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RESUMO

Confrei (Symphytum officinale L.) é uma planta que pertence a familia Boraginaceae
sendo utilizada na fitoterapia brasileira por varias atividades terapéuticas como
cicatrizante, anti-inflamatoria e emoliente. Em razéo do interesse crescente pelo uso
de plantas medicinais, o controle de qualidade de materiais vegetais tem papel
fundamental na garantia do uso seguro e da eficacia destes produtos. O presente
trabalho teve como objetivo geral, avaliar metodologia por espectrofotometria (UV-
VIS) e cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo de
alantoina aplicada ao controle de qualidade da droga vegetal de S. officinale. As
caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas segundo metodologias presentes na
Farmacopeia Brasileira 52 Ed. (2010). Os resultados mostraram que a droga
avaliada esta dentro dos limites aceitaveis segundo especificado no compéndio, ndo
apresentando presencga significativa de material estranho (<2%), obtendo teor de
cinzas totais de 17,49 * 3,93%, cinzas insoluveis em acido igual a 3,46 + 2,76%; e
umidade residual de 9,78 + 2,79%. O material vegetal apresentou tamanho médio de
particula de 433 um % 34,00 um. O extrato hidroalcodlico obteve pH de 6,46,
densidade de 0,9241 g/mL e o residuo seco de 0,5467+ 4,60%. A prospeccao
fitoquimica das folhas da espécie mostrou a presenca de flavonoides, derivados
cindmicos, saponinas, taninos hidrolisaveis e, o objeto desse estudo, alantoina. A
analise quantitativa de alantoina por UV-VIS investigou a influéncia do solvente e a
proporcdo do mesmo (solucdo hidroalcodlica a 50% e 70%), assim como a
temperatura de extracdo (50 °C e 85 °C) para o método extrativo (refluxo). O
resultado do teor por espectrofotometria foi de 2,18 g% e por CLAE, de 0,22 g%. Os
resultados da validacdo espectrofotométrica e cromatografica atenderam as
exigéncias da RE 166/17.

Palavras-chave: Symphytum officinale. Espectrofotometria. CLAE. Controle de

Qualidade. Validagéo.



ABSTRACT

Confrei (Symphytum officinale L.) is a plant that belongs to the Boraginaceae family
and is used in brazilian herbal medicine for several therapeutic properties, such as
cicatrizant, anti-inflammatory and emollient. Due to the increasing of concern in the
use of medicinal plants, the quality control of vegetal materials has a fundamental
role in the ensuring of safe use and effectiveness of the products. The objective of
this study was to evaluate spectrophotometry (UV-VIS) and high performance liquid
chromatography (HPLC) for the quantification of allantoin applied to the quality
control of leaves and extracts of S. officinale. The results showed that the drug
evaluated was in acceptable limits as specified in compendium, with no significant
presence of foreign material (<2%), obtaining a total ash content of 17.49 + 3.93%,
insoluble ash in acid to 3.46 + 2.76%; and, presenting a residual moisture of 9.78 £
2.79%. The vegetal material had an average particle size of 433 um + 34.00 um. The
hydroalcoholic extract obtained a pH of 6.46, a density of 0.9241 g/mL and the dried
residue, 0.5467 = 4.60%. A phytochemical prospection of the leaves of the species
demonstrated a presence of flavonoids, cinnamic derivatives, saponins, hydrolysable
tannins and, the object of study, allantoin.The quantitative analysis of allantoin by
UV-VIS investigated the influence of the solvent and its proportion (hydroalcoholic
solution at 50% and 70%), as well as the extraction temperature (50 °C and 85 °C)
for the extractive method (reflux). The result of the spectrophotometric content was
218 g% and by HPLC 0.22 g%. The results of spectrophotometric and
chromatographic validation were suitable with the requirements of RE 166/17.

Keywords: Symphytum officinale. Spectrophotometry. HPLC. Quality control.

Validation.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais possuem grande interesse clinico e sao alternativas
terapéuticas extensamente utilizadas na medicina popular ou como matérias-primas
para a producdo de medicamentos fitoterapicos. Com o passar dos anos o interesse
a cerca destes produtos vem aumentando, representando um mercado farmacéutico
bastante promissor (COUTO et al., 2009; KLEIN et al., 2010; MARQUES et al.,
2012).

Desta forma, o interesse popular e institucional vem crescendo no sentido de
fortalecer a Fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS), ja que a utilizagio de
plantas medicinais fornece uma maneira econbmica de cura para a maioria da
populacdo, contribuindo significativamente para a atencdo primaria a saude
(BRASIL, 2006a; MARMITT et al., 2015).

O Ministério da Saude inserindo o uso das plantas medicinais através da
fitoterapia além de outras terapias tem incentivado o uso de terapias integrativas e
complementares, tendo implementado em 2006 a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL,
2006a) e Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapico (BRASIL, 2006b).

Entre 2013 e 2015, a busca por tratamentos a base de plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) mais que dobrou: o
crescimento foi de 161%, segundo dados do Ministério da Saude (PORTAL BRASIL,
2016).

Através do Ministério da Saude e dos érgaos de vigilancia sanitaria h4 uma
série de critérios e normatizacdes para regulamentar o registro de fitoterapicos,
sendo assim, as matérias primas vegetais utilizadas na producdo de medicamentos
fitoterapicos deverdo atender a uma série de pré-requisitos de qualidade que
assegurem a eficacia terapéutica e a seguranca farmacéutica do produto (KLEIN et
al., 2010; MARQUES; PETROVICK, 2010). Devido a complexidade dos insumos
vegetais e as variagdes associadas as condi¢des de cultivo, sazonalidade, operacéo
de coleta, variacdo interespécies e tratamentos empregados para estabilizacao
destes materiais, faz-se necessario a analise de aspectos fisico-quimicos de drogas
vegetais a fim de garantir a qualidade e autenticidade da matéria prima utilizada na
producdo de medicamentos fitoterapicos (BARNI et al., 2009; MARQUES et al.,
2012).
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Entre os métodos analiticos destinados a quantificacdo de compostos
quimicos em plantas medicinais se destaca a espectrofotometria no visivel (UV-VIS).
Outras técnicas mais complexas utilizadas merecem destaque, como: as
cromatografias a liquido de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG) e em
camada delgada de alta eficiéncia acoplada a densitometria (BRASIL, 2014;
GAEDCKE; STEINHOFF, 2000; KLEIN, 2010).

Na literatura a cromatografia a liquido de alta eficiéncia é muito utilizada na
quantificacdo de compostos quimicos em fitoterapicos e também em outras drogas
vegetais (ARAUJO, 2012; SILVA JR, 2009; SVETLICHNY, 2014).

Os parametros relacionados ao controle de qualidade para matérias primas
de uso farmacéutico sdo, muitas vezes, estabelecidos nas Farmacopeias e
Compéndios Oficiais. No caso das matérias-primas vegetais oriundas de plantas
tradicionais, ou seja, jA estudadas quimica e farmacologicamente, existem
monografias especificas que definem critérios de identidade, autenticidade, pureza e
teor dos constituintes quimicos ativos. O controle de fitoterapicos abrange avaliacdes
da matéria-prima vegetal, tanto a droga como derivado e do produto final (FARIAS,
2001; COFID V, 2015).

Uma vez que, os métodos quantitativos sdo as principais ferramentas para
assegurar a manutencao da seguranca e eficacia de drogas vegetais, o trabalho visa
desenvolver e avaliar o desempenho de métodos analiticos por espectrofotometria
no visivel (UV-VIS) e cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) para a
guantificacdo de alantoina na droga vegetal e extratos das folhas de Symphytum

officinale L.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar as metodologias analiticas para a quantificacdo de

alantoina na droga vegetal e produtos derivados de Symphytum officinale L.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter e caracterizar a droga vegetal,;
o Realizar a caracterizagéo fitoquimica da droga vegetal;
o Desenvolver e validar metodologia por Espectrofotometria (UV-VIS) para

quantificagéo de alantoina na droga vegetal;
o Desenvolver e validar metodologia por CLAE para quantificacdo de alantoina
na droga vegetal;

o Preparar e caracterizar extratos a partir da droga vegetal.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Symphytum officinale L.

A espécie Symphytum officinale L. pertence a familia Boraginaceae sendo
originaria da Europa (Portugal e Inglaterra) e da Asia temperada, naturalizada nos
Estados Unidos e América do Sul e conhecido popularmente no Brasil como confrei,
consolda-maior, consolida-maior, orelha-de-asno, erva-do-cardeal, lingua-de-vaca e
orelha-de-burro (CRUZ, 1995; FONT QUER, 1980). O uso desta planta também foi
muito difundido na América do Norte. Chegando ao Brasil no inicio do século XX
trazido pelos imigrantes italianos para alimentacdo de animais domésticos e como
fertilizante (CARVALHO, 2004; CHAVES, 2003).

No Brasil, se adaptou facilmente, em regides de clima tropical, ocorrendo nos
estados do Parana, Amazonas e, principalmente, Sdo Paulo (ALZUGARAY, 1988),
onde é encontrada apenas na forma cultivada (MATOS, 1994).

O estudo morfoanatébmico das folhas e raiz (Figura 1) desta espécie foi
descrito por Toledo et al. (2003; 2006).

Figura 1 - Symphytum officinale L. com destaque para as folhas, flores e raiz.

\"

e ¥ a 3
Fonte Internet: https://blueberrytalk.files.wordpress.com/2008/05/dscf00021.jpg (a)
Fonte Internet: https://plantas-ornamentais.blogspot.com.br/2012/06/confrei-symphytum-officinale.html?m=0 (b)
Fonte internet: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2006000200009 (c)

No inicio dos anos 80 o confrei foi amplamente divulgado na midia como
possuidor de propriedades terapéuticas “milagrosas” para varias doengas, incluindo
a leucemia e outros tipos de cancer. A partir dai houve um grande aumento no

consumo da espécie e muitas pessoas passaram a ingerir o confrei em saladas,


https://blueberrytalk.files.wordpress.com/2008/05/dscf00021.jpg
https://plantas-ornamentais.blogspot.com.br/2012/06/confrei-symphytum-officinale.html?m=0
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2006000200009
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sucos e chas regularmente, além de ser amplamente utilizado como ragéo para o
gado. Entretanto, pouco tempo depois, foram identificados alcaloides pirrolizidinicos
(AP) no confrei, que consumidos a longo prazo poderiam causar doenca veno-
oclusiva (DVO) no figado e cancer hepatico, motivo pelo qual o confrei passou a ser
proibido para uso interno. No Brasil essa proibicdo existe desde 1992 (BRASIL,
1992; CHAVES, 2003; POZETTI, 1991). Sendo assim seu uso foi limitado apenas a
preparacdes de aplicacdo topica, considerando as recomendacdes da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2014).

A planta toda, mas, principalmente, as raizes e rizomas, sédo atribuidas
diversas propriedades terapéuticas, tais como atividade hemostética e anti-
inflamatoria, devido a presenca de taninos e mucilagens e atividade cicatrizante,
atribuida a substancia alantoina, que atua como regeneradora, estimulando o
crescimento de tecidos novos e sadios (DUARTE, 1984).

O confrei tem sido referenciado por suas propriedades anti-inflamatéria,
cicatrizante, antipsoricas, anti-irritante e hidratante (PILEGGI et al., 2002),
antisséptica, bactericida e fungicida, antipruriginosa, emoliente, detergente e
calmante (RAHAL et al.,, 2001). Além de entorse do tornozelo (D’ANCHISE et al.,
2007; PREDEL et al., 2005).

Além disso, vem sendo utilizado em medicina veterinaria (SHIPOCHLIEV et
al., 1981), como também na homeopatia para reparacao 6ssea (LIMA, 2012).

O uso da raiz tem uma longa tradicao e varios ensaios clinicos randomizados
demonstraram a eficacia e seguranca. O extrato da raiz do confrei tem sido utilizado
para o tratamento topico de dor muscular e articular. Esta clinicamente provado que
alivia dor, inflamacédo e inchaco de musculos e articulacbes no caso de artrite
degenerativa, mialgia aguda nas costas, entorses, contusdes e estirpes apos lesdes
esportivas e acidentes, também em criancas com 3 anos ou mais (FROST, 2013;
SMITH, 2011; STAIGER, 2013).

Além da alantoina, diversos outros compostos jA foram descritos para a
espécie: mucilagens, taninos, saponinas, colina, agucares, triterpenos, vitaminas, 22
aminoacidos, esteroides, acidos organicos e acido félico (GOLDMAN et al., 1985;
VAZ, JORGE, 2006).

No extrato etandlico das folhas foram detectadas as seguintes classes de

metabdlitos secundarios: alcaloides, flavonoides, esteroides e triterpenoides. J4 o
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extrato aquoso contém: saponosideos e taninos condensados. Compostos fendélicos
foram encontrados no rizoma além de amido e lignina (TOLEDO et al., 2006).

A tintura obtida das folhas é preferencialmente utilizada para a formulacéo de
pomadas, cremes e géis (TOLEDO et al., 2006).

A identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos especificos
(marcadores) é uma das estratégias mais importante para o controle de qualidade.
Geralmente sdo um ou mais compostos que Sao 0s principais responsaveis pela
atividade terapéutica (marcadores clinicos) ou que apresentem evidéncias para
contribuicdo para a resposta clinica (marcadores ativos) (SOARES; FARIAS, 2017).

Varios trabalhos também sobre os alcaloides pirrolizidinicos vem sendo
publicados para a determinagcdo qualitativa e quantitativa como a cromatografia a
liquido acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) (BIAVATTI; MIRANDA, 2017).

3.2 ALANTOINA

Em 1799, a alantoina (Figura 2) foi isolada pela primeira vez a partir do liquido
amnidtico de ruminantes (BRUNEL; CAPELLE, 1947). E uma substancia que
pertence a classe dos ureidos e que comumente € encontrada em boraginaceas.
Trata-se de um pd branco, cristalino, também chamado de 5-ureidohidantoina,
glioxildiureido ou cordianina. Possui ponto de fusdo em 238 °C. Um grama dissolve-
se em 190 mL de agua e em 500 mL de etanol, sendo mais soluvel nestes solventes
a quente. O pH da solucao saturada é 5,5 (BERINGER, 1995; MOFFAT et al., 1978;
O'NEIL, 2013).

Industrialmente, a alantoina pode ser sintetizada pela oxidac&o do acido arico
com permanganato de potassio alcalino (O'NEIL, 2013) ou pela reacdo do acido

glioxilico com a ureia.
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Figura 2 - Estrutura quimica da alantoina.
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Fonte Internet: http://s40.photobucket.com/user/Rodrigoqui/media/alantoina_zpsfwvscncf.png.html

Nas plantas, os ureidos (como a alantoina e o acido alantoico) sdo produtos
de degradacdo das bases puricas, desempenhando papel importante no
armazenamento e transporte do nitrogénio, sendo a alantoina bastante comum no
reino vegetal (BRUNEL, CAPELLE, 1947). A alantoina é encontrada em vegetais
como confrei (GAO et al., 2008; TEIXEIRA, 1985), Zea mays (HAGHI; ARSHI;
SAFAEI, 2008) e em espécies da familia Dioscorea (FU; FERNG; HUANG, 2006).

3.2.1 Métodos de Quantificacdo de Alantoina em Drogas Vegetais

A espectrofotometria UV-VIS (ultravioleta-visivel) € um dos métodos analiticos
mais usados nas determinacdes analiticas em diversas areas (VINADE, VINADE,
2005). Os métodos espectrofotométricos sao comumente utilizados pela
simplicidade do procedimento e rapidez das analises. A limitacdo desse método é a
dificuldade de determinagé&o simultdnea de dois ou mais componentes na mesma
amostra sem separacao prévia (BRAGA, 2012)

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia tem como vantagem a rapidez de
analise, alta eficiéncia, reprodutibilidade e sensibilidade, mas possui algumas
limitagdes como o alto custo de equipamento, a necessidade de operador experiente
e solventes de alta pureza (CIENFUEGOS, VAITSMAN, 2000).

Para garantia do controle de qualidade de diversos produtos farmacéuticos,
incluindo fitoterapicos, sdo bastante utilizadas as técnicas espectrofotométrica na
regido do ultravioleta/visivel (UV-VIS) e a cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) (BORBA et al., 2013).
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O método de quantificacdo por espectrofotometria no visivel da alantoina no
confrei, foi baseado no método de BORCHERS no qual consiste na hidrolise
alcalina que transforma a alantoina em acido alantéico com posterior hidrolise acida
apos a reacdo com 2,4 — dinitrofenilhidrazina com a formacdo do &cido glioxilico
(BORCHERS, 1977).

A quantificacdo da alantoina no cha de bugre foi realizada pelo método de
espectrofotometria baseada no método de Borchers (DIAS, 2004; SAITO, 1984)
como também o extrato hidroalcodlico de confrei para incorporacdo em géis para
tratamento de queimaduras (FERRARI et al., 2012)

O método para a determinacdo quantitativa de alantoina em lipossomas, géis
e cremes foi realizado por espectrofotometria no ultravioleta usando a derivada de
segunda ordem (BRAGA, 2012).

Os métodos para determinacdo da alantoina em amostras bioldgicas,
cosmeéticas e farmacéuticas abrangeu trés categorias principais: espectrofotometria,
titulacdo alcalimétrica e cromatografia a liquido. A adequacédo e o desenvolvimento
dos métodos foi realizada em diferentes tipos de amostras (CHEN; MATSUZEWSKI,;
KOWALCZYK, 1996).

O método de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) para a analise
gualitativa e quantitativa da alantoina em cabelo e semente de Zea mays (milho)
(HAGHI; ARSHI; SAFAEI, 2008) foi desenvolvido e quantificada usando tampao
como fase movel, como também a determinacdo da alantoina no cha de bugre foi
baseada na metodologia acima com alteracfes na fase movel utilizando agua ultra
pura (ASSONUMA, 2009).

A avaliacdo da alantoina pelo método de cromatografia a liquido de alta
eficiéncia para o desenvolvimento e avaliagdo da atividade antifungica de
nanoparticulas lipidicas solidas contendo 6leo de copaiba e alantoina foi utilizado
como fase mdvel tampédo e metanol sendo adequado para o desenvolvimento e

avaliacdo do método para a quantificacdo da alantoina (SVETLICHNY, 2014).

3.3 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo é um procedimento capaz de mostrar através de bases

experimentais, que o método é apropriado para a finalidade a que se destina e que
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desta forma possa garantir confiabilidade dos resultados obtidos. (BORBA et al.,
2013).

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

Os parametros analiticos devem ser baseados na intencéo do uso do método,
neste caso estdo incluidos os equipamentos, instrumentacdo especifica e reagentes
(RIBANI et al., 2004). O objetivo da validacéo consiste em demonstrar que o método
analitico € adequado para o0 seu proposito e em casos de adaptacfes, deve gerar
dados confiaveis e precisos. Algumas situacfes devem ser estudadas quando séo
necessarias: adaptacdes na metodologia ja validada, inclusdo de novas técnicas ou
uso de diferentes equipamentos (BRITO et al., 2003).

No Brasil, a validagdo é um processo regulamentado pela RDC 166/17 e faz
indicacdo sobre a proposta do método em ser apropriado em sua finalidade, bem
como sofre ajustes metodoldgicos em um ja existente. Trata-se de um processo
sistematizado, que permite que a execucdo do processo analitico siga o0s critérios
estabelecidos pelas legislagcdes vigentes, permitindo que o0s procedimentos
analiticos sejam reprodutiveis em diferentes laboratérios, de forma precisa e exata,
dentro dos limites de confianca (MONTEIRO, 2016). O dado analitico, independente
da técnica utilizada deve ser isento de interferéncias sobre a espécie em questao, ou
pelo menos uma interferéncia possivel de ser avaliada.

O “Guia para Validacao de Métodos Analiticos e Bioanaliticos” RDC n° 166 de
25 de julho de 2017 da ANVISA preconiza 0s seguintes parametros: especificidade e
seletividade, linearidade, intervalo, precisao, limite de deteccéo (sensibilidade), limite
de quantificacéo, exatidao e robustez (BRASIL, 2015).

3.3.1 Especificidade
Define a capacidade do método em detectar o analito de interesse na

presenca de outros componentes da matriz, envolvendo a adigdo de padrdo analitico

(BRITO et al., 2003), e de medir exatamente um composto em presencga de outros
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componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).

3.3.2 Linearidade

Capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. A RDC 166/17 recomenda que a linearidade seja
determinada pela analise de no minimo, 5 concentracdes diferentes. O critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser = 0,99 de acordo com as
curvas obtidas experimentalmente através do tratamento mateméatico (BRASIL,
2017).

3.3.3 Limite de detec¢éao (LD) e Limite de quantificagao (LQ)

Limite de Deteccéo (LD) € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condicdes experimentais estabelecidas, enquanto o Limite de Quantificacdo (LQ) é a
menor quantidade do analito da amostra que pode ser determinada com precisao e
exatiddo aceitaveis sob as condicdes experimentais estabelecidas. O LD avalia
mudancas ocorridas durante o desenvolvimento do método, ou para comparacao de
instrumentos e pode ser determinado mediante o sinal/ruido, o desvio-padrdo da
resposta e do coeficiente angular e por processos estatisticos. O LQ avalia o
sinal/ruido somente para processos analiticos que exibem linha de base. Efetua-se a
determinacao da razao sinal/ruido por meio da comparacdo dos sinais medidos da
amostra em baixas concentracdes conhecidas do analito com as do branco,
podendo assim avaliar a quantidade minima possivel do analito quantificado
(BRASIL, 2017; BRITO et al.,, 2003). As equacOes utilizadas no processo de
validacéo sao preconizadas pelo ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2017).

3.3.4 Precisao

A preciséo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série

de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisao para
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farmacos e medicamentos sdo recomendados a serem realizados nos niveis de 80,
100 e 120% como indicado na orientacao para a apresentacao de amostras e dados
analiticos e deve ser realizada como: repetibilidade (precisdo intra-corrida):
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacéo; precisdo intermediaria (precisdo inter-
corridas): concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em
dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes; e, a
reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial), concordancia entre os resultados
obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente
aplicados a padronizacdo de metodologia analitica.. A precisdo de um método
analitico deve expressar além dos valores de teor, o Desvio Padrdo (DP) e Desvio
Padrédo Relativo (DPR%) que deve ser menor que 5%. (BRASIL, 2017).

3.3.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Ao lado da preciséo,
expressa um nivel de confianca dentro de certos limites. Os processos mais
utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de referéncia,;
comparacao de métodos; ensaios de recuperacao; e, adicdo de padrdao (BRASIL,
2017; RIBANI et al., 2004).

3.3.6 Robustez

Segundo a Anvisa (BRASIL, 2017), a robustez de um método analitico é a
medida de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacdes dos
parametros analiticos. Indica sua confianca durante o uso normal e seu
desenvolvimento metodoldgico. Se as mudancas estabelecidas estiverem dentro dos
limites de exatiddo, e precisdo e seletividade aceitaveis, entdo o método possui
robustez e pode ser incorporado ao procedimento (BRASIL, 2017; RIBANI et al.,
2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal constituido das folhas de Symphytum officinale L. foi
coletado no municipio de Gravata (Pernambuco-Brasil). Apds a coleta, entre 8:00 e
9:00 horas da manha o material botanico foi levado para identificacdo no IPA
(Instituto Agronémico de Pernambuco) Herbario Dardano de Andrade Lima — PE,
onde foi depositada uma exsicata sob niamero de tombamento 91194. Depois de
identificado, o material vegetal foi submetido a secagem em estufa de ar circulante
(Modelo Luca 82/480, Lucadema®) sob temperatura de 40 °C durante 96 horas. Em
seguida, o material foi pulverizado em moinho de facas tipo Willey (Modelo 340 série
100/08, Adamo®) com malha de 10 mesh.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO MATERIAL VEGETAL

Para a caracterizacdo do controle de qualidade fisico-quimico foram
empregados Métodos Gerais em Farmacognosia preconizados pela Farmacopeia
Brasileira 5.ed (FB5, 2010). Os ensaios realizados foram: granulometria, matéria
estranha, perda por dessecacdo, cinzas totais, cinzas insoliveis em &cido. Os
experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados expressos como média,

desvio padréo e coeficiente de variagao.

4.2.1 Determinacao granulométrica

Foram utilizados os tamises de abertura: 850, 600, 425, 250, 150 e 125 pm e
a base coletora. Os tamises foram empilhados em ordem crescente de baixo para
cima e colocados no aparelho de agitacdo mecanica.

Para o ensaio, foram pesados cerca de 20 g de amostra e foram submetidas
a passagem através do tamis superior de abertura 850 um. ApdOs tampar o conjunto
de tamises, o aparelho foi ligado durante 15 minutos com 60 vibra¢des por segundo
em tamisador vibratério (Bertel®). Ap6s o término, cada tamis e o coletor foram
pesados e, em seguida, foram calculados os diametros médios da amostra. Os

dados obtidos para a determinacdo do didmetro médio das particulas foram
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analisados por métodos graficos como o histograma de distribuicdo e curvas de

retencdo e passagem.
4.2.2 Material Estranho

A tomada de amostra para o ensaio foi realizada pela técnica de
guarteamento descrita em compéndio oficial (FB5, 2010), onde foi pesado cerca de
25 g de folhas de confrei, em seguida esta amostra foi espalhada uniformemente em
uma fina camada. Por fim, os materiais estranhos a amostra 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 porcentagem de matéria estranha

em porcentagem de massa.
4.2.3 Perda por Dessecacao

Foram pesados cerca de 2 g de amostra em pesa-filtros previamente
dessecados, em seguida, foram submetidos a aquecimento de 105 °C em estufa
(Fanem, 315-SE) durante 5 horas. Os pesa-filtros foram resfriados a temperatura
ambiente em dessecador e pesados. Em seguida foram recolocados em estufa por
mais 1 hora, resfriados e novamente pesados. O procedimento foi repetido até
obtencéo de peso constante. A porcentagem de perda por dessecacéo foi calculada

segundo a equacao abaixo:

P1— P2
PD = —— x 100 (1)
Pa

Onde: PD = Perda por Dessecagdo; P1 = Peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da

dessecacao; P2 = Peso do pesa-filtro contendo a amostra apés a dessecacédo; Pa = peso da amostra

antes da dessecacéao.

4.2.4 Cinzas Totais

Foram colocados cerca de 3 g de folhas trituradas do confrei em cadinhos de

porcelana previamente dessecados. A droga foi distribuida uniformemente no fundo
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dos cadinhos, em seguida, estes foram levados a aquecimento de 200 °C + 25 °C
durante 30 minutos, seguido de 400 °C + 25 °C durante 60 minutos e 600 °C + 25 °C
durante 90 minutos. Apds este processo, os cadinhos foram retirados da mufla
(Fornitec, série 1282) e resfriados em dessecador a temperatura ambiente, foram
pesados e colocados de volta ao aquecimento de 600°C + 25°C até obtencdo de
peso constante. Os teores de cinzas foram calculados segundo a formula abaixo:

€2 —C1
T=—""

x100 (2
a (2)

Onde: CT = Teor de Cinzas; C2 = Peso do cadinho com a amostra apés incineragédo; C1= Peso do

cadinho vazio; Ca = Peso da amostra antes da incineragao.

4.2.5 Cinzas InsolGveis em Acido

O residuo obtido na determinacdo de cinzas totais foi fervido durante 5
minutos com 25 mL de &cido cloridrico a 7% (v/v) em cadinho coberto com vidro de
relégio. O vidro de reldgio foi lavado com 5 mL de 4gua quente, juntando a agua de
lavagem ao cadinho. O residuo insoluvel em acido foi recolhido sobre papel de filtro
lavando com agua quente até que o filtrado se mostrasse neutro. O papel de filtro
contendo o residuo foi transferido para o cadinho original e aguecido em chapa
quente e depois incinerado a 500 ‘C até peso constante. Depois foi calculada a
porcentagem de cinzas insollveis em acido.

A andlise estatistica dos dados obtidos (célculo de média, desvio padréo e
coeficiente de variacdo), elaboracdo dos graficos, curvas e histogramas foram

realizadas com o auxilio do programa Excel (Microsoft®).
4.3 SOLUCAO EXTRATIVA

O po das folhas de S. officinale foi submetido a extragdo sob refluxo (T = 85
°C) durante 1 hora. Foi utilizada proporcdo droga:solvente 1:50 (p/v) e mistura
hidroalcodlica a 70% (v/v) como liquido extrator. Ao final, a solugéo foi resfriada a

temperatura ambiente e filtrada em algodao para baldo volumétrico de 50 mL.
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4.3.1 Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial foi realizado em dois niveis com duas concentracdes
de 50% e 70% de etanol e em duas temperaturas de 50 °C e 85 °C.
A matriz do desenho experimental evidenciou as variaveis codificadas e
naturais como também o teor de alantoina obtida em cada determinacao.
A avaliacdo da superficie de resposta foi evidenciado a influéncia da

concentracdo de etanol e a temperatura de extracao.

4.4 CARACTERIZACAO DA SOLUCAO EXTRATIVA

4.4.1 Determinacao do pH

A determinacdo do pH da solugdo extrativa foi realizada em pHmetro
(HANNA, pH 21) previamente calibrado, sendo realizada de acordo com o que
preconiza a FB 52 ed. (2010).

4.4.2 Determinagéo da Densidade

A andlise da densidade relativa do extrato foi realizada utilizando picnémetro,
conforme metodologia descrita na FB 52 ed. (2010). Utilizou-se um picndmetro de 5
mL, previamente calibrado, que foi preenchido com &agua destilada a 25 °C e
pesado. A amostra, a uma temperatura de 25 °C, foi transferida para o picndbmetro e
também pesado. Obteve-se 0 peso da amostra através da diferenca de massa do
picndmetro cheio e vazio. A razdo entre a massa da amostra liquida e a massa da

agua, ambas a 25°C, forneceu o valor da densidade do extrato (BRASIL, 2010a).
4.4.3 Residuo Seco
O residuo seco da amostra foi determinado utilizando 5 mL da solucéo

extrativa e aquecida a 130 °C com auxilio da balanca de infravermelho (Marte, série
ID-V.18). (FB5, 2010).
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4.5 PROSPECCAO FITOQUIMICA
4.5.1 Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos sob refluxo a 85 °C utilizando etanol como solvente
e 1 g de droga vegetal, durante 60 minutos. Em seguida, a solugéo foi resfriada a
temperatura ambiente e filtrada em papel de filtro qualitativo.

A prospeccao fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada foi
realizada para os seguintes grupos de metabolitos secundérios: alcaloides
(alantoina), cumarinas, saponinas, terpenos/esteroides, derivados cinamicos,
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os sistemas de fases moveis e
reveladores foram baseados nas metodologias propostas por Wagner e Bladt (2001)
e pela farmacopeia americana (USP, 2017), no qual os padrdes correspondentes a
cada classe encontram-se descritos no quadro 1.

Foram utilizadas placas de silica gel 60 Fs54 com 0,25 mm de espessura
adsorvida em suporte de aluminio (Merck®) e para a andlise de alantoina foi utilizada
placa de celulose (Merck®), todas de dimensdes 5 x 10 cm. A aplicacdo das
amostras e dos padrdes foi realizada manualmente com auxilio de capilares. A cuba
cromatogréfica (Camag®) com as dimensdes 10 x 10 cm foi saturada previamente
com as respectivas fases moéveis pelo menos 30 minutos antes de cada processo de

separacao.
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Quadro 1 - Sistemas cromatograficos, padrdes e reveladores empregados para obtencdo do perfil fitoquimico das folhas de S. officinale.

Classe de metabolito Sistema Padréo Revelador
Taninos hidrolisaveis AcOEt:HCOOH:H,0 (90:5:5) Acido galico Cloreto férrico
Taninos condensados AcOEt:HCOOH:H,0 (90:5:5) Catequina Vanilina Cloridrica
Flavonoides AcOEt:HCOOH:H,0 (90:5:5) Quercetina/Rutina NEU +PEG
Terpenos e Esteroides Tolueno:AcOEt (70:30) B-sitosterol Lieberman Buchard
Derivado cinamicos ACOEt: HCOOH:H,0 (90:5:5) Ac.CIorogé.nico/ NEU + PEG
Ac. Cafeico

Cumarinas EtOEt:Tolueno:AcOH10% (50:50:50) Cumarina KOH + UV
Saponinas AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0 (100:11:11:26) Escina Lieberman + A

, i o . ) p-dimetilaminobenzaldeido em
Alcaloide (Alantoina) Acido butilico:H,O:AcOH (60:25:15) Alantoina
metanol 5%.

AcOEt = Acetato de etila; HCOOH = Acido férmico; H20 = Agua; AcOH = Acido acético; EtOEt = Eter etilico; NEU = &cido etilborilaminoéster a 1% em
metanol; PEG = Propilenoglicol; UV = ultravioleta.
Fonte: préprio autor.
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4.6 DOSEAMENTO DA ALANTOINA NAS FOLHAS DE S. officinale POR
ESPECTROFOTOMETRIA

O método de quantificacdo da alantoina proposto inicialmente por Borchers
(1977), e posteriormente empregado para quantificacdo da alantoina tanto no cha de
bugre (DIAS, 2004; SAITO,1984) quanto no confrei (FERRARI, 2012) foram usados

como ponto de partida para este estudo.

4.6.1 Obtencéo da Solucéo Estoque

Cerca de 1,0 g de material vegetal seco e pulverizado foi transferida para
baldo de fundo redondo com capacidade de 125 mL e submetida a extracdo sob
refluxo em banho maria (Lucadema) por 20 minutos, a temperatura de 50 e 85 °C,
utilizando 15 mL da solug&o hidroalcodlica 50 e 70% v/v como solvente extrator.
Apos o primeiro ciclo, a solucao foi filtrada com auxilio de algoddo para balédo
volumétrico de 50 mL, e o residuo+algoddo foram submetidos a novo ciclo de
extracao por mais 20 minutos, repetindo o processo por 3 vezes. ApoOs resfriamento
a temperatura ambiente, as fragdes foram reunidas em baldo volumétrico de 50 mL

e o0 volume foi aferido com 0 mesmo solvente.

4.6.2 Avaliacado das Condicdes Extrativas

As condicbes de preparacdo da amostra para o método espectrofotométrico
foram avaliadas através da avaliacdo da temperatura de extracdo (50 e 85 °C) e
concentracdo do solvente extrator (solu¢do hidroalcodlica a 50 e 70%, v/v) a fim de
obter maior teor de alantoina. Para isso foi utilizado um experimento fatorial do tipo
22, onde a variavel dependente foi o teor de alantoina e as variaveis independentes
foram a concentracdo de etanol e a temperatura. ApGs obtencéo dos resultados os

dados foram tratados com auxilio do Software Statistica® 6.0.

4.6.3 Solugdo Amostra
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Uma aliquota de 1,0 mL da Solucdo Estoque foi transferida para baldo
volumétrico de 20 mL e o volume foi aferido com agua destilada (concentracéo igual
a 1000 pg/mL).

4.6.4 Solugéo Padréo

Cerca de 125 mg do padréo de alantoina (Sigma®) foram pesados e diluidos
com agua destilada para baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, a solucéo foi
submetida & banho de ultrassom (Ultracleaner 1600A, Unique®) para completa
dissolucdo do padrdo. Por fim, uma aliqguota de 1 mL foi transferida para balédo

volumétrico de 200 mL e o volume aferido com agua destilada.

4.6.5 Desenvolvimento da reacao

Ap6s a adicdo das aliqguotas de 2,5 mL do padrdo e da amostra, foi
adicionado 0,5 mL de solucdo de hidroxido de sédio 0,6 M e aquecida em banho
maria a 95 °C + 1 °C durante 15 minutos. Foi adicionado 1 mL do reativo 2,4 —
dinitrofenilhidrazina 0,1% (p/v) e a solu¢éo foi aquecida por mais 5 minutos. Apés
resfriamento, a solucao foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e o volume
completado com a solucdo de hidroxido de sédio 2,5 M. Apds repouso por 10
minutos a leitura foi realizada em espectrofotobmetro (Evolution 60S, Thermo
Scientific®) a 450 nm. Como branco foi utilizado todos os reativos omitindo o

aguecimento.

4.6.6 Validacdo da Metodologia por Espectrofotometria

Linearidade do Padrdo e da Amostra

A curva analitica da alantoina foi obtida com faixa de concentracdo entre 1,5
mL (3,75 pg/mL) e 4,0 mL (10,0 pg/mL) a partir da diluicdo da solugéo estoque do
padrao e colocadas em tubo de ensaio para fazer a reacéao.

A curva analitica da amostra (confrei) foi obtida com diluicbes realizadas a

partir da solugédo estoque da amostra, com faixa de concentragdo entre 1,5 mL
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(150,99 pg/mL) e 4,0 mL (402,64 pg/mL) e colocadas em tubo de ensaio para fazer a
reacao.

As solucbes da curva de linearidade da alantoina e da amostra foram
preparadas em triplicata. Ao final as leituras das absorvancias foram tratadas

estatisticamente com auxilio do Excel 2010 (Microsoft®).

Especificidade

A andlise da curva de especificidade foram realizadas a partir da solucéo
estoque da amostra, com faixa de concentracéo entre 1,5 mL (150,99 pug/mL) e 4,0
mL (402,64 pg/mL) e adicionada de 1,5 mL (3,75 pg/mL) do padrdo e colocadas em
tubo de ensaio para fazer a reacdo. Ao final as leituras das absorvancias foram

tratadas estatisticamente com auxilio do Excel 2010 (Microsoft®).

Limite de deteccdo (LD) e qguantificacdo (LQ)

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

equacdes conforme preconizadas pelo ICH (2005) e Anvisa (BRASIL, 2017).

Precisdo - Repetibilidade e Preciséo intermediaria

Para a andlise da repetibilidade foram preparadas 6 amostras independentes,
conforme o procedimento da Solucdo Estoque, seguido de diluicdo apropriada para
obter solucdo de concentracdo igual a 251,65 pg/mL (100%). Na precisédo
intermediaria, foram preparadas 3 amostras independentes (na concentracao
equivalente a 100%), por 2 operadores diferentes e em 2 dias diferentes. O teor foi

calculado e expresso em g% de alantoina.
Exatid&do
A partir da Solugéo Estoque foram realizadas diluicGes apropriadas e obtidas

amostras de concentracdo correspondente a 100%. As amostras obtidas foram

adicionadas quantidades conhecidas da solucdo padrdo nas concentracbes
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correspondentes a 80 a 120% (3,75 a 10,00 pg/mL). Os resultados foram expressos
como porcentagem de recuperacgédo (%), de acordo com a equacao da reta obtida

para a curva de calibracdo da alantoina.
Robustez

Foram analisadas as amostras na concentracdo igual a 100% (251,65 pg/mL)
submetidas a diferentes variagcbes no procedimento usual. As mudancas realizadas
foram: Tempo de leitura (5 min) e (10 min); equipamentos diferentes (Evolution
60s/Thermo® e AJ1900/Micronal®) e luminosidade (presenca de luz e auséncia de

luz).
4.7 DOSEAMENTO DA ALANTOINA NAS FOLHAS DE S. officinale POR CLAE

O método de quantificacdo da alantoina no extrato de S. officinale por
cromatografia liquida usando como fase mével acetonitrila e agua ultrapura para
incorporacdo em trés formulas farmacéuticas topicas (ARAUJO et al., 2012), serviu

como base no presente estudo com algumas alteracdes.
4.7.1 Solucdo Amostra

Uma aliquota de 1 mL da Solu¢do Estoque da Amostra(SEA) foi transferida
para baldo volumétrico de 10 mL e o volume aferido com a solugdo metandlica 50%
(v/v) (concentracdo igual a 2000 pug/mL). Por fim, a solucao foi filtrada em filtro de
PVDF 0,45 um para vials.

4.7.2 Solugéo Padréo

Foi pesado 10 mg do padrdo de alantoina (Sigma®) e diluido para baléo
volumétrico de 10 mL com a solugcdo metandlica 50% (v/v) obtendo a Solucéo
Estoque do Padréao (SEP).

Uma aliqguota de 0,1 mL da solu¢cdo (SEP) foi transferida para baldo

volumétrico de 10 mL e o volume aferido com a solucdo metandlica 50% (v/v)
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(concentragao igual a 10 pg/mL). Por fim, a solugéo foi filtrada em filtro de PVDF
0,45 um para vials.

4.7.3 Avaliacao do Método

Uma solucéo contendo quantidades da solugcdo amostra (1 mL) e solugéo do
padrao (0,1 mL), foram transferidos para baldo volumétrico de 10 mL, para confirmar
a presenca de alantoina na amostra. Ao final, a solucéo foi filtrada em filtro de PVDF

0,45 um para vials.

4.7.4 Condi¢cOes Cromatograficas

Os ensaios foram realizados em sistema de HPLC Ultimate 3000 (Thermo
Fisher Scientific®, EUA), acoplado a um detector arranjo de fotodiodo (DAD; Thermo
Fisher Scientific®) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher
Scientific®), degaseificador e amostrador automatico equipado com um loop de 20
uL (ACC-3000, Thermo Fisher Scientific®). As analises foram conduzidas com
coluna Cig (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 pm) Dionex® (EUA) equipada com pré-coluna
(Ci¢ de 4 mm x 3,9 um; Phenomenex®). A fase mével foi composta por agua
ultrapura (Purelab Classic UV, Elga®) (solvente A) e acetonitrila grau HPLC (Tedia®,
Brasil) (solvente B). As analises foram realizadas com fluxo de fase movel igual a 1,0
mL/min, segundo o gradiente: 0-5 min: 1%B, 5-10 min: 1-100%B, 10-15 min: 100%B
e 15-20 min: 100-1%B. Os cromatogramas foram obtidos em temperatura igual a 25

°C; e com comprimento de onda igual a 210 nm e 350 nm.

4.7.5 Validacao da Metodologia por CLAE

Linearidade do Padrdo e da Amostra

A curva analitica da alantoina foi obtida com faixa de concentragéo entre 4,0-
7,5 pg/mL, realizando as diluicbes a partir da solucdo estoque do padrdo em
metanol: dgua (1:1, v/v).

A curva analitica da amostra (confrei) foi obtida com diluicdes realizadas a

partir da Solucdo Estoque da Amostra, com faixa de concentracdo entre 8,0-12,0
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pHg/mL. Foram injetados, separadamente, 20 pL das solugbes da curva de
linearidade da alantoina e da amostra, preparadas em triplicata e obtidos os
cromatogramas. Ao final os calculos das areas dos picos e os resultados tratados

estatisticamente com auxilio do Excel 2010 (Microsoft®).

Especificidade

A analise da curva de especificidade foram realizadas a partir da solucéo
estoque da amostra, com faixa de concentracdo entre 8,0-12,0 ug/mL e adicionada
de 5,0 pg/mL do padrdo. Foram injetados, separadamente, 20 pL das solucbes da
amostra e padréo. Ao final os calculos das areas dos picos e os resultados tratados

estatisticamente com auxilio do Excel 2010 (Microsoft®).

Limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)

Na abordagem para os dados de LD e LQ foram utilizados os dados da
regressdo da curva analitica média da alantoina para efetuar os calculos e as

equacdes conforme preconizadas pelo ICH (2005) e Anvisa (BRASIL, 2017).

Precisdo - Repetibilidade e Preciséo intermediaria

Para a andlise da repetibilidade foram preparadas 6 amostras independentes,
conforme o procedimento da Solucédo Estoque, seguido de diluicdo apropriada para
obter solucdo de concentracdo igual a 10,0 pg/mL (100%). Na precisdo
intermediaria, foram preparadas 3 amostras independentes (na concentragcao
equivalente a 100%), por 2 operadores diferentes e em 2 dias diferentes. O teor foi
calculado e expresso em g% de alantoina.

Exatiddo

A partir da Solucdo Estoque obtida conforme descrito no item 4.5.1, foram
realizadas diluicbes apropriadas e obtidas amostras de concentracao
correspondente a 100%. As amostras obtidas foram adicionadas quantidades

conhecidas da solucdo padrdo nas concentracdes correspondentes a 80 a 120%
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(4,00 a 6,00 pg/mL). Os cromatogramas foram registrados e as areas dos picos
foram medidas por integracdo. Os resultados foram expressos como porcentagem
de recuperacdo (%), de acordo com a equacdo da reta obtida para a curva de

calibracédo da alantoina.

Robustez

Foram analisadas as amostras na concentracdo igual a 100% (10,0 pg/mL)
submetidas a diferentes variagdes no procedimento usual. As mudancas realizadas
foram: fluxo em nivel baixo (0,900 mL/min) e alto (1,100 mL/min); temperatura do
forno (24 °C e 26 °C); adicdo de acido trifluoracético em ambas as fases moveis
(concentracdo 0,05%). Os efeitos das variacdes selecionadas foram avaliados
através das alteracbes nos tempos de retencdo, teor e resolugdo do pico

correspondente a alantoina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.1.1 Anélise Granulométrica

A avaliacdo granulométrica é um parametro de elevada importancia a ser
determinado, pois representa influéncia direta sobre a eficiéncia da extracdo. Apos a
realizacdo dos processos de tamisacédo, os resultados observados nas figuras 3 e 4
mostram que o didmetro médio foi de 433 um * 34,00 uym para a amostra de folhas de
Symphytum officinale, sendo a amostra considerada como pd grosso segundo a
classificacdo da Farmacopeia Brasileira 5 Ed. (FB5, 2010), uma vez que as particulas

obtidas n&o passaram em sua totalidade pela malha de 850 ym.

Figura 3 - Distribuigdo granulométrica da amostra de folhas de Symphytum officinale.

25,00
20,00
15,00 -
%
10,00 - M % Retido no tamis
- I I
0,00 T T T T T T
850 600 425 250 150 125 Base

Malha (um)

Fonte: Autoria propria.
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Figura 4 - Curva de retencdo e passagem da amostra de folhas de Symphytum officinale.
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Fonte: Autoria propria.

5.1.2 Material Estranho

A determinacdo de material estranho em drogas vegetais € um parametro que
visa avaliar se a droga vegetal esta livre de materiais estranhos como restos de
insetos, fungos, mofo, impurezas de origem mineral, tecidos do mesmo vegetal sem
atividade medicinal, partes contaminantes de outras plantas e outros materiais
contaminantes, pois estes sdo fatores que diminuem o rendimento das drogas
vegetais (SOARES; FARIAS, 2017). Através do resultado obtido no ensaio, a amostra
cumpre a exigéncia legal ndo apresentando valor superior a 2% (m/m) de material

estranho.

5.1.3 Perda por Dessecacéo

A avaliacdo da perda por dessecacdo do material vegetal visa quantificar os
percentuais de umidade residual contidos na droga vegetal, sendo este parametro de
grande importancia para a garantia e preservacdo da autenticidade da matéria prima
vegetal. Nesse sentido, uma elevada quantidade de agua presente na droga vegetal
podera ocasionar a proliferacdo microbiana, aumento de reacfes quimicas e
enzimaticas, processos que resultam em mudangas quimicas e bioquimicas nas

matrizes vegetais, influenciando diretamente na qualidade do produto final (COUTO et
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al., 2009; MARQUES et al., 2012; SOARES; FARIAS, 2017). Os resultados obtidos
estao descritos na tabela 1.

5.1.4 Cinzas Totais

O teor de cinzas totais expressa a quantidade de substancias obtidas por
incineracdo que nao sao volateis, estas, representam a soma do material inorganico
presentes na constituicdo da droga vegetal e materiais inorganicos advindos do
ambiente ou na etapa de processamento do material vegetal. A Farmacopeia
Brasileira preconiza o limite maximo de 14% em diversas monografias oficiais
(BRAGA et al., 2007; FB5, 2010; SOARES; FARIAS, 2017). Os resultados obtidos

estdo descritos na tabela 1.
5.1.5 Cinzas Insoltveis em Acido

Como o resultado de cinzas totais foi superior a 8%, 0 ensaio de cinzas
insolaveis em &cido foi realizado para a determinacdo de materiais silicosos na droga

vegetal. Os resultados obtidos estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Resultados dos ensaios fisico-quimicos realizadas para as folhas de Symphytum officinale
(Perda por dessecacdao, Cinzas Totais e Cinzas Insoluveis em Acido.

Ensaios Al A2 A3 Média + DP (CV%)
Perda por dessecacéao (%) 9,66 9,59 10,09 9,78 £ 0,27 (0,79)
Cinzas Totais (%) 17,21 16,98 18,27 17,49 £ 0,68 (3,93)
Cinzas Insoliveis em Acido (%) 3,36 3,55 3,47 3,46 = 0,09 (2,76)

A: amostra; DP: desvio padréo; CV%: coeficiente de variacao.
Fonte: Autoria propria.

5.1.6 Determinacéo do pH do extrato

O pH do extrato etandlico de S. officinale foi de 6,46 correspondendo o valor
aproximado constante na literatura de 6,5 (TOLEDO et al., 2003). Considerando o fato
que o confrei pode apenas ser utilizado em preparacdes extemporaneas devido aos
relatos de sua toxicidade, e sabendo que o pH ideal da pele em grande parte
encontra-se entre 4,7 e 5,75, o valor de 6,5 encontrado aproxima-se do pH da agua
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pura, sendo considerado neutro. Os valores individuais, bem como o valor médio

encontram-se na tabela 2.

5.1.7 Determinacao da Densidade

O valor obtido para a densidade do extrato etandlico de S. officinale foi de
0,9241g/mL (Tabela 2).

5.1.8 Residuo seco

O valor obtido para o residuo seco do extrato etandlico de S. officinale foi de
0,5467% (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados das andlises de caracteriza¢do da Solugéo Extrativa obtida com etanol a 70% e
a 85 °C da amostra de Symphytum officinale.

Ensaios Al A2 A3 Média £ DP (CV%)
pH 6,45 6,46 6,46 6,46 + 0,0058 (0,09)
Densidade (g/mL) 0,9258 0,9236  0,9230 0,9241 + 0,0015 (0,16)
Residuo Seco (%) 0,57 0,55 0,52 0,5467 + 0,0252(4,60)

A: amostra; DP: desvio padréo; CV%: coeficiente de variacao.
Fonte: Autoria propria.

5.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

A determinacdo de um perfil fitoquimico por CCD oferece um resultado rapido,
util e eficaz para o controle de qualidade de drogas vegetais visto que o conhecimento
e avaliacdo dos constituintes quimicos de uma espécie dispdem das informacdes de
seus grupos metabdlitos e consequentemente € (til para identificar as substancias
guimicas complexas (ROCHA, 2014). Dessa forma, neste trabalho foi possivel avaliar
a presenga de compostos do metabolismo secundario como taninos hidrolisaveis,
derivados cinamicos, alcaloides, flavonoides e saponinas.

Nas figuras 5 a 12 pode-se evidenciar os cromatogramas obtidos, entre os
quais evidenciou-se a auséncia para taninos condensados, cumarinas e
terpenos/esteroides no extrato de S. officinale, uma vez que, a espécie néao

apresentou bandas de mesma coloragdo e mesmo Rf dos padrdes utilizados.
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No cromatograma obtido para evidenciar a classe de flavonoides, € possivel
observar na amostra bandas de coloracdo amarela apés derivatizacdo com
NEU+PEG, indicativo da presenca do metabdlito (Figura 5). A quercitina tanto na

amostra como no padrdo apresentou Rf de 0,8 e a rutina Rf de 0,3.

Figura 5 - Cromatograma para avaliacéo de flavonoides em folhas de S. officinale.

A: Amostra; P: Padréo (quercetina e rutina).
Fonte: Autoria propria.

ApoOs derivatizacdo com vanilina cloridrica é possivel observar que o padréo
catequina apresenta coloracdo rosea-avermelhada com Rf de 0,75. A amostra nao
apresentou nenhuma banda caracteristica e indicativa da presenca de taninos
condensados (Figura 6). JA em relacdo aos polifenois, apds derivatizar com cloreto
férrico, o aparecimento de bandas de coloracdo azul-acinzentadas é indicativo da
presenca dos mesmos, devido a presenca de hidroxilas fendlicas (Figura 7),
apresentando Rf de 0,78. Resultado negativo também foi observado em relacdo a
presenca de terpenos/esteroides (Figura 8) em que o padréo apresentou Rf de 0,6 e

cumarinas (Figura 9) em que o padréo foi observado com Rf (0,7).
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Figura 6 - Cromatograma para avaliacdo de taninos condensados em folhas de S. officinale.

A: Amostra; P: Padréo (catequina).
Fonte: Autoria propria.

Figura 7 - Cromatograma para avaliagdo de taninos hidrolisaveis em folhas de S. officinale.

A: Amostra; P: Padréo (acido galico).
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 8 - Cromatograma para avaliacdo de terpenos esteroides em folhas de S. officinale.

A: Amostra; P: Padrao (B- sitosterol)
Fonte: Autoria prépria.

Figura 9 - Cromatograma para avaliagdo de de cumarinas em folhas de S. officinale.

A: Amostra; P: Padrdo (cumarina).
Fonte: Autoria propria.
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Quanto a presenca de derivados cinamicos, a amostra apresentou bandas de
coloragdo azulada, indicativo da classe apés derivatizacdo com NEU+PEG (Figura 10)
em que podemos observar o padrao e a amostra de acido caféico com Rf de 0,85 e o
acido clorogénico com Rf de 0,35. J4 em relacdo as saponinas, foram evidenciadas
bandas verde-amarronzadas indicando um resultado positivo para a referida classe
(Figura 11) com Rf de 0,73.

Figura 10 - Cromatograma para avalia¢do derivados cindmicos em folhas de S. officinale.

A: Amostra; P: Padréo (acido cafeico e acido clorogénico).
Fonte: Autoria propria.



Figura 11 - Cromatograma para avaliacdo de saponinas em folhas de S.officinale.

A: Amostra; P: Padréo (escina).
Fonte: Autoria propria.
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Por fim, a avaliacdo da presenca de alantoina, foco do estudo, nas folhas de S.
officinale, demonstrou um resultado positivo. No cromatograma (Figura 12), é possivel
observar a presenca de alantoina no extrato devido a banda de coloracdo amarela,
com mesmo valor de Rf (0,35) correspondente ao valor do Rf (0,35) do padrdo

alantoina.

Figura 12 - Cromatograma para avaliacdo da alantoina em folhas de S.officinale.

A: Amostra; P: Padrédo (alantoina).
Fonte: Autoria propria.
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5.3 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE ETANOL E TEMPERATURA DE
OBTENCAO DO EXTRATO

Os resultados obtidos foram avaliados considerando-se a concentracdo de
etanol e da temperatura. Os dados foram plotados e estdo dispostos na matriz da
tabela 3, evidenciando as variaveis codificadas e naturais, bem como o teor de

alantoina obtido nas determinacdes.

Tabela 3 — Matriz do desenho experimental para otimizacdo do método de quantificacdo de alantoina
em folhas de S. officinale.

Variaveis Codificadas Variaveis naturais Resposta

Etanol (%) Temperatura (°C) Etanol (%) Temperatura (°C) Teor de Alantoina

-1,00000 -1,00000 50 50 1,60
-1,00000 1,00000 50 85 2,08
1,00000 -1,00000 70 50 1,51
1,00000 1,00000 70 85 2,17
-1,00000 -1,00000 50 50 1,60
-1,00000 1,00000 50 85 2,07
1,00000 -1,00000 70 50 1,51
1,00000 1,00000 70 85 2,19
-1,00000 -1,00000 50 50 1,60
-1,00000 1,00000 50 85 2,07
1,00000 -1,00000 70 50 1,51
1,00000 1,00000 70 85 2,15

Fonte: Autoria propria.

De acordo com o Gréfico de Paretos (figura 13 A), € possivel evidenciar que a
variavel temperatura é um fator importante no aumento do teor de alantoina,
apresentando influéncia positiva e significativa sobre a resposta do método (+97,17);
enquanto que, a concentracdo de etanol ndo apresenta influéncia significativa. Além
disso, a interagdo entre as duas variaveis apresentou influéncia positiva e significativa
(+16,13). Considerando a avaliacdo da superficie de resposta (Figura 13B), evidencia-
se os resultados de influéncia positiva quando ambas as varidveis estdo no valor
maximo, ou seja, quando se aumenta a concentracdo de etanol e a temperatura de

extracdo, ocorre maior extracdo de alantoina. Dessa forma, evidencia-se que 0
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melhor resultado foi obtido utilizando-se a concentragdo de etanol a 70% (v/v) e
temperatura de extracdo a 85 °C. Os teores de alantoina foram calculados com base
na curva de calibracdo obtida para o padrdo (resultados descritos em validacdo do

método), por conseguinte as demais analises foram realizadas utilizando tais
parametros.

Figura 13 — Gréfico de Paretos (A) e Superficie de Resposta (B) obtidos para a avaliacdo do teor de
alantoina frente as diferentes condi¢8es de etanol (%) e temperatura (°C).
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Fonte: Autoria propria.
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5.4 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO PARA DOSEAMENTO DE
ALANTOINA POR ESPECTROFOTOMETRIA

De acordo com a andlise preliminar realizada para verificar a presenca de
alantoina no extrato hidroalcodlico das folhas de S. officinale, foi realizada uma
varredura espectrofotométrica na faixa de 290 a 500 nm, do extrato e do padrédo
(alantoina). E possivel observar que apd6s a reacdo com o reativo 2,4
dinitrofenilhidrazina seguido de aquecimento e basificacdo, o maximo de absorc¢éo

ocorre em 450 nm (Figura 14), tornando possivel o seguimento das analises.

Figura 14 - Espectro de varredura da amostra (confrei) e padrao (alantoina).
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[=2]
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02t =t Padrio - Alantoina
- ,_‘f'_’_/
00t S~
0.2

290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria propria.

5.4.1 Validacéao
Linearidade

Em relacdo a andlise de linearidade, a tabela 4 e a figura 15 mostram os
resultados de absorvancia da curva de calibracdo do padrédo de alantoina e a curva de
calibracdo média obtida da solucdo de alantoina. A equacdo da reta obtida pela
regressao linear, assim como os coeficientes de correlacdo para as solucdes do
padrao foi igual a 'y = 0,0947x - 0,0442, R2 = 0,9936.
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Tabela 4 - Resultados de absorvancia obtidos para a curva de calibracédo do padrdo de Alantoina.

Concentracéo (ug/mL) Abs1l Abs2 Abs3 Média DP CV%
3,75 0,330 0,329 0,324 0,328 0,0032 0,98
5,00 0,426 0,403 0,392 0,407 0,0173 4,26
6,25 0,569 0,548 0,541 0,553 0,0146 2,64
7,50 0,650 0,643 0,655 0,649 0,0060 0,93
8,75 0,824 0,806 0,788 0,806 0,0180 2,23
10,00 0,900 0,899 0,893 0,897 0,0038 0,42

pg/mL: miligrama por mililitro, Abs: absorvancia, DP: desvio padrao, CV%: coeficiente de variacao.
Fonte: Autoria propria.

Figura 15 - Curva de calibracdo média obtida do padrdo de Alantoina.
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Fonte: Autoria propria.

Em relacdo a andlise de linearidade, a tabela 5 e a figura 16 mostram os
resultados de absorvancia da curva de calibracdo do extrato das folhas de S.
officinale (confrei) e a curva de calibragcdo média obtida do respectivo extrato. A
equacao da reta obtida pela regressédo linear, assim como os coeficientes de

correlacéo para as solucdes do extrato foi igual a y = 0,018x - 0,0163, R2 = 0,9954.
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Tabela 5 - Resultados de absorvancia obtidos para a curva de calibracdo do extrato das folhas de
Symphytum officinale a 70% e 85 °C.

Concentragao(pg/mL) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média DP CV%
150,99 0,282 0,265 0,275 0,271  0,0140 3,18
201,32 0,346 0,342 0,345 0,344  0,0021 0,60
251 65 0,461 0,451 0,454 0,455  0,0051 1,13
301,98 0,520 0,534 0,517 0,524  0,0091 1,73
35231 0,624 0,639 0,642 0,635  0,0096 1,52
402,64 0,739 0,734 0,736 0,736  0,0025 0,34

pg/mL: miligrama por mililitro, Abs: absorvancia, DP: desvio padrao, CV%: coeficiente de variacao.
Fonte: Autoria propria.

Figura 16 - Curva de calibragdo média do extrato de Symphytum officinale a 70% e 85 °C.
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Fonte: Autoria propria.

Limite de deteccdo (LD) e qguantificacdo (LQ)

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados através da
curva de calibracéo do padrao, sendo encontrados valores de LD igual a 0,011 pg/mL
e LQ igual a 0,036 pug/mL, respectivamente. Dessa forma, € possivel evidenciar que o
meétodo apresentado possui sensibilidade para deteccao e quantificacdo de alantoina
em folhas de confrei.

Especificidade
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A figura 17 mostra a curva média obtida para a solucdo amostra das folhas de
S. officinale (curva de linearidade) e para a solucdo da mesma enriquecida com o
padrdo de alantoina (curva de especificidade). De acordo com a andlise das curvas
de linearidade e especificidade pode-se observar que as mesmas se mostraram

paralelas, comprovando desse modo a especificidade do método.

Figura 17 - Curvas de linearidade e especificidade médias obtidas para a amostra (confrei) e
amostra+padrdo por Espectrofotometria.

1,400 A Especificidade m®Linearidade
1,200 |
’ y =2,2376x + 0,2705
R*=0,9974
1,000
<
=2
= 0.800 -
o
=
(S
= 0,600 -
[=]
w
=
=
0,400 |
y = 1,8461x-0,0163
0,200 | R?*=0,9954
0,000 . . . . |
0 0.1 0,2 0,3 0.4 0.5

Concentracao (mg/mL)

Fonte: Autoria propria

Precisdo

O método foi preciso nos dois niveis analisados: repetibilidade e precisédo
intermediaria. Em relacdo ao parametro repetibilidade nas solu¢cdes amostras o teor
médio de alantoina foi de 1,92g%, com coeficiente de variacdo igual 1,31%. No
ensaio de precisao intermediaria (Tabela 6), realizado por 2 analistas no mesmo dia e
em dias diferentes, também foi possivel verificar baixos valores de coeficiente de
variacdo. Como resultado do OplD1D2 a média apresentou o valor de 1,95
+0,0658(3,38%) e 0 Op2D1D2 a média foi de 1,97+0,0285(1,44%).
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Tabela 6 - Resultados de teor, calculados para o0 ensaio de precisdo por Espectrofotometria.

Amostras OpiD1 Op2D1 OplD2 Op2D2
1 1,84 2,00 2,00 1,95
2 1,93 2,00 2,01 1,94
3 1,93 1,99 2,01 1,94
Média 1,899 1,995 2,005 1,945
DP 0,0515 0,0082 0,0015 0,0082
CV (%) 2,71 0,41 0,08 0,42

Op: Operador; D: Dia; DP: desvio padrao, CV%: coeficiente de variacao.
Fonte: Autoria propria.

Exatid&do

A tabela 7 mostra os resultados do ensaio de exatiddo apds a contaminacao
das solucbes amostras de concentracdo fixa (251,65 pg/mL) com solucdes de
concentracfes conhecidas dos padrbes de alantoina (3,75 a 10,0 ug/mL). Os valores
experimentais de concentracdo foram comparados com as concentracfes tedricas,
utilizando como base para os célculos a equacédo da reta da alantoina. Os valores de

recuperacao ficaram entre 98,28 a 113,70%, cuja média foi de 105,31%.

Tabela 7 - Resultados obtidos no teste de recuperagdo para alantoina na solu¢cdo amostra de folhas de
S. officinale.

Exatiddo (%)

Amostras

80 100 120
1 116,16 96,86 104,27
2 116,88 97,54 103,71
3 108,08 100,45 103,87
Média 113,705 98,281 103,951
DP 4,8885 1,9044 0,2869
CV% 4,30 1,94 0,28

DP: desvio padrdo, CV%: coeficiente de variacao.
Fonte: Autoria propria.

Robustez

Segundo a legislacdo RDC 166/17, para que o método seja considerado
robusto durante a validacdo de um método analitico, € necessario que ele resista a

pequenas e deliberadas modificagbes, ndo apresentando valores de coeficiente de
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variagao superiores a 5% (BRASIL, 2017). Como pode ser observado na tabela 8, as
modificacdes realizadas na metodologia ndo apresentaram grandes diferencas nos
teores calculados e dessa forma, as mudancas realizadas nao atribuiram alteracdes
significativas ao método. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao

(desvio padrao relativo %).

Tabela 8 - Ensaios de robustez nas solugBes amostras de folhas de S. officinale.

Parametro Modificacao Teor de Alantoina
_ _ Auséncia de Luz 2,08 £0,0379 (1,81)
Luminosidade
Presenca de Luz 1,94 + 0,0153 (0,79)
R Equipamento 01 1,90 £ 0,0520 (2,73)
Espectrofotémetro _
Equipamento 02 1,93 + 0,0158 (0,82)
_ 05 minutos 2,00 £ 0,0061 (0,30)
Tempo de Leitura .
10 minutos 1,90 + 0,0520 (2,73)

Resultados expressos como: média em g% (gramas por cento) + desvio padrao (coeficiente de
variacdo percentual).
Fonte: Autoria propria.

5.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA DOSEAMENTO DE
ALANTOINA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

5.5.1 Avaliagdo do Método

De acordo com a analise preliminar realizada para detectar e quantificar
alantoina no extrato hidroalcodlico das folhas de S. officinale, foi possivel observar o
pico correspondente a presenca de alantoina em aproximadamente 3,20 min. A figura
18 traz os cromatogramas referentes ao extrato de S. officinale (1), extrato de S.
officinale fortificado com o padrdo de alantoina (2) e o padrdo alantoina (3). Dessa
forma foi possivel confirmar a presenca de alantoina na amostra, pela co-injecao do
padrdao com a amostra, resultando em aumento de area e pelo tempo de retencéo do

pico correspondente.
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Figura 18 - Cromatogramas do extrato de S. officinale (1), extrato de S. officinale fortificado com o
padrdo de alantoina (2) e o padréo alantoina (3), evidenciados em 210 nm.
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Fonte: Autoria propria.

Além disso, foi realizada a varredura do pico correspondente a alantoina na
amostra para evidenciar possiveis desvios de comprimento de onda. De acordo com o
espectro de varredura do pico que apresentou tempo de retencdo em
aproximadamente 3,20 minutos, foi possivel observar o espectro da figura 19.

Figura 19 - Espectro de varredura do pico correspondente a alantoina na amostra de S. officinale.
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Fonte: Autoria propria.
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Como o extrato também foi monitorado em 350 nm (Figura 20), foram

observados dois picos com caracteristicas pertencentes a classe de flavonoides. O

primeiro, em 10,41 min, apresentou maximos de absor¢cdo em 204.6/256.6/355.5; e, 0

segundo em 12,78 min com maximos em 198.0/327.7 (Figuras 21a e 21b).

Figura 20 - Cromatograma do extrato de S. officinale evidenciado em 350 nm.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 21 - Espectro de varredura dos picos evidenciados em 350 nm
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Fonte: Autoria propria.

5.5.2 Validacéao

Linearidade

T T T T T
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Em relagéo a andlise de linearidade, as figuras 22 e 23 mostram as curvas de

calibracdo média obtida das solugbes de alantoina e da amostra (confrei). As
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equacOes da reta obtida pela regressao linear, assim como o0s coeficientes de
correlacdo para as solugdes do padréo foi igual a y = 0,2963x + 0,1364, R2 = 0,9993; e,
da amostra 'y = 0,1363x + 0,1034, R2=0,996.

Figura 22 - Curva de linearidade média obtida para o padrao (alantoina) por CLAE.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 23 - Curva de linearidade média obtida para a amostra (confrei) por CLAE.
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Fonte: Autoria propria.

De acordo com os resultados obtidos é possivel comprovar uma relacao
satisfatoria entre as concentracdes do analito e suas respectivas areas dos picos, de
modo a atender aos requisitos preconizados pela legislacdo em vigor para andlise
desse parametro (R*> 0,99) (BRASIL, 2017).
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Limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados através da
curva de calibracdo do padrao, sendo encontrados valores de LD igual a 0,04 pg/mL e
LQ igual a 0,16 pug/mL, respectivamente. Dessa forma, é possivel evidenciar que o
método apresentado possui sensibilidade para detecgcédo e quantificacdo de alantoina
em folhas de confrei.

Especificidade

A figura 24 mostra a curva média obtida para a solucdo amostra das folhas de
S. officinale (curva de linearidade) e para a solucdo da mesma enriquecida com o
padrdo de alantoina (curva de especificidade). De acordo com a analise das curvas
de linearidade e especificidade pode-se observar que as mesmas se mostraram
paralelas, comprovando desse modo a especificidade do método.
Figura 24 - Curvas de linearidade e especificidade médias obtidas para a amostra (confrei) e

amostra+padrédo por CLAE.
4,000

3,500
3,000

Linearidade

Especificidade

2,500 y =0,1752x + 1,3674
2,000 Rz = 0,9939

1,500
1,000

Area (mUA)

0,500 y =0,1363x + 0,1034
R?= 0,996
0,000

0,0 5,0 10,0 15,0
Concentracao (pg/mL)

Fonte: Autoria propria.

Precisdo

O método foi preciso nos dois niveis analisados: repetibilidade e preciséo
intermediaria. Em relacdo ao parametro repetibilidade nas solu¢gbes amostras o teor

médio de alantoina foi de 0,229%, com coeficiente de variacdo igual 3,89%. No



64

ensaio de precisdo intermediéria (Tabela 9), realizado por 2 analistas no mesmo dia e
em dias diferentes, também foi possivel verificar baixos valores de coeficiente de
variacdo. Como resultado do OplD1D2 a média apresentou o valor de 0,217
+0,0035(1,61%) e o0 Op2D1D2 a média foi de 0,214+0,0063(2,94%).

Tabela 9 - Resultados de teor, calculados para o ensaio de precisédo por CLAE.

Amostras Op1D1 Op2D1 Op1lD2 Op2D2
1 0,22 0,23 0,21 0,21
2 0,21 0,22 0,22 0,21
3 0,21 0,21 0,22 0,21
Média 0,22 0,22 0,22 0,21
DP 0,0050 0,0081 0,0018 0,0006
CV (%) 2,28 3,73 0,84 0,29

Op: Operador; D: Dia; DP: desvio padrdao, CV%: coeficiente de variacéo.
Fonte: Autoria propria.

Exatid&do

A tabela 10 mostra os resultados do ensaio de exatiddo apds a contaminacao
das solucbes amostras de concentracdo fixa (10 pg/mL) com solucdes de
concentracbes conhecidas dos padrées de alantoina (4,0 a 6,0 pg/mL). Os valores
experimentais de concentracdo foram comparados com as concentracfes tedricas,
utilizando como base para os célculos a equacéo da reta da alantoina. Os valores de
recuperacao ficaram entre 96,52 a 102,37%, cuja média foi de 99,87%.

Tabela 10 - Resultados obtidos no teste de recuperagéo para alantoina na solu¢cdo amostra de folhas
de S. officinale.

Exatidao (%)

Amostras

80 100 120
1 101,74 96,70 101,68
2 103,84 95,91 101,59
3 101,55 96,95 98,92
Média 102,375 96,521 100,728
DP 1,2681 0,5454 1,5685
CV% 1,24 0,57 1,56

DP: desvio padrdo, CV%: coeficiente de variacao.
Fonte: Autoria propria.
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Robustez

Segundo a legislacdo (RDC 166/17) para que o meétodo seja considerado
robusto durante a validacdo de um método analitico, € necessario que ele resista a
pequenas e deliberadas modificagbes, ndo apresentando valores de coeficiente de
variagdo superiores a 5% (BRASIL, 2017). Durante o desenvolvimento do método
foram realizadas algumas modificacdes de parametros considerados criticos, sendo
eles: temperatura da coluna; fluxo de fase mével e acidificacdo das fases méveis. A
tabela 11 traz os resultados obtidos dos teores para as variacdes de fluxo de fase
movel e temperatura da coluna, evidenciando valores menores que 3,24% em relacao
ao coeficiente de variacdo. Entretanto, ao realizar a acidificacdo das fases moveis,
seja isoladamente ou em conjunto, foi possivel evidenciar que o pico correspondente
a alantoina ndo apresentava simetria. Dessa forma, optou-se por permanecer com as

fases moveis (agua ultrapura e acetonitrila) sem adi¢éo de acidos.

Tabela 11 - Ensaios de robustez nas solu¢Bes amostras de folhas de S. officinale.

Parametro Variaveis Teor de Alantoina
_ 0,900 0,21 + 0,0068 (3,24)
Fluxo (mL/min)
1,100 0,21 + 0,0062 (2,95)
24 0,21 + 0,0039 (1,78)
T (°C)
26 0,21 +0,0025 (1,17)

Resultados expressos como: média em g% (gramas por cento) * desvio padrdo (coeficiente de
variacédo percentual).
Fonte: Autoria propria.
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6 CONCLUSAO

A caracterizacao fisico-quimica contribuiu para a obtencdo de parametros de
qualidade para a droga estudada e os resultados obtidos fornecem dados
comparativos de qualidade para estudos posteriores com a espécie.

A prospeccgdo fitoquimica das folhas da espécie mostrou a presenca de
alcaloide (alantoina) objeto desse estudo, derivados cinamicos, flavonoides,
saponinas e taninos hidrolisaveis.

Através do estudo de otimizagdo do método analitico espectrofotométrico no
visivel e do método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia aplicado as folhas
de Symphytum officinale L., foi possivel avaliar e quantificar o teor de alantoina
presente na droga vegetal. Dessa forma, a aplicacdo de ambos os métodos devera
garantir a qualidade da alantoina presente na droga vegetal de Symphytum officinale
L. (confrei).

Por fim, a validacdo dos métodos de doseamento por espectrofotometria no
UV-VIS e por CLAE mostrou a adequabilidade para a finalidade proposta,
apresentando-se dentro dos parametros exigidos pela legislagéo.
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