncia, indicando a presenca de heterosideos e agliconas na
amostra de acordo com o fator de retencdo exibido. Nas amostras é possivel identificar
bandas relativas aos flavonoides com coloracGes que variam do amarelo ao laranja,
totalizando ao menos 5 bandas com diferentes intensidades. As bandas apresentam Rf

distintos, algumas assemelhando-se ao padréo luteolina.
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Figura 56 - Fingerprint por CCD-AE para diferentes amostras de extrato bruto de E. uniflora. Revelador:
NEU+PEGem 365 nm.

Fonte: Autoria propria.

Através dos resultados obtidos, pode-se concluir que as amostras apresentaram o
mesmo perfil para taninos e flavonoides, evidenciando as mesmas bandas, apenas com
diferentes intensidades. Com excessdo da amostra 2, que apesar de conter 0 mesmo
perfil, apresenta uma banda amarelada junto ao fronte de eluicdo, que ndo foi exibida
pelas outras amostras. Além disso, € possivel verificar a eficiéncia da separacdo dos
componentes dos extratos brutos pela CCD-AE. As bandas possuem maior separagédo e
resolucdo do que a CCD convencional (Figura 57), evidenciando com maior clareza as
bandas.

Figura 57 - Fingerprint por CCD convencional para diferentes amostras de extrato bruto de E. uniflora.
Revelador: NEU+PEG em 365 nm.

Fonte: Autoria propria.
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Com o fingerprint por CLAE (Figura 58), foi possivel observar similaridades
entre as amostras, inclusive comparar tempos de retencdo e espectros de varredura das
substancias presentes nas amostras de diferentes localizacbes. Nesta analise foram
encontrados em média 30 picos em comum nas amostras. Além disso, foram evidenciadas
as presencas de acido galico, acido elagico e dos flavonoides 1, 2 e 3, com diferentes
concentragdes, porém sempre com o mesmo perfil. E possivel observar nos
cromatogramas, as regides de similaridades nos intervalos de tempo de 7-11 min e de 22-
27 min, como o determinado na amostra de referéncia. Neste sentido, as substancias
encontradas nestes intervalos, foram eleitas como “picos caracteristicos de fingerprint”
nesta espécie, pois representam as principais caracteristicas apresentadas pelas amostras.
Incluindo a presenca das substancias marcadoras (acido galico e elagico, além doas
flavonoides) (MA et al., 2011; LI et al., 2015).

Como pode ser observado nos cromatogramas, a maioria dos picos evidenciados
na amostra de referéncia também foram observados nas outras amostras. Este achado
permite a confirmacdo das identidades das amostras 2, 3, 4 e 5 como provenientes de
folhas de Eugenia uniflora. Comprovando a existéncia do perfil quimico com as mesmas
caracteristicas da amostra de referéncia. Esta semelhanca obtida nos fingerprints por
CCD-AE e CLAE podem estar correlacionadas com a origem das amostras, pois as cinco
amostras adquiridas para analise foram provenientes de regifes litoraneas do estado de
Pernambuco. O que indica que estas amostras possuem praticamente a mesma influéncia
de fatores climaticos, o que acarretou em pequenas variagdes na producdo de metabdlitos,
as quais ndo comprometeram o perfil cromatografico das diferentes amostras de E.
uniflora.

Estes resultados apontam que os fingerprints por CCD-AE e CLAE fornecem uma
ferramenta simples e atil na identificacdo de espécies vegetais. Além disso, o perfil
quimico evidenciado pode fornecer dados para a padronizacdo e suporte as atividades
terapéuticas das espécies vegetais.

Assim, diante das diversas atividades farmacoldgicas da pitangueira relacionadas
a presenca de taninos e flavonoides, estes fingerprints podem ser considerados como
referéncia no controle de qualidade de materias primas e derivados vegetais provenientes

das folhas de pitanga.
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Figura 58 - Fingerprint por CLAE para difrentes amostras de E. uniflora.
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Fonte: Autoria propria.

5.5 FRACIONAMENTO PRELIMINAR DOS CONSTITUINTES DAS FOLHAS DE

Eugenia uniflora L.

O processo de purificacdo de substdncias presentes em espécies vegetais, uma das
principais vertentes da fitoquimica, € um procedimento demorado, dispendioso e com muitas
etapas operacionais. Para obtencdo de substancias com a pureza necessaria para a eluicidacao
estrutural, € preciso aplicar mais de uma técnica de separagdo. O que torna o isolamento de
substancias muito dificil, principalmente devido as pequenas concentracdes das substancias
nos vegetais (HARBORNE, 1984; CARMONA,; PEREIRA, 2013). Para a investigacdo dos

constituintes presentes nas folhas de E. uniflora foi realizado um fracionamento utilizando
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diferentes processos cromatogréficos, incluindo cromatografias em coluna e de camada

delgada preparativa, seguindo o fluxograma abaixo (esquema 3):

Esquema 3 - Sequéncia de fracionamento das substancias presentes nas folhas de Eugenia uniflora.

L es )

1) Dispersiao em agua;
2) Partigdo com hexano;
3)  Partigdo com acetato de etila.

((/n ] [ FAc ) [ FAq |

1)  Dispersio em hexano;
2)  Aplicagio em coluna de silica gel (topo
s6lido)..

Coluna 1
(500 fracoes)

1) Bandas de interesse evidenciadas na CCD das fragdes
C1/280-327;

2) Fragoes interesse foram reunidas, concentradas e aplicadas
em nova coluna.

Coluna 2
(30 fragoes)
1) Bandas amareladas correspondentes a flavonoides nas
fragoes C2/1-7;

2) Fragdes interesse foram reunidas, concentradas e aplicadas
na coluna 3.

Coluna 3
(30 fracoes)
1) Bandas correspondentes aos flavonoides observados nas

andlises anteriores sob luz UV3565 nm nas fragdes C3/7-10;
2) Fragdes interesse foram reunidas, concentradas e aplicadas

em CCDPI.
CCDPI ] ([ CCDP2
(3 bandas) ) l

1) Analise das 3 bandas revelou a
presenca de 2 bandas flavonoidicas na
banda 1;

2) Aplicagdo de banda 1 em CCDP2.

1) Nio houve separagio;
2) .Coleta e aplicagio em CCDP3.

[ CCDP3 A

(1 banda)

J

1) Bandas referentes ao0s dois flavonoides
evidencicados anteriormente;
2) Néao houve separagio.

Fragdo semi-purificada
de Flavonoides

5.5.1 Cromatografia em coluna aberta com gel de silica (1)

Os estudos preliminares para obtencdo dos compostos flavonoidicos das folhas de E.
uniflora foram inicialmente conduzidos por cromatografia em coluna empregando gel de
silica como fase estacionéria a partir da fracdo acetato de etila. A eluicdo foi realizada com

hexano, diclorometano, etanol e misturas dos mesmos, sempre com polaridade crescente. Este
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sistema com fase estacionéria de caracteristicas polares e fases moveis de serie eluotropica
crescente de polaridade (hexano — hexano:diclorometano — diclorometano —
diclorometano:etanol — etanol) foi baseado no fracionamento de extratos provenientes de E.
uniflora realizado por Schmeda Hirschmann (1987). Sistemas semelhantes também foram
utilizados em outras metodologias para isolamento de flavonoides (BELTRAME et al., 2001,
PINHEIRO et al., 2003). Embora muitos relatos tragam o cloroférmio como um dos
solventes, em nosso estudo o reagente foi substituido por diclorometano em razdo da
similaridade da forca eluicdo, conforme parametro de polaridade de Snyder: 0,40 e 0,42 para
o cloroférmio e diclorometano, respectivamente (COLLINS et al., 2010).

O fracionamento resultou em 500 fragdes recolhidas em tubos de ensaio. As fragOes
foram analisadas por espectrofotometria e CCD. A analise por espectrofotometria foi feita
através de varredura de 200 a 900 nm, e foram avaliados méximos e bandas existentes nas
fracbes. As fracBes também foram analisadas por CCD, onde foram aplicadas através de
capilares, aliquotas das fracGes obtidas, eluidas com fase mével 90:5:5 e avaliadas sob luz UV
nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. A analise por CCD se destaca por conseguir
evidenciar a presenca de diversas substancias, sendo muito mais discriminativa que a analise
por UV, que apenas permite a visualizacdo de bandas sobrepostas em um Gnico espectro.
Além disso, a utilizacdo de reveladores nas CCDs permitem ainda a identificacdo dos
compostos de interesse. Apos estas andlises as fracdes semelhantes foram reunidas.

Nas fracdes hexano e hexano:diclorometano ndo foram encontradas as substancias de
interesse (polifenois) nas avaliacdes por CCD e UV. Mas foi possivel observar nas fracdes
obtidas com as fases moveis de diclorometano:etanol (a partir da proporcdo 90:10)
primeiramente por UV, a presenca de bandas e méximos de absor¢do nas faixas de 270 e 400
nm, que serviram como guia para verificacdo da presenca de substancias. Em seguida as
analises por CCD evidenciaram a presenca de diversas manchas, algumas relativas as
substancias de interesse.

Na anélise por CCD, bandas avermelhadas foram verificadas nas fragdes 215 e 245
(fase movel de 90:10 diclorometano:etanol), estas bandas podem ser substancias derivadas de
clorofila, um pigmento presente em folhas que possui esta coloracdo sob luz UV. Estes
resultados corroboram com os dados obtidos pela analise destas fracdes por
espectrofotometria, na qual foi possivel observar bandas com méaximos de absor¢do nos
comprimentos de onda de 410, 506, 540, 610 e 667 nm, de forma similar a apresentada por

espectros de varredura da clorofila A, em trabalho obtido por Maestrin e colaboradores
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(2009). A fracdo 310 (fase mdvel 70:30) apresentou ao menos trés bandas, de coloracdo
ligeiramente amarelada, visualizadas em luz ultravioleta 365 nm indicando a presenca de
flavonoides nas fragdes, como pode ser observado no cromatograma onde foram aplicadas
estas 3 fracdes (Figura 59A).

As fragbes 245 e 310 foram avaliadas também por CLAE, e apenas a fracdo 310
apresentou as substancias de interesse (taninos e flavonoides) como pode ser observado no
cromatograma da figura 53A, sem revelacdo. Por CLAE (Figura 59B) foram identificados o
acido galico em pequenas concentracdes, os flavonoides 1, 2 e 3, além do acido elagico, sem a
presenca de outras substancias que podem ser observadas na FAc. Na fracdo 310, é possivel
observar ao menos 3 bandas, que podem corresponder aos flavonoides 1, 2 e 3 observados no
cromatograma por CLAE. Nao foi possivel identificar o &cido galico na CCD, provavelmente
devido a sua baixa concentracdo evidenciada por CLAE, e o &cido elagico também nao foi
detectado apenas com iluminacdo UV 366, sendo necessaria a revelacao da placa. As fraces
que possuem o mesmo perfil (280 — 327) foram em seguida concentradas para posterior

aplicacdo em outra metodologia preparativa (coluna aberta).

Figura 59 - Andlise das fracfes obtidas por coluna aberta por CCD (A) e por CLAE (B).
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Fonte: Autoria propria.

As fracOes reunidas foram analisadas por CCD, o que evidenciou que as fragGes
335-370 possuem o mesmo perfil de substancias em sua composicdo apresentando ao
menos 5 bandas de colora¢do amarela, como pode ser observado na figura 60. As fracdes

analisadas por CLAE e apresentaram diferentes perfis, em sua maioria com picos
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correspondentes aos flavonoides e acido elagico, de forma similar as fragbes anteriores,
porém ausentes de &cido galico e a presenca de outras substancias em seu perfil. Estas
fracbes também foram reunidas, concentradas e liofilizadas para aplicacdo de novo

processo de purificacéo.

Figura 60 - Analise das fragOes obtidas por coluna aberta por CCD (Revelada NEU+PEG em 365 nm).
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Fonte: Autoria propria.

5.5.2 Cromatografia em coluna aberta com gel de silica (2)

A realizacdo da coluna aberta 1 demonstrou-se insuficiente para purificacdo das
substancias presentes nas folhas de pitanga nas condicdes utilizadas, servindo com método
preliminar para o isolamento dos constituintes. A etapa seguinte, constituiu-se de nova
realizacdo de cromatografia em coluna aberta, utilizando silica gel (nas mesmas
especificacbes anteriores) modificando a fase movel utilizada 100:11:11:27 (acetato de etila:
acido formico: acido acético: agua) comumente utilizada em CCD. Esse sistema isocratico
resultou em 30 fracdes, que foram analisadas por CCD. As fragdes 6, 7, 8 e 9 apresentaram
bandas referentes aos flavonoides (substancias de interesse) (Figura 61).

Devido a presenga de mais bandas de interesse (9 bandas de coloragdo amarela
referentes a flavonoides), as fragcbes de 1-7 foram escolhidas para o prosseguimento do
fracionamento, sendo reunidas e concentradas em evaporador rotativo para aplicacdo em novo
sistema de eluicdo em cromatografia em coluna. Estas fracGes apresentaram mais bandas de

interesse nesta etapa no que as fragdes recolhidas na CC1 (Figura 59), o que leva a crer que
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estas substancias estavam presentes nas fragcGes anteriores porém em concentra¢cbes nao
detectaveis, o que indica que a reunido das fracGes de perfil semelhante, concetracdo e
posterior aplicacdo na CC2 levou ao enriquecimento destas substancias nas fracdes 1-7, sendo

possivel a visualizacdo de mais bandas referentes aos flavonoides.

Figura 61 - Andlise de CCD em fragdes coletadas da coluna aberta 2, revelada com NEU + PEG visualizadas
sob luz UV 366.

Fonte: Autoria propria.

5.5.3 Cromatografia em coluna aberta com gel de silica (3)

O novo sistema de eluicdo iniciou-se com acetato de etila e prosseguiu com misturas
acetato:etanol (variacbes de 10%) até proporcdo de 100% de etanol. Resultando em 60
fragdes. As fragcdes foram analisadas por CCD e as fragfes 7-10 apresentaram comportamento
semelhante e bandas referentes a flavonoides em comparacdo com outras analises por CCD,
guando observadas sob luz UV 365 nm. Essas fracdes foram reunidas e concentradas para

aplicacdo em CCD preparativa.
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Figura 62 - Analise de CCD em frag0es coletadas da coluna aberta 3, observada sob luz UV 366.

Fonte: Autoria propria.

5.5.4 Cromatografia em camada delgada preparativa

A aplicacdo em CCD preparativa, eluida com sistema 90:5:5 (acetato de etila: acido
férmico: agua, v/v/v) , resultou em trés bandas, visualizadas sob luz UV 365 nm. A placa de
vidro foi em seguida raspada, onde as bandas estavam delimitadas para a coleta da silica. A
silica coletada foi acondicionada em béqueres onde foram lavadas com metanol. As solucdes
resultantes foram analisadas por CCD.

As analises por CCD antes da revelacdo evidenciaram a presenca de bandas nas
solugdes 1 e 3 (referentes as respectivas bandas na CCD preparativa). A solucdo 1 (Figura
63A) apresentou apenas uma banda, o que poderia indicar que a CCD preparativa aitingiu o
objetivo no isolamento dos constituintes. A solu¢do 2 ndo apresentou bandas antes da
revelacdo e asolucdo 3 apresentou duas bandas de coloracdo vermelha e azul. Ap6és a
revelacdo com reagente natural A (NEU) foi possivel observar a presenca de duas bandas
amarelas correspodentes a flavonoides na solucdo, o que mostra que esta solugéo apresenta-se
como uma fracdo semipurificada. A solugéo 3, apos a revelacdo, apresentou as duas bandas ja
visualizadas anteriormente, porém nao foi possivel identificar a classe das substancias pela

coloracgéo. A solucédo 2 ndo apresentou bandas na analise por CCD mesmo apos revelacao.
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Figura 63 - CCD para as solugdes obtidas das bandas da CCD preparativa; A — Sem revelacdo, visualizada sob
luz UV 365 nm ; B —revelada NEU + PEG, visualizada sob luz UV 365 nm.

Fonte: Autoria propria.

A solucdo 1 foi concentrada e em seguida submetida a novo sistema de CCD
preparativo. Esta nova aplicacdo utilizou como eluente o sistema 100:11:11:27 (acetato de
etila: acido férmico: &cido acético: agua, Vv/v/v), tipico para analises de substancias
flavonoidicas (WAGNER; BLADT, 1996). Apds a eluicdo, ndo foi visualizada separacdo das
duas bandas apresentadas pela solu¢do 1 na analise anterior. Foi possivel apenas observar uma
banda Unica proxima ao fronte de eluicdo. A banda foi coletada e submetida ao mesmo
processo de lavagem descrito anteriormente, resultando na solu¢do 1.P2 e em seguida
aplicada em CCD.

A CCD da banda resultante da segunda CCDP evidenciou os mesmos resultados
obtidos para a solucdo 1 proveniente da primeira placa de CCDP, apresentando duas bandas
de coloracdo amarelada correspondentes a flavonoides. Demonstrando que a separagdo nao
foi eficaz. A solugcdo 1.P2 foi concentrada em evaporador rotativo e em seguida aplicada em
nova placa preparativa.

A terceira placa preparativa foi eluida com novo sistema de eluigdo baseado no
sistema utilizado na primeira aplicacdo em CCDP. O novo eluente (95:5:5, acetato de etila:
acido formico: agua, v/v/v), também ndo apresentou resultados satisfatorios, ndo separando as
substancias aplicadas. A silica da placa preparativa foi coletada em sua totalidade e submetida
a lavagem para recuperar a amostra. Devido as perdas de material envolvidas nas diferentes

aplicacdes em CCDP, o processo de purificacdo foi interrompido nesta etapa.
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Foi realizada uma andlise por CLAE da solugdo resultante da CCP3 (Figura 64),onde
foi possivel observar a presenca de dois picos relativos a flavonoides, porém as areas exibidas
foram muito pequenas devido a diluicdo das amostras. Estes resultados apontam que o
fracionamento preliminar obteve uma fracdo semi-purificada de dois flavonoides,
possibilitando a partir deste ponto a purificacdo total e identificacdo de dois possiveis
marcadores para a espécie.

Figura 64 - Cromatograma obtido para fracdo de CCDP (A); Espectro flavonoide 1 (B); Espectro flavonoide 2
©.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento analitico a partir das folhas de Eugenia uniflora levou a obtencao
de metodologias de desempenho comprovado experimentalmente, capazes de avaliar de
maneira satisfatéria a qualidade da droga vegetal e derivados da espécie vegetal. Todas as
metodologias espectrofotométricas avaliadas para quantificacdo de taninos e flavonoides
atenderam todas as exigéncias recomendadas na literatura para a analise das matrizes
estudadas (matéria prima, extrato bruto e fragbes). No caso dos flavonoides, a metodologia
por doseamento direto merece destaque pela ja reportada simplicidade de execugdo, com
menor ndmero de passos analiticos e com resultados comparaveis com os obtidos pela
metodologia farmacopeica (ap06s hidrélise acida) quando utilizado um padrdo de referéncia
representativo para o tipo de flavonoide em anéalise. No caso do doseamento direto foram
utilizados flavonois (aglicona - quercetina e heterosideo - rutina) e ap6s hidrolise apenas um
flavonol do tipo aglicona (quercetina). Ja para a metodologia de quantificacdo de taninos, o
emprego de PVP como agente complexante dos taninos apresentou desempenho similar ao
p6-de-pele e pode ser considerada uma alternativa viavel a metodologia farmacopeica.

Considerando as metodologias por CLAE-DAD, todos os procedimentos analiticos
atenderam aos requisitos preconizados pela legislacdo e, portanto, permitiram a quantificacdo
de taninos e flavanoides na droga e produtos derivados de E. unifolora. Entretanto, para a
quantificacdo de flavonoides foi necessaria a padronizacdo interna em razdo da auséncia do
respectivo padrdo. Desta forma, os estudos preliminares de purificacdo por cromatografia em
coluna e por CCD preparativa indicam a possibilidade de separacdo e identificacdo de dois
compostos flavonoidicos promissores marcadores da espécie.

Quanto a avaliacdo do perfil quimico da droga vegetal, os fingerprints cromatograficos
por CCD-AE e CLAE-DAD revelaram zonas cromatogréaficas relevantes para a padronizagdo
quimica de derivados da droga vegetal (extrato bruto e fragcGes) que poderdo compor um perfil
quimico tipico para auxiliar na identificacdo e qualificacdo de produtos derivados das folhas
de E. uniflora.

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel inferir que as metodologias avaliadas
podem ser facilmente aplicadas em rotinas de laboratério como ferramentas Uteis para o
controle da qualidade de Eugenia uniflora. Fornecendo importantes informacdes que poderdo
ser empregadas tanto para o estabelecimento de especificacbes de qualidade para droga

vegetal, quanto para a avaliacdo de operagdes de transformacdo em produtos intermediarios e
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produtos acabados. Oferecendo dados significativos para assegurar a viabilidade da espécie e
seus derivados, possibilitando sua aplicacéo na terapéutica.

Como perspectivas futuras sugere-se o completo isolamento das substancias
flavonoidicas presentes na amostra, assim como a realizagdo de testes bioldgicos nas
substancias isoladas visando avaliar a viabilidade destas substancias como agentes
terapéuticos. Tém-se ainda como propostas futuras a execugdo de novos estudos no &mbito
tecnoldgico para aplicacdo desta espécie no desenvolvimento de novos fitoterapicos, visando
sua aplicacdo na terapéutica para que possam ser utilizados principalmente na atengédo

primaria realizada pelo SUS.
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APENDICE A - Dados de Regresso Linear — Amostras UV-Vis

Padrbes
Figura 1 — Gréafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o padrédo quercetina por doseamento
direto.
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Autoria propria.
Tabela 1 — Regresséo linear da curva da quercetina por doseamento direto.
F de
gl SQ MQ F significacao
Regressao 1 04718 0,47182 4277,495 7,32E-21
Residuo 16 0,0017 0,00011
Total 17 0,4735
Erro 95% 95%

Coeficientes  padrao Stat t valor-P inferiores  superiores

Intersecdo -0,05384 0,0083 -6,450 8,02E-06 -0,0715 -0,0361
Variavel X
1 0,474 0,0072 65,402 7,32E-21 0,45863 0,48936

Autoria propria.

Figura 2 — Gréafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o padrdo Rutina por doseamento direto.
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Autoria propria.
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Tabela 2 — Regressao linear da curva da rutina por doseamento direto.

F de
gl SQ MQ F significacao
Regressao 1 0,5270 0,5270 4533,118 4,61E-21
Residuo 16 0,0018  0,00011
Total 17 0,5288
Erro 95%
Coeficientes  padréo Stat t valor-P  95% inferior  superior
Intersecdo -0,015 0,007 -2,028 0,060 -0,030 0,001
Varidvel X
1 25047,619 372,021 67,328 0,000 24258,969 25836,269

Autoria propria.

Figura 3 — Gréfico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o padrdo Quercetina ap6s hidrolise

acida.
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©
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Tabela 3 — Regresséo linear da curva da quertina na metodologia por hidrolise &cida.
F de
gl SQ MQ F significacdo
Regressao 1 0,4700 0,4700 5747,808 6,93E-22
Residuo 16 0,0013  8,18E-05
Total 17 0,4713
Erro 95%
Coeficientes padréo Stat t valor-P  95% inferior  superior
Intersecdo  -0,04957 0,00718 -6,8968 3,59E-06 -0,0648 -0,0343
Variavel X
1 0,788098  0,01039 75,8143 6,93E-22  0,76606 0,81013
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Figura 4 — Gréafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o padrdo acido galico no doseamento de
taninos totais.
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Tabela 4 — Regressao linear da curva do acido galico na metodologia de doseamento de taninos totais.

F de
gl SQ MQ F significacao
Regresséo 1 1,0026 1,0026 5348,043  9,4E-25
Residuo 19 0,0035 0,00018
Total 20 1,0061
Erro 95%

Coeficientes  padréo Stat t valor-P  95% inferior  superior

Intersecdo 0,0194 0,0066 2,9080 0,0090 0,0054 0,0334
Variavel X
1 0,1092 0,0014 73,1303 9,4E-25 0,1061 0,1123

Autoria propria.
Amostras

Figura 5 — Gréfico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para a matéria prima na metodologia de
doseamento direto.
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Tabela 5 — Regressao linear da curva da matéria prima da metodologia por doseamento direto.

F de
gl SQ MQ F significacao
Regressao 1 0,4718 0,4718 4277,495 7,32E-21
Residuo 16 0,0017  0,00011
Total 17 0,4735
Erro 95%

Coeficientes  padréo Stat t valor-P  95% inferior  superior
Intersecdo -0,0538 0,0083  -6,4502 8,02E-06  -0,0715 -0,0361
Varidvel X
1 0,474 0,0072 65,4025 7,32E-21 0,4586 0,4893

Autoria propria.

Figura 6 — Gréfico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o extrato bruto na metodologia de

doseamento direto.
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Tabela 6 — Regressao linear da curva Do extrato bruto por doseamento direto.
F de
gl SQ MQ F significagao
Regressao 1 0,2892  0,2892 10366,22 2,97E-20
Residuo 13 0,0004 2,79E-05
Total 14 0,2896
Erro 95%
Coeficientes padréo Statt  valor-P  inferiores 95% superiores
Intersecéo 0,0232 0,0040 5,6695 7,67E-05 0,0143 0,0320
Variavel
X1 1,2275 0,0120 101,8146 2,97E-20 1,2014 1,2535

Autoria propria.
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Figura 7 — Gréafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para a matéria prima na metodologia ap6s
hidrdlise acida.
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Tabela 7 — Regressao linear da curva da matéria prima ap6s hidrolise acida.
F de
al SQ MQ F significagéo
Regressao 1 0,4631 0,463138 2920,312 1,53E-19
Residuo 16 0,0025 0,00015
Total 17 0,4656
Erro 95%
Coeficientes padréo Statt  valor-P  inferiores 95% superiores

Intersecéo 0,0136 0,0094  1,4396 0,169245 -0,0064 0,0336
Variavel
X1 0,3130 0,0057 54,0399 1,53E-19 0,3007 0,3253

Autoria propria.

Figura 8 — Gréfico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o extrato bruto na metodologia ap6s
hidrélise acida.

Variavel X 1 Plotagem de Variavel X 1 Plotagem de ajuste
0,02 - resglluos 0,800 - de linha
. $ 0,600 -
2 0,01 *
S0 g et oo
é 0,000 0800 Jt)oo 1,500 0.200 oY
-0,01 - *s o ’ WY previsto
0,000 T T )
0,02 - Variavel X 1 0000 0500 1,000 1,500
A Variavel X 1 B

Autoria propria.
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Tabela 8 — Regressao linear da curva do extrato bruto apés hidrélise acida.

F de
gl SQ MQ F significacao
Regresséo 1 04700 0,4700 5747,808  6,93E-22
8,18E-
Residuo 16  0,0013 05
Total 17  0,4713
Erro 95%
Coeficientes padrdo  Statt valor-P  inferiores 95% superiores
Intersegéo -0,0496  0,0071 -6,8968 3,59E-06 -0,0648 -0,0343
Variavel
X1 0,7880  0,0104 75,8143 6,93E-22 0,7660 0,8101

Autoria propria.

Figura 9 — Gréafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para a matéria prima no doseamento de

taninos totais.
Variavel X 1 Plotagem de

0,03 - residuos

0,02 - ‘
8 0,01 - 3 $ *
S 0 r )
S ¢ 5 ¢ 10
X 0017 o s

002 ¢ 4

-0,03 - .

Variavel X 1

Autoria propria.

Variavel X 1 Plotagem de ajuste

de linha

1,000 ~
0,800 -
0,600 -
0,400 - oY
0,200 - WY previsto
0,000 . . : .

0 2 4 6 8

A Variavel X 1 B

Tabela 9 — Regressao linear da curva da matéria prima no doseamento de taninos totais.

F de
gl SQ MQ F significacdo
Regressao 1 0,4419 0,441971 6054,96  4,58E-22
Residuo 16 00011 7,3E-05
Total 17 0,4430
Erro 95%
Coeficientes padréo Statt  valor-P inferiores 95% superiores
3,38E-
Intersecédo 0,0393  0,0057 6,931102 06 0,0273 0,0513
Variavel 4,58E-
X1 0,0092 0,00012 77,81362 22 0,0089 0,0094

Autoria propria.
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Figura 10 — Grafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o extrato bruto no doseamento de

taninos totais.

Variavel X 1 Plotagem de Variavel X 1 Plotagem de ajuste
0.015 - residuos 0,6 - de linha
’ 05 -
0,01 - ¢ ’
£0,005 - ¢ ° o4
s ¢ . > 03 -
2 0 $ P - 0o . oY
00,005 - ? ¥ 30 01 - WY previsto
-0,01 - ¢ o 0 | | |
-0,015 - » 0 10 20 30
Variavel X 1 A Variavel X 1 B
Autoria propria.
Tabela 9 — Regresséo linear da curva do extrato bruto no doseamento de taninos totais.
F de
al SQ MQ F significagéo
Regressao 1 0,0985 0,0985 2341,689 4,58E-16
Residuo 13 0,0005 4,21E-05
Total 14 0,0990
Erro 95% 95%
Coeficientes padréo Statt  valor-P inferiores superiores
Intersecéo 0,1064 0,0056 19,04616 7,03E-11 0,0944 0,1185
Variavel
X1 0,0190 0,0004 48,391 4,58E-16 0,0181 0,0198

Autoria propria.
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APENCIDE B — Dados Brutos dos Ensaios de Linearidade por CLAE

Tabela 1 - Areas obtidas para a curva de linearidade do &cido galico, com seus respectivos valores de
média, desvio padrdo e desvio padrao relativo.

Amostra Areal Area 2 Area 3 Média DP DPR
2,0 4,1861 4,1511 4,2286 4,1886 0,0388 0,93
2,5 48273 4.8198 4,8593 4,8355 0,0210 0,43
3,0 5,8412 5,9074 5,7882 5,8456 0,0597 1,02
3,5 6,5917 6,5244 6,5257 6,5473 0,0385 0,59
4.0 7,4106 7,2689 7,3386 7,3394 0,0709 0,97
R” 0,9966 0,9925 0,9976 0,9963 - -

DP: Desvio padrdo, DPR: Desvio padrdo relativo (%). Fonte: Autoria propria.

Tabela 2 - Areas obtidas para a curva de linearidade do cido elagico, com seus respectivos valores de
média, desvio padrdo e desvio padrao relativo.

Amostra Area 1 Area 2 Area 3 Média DP DPR
2,0 6,2557 6,5835 6,7507 6,5300 0,2518 3,86
3,0 9,8072 10,0229 10,6537 10,1613 0,4399 4,33
4.0 13,8180 13,4352 13,6654 13,6395 0,1927 1,41
5,0 16,0237 15,8147 16,4627 16,1004 0,3307 2,05
6,0 19,7495 18,3975 19,5448 18,5639 1,1117 5,99
R’ 0,9936 0,9929 0,9961 0,9954 - -

Fonte: Autoria propria.

Tabela 3 - Areas obtidas para a curva de linearidade da vitexina, com seus respectivos valores de média,
desvio padrdo e desvio padrdo relativo.

Amostra Areal Area 2 Area 3 Média DP DPR
3,0 5,8344 5,8308 5,8219 5,8290 0,0064 0,11
4.0 6,7690 6,9490 7,1759 6,9646 0,2039 2,93
5,0 7,8973 7,9617 7,8149 7,8913 0,0736 0,93
6,0 8,5789 8,8717 8,9860 8,8122 0,2100 2,38
7,0 9,3820 9,4155 9,4991 9,4322 0,0603 0,64
R” 0,9928 0,9857 0,9791 0,9902 - -

Fonte: Autoria propria.

Tabela 4 - Areas obtidas para a curva de linearidade do hiperosideo, com seus respectivos valores de
média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo.

Amostra Area 1 Area 2 Area 3 Média DP DPR
2,0 2,1336 2,0414 2,0367 2,0706 0,0546 2,64
2,5 2,8261 2,8269 2,8226 2,8252 0,0023 0,08
3,0 3,1422 3,2485 3,1569 3,1825 0,0576 1,81
3,5 3,9480 3,8655 3,8706 3,8947 0,0462 1,19
4.0 44481 43197 4.3429 4.3702 0,0684 1,57
R’ 0,9878 0,9901 0,9880 0,9903 - -

Fonte: Autoria propria.



198

Tabela 5 - Areas obtidas para a curva de linearidade da matéria prima de E. uniflora, com seus

respectivos valores de média, desvio padrdo e desvio padréo relativo, para as substancias pesquisadas.

Acido Galico
Amostra  Area 1 Area 2 Area 3 Média DP DPR
1600 8,2828 8,3368 8,3328 8,3175 0,0301 0,36
1800 8,6709 8,7145 8,8416 8,7423 0,0887 1,01
2000 9,2627 9,3512 9,4620 9,3586 0,0999 1,07
2200 10,0993 9,6909 9,6104 9,8002 0,2621 2,67
2400 10,2992 10,2025 10,0723 10,1913 0,1139 1,12
Acido Elagico
Amostra  Areal Area 2 Area 3 Média DP DPR
1600 11,6645 11,7358 11,5653 11,6552 0,0856 0,73
1800 13,1009 12,8527 12,8335 12,9290 0,1492 1,15
2000 15,1376 15,0090 15,0673 15,0713 0,0644 0,43
2200 16,4904 16,2125 16,2584 16,3204 0,1490 0,91
2400 18,2327 18,0808 18,2225 18,1787 0,0849 0,47
Flavonoide 2
Amostra  Areal Area 2 Area 3 Média DP DPR
1600 8,5116 8,6086 8,5169 8,5457 0,0545 0,64
1800 9,4196 9,3437 9,2385 9,3339 0,0909 0,97
2000 10,6807 10,6056 10,6304 10,6389 0,0383 0,36
2200 11,5001 11,2495 11,3108 11,3535 0,1306 1,15
2400 12,2927 12,2430 12,3387 12,2915 0,0479 0,39
Flavonoide 3
Amostra  Areal Area 2 Area 3 Média DP DPR
1600 1,3986 1,4096 1,3853 1,3978 0,0122 0,87
1800 1,5863 1,5532 1,5513 1,5636 0,0197 1,26
2000 1,8372 1,8525 1,8267 1,8388 0,0130 0,71
2200 1,9372 2,0314 2,0730 2,0139 0,0696 3,45
2400 2,3079 2,3040 2,3558 2,3226 0,0288 1,24

DP: Desvio padrdo, DPR: Desvio padrao relativo (%).Fonte: Autoria propria.
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Tabela 6 - Areas obtidas para a curva de linearidade do extrato bruto de E. uniflora, com seus respectivos
valores de média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo, para as substancias pesquisadas.

Acido Galico
Amostra  Area 1 Area 2 Area 3 Média DP DPR
800 3,0946 3,1474 3,1634 3,1351 0,0360 1,15
900 3,5597 3,5871 3,6212 3,5893 0,0308 0,86
1000 4.0409 4.0636 4.0679 4.0575 0,0145 0,36
1100 4,6786 4,6927 4,6644 4.6786 0,0142 0,30
1200 5,0353 5,0769 4,9941 5,0354 0,0414 0,82
Acido Elagico
Amostra  Areal Area 2 Area 3 Média DP DPR
800 6,7028 6,3639 6,3450 6,4706 0,2013 3,11
900 71,2774 7,2783 17,2197 17,2585 0,0336 0,46
1000 8,1353 7,9708 8,1731 8,0931 0,1076 1,33
1100 9,1107 9,0779 9,1691 9,1192 0,0462 0,51
1200 10,2522 10,1138 10,1048 10,1569 0,0826 0,81
Flavonoide 2
Amostra  Areal Area 2 Area 3 Média DP DPR
800 18,4099 18,5031 18,4394 18,4508 0,0476 0,26
900 20,8372 20,8988 20,7405 20,8255 0,0798 0,38
1000 23,1329 23,2182 23,1402 23,1638 0,0473 0,20
1100 25,3799 25,1951 249474 25,1741 0,2170 0,86
1200 28,2623 28,4510 28,4054 28,3729 0,0985 0,35
Flavonoide 3
Amostra  Areal Area 2 Area 3 Média DP DPR
800 1,2862 1,3196 1,3053 1,3037 0,0168 1,29
900 1,4612 1,4640 1,4607 1,4620 0,0018 0,12
1000 1,6285 1,6151 1,6184 1,6207 0,0070 0,43
1100 1,8084 1,9063 1,7795 1,8314 0,0665 3,63
1200 2,0053 2,0275 1,9789 2,0039 0,0243 1,21

DP: Desvio padrdo, DPR: Desvio padrao relativo (%).Fonte: Autoria propria.
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APENDICE C - Regressdo Linear - Amostras por CLAE

Figura 1 — Gréafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o padrédo acido galico por CLAE.

Variavel X 1 Plotagem de Variavel X 1 Plotagem de ajuste
0,2 - residuos 6.0000 - de linha
01 - 14 5,0000 -
8 o L I 4,0000 -
2 0 . ‘ $ . >3,0000 -
g oo 20 €040 ® 60 20000 ey
0,1 - * 1,0000 - mY previsto
. ¢ 0,0000 : : .
e Variavel X 1 0,0 2,0 4,0 6,0
A Variavel X 1 B

Autoria propria.

Tabela 1 — Regressao linear da curva do padrao 4cido galico por CLAE.

F de
gl SQ MQ F significacao
Regresséo 1 4,5899 45899  882,2006 2,469E-13
Residuo 13 0,0676 0,0052
Total 14 4,6575
95% 95%
Coeficientes Erropadrdo  Statt valor-P  inferiores superiores
Intersegéo 0,8217 0,1069 7,6750 3,51E-06  0,5899 1,0522
Variavel X
1 0,7823 0,0263 29,7018 2,46E-13  0,7253 0,8392

Autoria propria.

Figura 2 — Gréafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o padrédo acido elagico por CLAE.

Variavel X 1 Plotagem de Variavel X 1 Plotagem de ajuste
1- residuos 25,00 - de linha
g o
05 4 D 4IPS 20,00 - .‘
15,00 -
= O00 be :4'0 6,0 > -
30,52 2 py ’ 10,00 - O oY
¥ 4 ¢ 5,00 - v WY previsto
-1,5 4 0,00 T T )
0,0 2,0 4,0 6,0
2 - Variavel X 1 A Variavel X 1 B

Autoria propria.
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Tabela 2 — Regressao linear da curva do padréo acido elagico por CLAE.

F de
gl SQ MQ F significacao
Regresséo 1 270,1266 270,1266 600,5658  2,88E-12
Residuo 13 5,8472 0,4497
Total 14 275,9738
Erro 95% 95%
Coeficientes  padréo Stat t valor-P inferiores  superiores

Intersecao -5,0052 0,7548 -6,6311 1,635E-05  -6,6358 -3,3745

Variavel X
1 6,0014 0,2448 24,5064 2,885E-12 5,4723 6,5304

Autoria propria.

Figura 3 — Gréafico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o padrédo hiperosideo por CLAE.

Variavel X 1 Plotagem de Variavel X 1 Plotagem de ajuste
0,4 - residuos 12,00 - de linha
82 1 ¢ o 10,00 -
g e * o 8,00 -
S 0,1 - L g
3 ®s > 6,00 -
g 9 ' ' 4,00 - *Y
-0,1 0,0 °* 504 @ 10,0 2’00 | BY previsto
-0.2 - $ ’
_03 J 0,00 T 1
’ Variavel X 1 0,0 5,0 10,0
A Variavel X 1 B

Autoria propria.

Tabela 3 — Regressao linear da curva do padrdo vitexina por CLAE.

F de
gl SQ MQ F significacao
7,73352E-
Regresséao 1 24,5919 24,5919 738,133 13
Residuo 13 0,4331 0,0333
Total 14 25,0250
Erro 95% 95%
Coeficientes  padrao Stat t valor-P inferiores  superiores
8,16886E-
Intersecdo  3,2589 0,1731 18,8201 11 2,8848 3,6330
Variavel 7,73352E-
X1 0,9053 0,0333 27,16861 13 0,8333 0,9773

Autoria propria.
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Figura 5 — Gréfico de residuos (A) e ajustes de modelo (B) para o padréo vitexina por CLAE.

Variavel X 1 Plotagem de Variavel X 1 Plotagem de ajuste
0,15 - residuos de linha
P 5,00 -
0,1 -
4,00 -
800> ¢ ¢ 300 -
=0 > — - ] oY
& 00 20 ¢ 4,0 200 _
~0,05 - V'S 1,00 - WY previsto
2
-0,1 L 2 0,00 . .
015 0,0 2,0 4,0
' Variavel X 1 A Variavel X 1 B

Autoria propria.

Tabela 4 — Regressao linear da curva do padréo acido elagico por CLAE.

F de
gl SQ MQ F significacdo
Regressao 1 9,6407 9,6407 1042,41198 8,4595E-14
Residuo 13 0,1202 0,0092
Total 14 9,7609
95% 95%
Coeficientes Erro padrdo  Statt valor-P inferiores  superiores
Intersecédo 0,4342 0,0912 4,7595 0,00037 0,2371 0,6313
Variavel X
1 1,1337 0,0351 32,2864  8,459E-14 1,0579 1,2096

Autoria propria.



Figura 6 — Grafico de residuos (A) matéria prima e (B) extrato bruto; grafico de ajustes de modelo (C) matéria prima e (D) extrato bruto para o padrao acido galico por

CLAE.
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Figura 7 — Gréfico de residuos (A) matéria prima e (B) extrato bruto; gréafico de ajustes de modelo (C) matéria prima e (D) extrato bruto para o padrdo acido elagico por

CLAE.
Variavel X 1 Plotagem de
0,4 - residuos
* 20,00
027 *3 15,00
R |
=0 —® % >1000 -
& 1000 €000 3000 5 00
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A

Autoria propria.
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Figura 8 — Gréfico de residuos (A) matéria prima e (B) extrato bruto; grafico de ajustes de modelo (C) matéria prima e (D) extrato bruto para o flavonoide 2 por CLAE.
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Variavel X 1 Plotagem de Variavel X 1 Plotagem de Variavel X L Plotagem de Variavel )t( L dPllqtigem de
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Figura 9 — Gréfico de residuos (A) matéria prima e (B) extrato bruto; gréafico de ajustes de modelo (C) matéria prima e (D) extrato bruto para o flavonoide 3 por CLAE.
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Autoria propria.
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Tabela 5 — Regressdo linear da curva do 4cido galico na matéria prima por CLAE.

F de
gl SQ MQ F significagao
Regresséo 1 6,9281  6,9281  373,2911  5,871E-11
Residuo 13 0,2412  0,0185
Total 14 7,1693
Coeficiente  Erro 95% 95%
S padrao Stat t valor-P inferiores  superiores
Intersecdo  4,4763  0,25120 17,8198 1,620E-10 3,9337 5,0190
Variavel
X1 0,0024  0,00012 19,3207 5,871E-11 0,0021 0,0026
Autoria propria.
Tabela 6 — Regressao linear da curva do acido galico no extrato bruto por CLAE.
F de
gl SQ MQ F significacao
Regresséo 1 7,1731 7,1731  2045,612 1,1E-15
Residuo 13 0,0456 0,0035
Total 14 7,2187
0 0]
Coeficientes Errg Stat t valor-P . 95./0 95./0
padrao inferiores  superiores
Intersecdo  -0,7906 0,1092  -7,2410 6,54E-06 -1,0265 -0,5547
Va)r('al"e' 00048 000011 452284 11E-15 00046  0,00512
Autoria propria.
Tabela 7 — Regressdo linear da curva do acido elagico na matéria prima por CLAE.
F de
gl SQ MQ F significacao
Regresséao 1 81,0656 81,06564 1701,834 3,6E-15
Residuo 13 0,6192 0,047634
Total 14 81,6848
Erro 95% 95%
Coeficientes padrao Stat t valor-P inferiores  superiores
Intersecdo  -1,60741  0,4024 -3,99417  0,00153 -2,4768 -0,7379
Variavel X
1 0,00822 0,0002 41,25329  3,6E-15 0,00779 0,0086

Autoria propria.



Tabela 8 — Regressao linear da curva do acido elagico no extrato bruto por CLAE.
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F de
gl SQ MQ F significacao
Regressao 1 25,5772 255772  1435,35 1,08E-14
Residuo 13 0,2317 0,0178
Total 14 25,8089
Erro 95% 95%
Coeficientes padrdo  Statt valor-P inferiores  superiores
Intersecéo -1,0139  0,2461 -4,1189 0,00121 -1,5456 -0,4821
Varidvel X 0,0092 0,0002 37,8860 1,08E-14 0,0087 0,0098
Autoria propria.
Tabela 9 — Regressdo linear da curva do flavonoide 2 no extrato bruto por CLAE.
F de
gl SQ MQ F significacao
Regresséo 1 27,1381 27,1381 1325,225 1,805E-14
Residuo 13 0,2662 0,0205
Total 14 27,4043
Erro 95% 95%
Coeficientes padrdao  Statt valor-P inferiores  superiores
Intersecdo 0,9216 0,2638  3,4927 0,0039 0,3515 1,49168
Varidvel X 1 0,0048  0,00013 36,4036 1,8E-14 0,0044 0,0051
Autoria propria.
Tabela 10 — Regressdo linear da curva do flavonoide 2 no extrato bruto por CLAE.
F de
gl SQ MQ F significacao
Regresséo 1 1755879 175,588 2077,12 9,94E-16
Residuo 13 1,0989 0,0845
Total 14 176,6868
Erro 95% 95%
Coeficientes padrao Statt  valor-P inferiores  superiores
Intersecdo -0,9954 0,53611 -1,8567 0,08615 -2,1536 0,16279
Variavel X 9,94E-
1 0,0242 0,00053 45,5754 16 0,0230 0,02534




Tabela 11 — Regressdo linear da curva do flavonoide 3 na matéria prima por CLAE.

F de
gl SQ MQ F significagao
Regresséo 1 1,5866 1,5866 717,559  9,265E-13
Residuo 13 0,0288 0,0022
Total 14 1,6154
Erro 95% 95%
Coeficientes padréo Stat t valor-P  inferiores superiores

Intersecéo -0,4724 0,0867  -5,4483 0,00011  -0,6597 -0,2850

Varidvel X1 0,00223 8,5E-05 26,7873 9,26E-13  0,0021 0,0024
Autoria propria.
Tabela 12 — Regressdo linear da curva do flavonoide 3 no extrato bruto por CLAE.
F de
gl SQ MQ F significacéo

Regressédo 1 0,9397 0,9397 912,8905 1,98E-13

Residuo 13 0,0133 0,0010

Total 14 0,9530
Erro 95% 95%
Coeficientes padréo Stat t valor-P  inferiores superiores

Intersecdo  -0,12551  0,05916  -2,1215 0,053673 -0,25331 0,0023

Variavel

X1 0,00177  5,86E-05 30,2141 1,98E-13  0,00164 0,0019

Autoria propria.
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APENDICE D - Dados Brutos da Precis&o por CLAE

Repetibilidade

Tabela 1 - Resultados (area — mUA,; teor — %m/m) do ensaio de repetibilidade para o método de quantificacdo
do teor de &cido galico nas folhas de E. uniflora por CLAE.

MP EB
n Area (mUA)  Teor (%m/m)  Area (mUA)  Teor (%om/m)
1 7.2979 0,0564 4,2354 0,0415
2 7,3554 0,0568 4,2154 0,0413
3 73733 0,0570 4,2704 0,0419
4 73227 0,0566 4,3275 0,0424
5 73574 0,0568 4,2413 0,0416
6 7,3249 0,0566 4,2172 0,0414
— 7335+ 0,0194  0,0567+0,0002  4,262+0,0580 _ 0,0417+ 0,0004
Média £ DP (DPR) " 4 56 (0,76) (1,36) (1,99)

DP: Desvio padrao; DPR: Desvio padrédo relativo (%), n: nimero de amostras. Fonte: Autoria prépria.

Tabela 2 - Resultados (area — mUA,; teor — %m/m) do ensaio de repetibilidade para 0 método de quantificacdo
do teor de acido elagico nas folhas de E. uniflora por CLAE.

MP EB
n Area (mUA)  Teor (Yom/m)  Area (mUA)  Teor (Yom/m)
1 14,6192 0,0659 8.9665 0,0986
2 15,0447 0,0678 9,0665 0,0997
3 151218 0,0682 9,0464 0,0995
4 151776 0,0684 9,2463 0,1017
5 152104 0,0686 9,2437 0,1017
6 15,3369 0,0692 9,2452 0,1017
- 15242+ 00841 0,0680+ 00011 9,2455+0,0013 _ 0,100520,0014
Meédia £ DP (DPR) = 55 (1,64) (0,01) 2,72)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrédo relativo (%), n: nimero de amostras. Fonte: Autoria prépria.

Tabela 3 - Resultados (drea — mUA, teor — %m/m) do ensaio de repetibilidade para 0 método de quantificagdo
do teor de flavonoide 2 nas folhas de E. uniflora por CLAE.

MP EB

n Area (mUA) Teor (%m/m) Area (mUA) Teor (%om/m)

1 10,1226 0,1305 23,1746 0,5977

2 10,3600 0,1336 23,2274 0,5991

3 10,3544 0,1335 23,3591 0,6025

4 10,3649 0,1337 23,2212 0,5989

5 10,4018 0,1341 23,0424 0,5943

6 10,3991 0,1341 23,0457 0,5944
Média = DP 10,389+ 0,0206 0,1333+ 0,0014 23,103+0,1023  0,5978+0,0033

(DPR) (0,20) (2,04) (0,44) (1,04)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrao relativo (%), n: nimero de amostras. Fonte: Autoria propria.



209

Tabela 4 - Resultados (4rea — mUA; teor — %m/m) do ensaio de repetibilidade para o método de quantificagdo
do teor de flavonoide 3 nas folhas de E. uniflora por CLAE.

MP EB
n Area (MUA) Teor (%m/m) Area (mMUA) Teor (%m/m)
1 1,9285 0,0095 1,6463 0,0162
2 1,9678 0,0097 1,6492 0,0162
3 1,9367 0,0095 1,6390 0,0161
4 1,9397 0,0095 1,6435 0,0161
5 1,9638 0,0096 1,6307 0,0160
6 1,9458 0,0096 1,6415 0,0161
Média+ 1,950+ 0,0125 0,0096x 0,0001 1,640%0,069(0,42
DP (DPR) (0,64) (1,60) ) ( 0,0161+ 0,0001 (0,79)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padréo relativo (%), n: nimero de amostras.Fonte: Autoria propria.

Precisdo Intermediaria

Tabela 5 - Resultados, expressos em area e teor, do ensaio de precisdo intermediaria (dia 1) para o método de
quantificacdo do teor de &cido gélico MP e EB das folhas de E. uniflorapor CLAE.

Parametro n Area Teor Média + DP (DPR)

1 7,2979 0,0564

OplDial 2 7,3733 0,0570 0,0566 +0,0012 (2,04)
P 3 7,3227 0,0566
1 7,0594 0,0545

Op2Dial 2 7,0393 0,0544  0,0546 £0,0002 (0,37)
3 7,0906 0,0548
1 4,2413 0,0416

OplDial 2 4,3275 0,0424 0,0420 £ 0,0016 (3,91)
EB 3 4,2704 0,0419
1 4,6141 0,0453

Op2Dial 2 4,5781 0,0449 0,0449 +0,0004 (0,80)
3 4,5408 0,0445

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%), n: nimero de amostras. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 6 - Resultados, expressos em drea e teor, do ensaio de precisdo intermediria (dia 2) para 0 método de
guantificacdo do teor de acido galico em MP e EB das folhas de E. uniflora por CLAE.

Parametro n Area Teor Média + DP (DPR)

1 74728 0,0577

OplDia2 2 7,4681 0,0577 0,0576 +0,0002 (0,39)
P 3 7,4199 0,0573
1 7,4405 0,0575

Op2Dia2 2 75119 0,0580  0,0577 +0,0003 (0,48)
3 7,4698 0,0577
1 4,6141 0,0453

OplDia2 2 4,5781 0,0449 0,0449 + 0,0004 (0,80)
- 3 4,5408 0,0445
1 4,7421 0,0465

Op2Dia2 2 4,6828 0,0459  0,0456 + 0,0011(2,35)
3 4,5300 0,0444

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%), n: namero de amostras. Fonte: Autoria prépria.

Tabela 7 - Resultados, expressos em area e teor, do ensaio de precisdo intermediaria (dia 1) para o método de
quantificacdo do teor de cido elagico MP e EB das folhas de E. uniflora por CLAE.

Parametro n Area Teor Média + DP (DPR)
1 14,6192 0,0659
OplDial 2 15,1218 0,0682 0,0675 + 0,0025 (3,68)
MP 3 15,1776 0,0684
1 14,0216 0,0632
Op2Dial 2 14,0567 0,0634 0,0633 + 0,0001(0,16)
3 14,0146 0,0632
1 8,6137 0,0947
OplDial 2 9,0665 0,0997 0,0980 + 0,0022 (2,22)
3 9,0464 0,0995
EB 1 9,0852 0,0999
Op2Dial 2 9,1612 0,1007 0,1002 + 0,0005 (0,50)
3 9,0806 0,0999

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrédo relativo (%), n: nimero de amostras.Fonte: Autoria propria.
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Tabela 8 - Resultados, expressos em area e teor, do ensaio de precisdo intermediria (dia 2) para 0 método de
quantificacdo do teor de acido elagico MP e EB das folhas de E. uniflora por CLAE.

Parametro n Area Teor Média + DP (DPR)

1 12,9050 0,0582

OplDia2 2 13,7334 0,0619 0,0604 +0,0019 (3,23)
MP 3 13,5320 0,0610
1 13,7617 0,0621

Op2Dia2 2 14,2875 0,0644 0,0625 + 0,0018 (2,89)
3 13,5023 0,0609
1 8,8918 0,0978

OplDia2 2 8,6546 0,0952 0,0960 + 0,0015(1,61)
EB 3 8,6425 0,0950
1 8,6940 0,0956

Op2Dia2 2 8,4126 0,0925 0,0956 + 0,0031 (2,32)

3 8,9824 0,0988

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%), n: nimero de amostras. Fonte: Autoria prépria.

Tabela 9 - Resultados, expressos em area e teor, do ensaio de precisdo intermediaria (dia 1) para o método de
quantificacdo do teor de flavonoide 2 MP e EB das folhas de E. uniflora por CLAE.

Parametro n Area Teor Média + DP (DPR)

1 10,1226 0,1305

OplDial 2 10,3544 0,1335 0,1326 +0,0040 (3,00)
MP 3 10,3649 0,1337
1 9,7315 0,1255

Op2Dial 2 9,7378 0,1256  0,1256 % 0,0001 (0,11)
3 9,7522 0,1258
1 23,1746 0,5977

Op1Dial 2 232274 05991  0,5998 +0,0076 (1,27)
EB 3 23,3591 0,6025
1 22,7910 0,5878

Op2Dial 2 22,7364 0,5864 0,5862 + 0,0017 (0,29)
3 22,6610 0,5845

DP: Desvio padrao; DPR: Desvio padrédo relativo (%), n: nimero de amostras. Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 10 - Resultados, expressos em area e teor, do ensaio de precisdo intermediaria (dia 2) para 0 método de
quantificacdo do teor de flavonoide 2 MP e EB das folhas de E. uniflora por CLAE.

Parametro n Area Teor Média + DP (DPR)

1 10,0342 0,1294

OplDia2 2 10,3225 0,1331 0,1314 + 0,0019 (1,42)
MP 3 10,2048 0,1316
1 10,2849 0,1326

Op2Dia2 2 10,2792 0,1326 0,1325 + 0,0002 (0,16)
3 10,2547 0,1322
1 22,3950 0,5776

OplDia2 2 22,7574 0,5870 0,5829 +0,0048 (0,82)
EB 3 22,6450 0,5841
1 22,7490 0,5867

Op2Dia2 2 21,7383 0,5607 0,5767 + 0,0140 (2,44)
3 22,5953 0,5828

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%), n: namero de amostras. Fonte: Autoria prépria.

Tabela 11 - Resultados, expressos em area e teor, do ensaio de precisdo intermediaria (dia 1) para o0 método de

quantificacdo do flavonoide 3 em MP e EB das folhas de E. uniflora por CLAE.

Parametro n Area Teor Média + DP (DPR)

1 1,9285 0,0095

OplDial 2 1,9367 0,0095 0,0095 + 0,0003(3,63)
P 3 1,9397 0,0095
1 1,8097 0,0089

Op2Dial 2 1,8044 0,0089 0,0089 + 0,000 (0,15)
3 1,8072 0,0089
1 1,6463 0,0162

Op1Dial 2 1,6492 00162  0,0162 % 0,0002(1,08)
EB 3 1,6390 0,0161
1 1,6166 0,0159

Op2Dial 2 1,6073 0,0158 0,0158 + 0,0001(0,35)
3 1,6174 0,0159

DP: Desvio padrao; DPR: Desvio padrdo relativo (%), n: nimero de amostras. Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 12 - Resultados, expressos em &rea e teor, do ensaio de precisdo intermediaria (dia 2) para 0 método de
quantificacdo do teor de flavonoide 3 em MP e EB das folhas de E. uniflora por CLAE.

Parametro n Area Teor Média + DP (DPR)
1 1,8200 0,0089
OplDia2 2 1,8630 0,0091 0,0090+ 0,0001 (2,54)
3 1,8260 0,0090
MP 1 1,8250 0,0090
Op2Dia2 2 1,7810 00087  0,0089+ 0,0001 (2,47)
3 1,8088 0,0089
1 1,5720 0,0154
OplDia2 2 1,5630 0,0153 0,0155 + 0,0001(0,74)
EB 3 1,5860 0,0156
1 1,5825 0,0155
Op2Dia2 2 1,5721 00154  0,0156 + 0,0002 (1,19)
3 1,6088 0,0158

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%), n: namero de amostras. Fonte: Autoria prépria.



