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RESUMO

Schinus terebinthifolius Raddi é uma arvore tipica das caatingas nordestinas, encontrada
desde o Ceara até o Rio Grande do Sul, além do Paraguai e Argentina. Na medicina
popular, suas cascas sao empregadas devido a sua agao adstringente, tonica e estimulante,
além da agao antimicrobiana e regeneradora dos tecidos. Este trabalho objetivou realizar o
controle de qualidade da droga vegetal e de extratos, desenvolver metodologia analitica
para o doseamento de polifendis totais (PT) e avaliar a capacidade antioxidante dos extratos
secos de S. terebinthifolius obtidos por um modelo matematico Simplex Centroide e validar a
metodologia analitica seguindo os requisitos exigidos pela RE 899/2003 — ANVISA, do
extrato que demonstrasse os melhores resultados. Na pré-validacdo do doseamento de PT
foram determinadas as seguintes condicbes: o pirogalol é a substancia de referéncia; o
reagente carbonato de sédio anidro deve ser utilizado na concentracao de 14,06%; o tempo
de andlise de 5 min e comprimento de onda de 780 nm. O controle de qualidade para a
droga vegetal (DV) foi realizado seguindo parametros farmacopeicos, como perda por
dessecacao (PD), residuo seco (RS) de 11 solugdes extrativas, analise granulométrica (AG)
e teor de polifendis totais (PT). Para o controle de qualidade dos extratos foram avaliados
quanto o rendimento (R), teor de PT e atividade antioxidante frente ao radical DPPH (AA).
Os resultados obtidos para a DV foram: PD=9,65+0,19 (CV%=2,06), diametro médio da
particula de 0,44 mm, o RS da solucéo extrativa agua: etanol: acetona 4:1:1 foi de 2,39+0,01
(CV%=0,75) e PT=8,22+0,34 (CV%=4,19). O extrato que demonstrou os melhores
resultados foi 0 4gua:etanol:acetona, 1:1:1 v/v (nUmero 7) , com R=22,72%, PT= 29,91£1,05
(CV%=38,73) e AA=6,61 pg/ml 0,30 (CV%=4,58). O extrato numero 7 foi comprovado pelo
modelo matematico Simplex Centroide como o que demonstrou melhores resultados e esse
€ 0 sugerido para a avaliagdo analitica. A validacdo da metodologia analitica do extrato
numero 7 foi realizada por espectrofotometria UV-VIS e comprovou que o método é linear,
preciso, exato, seletivo e especifico, segundo as normas da ANVISA.

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius, polifendis totais, simplex centrdide, validagéo por
UV/Vis, capacidade antioxidante.




ABSTRACT

Schinus terebinthifolius Raddi is a typical tree of the northeastern caatinga,found from Ceara
to Rio Grande do Sul, as well as Paraguay and Argentina. In folk medicine, its barks are
used due to its astringent action, tonic and stimulant, as well as antimicrobial and
regenerating tissue. According to the importance of this specie, this study has aimed
at quality control of drug and plant extracts, develop analytical methodology for the
determination of total polyphenols (TP) for the extract, evaluate the antioxidant capacity of
the dried extract of S. terebinthifolius obtained by a mathematical model simplex centroid and
validate the analytical methodology following the requirements demanded by RE 899/2003 -
ANVISA, the extract that showed the best results. In the pre-validation of the determination
of TP were observed the following conditions: pyrogallol is the reference substance,
the anhydrous sodium carbonate reagent must be used at a concentration of 14.06%,
theanalysis time of 5 min, wavelength 780 nm. Quality control for plant drug (DV) was
performed according to pharmacopoeial parameters such asloss on drying (PD), dry
residue (RS) of 11 extractive solution, granulometric analysis (FA) and total polyphenol
content (TP). For quality control of extracts were evaluated foryield (R), content of PT
and antioxidant activity towards DPPH (AA). The results were obtained for the DV: PD =
9.65 + 0.19 (%RSD = 2.06), average particle diameter of 0.44 mm, the RS of the extraction
solution water: ethanol: acetone (4:1:1)was 2.39+0.01 (RSD=0.75%) andPT
=8.22 £ 0.34 (RSD =4.19%).The extract revealed that the best results is the number 7
(water: ethanol: acetone, 1:1:1, v/v), R=22.72%, TP= 29.91 £ 1.05 (%SRD = 3.73) and AA
=6.61 mg/ ml £ 0.30 (SRD% = 4.58). The extract number 7 was proved by the mathematical
model simplex centroid as that showed the best results and this is suggested for analytical
validation. The validation of the analytical methodology extract number 7 was performed
by UV-VIS spectrophotometryand found thatthe method is linear, precise, accurate,
selective and specific, according to standards of ANVISA.

Keywords: Schinus terebinthifolius, total polyphenols, simplex centroid validation by UV/Vis,
antioxidant activity
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1 INTRODUGAO

O estudo das plantas medicinais esta descrito na histéria da humanidade e seu uso
vem desde épocas remotas. Foi através de um instinto de sobrevivéncia que o homem e os
animais comegaram com a utilizagdo de plantas para a cura de enfermidades (CORREA et
al., 2001). Nas culturas mais antigas sdo encontrados relatos do uso da fitoterapia nas
praticas terapéuticas, tais como os descritos por Paracelso, Avicenca e Hipdcrates. Estes
conhecimentos adquiridos foram passados através das geragdes, permitindo que o homem
moderno iniciasse a busca dos mecanismos de agao e propriedades farmacolégicas destas
espécies (SILVA et al., 2008).

No Brasil, 0 uso popular de plantas medicinais iniciou-se com os indios, tendo uma
contribuicdo dos europeus e negros e restringiu-se principalmente aos campos. Com o
tempo a populagdo urbana também passou a utilizar esta cura alternativa. Estas
miscigenagdes contribuiram para que aumentassem 0s conhecimentos sobre as diversas
plantas utilizadas e suas propriedades medicinais (REZENDE; COCCO, 2002).

A evolugao da fitoterapia ao longo dos tempos € visivel. Muitos estudos tém sido
desenvolvidos com o intuito de obter novas opcdes terapéuticas a partir de extratos
vegetais. Isto se deve a redescoberta da populacdo pelos medicamentos fitoterapicos e,
consequentemente, ao crescente interesse das industrias farmacéuticas em desenvolver
novas formulacdes a partir de plantas medicinais ha muito utilizadas pela populacao.
Entretanto, para isso, sdo necessarios estudos cada vez mais detalhados com cada espécie
vegetal para garantir os trés aspectos basicos que devem cumprir os medicamentos:
eficacia, seguranca e qualidade (YAMADA, 2006).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), para o tratamento de
doengas em paises subdesenvolvidos, aproximadamente 80% desta populagéo utilizam
plantas medicinais como alternativa (SILVA et al., 2008). Mesmo em dareas onde o0s
medicamentos modernos estdo disponiveis 0 interesse pela fitoterapia aumentou
rapidamente nos ultimos anos (WHO, 1998).

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a
20% do total mundial, além de ser detentor de rica diversidade cultural e étnica que resultou
em um acumulo consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de
geracao a geragao (BRASIL, 2006).

O setor de fitoterapicos possui uma grande movimentagao financeira mundial. No
mercado brasileiro a estimativa € de que a atracdo de crescimento deste setor seja de
aproximadamente 11% maior que com os medicamentos sintéticos (CARVALHO et al.,
2008).
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Produtos naturais e seus derivados representam mais de 50% de todas as drogas
em uso clinico, sendo que 25% destas sao originadas de plantas superiores (BALANDRIN,
1993). Além disso, as plantas medicinais tém despertado interesses crescentes na industria
farmacéutica, pois representam uma importante fonte de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande numero de
farmacos (WALL; WANI, 1996).

No Brasil, apés anos de discussdo sobre a necessidade da implantacdo de uma
politica nacional de medicamentos fitoterapicos, chegou-se a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que é constituida de espécies vegetais com
potencial de avangar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar produtos de interesse ao
SUS, e nesta relagao encontra-se a S. terebinthifolius Raddi (aroeira — da - praia) (BRASIL,
2011).

As espécies vegetais foram pré-selecionadas por regides que referenciavam seu uso
por indicacdes de uso e de acordo com as categorias do Cdédigo Internacional de Doengas
(CID-10). Essa parte inicial do trabalho foi realizada por técnicos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Ministério da Saude (MS), profissionais de servigos e
pesquisadores da drea de plantas medicinais e fitoterapicos, vinculados a area da saude,
representando as diversas regides brasileiras. A partir desta pré-selecao foram excluidas
espécies exdticas e as que constam da lista de espécies “da flora brasileira ameacadas de
extingdo”, do Ministério do Meio Ambiente (IN n® 6/2008), finalizando assim a RENISUS
(BRASIL, 2006).

O Ministério da Saude espera que os pesquisadores e o setor produtivo interajam
para estudar as espécies e gerar produtos de interesse ao SUS, pois sé assim serédo
garantidos a populacdo plantas medicinais e fitoterapicos com qualidade, seguranca e
efichcia, como também a promocdo do uso sustentdvel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional. Espera-se que a academia, os
centros de pesquisas e o setor produtivo possam retornar com as respostas dos estudos
complementares ndo existentes e com um produto a ser agregado ao Sistema Unico de
Saude (BRASIL, 2006).

Entre as muitas espécies de uso popular, S. terebinthifolius Raddi, também
conhecida como aroeira - vermelha ou aroeira — da - praia (SOUZA; LORENZI, 2005), é
utilizada na clinica ginecoldgica. Pertencente a familia Anacardiaceae, S. terebinthifolius tem
distribuicdo predominantemente nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo,
ocorrendo também nas regides temperadas (JOLY, 2002). As cascas, por serem
depurativas e febrifugas, tém acao imediata e enérgica sobre as hemoptises e afeccdes

uterinas em geral. As folhas tém acao antireumaticas além de valioso remédio na cura de
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Ulceras e feridas, entre outras aplicacdes medicinais. Os ramos novos servem para 0S
mesmos fins e também sdo empregados na limpeza e branqueamento dos dentes. Aos
frutos atribui-se propriedade diurética (CORREA, 1984). E uma planta medicinal
amplamente utilizada na regidao Nordeste do Brasil para tratamento de diversas infec¢des. O
decocto das cascas do caule tem sido tradicionalmente utilizado para tratar cervicites e
corrimento genital (SANTOS; AMORIM, 2002).

Dentre as vaginites, a vaginose bacteriana é o tipo mais comum em mulheres na
idade reprodutiva (DECENA et al., 2006). Geralmente a ocorréncia de vaginite esta
associada a presenga de Candida spp. Estima-se que 75% das mulheres ja apresentaram
uma infecgdo por Candida uma vez durante a vida e 40-50% apresentaram dois ou mais
episodios (PITSOUNI et al., 2008).

Dentre a variedade de tratamentos empregados para as vaginites, destaca-se a
administragdo tdpica ou oral de antifungicos. Em casos mais resistentes, € comum a
associagao destas duas vias de administracdo. No tratamento alopético, a via oral é
preferida devido a facilidade de administragdo e redugdo no tempo de tratamento
(PITSOUNI et al., 2008).

No que se refere a medicina popular, uma variedade de plantas medicinais sao
empregadas, sendo que o banho de assento, com o decocto da droga vegetal, é a forma
mais comum de tratamento. Porém, em grande numero de casos, observa-se que a
administracdo do extrato vegetal provoca uma acao irritante na mucosa vaginal. Estudos
foram realizados no intuito de investigar a origem das acdes irritantes dos extratos de
aroeira e possiveis formas de diminuir tal efeito. Alguns testes foram realizados
incorporando-se o extrato a géis e cremes, e concluiu-se que, o extrato incorporado nestas
formulacdes ndo apresenta efeito téxico quando empregadas topicamente (LEAL, 1999).

Com base nestas informacgdes e, sendo as vaginites uma das principais patologias
ginecoldgicas, o estudo da atividade farmacoldgica da S. terebinthifolius frente a esta
patologia, bem como o desenvolvimento de uma forma farmacéutica segura e eficaz, torna-
se importante. Entretanto, para o correto processo de desenvolvimento de novas
formulagbes, a validacdo de metodologia analitica para a determinagcdo qualitativa e
quantitativa de farmacos, matérias-primas, amostras bioldgicas ou produto acabado tem se
tornado fundamental. A validagdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso
rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como “o processo que fornece uma evidéncia
documentada de que o método realiza aquilo para o qual é indicado para fazer” (KRULL;
STWARTZ, 1998).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SISTEMATICA VEGETAL DE Schinus terebinthifolius RADDI

2.1.1 Familia ANACARDIACEAE

A familia Anacardiaceae é representada por mais ou menos 70 a 80 géneros e cerca
de 600 espécies pantropicais, em sua maior parte; apenas poucas se distribuem nas regiées
temperadas. Muitas dessas espécies sdo conhecidas pelos saborosos frutos e outras como
plantas de boa madeira ou de substancias usadas na industria e na medicina (BARROSO,
1991).

Seus géneros sao subdivididos em cinco tribos: Anacardieae, Dobineae, Rhoeae,
Semecarpeae e Spondiadeae. Cerca de 25% dos géneros da familia sdo conhecidos como
toxicos e causadores de dermatite de contato severa. Porém, as espécies venenosas desta
familia estdo restritas as tribos Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae (CORREIA et al.,
2006).

Diversas Anacardiaceae apresentam frutos ou pseudofrutos comestiveis. Este € o
caso do cajueiro (Anacardium occidentale L.), cujo fruto produz a castanha-de-caju. Outras
frutas incluem a manga (Mangifera indica L.), os cajas (Spondias spp. L.), 0 umbu (Spondias
tuberosa Arruda) e a seriguela (Spondias purpurea L.). Pertencem ainda a esta familia o
pistache (Pistacia vera L.) e diversas espécies que produzem madeira de boa qualidade,
incluindo o gocalo-alves (Astronium fraxinifolium Schott ex Spreng.), o guarita (Astronium
graveolens Jacq.), a aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemao), a aroeira-branca (Lithraea
molleoides Engl.) e a brauna (Schinopsis brasiliensis Engl.). Algumas espécies sao
utilizadas na ornamentacao de ruas e pragas, como a aroeira-vermelha (S. terebinthifolius
Raddi), o chardo (Rhus succedanea L.), e a aroeira-salsa (S. molle L.). O peito-de-pombo
(Tapirira guianensis Aubl.) é certamente a mais comum espécie nativa de Anacardiaceae,
ocorrendo em quase todas as formacgoes florestais do Brasil (SOUZA; LORENZI, 2005).

2.1.2 S. terebinthifolius Raddi

S. terebinthifolius Raddi esta presente na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira
(FARMACOPEIA, 1929), onde estédo descritas sua caracterizagao, aspectos microscopicos e
a parte utilizada: suas cascas na forma de tintura e extrato fluido. No Brasil, ja era utilizada
pelos nativos antes mesmo da chegada dos colonizadores brancos. E uma arvore de
pequeno porte, de espécie perenifélia, proveniente da América do Sul, nativa no Brasil,
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Paraguai e Argentina. A arvore pode ser encontrada desde o Ceara até o Rio Grande do
Sul, sendo tipica das caatingas nordestinas indicada para a recuperacao de areas
degradadas e arborizagdo. Destaca-se por ser utilizada na medicina popular, como
adstringente, ténica e estimulante, com agdo antimicrobiana e regeneradora dos tecidos
(SANTOS et al., 2004).

Figura 1 - Folhas e frutos de S. terebinthifolius Raddi, com autorizag&o.
(LORENZI, H.; MATOS, F.J.A., 2008).

A aroeira tem outros nomes populares tais como: aroeira-vermelha, aroeira-mansa,
aroeira-branca, aroeira—da-praia, aroeira-do-brejo, aroeira-rasteira, aroeira-do-campo,
coragao-de-bugre, balsamo, fruta-do-sabia, aroeira-de-sabia, aguaraiba, aroeira-do-sertao,
cabui e cambui (RIBAS et al., 2006).

E uma planta com forte aroma de terebintina, de 5 a 10 m de altura, dotada de copa
arredondada. Tronco tortuoso, de 30 a 60 cm de didmetro, com casca grossa e fissurada.
Suas folhas sdo compostas imparipinadas. Foliolos subcoriaceos, glabros, em nimero de 3-
10 pares, de 1-5 cm de comprimento por 1-3 cm de largura.

A madeira de S. terebinthifolius Raddi € moderadamente pesada, de textura média,
bastante resistente e de grande durabilidade natural (LORENZI, 2000).

Segundo Santos e colaboradores (2002) além de sua aplicagdo como
fitomedicamento, o interesse por S. terebinthifolius se da pelo seu metabolismo secundario
que produz entre outras substancias, flavonoides, taninos e éleos essenciais, com aplicacéo

nas industrias de alimentos, cosmética e perfumaria.
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2.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Corréa (1984) destaca a aroeira como adstringente, tdnica, estimulante e
antinevralgiva, mas com emprego restrito, pois se trata de uma espécie toxica e que deve
ser utilizada com precaucdo. As cascas possuem acao depurativa e febrifuga, com acéao
imediata sobre hemoptises e afecgdes uterinas.

As partes utilizadas de S. terebinthifolius que apresentam propriedades medicinais
sdo: casca, folhas e frutos. E considerada pela medicina popular como adstringente,
antidiarreica, anti-inflamatoria, depurativa, diurética e febrifuga, das cascas se extrai um éleo
empregado contra tumores e doencas da cérnea (DEGASPARI et al., 2004). Devido a
composi¢ao de seus 6leos essenciais € utilizada no tratamento de distdrbios respiratorios.

O decocto da casca do caule tem sido tradicionalmente utilizado para tratar cervicites
e corrimento genital (SANTOS; AMORIM, 2002).

Segundo Matos (2000), um estudo clinico com tampdes assépticos do extrato
hidroalcodlico realizado com 100 mulheres portadoras de cervicite e cervicovaginite
comprovou a eficacia do tratamento topico por meio de tampdes assépticos, com a cura de
todos os casos no periodo de tratamento que variou de uma a trés semanas.

A presenca de substancias tais como terebintona, o acido hidroximasticadiendico, o
acido terebintifélico e o acido ursélico sdo responsaveis pela acdo antimicrobiana de S.
terebinthifolius.

Lima et al. (2004) avaliaram o potencial da a¢do antimicrobiana do extrato aquoso de
S. terebinthifolius, sendo utilizado como substrato de extragdo o caule e folhas. Este extrato
mostrou atividade frente a Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus cereus e
Pseudomonas aeruginosa e atividade inibitéria do crescimento de Trycophyton rubrum,
Microsporum canis, Epydermophyton floccosum e Candida albicans.

Lima e colaboradores (2006) demonstraram que o extrato de aroeira incorporado em
um medicamento demonstrou uma atividade significativa na promog¢ao da cura de lesdes
cuténeas.

Como controle biolégico, o 6leo essencial das folhas de aroeira, foi classificado como
potente na acgdo inseticida contra Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus, os
quais sao pragas do feijao (SANTOS, A.C.A., 2007).
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2.2.1 Capacidade antioxidante

A producado de espécies reativas de oxigénio (EROs) € um processo fisiologico
natural do organismo (enddégeno), mas também pode estar associado a exposicao por
agentes ambientais (exdgenos). Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular
aerébico,o0 oxigénio (O,) sofre reducao tetravalente aceitando quatro elétrons e resultando
na formacdo de agua. No entanto, durante este processo sdo formados compostos
intermediarios, as EROs, que se dividem em grupos radicalares como superéxido (O2.-),
hidroxil (HOe), peroxil (ROQ¢), alcoxil (RO+) e também os nao - radicalares como o perdxido
de hidrogénio e o oxigénio (SEIFRIED et al., 2007; VICENTINO; MENEZES, 2007).

O radical hidroxil € o que provoca maior dano ao organismo, por apresentar uma
meia-vida curta, sendo dificil de ser sequestrado in vivo. Este radical é formado a partir da
reacao de perdxido de hidrogénio com metais (M) de transicdo (cobre e ferro), presentes
nas células, e também da quebra da agua quando em exposi¢cdo a radiagao ultravioleta,
radiacdo y e raios x, segundo as reagbes 1 e 2, respectivamente (BARREIROS; DAVID,
2006).

My" + HoO2 2 M(ns1)" + HOs + HO™ (Reacao 1)
H.O - HO- + He (Reagéo 2)

A formacédo do estresse oxidativo deve-se a um desequilibrio na taxa de producao e
degradacao dos antioxidantes, podendo levar a danificagéo de lipidios, proteinas, enzimas,
carboidratos e DNA. Estes danos estao relacionados com o desenvolvimento do céancer,
doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, doencas cardiovasculares,
diabetes e doengas autoimunes, alem de causar o envelhecimento precoce (Figura 2)
(RATMAN et al., 2006; VICENTINO; MENEZES, 2007).

Segundo Sousa et al. (2007), a atividade antioxidante dos compostos fendlicos deve-
se principalmente as suas propriedades redutoras e a sua estrutura quimica. Quanto maior a
quantidade de hidroxilas fendlicas, maior o sequestro de radicais livres (YAMAGUTI-SASAKI
et al., 2007).

Substancias fendlicas tais como flavonoides e acidos fendlicos sdo considerados
antioxidantes mais potentes que a vitamina C e a vitamina E (ALJADI; KAMARUDDIN,
2004). Por isso, ha um crescente interesse em antioxidantes fendélicos presentes nas plantas
medicinais e nas usadas na dieta alimentar, que podem ajudar atenuando o dano oxidativo.
Estes antioxidantes naturais promovem beneficios a saude associados a prevengédo de
danos causados por degeneragao biolégica (ARDESTANI; YAZDANPARAST, 2007).
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Figura 2 — Representacdo do local atingido pelas EROs e suas doengas associadas (RENZ,2003
apud OLDONI, 2007).
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Estudos tém demonstrado que polifendis naturais possuem efeitos significativos na
reducdo do cancer, e evidéncias epidemioldgicas demonstraram correlacao inversa entre
doencas cardiovasculares e o consumo de alimentos que sdo fonte de substancias
fendlicas, possivelmente devido as suas propriedades antioxidantes (BROINIZI et al., 2007).

Segundo estudo de Lima e colaboradores (2006), a casca do caule de S.
terebinthifolius apresentou acao antioxidante e a fracédo cloroférmica é uma fragao rica em
substancias antioxidantes, com acdo na mesma ordem de grandeza do padréao
epicatequina-galato. EI-Massry et al. (2009) compararam o extrato etandlico, éleo essencial
e extrato diclorometandlico de folhas de S. terebinthifolius do Egito e chegaram a concluséo
de que o extrato etandlico foi o mais potente frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) devido provavelmente a presenca majoritdria nesse extrato de compostos

fendlicos.




27

2.3 PRINCIPAIS COMPONENTES QUIMICOS

2.3.1 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenga de um anel aromatico com
uma ou mais hidroxilas substituintes, abrangendo uma grande variedade de substancias
encontradas em plantas. Dentre essas substancias, tem-se os flavonoides, fendis
monociclicos simples, fenilpropanoides, quinonas, ligninas, taninos, e as vezes podem-se
encontrar unidades fendlicas em proteinas, alcaloides e terpenoides (HARBORNE, 1998).

Os compostos fenolicos apresentam a caracteristica de complexagdo com proteinas
por ligacdes de hidrogénio. Durante os processos de isolamento as membranas celulares
sdo rompidas, fazendo com que todos os constituintes da planta se misturem, ocorrendo
rapidamente a complexacao de fendis e proteinas resultando em uma inibicdo da atividade
enzimatica em extratos brutos de plantas. Porém, os fendis sdo muito susceptiveis a
oxidacdo enzimatica por enzimas “fenolases” especificas presentes em todas as plantas,
podendo haver grandes perdas de material fendlico durante os processos de isolamento.
Normalmente, previne-se essa oxidacao enzimatica realizando a extracao dos fendis da
planta com &lcool em ebulicido (HARBORNE, 1998).

Como todos os compostos fendlicos sdo aromaticos, apresentam intensa absorgcao
na regiao de UV do espectro (HARBORNE, 1998; CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL,
2004). Logo, os métodos espectrométricos sdo especialmente importantes para as analises
de identificacao e quantificacao de fen6is (HARBORNE, 1998).

Taninos sdo substéncias fendlicas hidrossoluveis, com massa molecular entre 500 e
cerca de 3000 u, responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros produtos
vegetais (SANTOS; MELLO, 2007). Compreendem um grande grupo de substancias
complexas muito disseminadas no reino vegetal; em quase todas as familias botanicas ha
espécies que contém taninos. Quando ocorrem em grande quantidade, geralmente se
localizam em determinados érgéaos da planta como as folhas, os frutos, o cértex ou o caule
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Os taninos, como na Figura 3, possuem a habilidade de se complexar com proteinas,
formando copolimeros estaveis insoliveis em agua (HARBORNE, 1998). Industrialmente, os
taninos sao utilizados na transformacao de peles de animais em couro, no qual ligagées sao
formadas entre as fibras de colageno na pele do animal, adquirindo resisténcia ao calor,
agua e abrasivos (SANTOS; MELLO, 2007).

A adstringéncia é caracterizada como uma sensacao de extrema “amarracao” e

secura na boca. Isto acontece, pois a saliva contém entre 1,0 e 3,5 mg de proteina por mL
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de saliva, correspondendo de 16 a 33% de prolina. O fenébmeno da adstringéncia deve,
provavelmente, estar associada especificamente com a interacdo de polifenéis com as
proteinas ricas em prolina (HASLAM, 1998).

Plantas com grande concentracao de taninos sdo empregadas popularmente como
remédios para o tratamento de diversas moléstias organicas, tais como diarreia, hipertenséao
arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, distarbios estomacais, disturbios
renais e do sistema urinario e processos inflamatérios em geral (HASLAM, 1996). Acredita-
se que as atividades farmacol6gicas dos taninos estao relacionadas a trés caracteristicas:
complexagdo com ions metalicos, atividade antioxidante e habilidade de complexagdo com
outras moléculas (HASLAM, 1998).

Figura 3 - Exemplo de tanino hidrolisavel (3-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glucose).
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Estudos recentes mostraram que o0s taninos condensados sao potentes
antioxidantes que funcionam como captadores de radicais livres. Compostos extraidos de
sementes de uvas (Vitis vinifera L.) e de cortex de pinheiros (Pinus pinaster Soland.) sao
comercializados como suplementos dietéticos, acreditando-se que sejam eficazes para
melhorar a circulagao arteriovenosa periférica, quadros de fragilidade capilar, retinopatias,
doencgas inflamatérias do colageno e outras doengas relacionadas (ROBBERS; SPEEDIE;
TYLER, 1997).

A acéo antifungica do Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville foi avaliada por
Ishida et al. (2006) demonstrando que a atividade sobre Candida spp., especialmente sobre
C. albicans, é atribuida aos taninos condensados, inibindo o crescimento por afetar a
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integridade da parece celular, pela modificacdo da hidrofobicidade da superficie celular,
inibicdo da formacao do tubo germinativo e interferéncia no processo de brotamento.

Os flavonoides sao amplamente distribuidos no reino vegetal e quando ele encontra-
se sem o agucar é chamado de aglicona ou genina e na sua forma conjugada é conhecida
como heterosideo. O emprego terapéutico de plantas contendo flavonoides é vasto. Tém
como principais atividades: antifungica, antiviral, anti—inflamatéria, antitumoral, hormonal e
protecdo com raios UV (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Desde a antiguidade, plantas contendo quinonas tém sido usadas por suas fontes
bioldgicas ou como fonte de corantes. Em geral, se aceita a teoria de que certas quinonas
tenham um papel na defesa da planta contra insetos e outros patdgenos. A atividade laxante
€ a responsavel pela utilizagao terapéutica da maioria dos vegetais que contém quinonas,
além de atividade antifingica, antibacteriana e antitumoral (SANTOS; MELLO, 2007).

2.4  PLANEJANDO EXPERIMENTOS DE MISTURAS

De acordo com Scheffé (1957) a teoria é desenvolvida para experimentos com
misturas de g componentes cuja finalidade é a previsdo empirica da resposta a qualquer
mistura dos componentes, quando esta depende apenas da proporcdao dos componentes e
nao da quantidade total.

Considera-se experimentos com misturas, das quais a propriedade estudada
depende das proporcdes dos componentes presentes, mas ndo na quantidade total da
mistura. Exemplos disso sao a resisténcia a tracdo de uma liga de metais diferentes, a
resisténcia ao desgaste, devidamente definido, de uma mistura de diferentes tipos de
borracha e a octanagem de uma mistura de diferentes estoques de gasolina (SCHEFFE,
1957). Lonni et al. (2011) planejaram uma mistura quaternaria (agua, etanol, acetona e
metanol) para a extracdo de componentes das cascas de Trichilia catigua A. Juss.
(Meliaceae), conhecida como catuaba, e os extratos resultantes desse planejamento foram
avaliados quanto ao rendimento, ao teor de polifendis e atividade antioxidante.

Em uma mistura de g componentes (g = 3), na qual x; é a propor¢ao (em volume ou
em peso, por exemplo) do constituinte i na mistura, assim:
xiz20(i=1,2...9), X{ + X2 + ... Xq =1
O fator espacial € entdo um simplex triangular quando g=3 e tetraedro para g=4. O
fator espacial para experimentos com misturas € um simplex e foi noticiado em um artigo

sobre a acao de hormoénios. O termo simplex design é usado para a demonstracdao de N

pontos experimentais no simplex.
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Para uma mistura binaria, a equacdo acima reduz-se a X; + X2 = 1. Todas as
possiveis misturas dos dois componentes correspondem a pontos localizados na reta
formada pelo sistema de eixos abscissa e coordenada (Figura 4). No estudo de misturas,
porém o espago experimental fica restrito aos pontos da reta, ou seja, torna-se

unidimensional (Barros Neto et al., 2010).

Figura 4 - O espaco experimental para misturas de dois componentes esta
limitado aos pontos sobre a reta x1 + x2 = 1 (BARROS NETO et al., 2010, com
autorizagéo).
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Caso o sistema seja uma mistura de trés componentes, porém, terd de obedecer a
restricdo X1 + X2 + Xg = 1, que define um tridngulo equilatero inscrito no cubo, como
mostrado na Figura 5.

Todas as composi¢des possiveis da mistura ternaria sdo representadas pelos pontos
pertencentes ao tridngulo. Os vértices correspondem aos componentes puros e as arestas
as misturas binarias, enquanto os pontos situados no interior do tridngulo representam
misturas dos trés componentes. A variacao de uma dada propriedade, com a composigao da
mistura pode ser descrita por uma superficie de resposta como na Figura 6. Representando
essa superficie por suas curvas de nivel, obteriamos um diagrama triangular como da Figura
7.

e Mistura de dois componentes

O modelo mais simples para uma mistura de dois componentes € o modelo aditivo,

ou linear:
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Yi=PBo + BiXi+ Pa2x2 + €
onde y; € um valor experimental da resposta de interesse, Bo, B1 € B2 Sdo 0s
parametros do modelo e €; representa o erro aleatério associado a determinagao do valor de
Yi-

Figura 5 - O espago experimental para a mistura de trés componentes
limita-se aos pontos pertencentes ao triangulo (BARROS NETO et al., 2010,
com autorizag¢ao).

Figura 6 - Exemplo de uma superficie de resposta para todas as possiveis
misturas dos componentes 1,2 e 3.
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Figura 7 - Curvas de nivel para as misturas possiveis dos componentes 1, 2 e 3.
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Ajustando o modelo as observagbes feitas com essa finalidade, obtém-se a
expressao:
9 = bo + b1X1 + b2X2
que permite estimar a resposta média num ponto qualquer de composicao (x1, x2). Como a
soma de x1 + x2 é sempre igual a 1, pode-se introduzi-la como coeficiente by na equagao
acima, sem que a igualdade se altere:
)7 = bo( Xy + Xg) + b1X1 + b2X2
Com um pequeno rearranjo tem se:
)7 = (bo + b1)X1 + (bo + bg)Xg = b*1X1 + b*2X2
onde b* = by + b; . Com esse artificio, 0 modelo passa a ter apenas dois coeficientes a
serem determinados, b*; e b*,, em vez dos trés que aparecem na equacgao original. Para
determina-los, sdo necessarios somente dois ensaios distintos.

Quando (x1,x2) = (1,0), isto é quando a “mistura” contém apenas o componente 1, a
equacdo acima reduz-se ¥ = b*y = y4, onde y1 é a resposta observada para o componente 1
puro. Da mesma forma, quando (xi,x2) = (0,1), tem-se ¥y = b*; = y,, ou seja, os dois
coeficientes do modelo aditivo sdo as proprias respostas dos respectivos componentes
puros. Caso o modelo seja valido, pode-se prever as propriedades de uma mistura qualquer
sem ter necessitado realizar mistura alguma.

Embora os resultados obtidos com os componentes puros determinem
completamente o modelo linear, é claro que se precisa realizar experimentos com misturas
binarias, para verificar se 0 modelo é mesmo adequado. Pode ser que os efeitos da
composicao sobre a resposta sejam mais complicados, e um outro modelo seja necessario.

A ampliagdo do modelo linear é o modelo quadratico, que é definido pela equagéo:
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. 2 2
Y = Do, b1X1 + DoXo 4 D1X17 4 D2Xo" + D12 X4 X2

Esta expressao contém seis parametros, mas para misturas binarias esse numero se
reduz, por causa da soma constante das propor¢des dos dois componentes. Rearranjando e
fazendo substituicoes tem-se:

Y = b*1X1 + b*2Xz . b 12X1X2

onde b* = by + bj+ b; (para i = 1,2) e b*» = byja — by — by . Tem-se, portanto apenas um
coeficiente a mais do que o modelo linear. Para obter um planejamento experimental com
um numero minimo de ensaios, € preciso acrescentar, aos dois valores utilizados para
determinar o modelo linear, uma outra medida feita numa mistura binaria de composigao

qualquer.

e Mistura de trés componentes

Pode-se obter modelos de misturas de trés componentes (ou misturas ternarias)

ampliando os modelos que usamos para misturas binarias. O modelo linear é dado por
)7 = bo + b1X1 + b2X2+ b3X3’
com restricdo x; + X + X3 = 1.

Substituindo o termos by por by (X1 + X2 + X3) e agrupando os termos em x;, obtém-
se:

)‘/ = b*1X1 + b*2X2 + b*3X3
sendo b*i=bg + by, parai=1,2e 3.

A interpretagédo dos coeficientes b*; € a mesma que no caso de dois componentes.
Quando x; = 1 (e, portanto, x ;= 0) a resposta y; sera igual ao coeficiente b* Por exemplo,
quando (X1, X2, X3) = (1, 0, 0), tem-se y; = b*;. Continua-se podendo determinar os
coeficientes do modelo linear sem precisar fazer nenhuma mistura. Da mesma forma, pode-
se obter estimativas mais precisas utilizando respostas médias de ensaios repetidos.

Caso o modelo linear ndo se mostre satisfatério, deve-se tentar ajustar um modelo
quadratico, como foi citado. Para misturas de trés componentes, a expressao geral do
modelo quadratico final contém seis termos:

Y = b* X1 + b*oXo , D 3X3 . D¥12X1X2 4+ D*13X1X5+ D 23XoX3
onde b* = by + b; + b; e b*; = by — bjj — bi;, com i # j.
Para determinar seus valores, precisa-se de um planejamento experimental contendo

pelo menos seis ensaios distintos.
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O modelo quadréatico contém, além dos termos do modelo aditivo, termos cruzados
que descrevem as interagcdes entre dois componentes, e por isso geralmente consegue-se
reproduzir de maneira satisfatéria os valores da resposta nos vértices e nas arestas do
tridngulo de concentragdes, que representam respectivamente os componentes puros e
suas misturas binarias. Nao se deve estranhar, porém, que efeitos ndo aditivos envolvendo
a presenca simultanea de trés componentes sejam importantes para descrever a resposta
de determinadas misturas ternarias (pontos no interior do triangulo). Se esse for o caso, 0
modelo quadratico se mostrara insuficiente, e precisar-se-4 acrescentar-lhe termos cubicos.

O modelo cubico especial para uma mistura de trés componentes é dado pela
equacao:

Y = b*1X1 + b*2X2  b*3X3 4 D 12X1X2 4+ D*13X1X3 + D 23XoX3 1+ 0¥ 123X 1X2X3

O planejamento experimental normalmente empregado para determinar os valores
dos coeficientes do modelo cubico especial € o chamado simplex centroide, que obtém-se
acrescentando ao simplex em rede um ponto central que corresponde a mistura ternaria em

partes iguais, (X1, X2, X3) = (1/3, 1/3, 1/3).
2.5  VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

A utilizagdo cada vez mais difundida da medicina tradicional para o tratamento das
necessidades primarias de saude envolvendo o uso de plantas medicinais, e a consequente
maior entrada de matérias-primas vegetais e produtos fitoterapicos no mercado brasileiro,
tem tornado mais claro, ainda, a necessidade de se buscar parametros para o controle de
qualidade destes produtos. Um fator limitante para uma maior utilizagéo das plantas é que, a
maioria das que estdo em uso ndo possuem parametros de qualidade definidos, assim o
estabelecimento de métodos analiticos validados, que garantam a quantificacdo de
marcadores quimicos para o controle da matéria-prima vegetal e dos produtos em
transformacdo, tanto intermediarios quanto finais, € fundamental para a produgdo de
fitoterapicos com qualidade (SCHWANZ, 2006).

A implantacdo da validagcdo de métodos analiticos de controle de qualidade é
justificada por razdes legais, técnicas e comerciais. A Resolucdo n® 899 de 29 de maio de
2003 da ANVISA, diz que a validagao deve garantir, por meio de estudos experimentais, que
0 método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2003).
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O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou implementagdo de
método conhecido, envolve processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia na rotina do
laboratério (BRITO et al., 2003).

Validar um método é um processo demorado, que requer um grande numero de
experimentos analiticos e calculos estatisticos. Estabelecer um bom procedimento de
validagdo requer um compromisso entre validar rapido, e com numero adequado de
analises, sem perder a qualidade das estimativas (RIBEIRO et al., 2008).

Diversos guias contendo diretrizes sobre a validagao estao disponiveis atualmente,
como: ICH (1996); USP (2005) e ANVISA (2003). No Brasil, os dois orgdos que
regulamentam a validacdo de métodos analiticos sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Instrumental (INMETRO) (RIBEIRO et al., 2008).

A literatura dispde de varios trabalhos, que abrangem as areas bioldgica,
farmacéutica e quimica, que relatam a validagdo de métodos analiticos e definem critérios
que devem ser seguidos durante o seu desenvolvimento. Tais artigos abordam os critérios
de validagcao de acordo com sua area especifica, enfatizando a exatidao, a precisao e os
limites de detec¢ao e quantificagéo (BRITO et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho é o controle de qualidade de S. terebinthifolius, tanto
da droga vegetal quanto de extratos obtidos por um modelo matematico denominado
simplex centroide e validar a técnica de doseamento de polifendis do extrato selecionado

com os melhores resultados.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar macro e microscopicamente a casca da droga vegetal.

- Preparar extratos brutos (EB) de S. terebinthifolius Raddi através do modelo matematico
simplex centroide de trés vértices.

- Pré-validar a metodologia analitica de quantificacdo de polifendis totais pelo método da
reacao de Folin-Ciocalteau.

- Determinar o teor de polifendis totais da droga vegetal e dos extratos brutos pela
metodologia analitica pré-validada através da reagéao dOe Folin-Ciocalteau.

- Determinar da capacidade antioxidante dos extratos brutos frente ao radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila).

- Validar a metodologia analitica de doseamento de polifendis totais do extrato obtido pelo
simplex centroide que demonstrar os melhores resultados quanto a rendimento, teor de

polifendis totais e atividade antioxidante.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Solventes e reagentes

Todos os reagentes, exceto quando especificado, possuem grau de pureza pré-

andlise (p.a.), e das marcas Synth, Merck®, Sigma®, Dinamica® ou FMaia®. Foi utilizado

alcool etilico de cereais da Cerealcool®.

Acetona

Alcool etilico de cereais

Carbonato de sodio anidro

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Metanol — grau HPLC

Reagente Folin—Ciocalteau 2 mol/L

Solug¢édo metandlica de ButilhidroxiTolueno (BHT)

Substéancias de referéncia: pirogalol, &cido galico, acido tanico, catequina

4.1.2 Equipamentos

Balanca analitica Marte®, modelo AY220

Balanga analitica dessecadora com sistema de infravermelho, Ohaus® MB35
Banho-maria Fanem®, modelo 120/3

Bomba a vacuo Vaccubrand® Labortechnik tipo MZ 2C
Espectrofotdmetro Shimadzu® UV/VIS PC-1650
Evaporadores rotatérios Buchi® R-200 e Buchi® R-114
Liofilizador — Christ® Alpha 1-4

Mini agitador — LabDancer - IKA®

Micropipetadores Eppendorf ® (20 a 5000 pL)

Moinho de martelos Tigres® ASN5

pHmetro Digimed® mod DM20

Tamisador vibratério - RETSCH®

Turboextrator Skymsen®, modelo LS-04

Ultra-som Elma®, T-460 35 Hz
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4.2  MATERIA-PRIMA VEGETAL

A matéria-prima vegetal utilizada nesse trabalho foram as cascas do vegetal S.
terebinthifolius (Figura 7) as quais foram adquiridas em Caetité, Bahia, Brasil (S14°05’35,2”,
W42°34°20,2”, Garmin, v.2.4), com coleta realizada em junho de 2011. Uma exsicata foi
depositada no herbario da Universidade Estadual de Maringa, HUEM com namero de tombo
22057. As cascas foram fragmentadas com auxilio de tesouras de poda manual apos
secagem adicional a temperatura ambiente. Apds, as cascas (Figura 8) foram cominuidas
em moinho de martelos de ago inox Tigre ASN-5 e dessas foram obtidos os extratos. O
esquema de trabalho realizado esta apresentado no Fluxograma 1.

Figura 8 — Aspectos gerais da casca seca de S. terebinthifolius, escala em
centimetros, em A: Cascas fragmentadas como recebidas do fornecedor, B)
Cascas fragmentadas com auxilio de tesoura de poda, C) Cascas
cominuidas pelo moinho de martelos. (Foto: Fernanda Giacomini Bueno,
dezembro 2011).

A




Fluxograma 1 — Rota de trabalho e obtengao dos extratos brutos de S. terebinthifolius.
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4.3 PREPARO DOS EXTRATOS

Onze extratos foram preparados com a casca cominuida de aroeira (10% m/v) com
liquido extrator, em propor¢cdes volumétricas: agua 100%; etanol 100%; acetona 100%,
agua:etanol (1:1); etanol:acetona (1:1); acetona:agua (1:1); agua:etanol:acetona (1:1:1);
agua:etanol:acetona (4:1:1); agua:etanol:acetona (1:4:1); agua:etanol:acetona (1:1:4) e
agua:etanol (8:2) por 20 min em turbdlise, como indicado na Figura 9 e na Tabela 1.

Figura 9 - Simplex centroide de 3 vértices, indicado as misturas de liquidos extratores.

AGUA

ACETONA e e ETANOL

Apds remogao do solvente organico, em evaporador rotatério sob pressao reduzida,
os extratos foram liofilizados obtendo-se os extratos brutos (EB 1 a 11).

A partir de cada EB, foi realizado a determinacdo do teor de polifendis totais pela
técnica pré-validada analiticamente e a capacidade antioxidante frente ao radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila).

44  PRE-VALIDACAO DA METODOLOGIA DE DOSEAMENTO DE POLIFENOIS
TOTAIS

A padronizagédo do método foi realizada antes do processo de validagéo, e foram
avaliados quatro parametros: 1) tempo de reagado, 2) comprimento de onda de absorcéao
maxima, 3) concentracdo do reagente carbonato de sédio anidro, e 4) o padrao que melhor
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se adapta para o extrato bruto (EB) de S. terebinthifolius. A metodologia descrita pela
Farmacopeia Europeia para a determinacdo de polifendis totais (PT) foi utilizada como
referéncia para a diluicdo do EB e as substancias de referéncia (acido galico, acido tanico,
catequina e pirogalol).

Tabela 1 - Mistura de liquidos extratores que foram utilizadas para a preparagéao
dos 11 extratos brutos de S. terebinthifolius.

Numero do Extrato Liquido Extrator (v/v)

Agua
Etanol
Acetona
Agua : Etanol, 1:1
Etanol : Acetona, 1:1
Acetona : Agua, 1:1
Agua : Etanol : Acetona, 1:1:1
Agua : Etanol : Acetona, 4:1:1
Agua : Etanol : Acetona, 1:4:1
Agua : Etanol : Acetona, 1:1:4
Agua : Etanol, 8:2

- == ©O© 00 N O O & WO DN =
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Solucéo estoque de cada padrdao (25 pug/mL) e EB (180 pg/mL) foi preparada em
agua destilada. Cento e sessenta microlitros de cada solugédo foram transferidos para um
microtubo de dois mililitros contendo agua destilada (800 pL) e Folin-Ciocalteau (80 uL). O
volume foi completado a 2 mL com carbonato de sédio anidro 5, 7, 10,75 ou 14,06% (p/p),
resultando em concentragées finais de 2 ug/mL para cada substancia de referéncia e 14,4
pg/mL do EB, os volumes do baldo de 25 mL e microtubo Eppendorf® de 2 mL séo
comparados na Tabela 2.

As amostras foram analisadas em espectrofotdbmetro UV/Vis no tempo de 0 a 40 min
apés a adicado da solugao de carbonato de sédio anidro e a amplitude da varredura foi de
400 a 900 nm em intervalos de 1 min entre cada leitura para determinar o espectro. Agua
destilada foi usada como liquido de compensacao.

Para determinar a melhor substancia de referéncia para caracterizar o EB de S.
terebinthifolius, a absortividade molar de cada padrdo e do EB foi calculada pela equacao de
Lambert—Beer;
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Tabela 2 - Comparacao volumétrica entre a técnica de polifendis anterior e a proposta pela pré-
validagéo.

Reagente Balao de 25 mL Microtubo 2 mL
Solucao do Extrato 2mL 160 pL
Agua 10 mL 800 pL
Folin —Ciocalteau 1mL 80 uL
Carbonato de Sédio Anidro gsp 25 mL (12 mL) 2 mL (960 pL)
A = g.b.C Equacao (1)
Onde:

A = Absorvancia da amostra;
¢ = Absortividade molar;
b = caminho 6tico, em cm,

¢ = concentracdo da amostra em g/100mL

4.5 CONTROLE DE QUALIDADE

As técnicas utilizadas para a avaliacao da qualidade da droga vegetal e dos extratos
foram realizadas segundo normas farmacopeicas existentes na Farmacopeia Brasileira

(2010) e em outras Farmacopeias, assim como outras técnicas nao farmacopeicas.

4.5.1 ANALISE DA DROGA VEGETAL

4.5.1.1 Corte a mao livre

As cascas foram mantidas em glicerina e FAA (formol, alcool 70% e &cido acético)
por 24 h. Os cortes anatdmicos foram feitos com laminas de ago inoxidavel. Realizaram-se
cortes transversais e longitudinais, utilizando-se pedagos de isopor como suporte. Os cortes
foram recolhidos em vidro de relégio contendo agua e, apds selecao dos melhores, foram
colocados em solugéo de hipoclorito de sédio até total clarificagdo (OLIVEIRA; AKISUE,
1989). Apds, foram novamente lavados em agua e foram procedidas as reagbes com
safranina e azul de astra durante dois minutos (GERLACH, 1969).
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4.5.1.2Andlise granulométrica (HELMAN, 1982)

Foi empregada a técnica de andlise granulométrica por tamisagéo. Foram utilizados
tamises com malha de abertura: 1,41; 0,84; 0,25 e 0,177 mm e o coletor. Pesaram-se
100,00 g do vegetal moido que foram colocados no conjunto de tamises. O conjunto foi
tamisado durante 15 min a 70 vibragdes por minuto. Ap6s a tamisacao, procedeu-se a
pesagem, determinando-se a quantidade de material retido em cada tamis. O resultado é
fornecido sob forma tabelar, apresentando-se abertura da malha (mm); A abertura de malha
(mm); abertura média (m , mm); massa retida (%); fragao retida (R, %) e fragdo passagem
(%). Esses dados possibilitaram o célculo do diametro médio de particula (dso) pelo ponto de
cruzamento das curvas de passagem e retengao. Além disso, esse resultado foi comparado
ao diametro médio calculado pela equagéao (ANSEL et al., 2005):

_ m.» R(%)
100

4.5.1.3 Determinagéo da perda por dessecagao (CARDOSO, 2002)

O teor de umidade foi determinado por método gravimétrico, empregando-se balanga
analitica com sistema de secagem por infravermelho. Cerca de 1 g da droga vegetal moida
foi exatamente pesado em bandejas de aluminio taradas, e dessecada por 15 min a
temperatura de 105 °C, com intervalo de 15 min entre cada determinacao, tempo necessario
para o resfriamento da balanga. O resultado foi calculado em relagao a 100 g da droga, pela
média de trés determinacgoes.

4.5.1.4Determinacao do teor de polifendis totais

Foram pesados cerca de 0,075 g de droga pulverizada, transferida para um
erlenmeyer com 15 mL de agua deixando-se durante 30 min em banho-maria a temperatura
de 85 °C. Apoés resfriamento em agua corrente, o conteudo foi transferido para um baléao
volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com agua. Cerca de 5 mL do extrato foram
filtrados. O filtrado obtido foi denominado Solucdo-Mae (SM). Para a determinacdo de
polifendis totais (PT), 160 uL da SM foram adicionados a agua (800 pL) em tubo microtubo
de 2 mL com 80 uL de solugao de acido fosfotungstico R 2 mol/L (Reagente fendlico de
Folin-Ciocalteau) e 960 pL da solugéo de carbonato de sédio definido na pré-validagdo. O
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tempo de leitura e comprimento de onda foram definidos na pré-validagéo, empregando-se a

agua como branco. Foram realizados trés testes, cada um com n=6.

mP.AbsA.FDA 100

o = P mAFDP Equagao (2)

Onde:

mP: massa do padrao

AbsA: absorvancia da amostra
FDA: fator de diluicAo da amostra
AbsP: absorvancia do padrao
mP: massa da amostra

FDP: fator de diluicdo do padrao

4.5.2 ANALISE DOS EXTRATOS BRUTOS

4.5.2.1 Determinacéo do teor de residuo seco

Para a determinagéo do residuo seco foram preparadas 11 solu¢des extrativas com
diferentes solventes, sendo as mesmas dos extratos preparados. Uma amostra de 10,0 g de
cada solucdo extrativa foi exatamente pesada em pesa-filiro previamente tarado e
evaporado até secura em chapa de aquecimento. O pesa-filtro foi colocado em estufa até
peso constante a temperatura de aproximadamente 105 °C, resfriado em dessecador. A
média foi calculada pela analise de quatro determinacdes.
4.5.2.2 Determinagéo do teor de polifendis totais

Foi pesada quantidade cerca de 0,0045 g do extrato que foi diluida em baldo
volumétrico de 25 mL (SM), 160 pL desta solugédo foram adicionados em agua (800 puL) em
microtubo de 2 mL com 80 pL de solugdo de acido fosfotungstico R 2 mol/L (Reagente
fendlico de Folin-Ciocalteau) e 960 uL da solugéao de carbonato de sddio com concentragéo
definidas na pré-validagdo, assim como o tempo de leitura e comprimento de onda,
empregando-se a agua como branco. Foram realizados trés testes, cada um com n=6 e o

teor de polifendis totais foi calculado pela Equagéao 2 (item 4.5.1).




45

4.5.2.3 Determinagéo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila)

Extratos foram diluidos em 3 mL de metanol, de modo a atingir concentracées de 0,5
a 8,0 ug/mL. A estas solugdes acrescentaram 375 uL de solugao de DPPH (1 mmol/L). A
mistura foi agitada em vortex por 15 s e deixada em repouso a temperatura ambiente
durante 30 min. As absorvancias das solucdes resultantes foram medidas a 517 nm, em
espectrofotémetro. Foi utilizado como branco uma solugao metandlica de BHT (2 mg em 4
mL de metanol) adicionada de 500 pL de solu¢cao de DPPH e como controle negativo, uma
solugao contendo 3 mL de metanol e 375 pL de solugdo de DPPH. A atividade de sequestro
de radicais (%ASR) foi calculada como porcentagem de descoramento do DPPH, usando a
Equacao 3. (AMAROWICZ et al., 2004).

AbsCN — AbsA

%ASR = 100 Equacéo (3)
AbsCN

Onde:
AbsCN = Absorvancia do controle negativo
AbsA = Absorvancia da amostra

4.6 VALIDACAO DA METOLOGIA ANALITICA

O extrato que foi escolhido para ser submetido a validacao da metodologia analitica
foi aquele que apresentou os melhores resultados para as respostas (parametros)
escolhidas: rendimento; pois € necessario que se obtenha um extrato com boa quantidade
em massa, polifendis totais; ja que sdo esses compostos 0os de maior parte no extrato de
aroeira, conhecidos na literatura e os quais sao responsaveis pelas atividades biolégicas
caracteristicas e finalmente a atividade antioxidante, pois ela sugere quanto que o extrato
atuara frente a radicais livres.

A RE 899/2003 (ANVISA) foi seguido como guia para a validacdao da metodologia
analitica de doseamento de polifendis totais.

4.6.1 Curva de calibracdo da substancia de referéncia

Para a determinacao das absorvéancias teoricas do teste de exatidao e a absorvancia
especifica da substancia, foi construida a curva de calibragdo com 6 pontos pela anélise de
concentracdo 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 pg/mL da substancia de referéncia, utilizando como solugao-
mée padrdo de concentracdo 25 pg/mL. Considerou-se o critério minimo aceitavel do
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coeficiente de correlagdo (R®) igual ou maior que 0,99 e os testes de correlacdo linear e

andlise residual foram realizados pela analise de regressao linear simples.
4.6.2 Linearidade

Para esta andlise foram utilizadas amostras de concentragbes crescentes, em
triplicata, do EB de S. terebinthifolius 4,95; 7,47; 10,98; 14,4 e 17,28 ug/mL, que foram
escolhidas pela respectivas absorvancias que se encontraram entre 0,200 e 0,800 para que
se fosse garantida a seguranca da andlise pelo aparelho espectrofotémetro. Foi realizada a
andlise da equacao da reta e considerou-se o critério minimo aceitdvel do coeficiente de
correlacéo (R?) igual ou maior que 0,99, para que o método apresente linearidade. Os testes
de correlagao linear e andlise residual foram realizados pela analise de regressao linear

simples.
4.6.3 Especificidade

A especificidade do método foi testada pelo acréscimo de 40 uL de uma solucao 25
pg/mL do padréo pirogalol as cinco diferentes concentracdes da linearidade, em ftriplicata,
resultando em concentragéo final de pirogalol em 0,5 pyg/mL em todas as amostras
analisadas. A curva gerada foi analisada e comparada com a curva obtida pelo teste de
linearidade do EB de S. terebinthifolius. O critério de aceitacdo para um método especifico é

a obtencao de curvas paralelas e com o mesmo coeficiente angular.

4.6.4 Seletividade

A seletividade do método foi testada pela adi¢cdo de 40 pyL de uma solugao do padrao
cafeina (25 pg/mL), a qual é a substancia de referéncia para metilxantinas, na amostra de
concentracdo 10,98 pg/mL de EB de S. terebinthifolius, em triplicata, resultando na
concentracao final de cafeina de 0,5 ug/mL. O método é considerado seletivo para polifendis
totais quando nao ha aumento significativo da absorvancia.

4.6.5 Limite de deteccao

Este estudo foi realizado, em ftriplicata, por sucessivas diluicdes da menor
concentracao da faixa da linearidade (4,95 pug/mL) até a menor concentracdo detectavel do
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analito. O resultado foi comparado ao limite de quantificacdo determinada pela curva de
linearidade do EB de S. terebinthifolius pela equagéo 4:

LD =DPa.3 Equacéo (4)
IC
Em que:

DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo y; IC = inclinagdo da curva

4.6.6 Limite de quantificagao

Este estudo foi realizado, em triplicata, por sucessivas diluigdes da amostra menos e
mais concentrada da curva de linearidade do EB de S. terebinthifolius. Foi determinada a
menor e a maior amostra que manteve a linearidade da curva dentro do critério de aceitagao
de linearidade, coeficiente de correlacdo (R? igual ou superior a 0,99. O limite de
quantificagéo inferior foi comparado ao resultado determinado pela curva de linearidade do
EB de S. terebinthifolius pela equacao 5:

LQ=DPa. 10 Equacéo (5)
IC
Em que:

DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo y; |C = inclinagao da curva

4.6.7 Intervalo

O intervalo de quantificagao foi estipulado pelos limites de quantificagao inferior e
superior, no qual é possivel analisar amostras e obter linearidade, exatidao e precisao.

4.6.8 Precisao

Foram avaliadas a precisédo intra-corrida (repetibilidade) e a preciséo inter-corrida
(intermediaria). A repetibilidade foi analisada por 6 determinagdes da concentracdo teorica
do teste (10,98 pg/mL) do EB de S. terebinthifolius. Para a precisdo intermediaria foi
analisada, em ftriplicata, em dias diferentes (pelo menos 2 dias de intervalo), ndo sendo
admitido coeficiente de variagdo superior a 5%.
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4.6.9 Exatidao

A exatiddo do método foi realizada pela porcentagem de recuperagéo, considerando
a adicao de 0,5; 1,0 e 1,5 pyg/mL (concentracOes baixa, média e alta, respectivamente) de
solugdes de pirogalol (25 pug/mL), em triplicata, a 10,98 ug/mL do EB de S. terebinthifolius. A
porcentagem de recuperacao foi calculada pela equacgéao 6:
A.100 Equagéo (6)

R(%) =

T
Em que:
R(%) = porcentagem de recuperacao;
A = absorvancia obtida nas amostras;

At = absorvancia teérica das amostras

A absorvancia tedrica foi calculada pela soma da absorvancia da concentragao 10,98
pug/mL de EB de S. terebinthifolius obtida no teste de linearidade e da absorvancia esperada
pelo pirogalol determinada pela equagéo da reta da curva de calibragcdo para cada nivel
(baixo, médio e alto).

4.6.10 Robustez

Para se determinar a robustez do método foi avaliada a estabilidade da solucao mae
do extrato bruto de S. terebinthifolius, a luz natural por 90 min, assim como toda a
preparagao para a realizacao do teste foi mantida sem protecdo da luz. As amostras foram
preparadas, em triplicata, e os resultados comparados com a absorvancia obtida, por essa
amostra, no teste de linearidade.

4.7 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS OBTIDOS

As andlises estatisticas dos dados foram efetuadas usando o programa Statistica®
8.0 (StatSoft Copyright, Inc.). Os resultados foram expressos em média + DP [CV%)] e foram
analisadas usando o teste ANOVA ou Tukey. As diferengas significativas foram
determinadas através do teste de Tukey em comparagdo com o0 grupo controle,
considerando P<0,05 como critério de significancia.




5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51  PRE-VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A metodologia foi submetida a uma etapa de pré-validagao, na qual se avaliou: 1) a
cinética de reacdo; 2) comprimento de onda de absorcdo maxima; 3) concentracdo do
reagente carbonato de sédio anidro (5; 7, 10,75 e 14,06%) e 4) substancia de referéncia
que melhor caracteriza o EB etanol: dgua (8:2) de S. terebinthifolius.

Quanto a cinética de reacado, o tempo de estabilidade da reagdo e o pico de
absorcdo maxima foram comparados. Quatro concentragdes do reagente carbonato de
s6dio anidro (5; 7; 10,75 e 14,06%) foram adicionados por ultimo a solu¢cdo contendo o
extrato diluido em agua e o reagente de Folin-Ciocalteau. A varredura foi realizada pelo
aparelho espectrofotdmetro UV-Vis. Os resultados estao apresentados no Anexo 3 e Figura
10.

O carbonato de s6dio anidro € um sal que em agua torna o meio alcalino logo ocorre
a reducao dos polifendis formando o éxido azul de tungsténio. Portanto a intensidade da
coloragao azul é proporcional a quantidade de polifenéis presentes na solugao.

Analisando os dados pelo teste ANOVA de um fator, pode-se observar grandes
diferengcas quanto ao tempo de estabilizacdo da reagdo para doseamento de PT. Na
concentragao do reagente carbonato de sédio anidro a 5% a reagao foi estavel a partir de
25 min, j& para 7% a reagao mostrou estabilidade em 15 min, no entanto, na concentragéo
de 10,75% em 10 min a reacao ja estabilizou-se e, mostrando como melhor resultado, a
concentragao 14,06% foi estavel em apenas 5 min ap6s a adigdo do reagente alcalinizante.

Logo a maior concentracdo estudada da solucdao de carbonato de sédio anidro de
14,06% foi escolhida por fornecer o pico de reagao para PT no EB de S. terebinthifolius em
menor tempo, otimizando a reacdo de doseamento, além de promover uma maior
absorvancia nessa reagao (Tabela 3).

O espectrofotdmetro forneceu também o comprimento de onda em que ocorria o
pico de absorcdo para o doseamento, dados também constantes no Anexo 3 e na Figura
10.

Pode-se observar nitidamente pelos resultados que o comprimento de onda do pico
absorcdo maxima estad préximo a 780 nm, sendo bem distante daqueles anteriormente
citados em literaturas como 691,715 e 760 (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2007;
GLASL,1983).
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Figura 10 - Varredura de 900 a 400 nm para o EB nas diferentes concentragdes de

carbonato de sédio.
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Tabela 3 — Diferentes concentragbes do reagente carbonato de sédio quanto ao tempo de
estabilizagdo e absorvancia média.

Concentragdo do Reagente Tempo de Absorvancia média no tempo
Carbonato de Sédio Anidro estabilizagéo estavel (n=3)
(%) (min) X +dp (CV%)
5 25 0,472 + 0,008 (1,72)
7 15 0,511 £ 0,014 (2,74)
10,75 10 0,519 £ 0,008 (1,53)
14,06 5 0,542 £ 0,015 (2,94)

X = média; dp = desvio padréo; CV = coeficiente de variagéo

Logo, para que haja a melhor quantificagdo da reacdo, foi proposto para o
doseamento de PT para o EB de S. terebinthifolius o comprimento de onda que deve ser
utilizado é de 780 nm.

Para verificar qual substancia padrdao se melhor adequou ao EB de S. terebinthifolius
foi realizada a varredura de 0 a 40 min, de 1 em 1 min, entre 900 e 400 nm, na
concentragao do reagente carbonato de sédio anidro de 14,06% pois como foi demonstrado
anteriormente esta concentragdo promove uma estabilizagdo da reagdo mais rapida, com os
padrdes pirogalol, acido tanico, catequina e acido galico. Os dados estdo no Anexo 4 e na
Figura 11.

Observa-se pelas figuras que o comprimento de onda do pico de absor¢do maxima
para as substancias de referéncia também esta préximo de 780 nm.

Analisando os dados da absorvancia contidas no Anexo 4, lidas a 780 nm, pelo teste
ANOVA de um fator, foi observado que para as substancias de referéncia pirogalol e acido
galico a reagao de doseamento de PT foi estavel ja em 0 min ap6s a adicao de carbonato
de sddio anidro, ja para os outros dois, catequina e acido tanico, a reacao foi estavel em 1
min apos de adigédo do carbonato de sddio anidro 14,06%.

Assim, conclui-se pelos dados da Figura 11 que a reacdo de redugdo do acido
fosfotungstico é estavel, sendo que o aumento na absorvancia a 5 min nao ultrapassa 5%
em relacdo a absorvancia a 0 ou 1 min. Além disso, ndo ha decréscimo na absorvancia a
partir dos 5 min. Assim, opta-se pela mudanca da leitura de 30 min, como preconizado
inicialmente pela metodologia, utilizando-se entdo 5 min, para que o EB de S.
terebinthifolius e o padrao sejam lidos no mesmo tempo.
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Figura 11 - Varredura de 900 a 400 nm para as substancias de referéncia pirogalol, acido
tanico, catequina e &cido gdlico, na concentragcao 14,06% de carbonato de sddio anidro.
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Como foi postulado que para o EB de S. terebinthifolius a leitura seria em 5 min apds
a adicao do reagente carbonato de sédio anidro a 14,06%, a varredura no tempo de 5 min
de cada padrao foi comparada com a mesma do EB de S. terebinthifolius (Figura 12).




Figura 12 - Varredura de 900 a 400 nm para os padrées e EB no tempo de 5 min na solugao

carbonato de sédio anidro 14,06%.
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Extrato Bruto

A cinética de reagcdo do reagente Folin-Ciocalteau com pirogalol e EB de S.
terebinthifolius mostrou comportamento semelhante (Figura 12). Além disso, as substancias
analisadas apresentam diferentes absortividades especificas (Tabela 4) o que demonstra
que diferentes polifendis podem alterar diferentemente a cor, da solugéo reacional, por
unidade de massa e, levar a determinagao de teor de polifenéis totais que nao refletem a
quantidade real.

Considerando a estrutura molecular das substancias de referéncias em estudo
(Figura 13), observa-se que o pirogalol € o que apresenta maior nUmero de hidroxilas
proporcional a massa molar. Além disso, o pirogalol constitui-se por apenas um anel
aromatico e auséncia de grupamentos substituidos, o que proporciona uma estrutura
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tridimensional com hidroxilas com menor influéncia por interagbes eletrénicas, como
impedimento estérico ou efeito ressonancia, que diminuiriam a disponibilidade dessas
hidroxilas em promover a redugao de outros compostos. Dessa forma, o pirogalol apresenta
maior absortividade especifica (Tabela 4) e, provavelmente, seja a melhor substancia de
referéncia na determinacao de polifendis totais por, indiretamente, representar o potencial
reducional do EB de S. terebinthifolius considerando a disponibilidade total das hidroxilas
ligadas ao anel aromatico. Os fatores da técnica para a determinacdo dos PT foram
comparados na Tabela 5.

Tabela 4: Absortividade especificas das substancias de referéncia e teor de polifendis totais
aproximado no EB de S. terebinthifolius expressos em cada substancia a 780 nm e 5 min pela reagao
colorimétrica com Folin-Ciocalteau.

Substéancia de Absortividade PTem EB de S.
Referéncia Molar terebinthifolius (%)
Acido galico 1445 26,76%
Acido tanico 1195 32,36%
Catequina 965 40,08%
Pirogalol 1505 25,70%

Figura 13 - Estrutura quimica das substancias de referéncias: (A) acido galico (C;H¢Os), (B) acido
tanico (C76Hs2046), (C) catequina (Cy5H140¢) € (D) pirogalol (CeHgOs).
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Tabela 5 - Fatores da técnica de doseamento de PT comparados entre a pré-validagao para o EB de
S.terebinthifolius e as outras metodologias encontradas na literatura.
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i Metodologia
EB Metodologia .
Fator Farmacopeia
S. terebinthifolius GLASL* ]
Europeia**
Concentracao Carbonato de Sédio
14,06 14,06 10,75
Anidro (%)
Comprimento de Onda (nm) 780 691 760
Tempo de Leitura (min) 5 15 30

*GLASL (1983)
**EUROPEAN PHARMACOPOEIA (2007)

Devido a grande diversidade entre as metodologias optou-se por realizar a validagao
da metodologia analitica de determinagdo de polifenois totais (PT) e assim garantir
confiabilidade nos resultados apresentados. A determinacdo de taninos totais a partir da
complexacdo com pé-de-pele nado foi realizada por apresentar um alto desvio padrao e,
portanto, ndo apresentar reprodutibilidade e assim denotar falta de confianca nos
resultados.

Bueno et al. (2012) pré-validaram a técnica de doseamento de PT para o extrato
hidro-alcodlico de Caesalpinia peltophoroides Benth. e obtiveram como resultado: pirogalol
como substancia de referéncia, reagente carbonato de sédio anidro na concentracao de
10,75%, 10 min e 760 nm como comprimento de onda para a leitura.

5.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Nesse trabalho foram escolhidos os solventes agua, etanol e acetona para a
extracao da droga vegetal por ja serem utilizados na pratica como extratores de polifendis,
pois apresentarem polaridade compativel com as substancias de interesse, boa
disponibilidade e baixo custo.

O método extrativo de escolha foi a turbo-extracdo, o qual se baseia na extragao
concomitante com a redug¢édo do tamanho de particulas, resultado da aplicagao da forca de
cisalhamento, com rapida dissolucao das substancias no liquido extrator.

O tempo necessario para se realizar a extragédo foi de 20 min, sendo que a cada 5
min de agitacdo foram seguidos de 5 min de repouso para que a temperatura do solvente
nao ultrapassasse 40 °C. Esse cuidado foi tomado para que nao houvesse degradagao de




alguma substancia e ndo houvesse grandes perdas do solvente por volatilizagdo. Apds
extracdo, os extratos foram filtrados em tela de nylon e algodao sobre pressdo negativa,
concentrados em evaporador rotatério sob pressao reduzida e liofilizados.

Apds a determinagdo da massa obtida de extrato bruto seco o rendimento foi
calculado. Os dados estdo mostrados na Tabela 6 e a superficie de resposta e as curvas de
nivel do simplex centroide dos extratos produzidos para o rendimento esta representada na
Figura 14 a e b, respectivamente. No modelo quadratico, pois esse mostrou-se significativo
em todas as interagdes (Pvalor<0,05) no teste analise de variancia realizada pelo programa
Statistica®. Por ndao haver replicatas do teste 0 modelo ndo pode ser usado para previsao.

Para verificar a variabilidade na producdo, o extrato numero 4, selecionado
aleatoriamente, foi produzido mais duas vezes, obtendo trés amostras do extrato 4 (4, 4’ e
4”). O teor de residuo seco destes trés extratos mostrou um coeficiente de variagdo menor
do que 5% (valores ndo mostrados) e Pvalor menor do que 0,05. Sendo assim, a producao
de uma amostra de cada extrato foi considerada adequada para as analises posteriores.

Tabela 6 - Resultados, em porcentagem, do rendimento dos extratos secos em diferentes solugcbes
extrativas das cascas de S. terebinthifolius.

Extrato Solvente (v/v) Rendimento (%)
1 Agua 16,86
2 Etanol 15,86
3 Acetona 9,93
4 Agua : Etanol ( 1:1) 23,71
5 Etanol : Acetona ( 1:1) 18,45
6 Agua : Acetona ( 1:1) 18,60
7 Agua : Etanol : Acetona (1:1:1) 22,72
8 Agua : Etanol : Acetona (4:1:1) 25,79
9 Agua : Etanol : Acetona (1:4:1) 19,33
10 Agua : Etanol : Acetona (1:1:4) 18,41
11 Agua : Etanol (8:2) 22,11

56



Figura 14 a - Superficie de resposta para a variavel rendimento na mistura agua, alcool e acetona

para os EB de S. terebinthifolius, modelo quadratico.

Fendimento (g)

| e
N -
E B =20

|:| =15
S PR
=14
B =1z
acetona — ERb

etanal

Figura 14 b - Curvas de nivel para a variavel rendimento na mistura agua, &lcool e acetona para os
EB de S. terebinthifolius. Com equagao representativa: r = 17,71 h + 15,08 €+9,89 ¢ + 31,10 he +

24,18 hc + 22,20 ec, onde r: rendimento, h: 4gua, e: etanol e c: acetona, modelo quadratico.
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Pode-se observar que a regiao vermelha escuro, entre nimero 7, 4, 8 e 9 é aquela
que demonstra a melhor resposta quanto ao rendimento para os extratos observados.
Antes de executar a extracao, deve-se levar em consideragdo uma série de fatores
que interferem nesta operagao, tais como as caracteristicas do material vegetal, o seu grau
de divisdo, o meio extrator (solvente) e a metodologia.




O solvente escolhido deve ser o mais seletivo possivel. Devido a seletividade é
que se pode extrair apenas substancias desejadas ou em maior quantidade. Como a
seletividade depende da polaridade, e de acordo com o conhecimento do grau de
polaridade do grupo de substancias que se deseja preferencialmente extrair, determina-se o
solvente ou mistura de solventes que mais se aproxima do 6timo de seletividade para
aquela extracdo. Costuma-se utilizar etanol, metanol, agua, acetona e suas misturas para a
extragcdo de polifendis em geral, bem como na area farmacéutica a preferéncia recai sobre a
agua e misturas desta com alcool etilico.

Na escolha de um solvente devem ser considerados a toxicidade e os riscos que
seu manuseio representa, a estabilidade das substancias extraidas, a disponibilidade e o
custo do solvente.

5.3  CONTROLE DE QUALIDADE

Para a S. terebinthifolius, cuja monografia ndo consta na versdo atualizada da
Farmacopeia brasileira fez-se necessario a elaboragdo de parametros de qualidade
atualizados.

No caso de plantas medicinais brasileiras, a grande maioria delas encontra-se
descrita apenas na primeira edicdo da Farmacopeia brasileira, editada em 1929, parte das
mesmas, inclusive a S. terebinthifolius, foi suprimida na segunda edigao.

Para realizar o controle de qualidade de S. terebinthifolius, foram utilizadas cascas
de um lote j4 denominado anteriormente. A realizacdo de varios ensaios farmacopeicos e
nao farmacopeicos foram necessarios para atingir o objetivo citado anteriormente.

Para o controle de qualidade de uma matéria-prima vegetal, diversos métodos
quimicos, fisicos e fisico-quimicos tais como cromatografia em camada delgada,
determinacdo da perda por dessecacado e do teor de extrativos, quantificacdo do teor de
substancias ativas séo utilizadas a fim de caracterizar e padronizar o material vegetal ou
mesmo seus derivados extrativos.

Considera-se a fitoterapia como uma medicina alternativa, porém, a fitoterapia trata-
se de uma alternativa terapéutica e, assim, necessita de toda padronizagdo necessaria para
assegurar a producdo adequada do fitomedicamento de forma a atingir os resultados
terapéuticos esperados.

Para a obtencao de fitomedicamentos com qualidade, eficazes e seguros, aléem da
pesquisa farmacologica, é necessario um longo processo de desenvolvimento com

qualidade, que se inicia muito antes da entrega da matéria-prima a industria. Para isso &
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necessario um adequado processo de cultivo, estabilizacdo e processamento dessa
matéria-prima.

As variagdes, principalmente na composi¢gdo quimica e, em alguns casos, na
pureza € mesmo nas caracteristicas fenotipicas ressaltam a importancia dos estudos de
caracterizagao farmacognadstica, correlacionadas com a atividade farmacolégica.

No desenvolvimento de um fitomedicamento, somente um processo eficaz de
producéo e de controle de qualidade, aliado aos estudos farmacolégicos, pode garantir um
adequado emprego terapéutico. Com isso, a padronizacao quimica e o conhecimento da
constituicdo do fitocomplexo sdo importantes para diferenciar a acao farmacolégica da
potencial toxicidade.

5.3.1 Analise da droga vegetal
5.3.1.1 Corte a mao livre

Pode-se observar pelas Figuras 8 e 15 que as caracteristicas macro e microscépicas
estdo de acordo com as descritas na monografia da Farmacopeia Brasileira 12 edigao
(FARMACOPEIA, 1929). A casca apresenta-se com espessura variavel. Sua superficie
externa é de cor pardo-acinzentada, profundamente fendida no sentido longitudinal € um
tanto no sentido transversal. E muito rugosa, a face interna é estriada longitudinalmente e
de cor pardo-avermelhada, é impregnada de matéria resinosa, que aparece em sua
superficie sob a forma de lagrimas de tamanho variavel. A camada liberiana é bastante
espessa e caracterizada pela presenga de canais secretores, de fibras e de floema, que em
seu conjunto, sao dispostos em série, bastante regularmente paralelos, que se alternam
com faixas mais ou menos largas de um parénquima liberiano com cristais prismaticos de
oxalato de célcio presentes; os canais secretores sdo bastante largos, arredondados, as
fibras sdo grandes, de paredes espessas e reunidas em grupos mais ou menos volumosos.
Esta casca é atravessada em quase toda sua espessura por estreitos raios medulares,
formados de uma ou trés fileiras alongadas nos sentido radial, contendo graos de amido de

tamanhos diversos.
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Figura 15 -Secgoes transversais da casca caulinar de S. terebinthifolius. Em A: detalhe da espessa
periderme com camadas de células de parede espessada (pe) em sua base; B: aspecto geral do tecido cortical;
C, D e E: detalhes de um canal resinifero (cr), do tecido parenquimatico com fibras obliteradas (fb), e de um raio
parenquimatico (ra) contendo gréos de amido (am), respectivamente. As setas indicam cristais de oxalato de
célcio.

5.3.1.2 Analise granulométrica

O tipo de moinho utilizado foi o de martelos, o qual tem por principio a concussao em
sistema continuo. Esse é apropriado para a moagem grosseira de folhas, raizes e cascas
pois, materiais fridveis e quebradigos produzem nesse moinho pé fino em excesso. Neste
sentido, foi tomado o cuidado em utilizar um modelo de moinho que possui seu motor
blindado, ou seja, o éleo do motor ndo vaza, assim nao entra em contato com o material
que esta sendo moido, evitando a contaminagéo da droga vegetal.

Os componentes do moinho sdo de material apropriado para ndo enferrujar, sendo
este material ago inoxidavel AlSI — 316 L. O martelo do moinho é fabricado com um material
especifico para ferramentas, sendo este chamado de ago duro, descartando a possibilidade
da quebra de partes do martelo e a contaminagéo da droga vegetal por partes do moinho.

A Figura 16, gréfico de distribuicdo granulométrica da droga rasurada, mostra que a
maior porcentagem de particulas encontra-se numa faixa granulométrica que varia de 0,84
a 0,25 mm.

A distribuicdo granulométrica obtida na técnica por tamisacdo estd descrita na
Tabela 7 e representada na Figura 16. O diametro médio (dso) das particulas, determinado
pelo ponto de intersecg¢édo das curvas de passagem e retencao (Figura 17), € de 0,44 mm,
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enquanto o valor determinado pela equagéao proposta por Ansel et al. (2005), € de 0,32 mm.
Esses valores apresentam diferenga consideravel, assim outros métodos de determinagéao
do dsp, como métodos microscépicos, devem ser realizados, a fim de determinar com

exatidao o dsy das particulas.

Tabela 7 - Andlise granulométrica por tamisacéo das cascas de S. terebinthifolius.

Abertura da | A Abertura da Abe’rtl_Jra Massa Retida Fragao Fragao
média passagem retida
malha (mm) malha (mm) (7% ,mm) (9) (R,%) (%)
1,41 > 1,41 1,705 0,53 99,47 0,53
0,840 1,410 + 0,840 1,125 19,56 79,91 20,09
0,250 0,840 + 0,250 0,545 20,26 59,65 40,35
0,177 0,250 + 0,177 0,213 36,21 23,44 76,56
Coletor 0,149 + 0,000 0,074 23,44 0 100

Figura 16 — Grafico de distribuicdo granulométrica, sendo massa retida por intervalo de abertura
média da malha, das cascas moidas, em moinho de martelos, de S. terebinthifolius.
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Figura 17 — Curvas acumulativas de retencdo e passagem apds tamisacdo da droga vegetal S.
terebinthifolius.
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A andlise granulométrica é importante no controle de qualidade de uma droga
vegetal, sendo essencial na obtengdo de um extrato, uma vez que uma maior ou menor
extracdo esta intimamente relacionada com a area de superficie e dimensao das particulas
em contato com o liquido extrator.

Na escolha do tipo de moinho devem ser considerados trés aspectos principais: o
principio de funcionamento do mesmo, as caracteristicas do material vegetal, como dureza,
elasticidade e friabilidade, e as propriedades quimicas dos constituintes de interesse. O
desconhecimento desses aspectos pode levar a obtencdo de pds com propriedades
tecnoldgicas inadequadas.

5.3.1.3 Determinacao da perda por dessecacao

A avaliacdo do teor de umidade presente nas cascas de S. terebinthifolius foi
determinada pelo método gravimétrico, que também é descrito nas Farmacopeias Britanica,
Alema e pela OMS, é mais adequadamente denominado perda por dessecacdo, pois
determina o teor de agua presente na droga vegetal pela volatilizagéo.

Dependendo da umidade do ar, o teor de agua na planta pode variar e dessa forma
modificar os resultados de técnicas cujo peso da planta é importante, pois técnicas de
determinagao quantitativa necessitam do peso correto da droga vegetal, ou seja, sem agua.

Assim, limites de agua sao descritos para drogas vegetais, especialmente para
aquelas que facilmente absorvem agua ou aquelas nas quais a deterioracdo é promovida
pela presenca de agua em excesso, visto que este fato impede o armazenamento por
tempo prolongado (CARDOSO, 2002).

O teor de umidade estabelecido nas diferentes farmacopeias varia entre 8 e 14%
para a droga seca, com poucas excegoes especificadas nas monografias (FARIAS, 2007).
A Farmacopeia Brasileira 52 edi¢cdo determina o teor de umidade de 8 a 14% para a droga
vegetal seca.

O resultado da perda por dessecacado para S. terebinthifolius, expresso em
porcentagem foi de 9,65% * 0,19 (CV 2,06%). Observando-se estes dados pode-se afirmar
que o resultado obtido encontra-se dentro dos parametros estabelecidos.

O excesso de umidade em matérias-primas vegetais permite a agcdo de enzimas,
podendo acarretar a degradacdo de constituintes quimicos, além de possibilitar a
desenvolvimento de fungos e bactérias.
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5.8.1.4 Determinacao do teor de polifendis totais

Procedeu-se de acordo com os dados obtidos na pré-validagao: tempo de leitura 5
min, 780 nm como comprimento de leitura, carbonato de sédio anidro na concentragéo
14,06% e pirogalol como substancia de referéncia. Foram realizadas trés determinagdes de
n=6. A droga vegetal demonstrou um teor de PT de 8,22% + 0,34 [4,19%] (x = dp [CV%)]).

5.3.2 Analise dos extratos brutos

5.3.2.1 Determinacéao do teor de residuo seco

Na realizagdo da determinacédo do residuo seco, empregou-se a metodologia e os
solventes descritos no item 4.6. Os resultados obtidos (RS) estdo expressos, em
porcentagem, na Tabela 8.

O resultado deste teste pode ser mais um parametro de avaliacao da qualidade da
droga vegetal, por ser um resultado préprio da S. terebinthifolius.

5.8.2.2 Determinagao do teor de polifendis totais

Estes ensaios destinam-se a determinacao do teor de substancias ativas presentes
nas drogas vegetais. Geralmente é determinado o teor de um grupo de substancias, como,
por exemplo, derivados antraquindnicos de sene ou alcaloides de beladona.

Tabela 8 — Resultados, em porcentagem, do residuo seco em diferentes solugbes extrativas de
amostras de cascas de S. terebinthifolius.

Extrato Solvente (v/v) N RS (%) * T dp (CV%)
1 Agua 4 1,35+ 0,03 (2,76)
2 Etanol 4 1,39 £ 0,04 (3,52)
3 Acetona 4 1,05 £ 0,01 (1,41)
4 Agua : Etanol (1:1) 4 2,18 £ 0,01 (0,65)
5 Etanol : Acetona (1:1) 4 1,78 £ 0,01 (0,34)
6 Agua : Acetona (1:1) 4 2,18 £ 0,02 (1,06)
7 Agua : Etanol : Acetona (1:1:1) 4 2,32 £ 0,01 (0,76)
8 Agua : Etanol : Acetona (4:1:1) 4 2,39 £ 0,01 (0,75)
9 Agua : Etanol : Acetona (1:4:1) 4 2,01 £ 0,01 (0,67)
10 Agua : Etanol : Acetona (1:1:4) 4 2,20 = 0,02 (0,99)
11 Agua : Etanol (8:2) 4 2,18 + 0,01 (0,15)

X = média; dp = desvio padréo; CV = coeficiente de variagdo




O teor de constituintes quimicos de espécies vegetais pode variar
consideravelmente com a época e local da coleta, formas de cultivo, condi¢cdes climaticas,
idade do material, periodo e condigbes de armazenamento, entre outros. Sendo assim, a
definicao do limite minimo aceitavel baseia-se em estudos cientificos sistematicos, os quais
permitirdo a definicdo dos teores em matérias-primas de qualidade aceitavel.

Flavonoides, taninos, alcaloides, antraquinonas e um grande nimero de grupos de
compostos podem ser dosados empregando-se métodos titulométricos ou
espectroscopicos, especialmente no UV e Vis. Esses métodos, normalmente, exigem
extracdo e tratamento especifico para cada grupo de substancias. No entanto, a aplicacao
generalizada destas técnicas, em alguns casos é problematica, sendo necessarias
adaptacdes da metodologia descrita para uma droga especifica e imprescindivel a sua
validagéo, assim, para a determinacdo do teor de PT foram utilizadas as cascas secas e
moidas pelo método de Folin-Ciocalteau otimizado pela pré-validagdo. Trata-se de um
método espectrofotométrico que determina a intensidade da coloragcao azul formada pela
reducéo do &cido fosfotingstico pelos compostos fendlicos.

Baseando-se nos mesmos principios utilizados na determinagao de polifendis totais
da droga vegetal S. terebinthifolius, foi realizado o doseamento nos extratos secos de 1 ao
11. A massa empregada na determinagao do teor em polifendis totais do extrato seco para
todas as amostras foi de 0,0045 g, pois foi esta que mostrou absorvancia préxima a 0,500.
Os resultados obtidos estdo expressos, em porcentagem, na Tabela 9. Apds a
determinagé@o do teor de polifendis totais dos extratos brutos a superficie de resposta e
curvas de nivel do simplex centroide foi calculada e esta representada nas Figuras 18a e
18b respectivamente, no modelo cubico especial, pois esse se mostrou significativo
(Pvalor<0,05) no teste de andlise de variancia realizada pelo programa Statistica® para as
interacdes entre os solventes puros.

Pode-se observar que a regido vermelha escuro, entre niumero 7 e 9 é aquela que
demonstra a melhor resposta quanto os polifendis totais para os extratos produzidos de
aroeira — da - praia.

Comparando-se os valores dos extratos de S. terebinthifolius com o extrato
hidroceténico de Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze que apresenta teor de polifendis
totais de 23,5% (BLAINSKI, 2010) e com o extrato hidroetandlico de Caesalpinia
peltophoroides Benth. (BUENO, 2010) que possui o teor de 22,74%, o teor de polifendis
totais de 22,58 a 33,17% encontrado em S. terebinthifolius pode ser considerado alto.
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Tabela 9 - Resultados, em porcentagem, do teor de polifendis totais (PT) dos extratos secos das

cascas de S. terebinthifolius.
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Extrato Solvente (v/v) PT (%) * Tdp(CV%)
1 Agua 22,58 + 0,74 (3,30)
2 Etanol 31,40 + 0,85 (2,70)
3 Acetona 25,11 £ 0,96 (3,85)
4 Agua : Etanol ( 1:1) 32,21 + 1,00 (3,20)
5 Etanol : Acetona ( 1:1) 25,68 + 0,40 (3,65)
6 Agua : Acetona ( 1:1) 25,78 + 0,46 (1,79)
7 Agua : Etanol : Acetona (1:1:1) 29,91 + 1,05 (3,53)
8 Agua : Etanol : Acetona (4:1:1) 30,56 + 1,16 (3,80)
9 Agua : Etanol : Acetona (1:4:1) 31,32 + 1,55 (4,95)
10 Agua : Etanol : Acetona (1:1:4) 33,17 £ 0,45 (1,38)
11 Agua : Etanol (8:2) 30,33 + 0,97 (3,20)

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagéo

Figura 18 a - Superficie de resposta para a variavel polifendis totais na mistura agua, élcool e
acetona para os 11 EB de S. terebinthifolius, obtidos pelo simplex centroide.
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Figura 18 b - Curvas de nivel para a variavel polifendis totais na mistura agua, alcool e acetona para
os 11 EB de S. terebinthifolius. Com equagéo: p = + 24,74 h + 29,48 e + 26,12 ¢ + 10,59 he + 3,22 hc
- 5,05 ec + 129,78 hec, onde p: polifendis totais, h: 4gua, e: etanol e c: acetona.

5.3.2.3 Determinacao da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila)

Os resultados médios obtidos de 1Cs, (x +dp [CV%]) (ug/mL), seguindo a técnica

de AMAROWICZ (2004) para a vitamina C foi de 5,63+0,03 [0,66] ug/mL e comparando
com os 11 extratos produzidos, apresentados na Tabela 10. Pode-se notar que este possui
um valor menor e mostrou-se estatisticamente diferente de todos os extratos.

Apds a determinagao do valor de ICsy dos extratos brutos a superficie de resposta
e curvas de nivel do simplex centroide foi calculada e esta representada nas Figuras 19 a e
19 b, respectivamente, no modelo cubico especial, pois este se mostrou significativo
(Pvalor<0,05) no teste da andlise de variancia realizada pelo programa Statistica® para a
interagé@o entre os solventes puros.

Ja para a atividade antioxidante, para analisar a regiao de melhor resposta dos
extratos produzidos, deve-se observar toda a regido verde, pois quanto menor o valor de
ICs0, maior é o poder de reducéo do extrato frente ao radical livre DPPH.

O método é realizado a temperatura ambiente (25 °C) para que se elimine o risco
de degradacao térmica das moléculas testadas (BONDET et al., 1997). De acordo com a
literatura, os compostos fendlicos possuem atividade antioxidante devido a sua estrutura
quimica e as suas propriedades de oxirreducdo, as quais permitem que atuem como
agentes redutores, eliminando o oxigénio singleto e doando o hidrogénio. Assim, quanto
maior o numero de hidroxilas, maior sera a atividade antioxidante (MORAIS et al., 2009).

Para a validacao da metodologia de analise através do simplex centroide, um novo
extrato foi produzido e as suas respostas (rendimento, polifendis totais e concentracdo
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inibitoéria) foram comparadas com aquelas obtidas dos 11 extratos produzidos pelo simplex

centroide.

Tabela 10 - Resultados, em porcentagem, do ICs, dos extratos secos das cascas de S.

terebinthifolius.
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Extrato Solvente (V/v) Ic50 X £dp (CV%)
1 Agua 11,56 + 0,24 (2,11)
2 Etanol 6,51 £ 0,36 (5,53)
3 Acetona 7,16 £ 0,05 (0,73)
4 Agua : Etanol ( 1:1) 6,31 £ 0,18 (3,00)
5 Etanol : Acetona ( 1:1) 6,70 + 0,33 (4,89)
6 Agua : Acetona ( 1:1) 6,18 + 0,24 (3,88)
7 Agua : Etanol : Acetona (1:1:1) 6,61 + 0,30 (4,58)
8 Agua : Etanol : Acetona (4:1:1) 7,99 £ 0,37 (4,68)
9 Agua : Etanol : Acetona (1:4:1) 6,65 + 0,31 (4,70)
10 Agua : Etanol : Acetona (1:1:4) 7,69 + 0,18 (2,37)
11 Agua : Etanol (8:2) 5,99 + 0,26 (4,29)

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

Figura 19 a - Superficie de resposta para a variavel ICsy na mistura agua, alcool e acetona para os
EB de S. terebinthifolius.
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Figura 19 b - Curvas de nivel para a variavel concentragao inibitéria para DPPH (ICs,) na mistura

agua, alcool e acetona para os EB de S. terebinthifolius. | = + 10,41 h + 6,99 e + 7,22¢ - 10,10 he -
9,53 hc + 29,23 hec, onde i: ICs, h: agua, e: etanol e c: acetona
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O novo extrato produzido foi o nominado extrato 12 e o liquido extrator foi Agua:
Etanol (25:75, v/v), suas respostas foram:
e Rendimento: 20,89%
e Polifendis Totais: 32,05% + 1,38 [4,33] (x £ dp [CV%])
e 1Csp: 6,2287 pug/mL + 0,23 [3,81] (x + dp [CV%))
Os resultados do EB 12 se mostraram préximos aqueles obtidos nas outras figuras,
tanto nas curvas de nivel e superficies de resposta para o rendimento, polifendis e [Cs,

assim houve a validagcao da metodologia de andlise pelo simplex centroide.

5.4 VALIDAQAO DE METODOLOGIA ANALITICA POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-
VIS PARA A DETERMINAC}AO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS EM EXTRATO DE S.
terebinthifolius Raddi

Para se prosseguir com a validagao, a escolha do melhor extrato se fez necessaria.
Assim para que essa fosse feita, foram analisadas as curvas das trés respostas escolhidas
(rendimento, polifendis totais e atividade antioxidante), e a regido de melhor resposta em
comum entre as trés foi observada e o extrato determinado foi o extrato 7.

Foi escolhida a metodologia por espectrofotometria UV-Vis pelo fato do
espectrofotébmetro ser de ampla disponibilidade no laboratério e de menor custo, quando
comparado com o aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), assim
sendo, a metodologia sugerida € acessivel e barata, garantindo assim possibilidade de
analise de medicamentos que contém extrato de S. terebinthifolius.
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5.4.1 Curva de calibracdo da substancia de referéncia

A substancia de referéncia escolhida como padrdo externo para a determinacao de
polifendis totais no EB de S. terebinthifolius foi o pirogalol por apresentar a maior
absortividade molar (Tabela 4).

Foi obtida a curva linear dessa substancia apoés leitura das absorvancias da amostra
nas concentragdes de 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 ug/mL (Tabela 11 e Figura 20).

Tabela 11 - Concentragbes da substancia pirogalol utilizadas e as respectivas absorvancias nos 3
testes para a obtengéo da curva de calibragéo.

Concentracao R o .
Absorvancia Absorvancia Absorvancia
Pirogalol
Teste 1 Teste 2 Teste 3
(ng/mL)
0,5 0,100 0,107 0,107
1 0,180 0,186 0,171
2 0,302 0,313 0,317
3 0,468 0,403 0,47
4 0,565 0,584 0,628
5 0,706 0,737 0,758

Figura 20 - Curva de calibragao do pirogalol na reacdo com reagente FolinCiocalteau.
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Baseando-se nas analises dos resultados obtidos, os pontos caem prdximos da reta,
demonstrando uma distribuicdo normal para a amostra (Figura 21 e Figura 22).

Para verificar a linearidade do intervalo estudado, tem-se como hipéteses:

o HO: A curva néo é linear

. H1: A curva é linear

De acordo com a Tabela 12 (ANOVA), tem-se F calculado maior que F Tabelado e
Pvalor menor que a (0,05 — nivel de significancia), assim HO foi rejeitada e concluiu-se que
a curva estuda é linear.

Quanto a falta de ajuste tem-se outras duas hipéteses:

o HO: a curva apresenta erro por falta de ajuste

o H1: a curva ndo apresenta erro por falta de ajuste

Para analisar a adequagcédo do método e a significancia estatistica do modelo linear,
trés condicbes precisam ser satisfeitas: a ‘soma do erro puro’ deve ser maior que o ‘erro por
falta de ajuste’; o ‘quadrado médio do erro por falta de ajuste’ dividido pelo ‘quadrado médio
do erro puro’ deve ser menor que o valor tabelado na distribuicao “F” para determinado grau
de liberdade e o Pvalor deve ser maior que a.

Tabela 12 - Analise estatistica da curva de calibragao do pirogalol quanto ao modelo, falta de ajuste
e erro puro, onde SQ: soma quadratica dos residuos, GL: graus de liberdade e QM: soma média dos
quadrados (ANOVA).

SQ GL QM F calculado | F tabelado | p-valor
Modelo 0,882992 1 0,882992 | 2066,046 4,49 0,000000
Residuo 0,006838 16 0,000427
Falta de Ajuste 0,000207 4 0,000052 | 0,093862 3,26 0,982539
Erro Puro 0,006631 12 0,000553

De acordo com a Tabela 12 (ANOVA), os valores obtidos na analise de residuo para
a curva analitica do pirogalol para ‘soma do erro puro’, ‘erro por falta de ajuste’, ‘quadrado
médio do erro por falta de ajuste’, ‘quadrado médio do erro puro’ foram, respectivamente,
0,006; 0,0002; 0,00005 e 0,0005. Sendo o “F tabelado” para esses dados 3,26. Assim, o
método satisfaz as condicGes estatisticas, demonstrando que o modelo linear nao
apresenta erro por falta de ajuste. Além disso, a analise de variancia demonstra que a
regressao é significativa.
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Figura 21 - Gréafico da distribuigdo normal dos residuos obtidos na curva analitica do
pirogalol.

5.4.2 Linearidade
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Para esta andlise foi realizada a metodologia descrita no item 4.7.2. As massas do

EB de S. terebinthifolius utilizadas e suas respectivas absorvancias estdo descritas na

Tabela 13 e Figura 23.

Figura 22 - Grafico da heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos na curva
analitica do pirogalol.
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Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica em demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003).

Segundo a RE n® 889/2003, o critério minimo aceitdvel do coeficiente de
correlagdo (R% deve ser igual a 0,99. No entanto, apenas o valor do coeficiente de
correlacdo nao é suficiente para garantir a adequacdao do ajuste linear a curva de
calibragdo. Modelos de calibracdo com residuos altos no sinal analitico ou pontos mal
distribuidos ao longo da faixa de calibracdo poderdo fornecer um bom coeficiente de
correlacdo, mesmo que uma funcdo linear ndo seja a melhor descricdo para o
comportamento entre as variaveis dependente e independente. Para evitar problemas de
falta de ajuste durante a modelagem, faz-se necessaria a analise cuidadosa do grafico dos
residuos do sinal analitico e a aplicagdo de testes para determinar a faixa na qual a curva
de calibracao apresenta um comportamento linear (RIBEIRO et al., 2008).

Tabela 13 - Concentracdo de EB de S. terebinthifolius utilizadas e as respectivas absorvancias nos 3
testes para a obtengéo da curva de linearidade.

Concentracao EB Absorvancia Absorvancia Absorvancia
(ng/mL) Teste 1 Teste 2 Teste 3
4,95 0,293 0,270 0,289
7,47 0,408 0,389 0,418
10,98 0,550 0,556 0,567
14,4 0,746 0,748 0,743
17,28 0,914 0,886 0,887

Na determinagao da melhor faixa de aplicagao, foram utilizadas analises estatisticas.
Baseando-se nas analises dos resultados obtidos, os pontos caem préximos da reta,
demonstrando uma distribuicao normal para a amostra (Figura 24 e Figura 25).

Para verificar a linearidade do intervalo estudado, tem-se como hipéteses:

o HO: A curva ndo é linear

o H1: A curva é linear

De acordo com a Tabela 14 (ANOVA), tem-se F calculado maior que F tabelado e
Pvalor menor que a (0,05 — nivel de significancia), assim rejeita-se HO e concluiu-se que a
curva estudada é linear.
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Tabela 14 - Analise estatistica do teste de linearidade quanto ao modelo, falta de ajuste e erro puro,
onde SQ: soma quadratica dos residuos, GL: graus de liberdade e QM: soma média dos quadrados
(ANOVA).

sQ GL | QM F F tabelado | p-valor
Modelo 0,736065 | 1 | 0,736065 | 3489,436 4,67 0,000000
Residuo 0,002742 | 13 | 0,000211

Falta de Ajuste | 0,001340 | 3 | 0,000447 | 3,186480 3,71 0,071506

Erro Puro 0,001402 | 10 | 0,000140

Quanto a falta de ajuste tem-se outras duas hipéteses:

o HO: a curva apresenta erro por falta de ajuste

o H1: a curva ndo apresenta erro por falta de ajuste

Logo, tem-se em nivel de confianca de 95%, que o “F tabelado” para esses dados é
3,71 e o Pvalor é 0,071506, assim rejeitou-se HO e concluiu-se que o método satisfaz as
condicbes estatisticas, demonstrando que o modelo linear ndo apresenta erro por falta de
ajuste. Além disso, a analise de variancia demonstra que a regressao € significativa.

Figura 23 - Representacao da curva de linearidade, com coeficiente de correlagdo (RZ) e equacao da
reta, obtidos pela relagdo de cindo diferentes concentracbes de EB de S. terebinthifolius pelas
absorvancias obtidas na reagdao com reagente Folin-Ciocalteau.
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Figura 24 - Grafico da distribuicdo normal dos residuos obtidos no teste de linearidade
para PT das amostras de EB S. terebinthifolius.

Valor Normal Esperado

-0,5

-2,0

2,0

0,5

0,0

0,03 -0,02

-0,01

0,00
Residuos

0,01

0,02 0,03

Figura 25 - Grafico da heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos no teste de
linearidade das amostras de EB de S. terebinthifolius.
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Especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente uma

substadncia em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de

degradacao e componentes da matriz (BRASIL, 2003).

As médias das absorvancias estao apresentadas na Tabela 15 e representadas na

Figura 26 de acordo com a metodologia proposta. Assim, foram adicionados 40 uL de uma

solugéo de pirogalol 2,5 pg/mL ao microtubo tipo eppendorf nas concentracdes descritas no




teste de linearidade, resultando na concentragéo final de pirogalol de 0,5 pg/mL. Realizou-
se o teste em triplicata.

Baseando-se nas andlises estatisticas dos resultados obtidos, os pontos caem
proximos da reta, assim a amostra segue uma distribuicdo normal (Figura 27 e Figura 28) e
pode-se dizer que ha linearidade do método para a analise de PT.

Tabela 15 - Concentracao de EB de S. terebinthifolius utilizada acrescida de substancia referéncia e
as respectivas absorvancias médias (n=3) obtidas no teste de especificidade.

Concentracao (ug/mL) EB Absorvancia | Absorvancia Absorvancia
+ 40 pL de pirogalol PT Teste 1 PT Teste 2 PT Teste 3
4,95 0,378 0,343 0,399
7,47 0,510 0,513 0,491
10,98 0,681 0,630 0,628
14,4 0,829 0,801 0,848
17,28 0,981 0,978 0,994

Figura 26 - Representacdo da curva de especificidade, com coeficiente de correlagdo (RZ) e
equacao da reta para PT, obtidos pela relagdo de cinco diferentes concentracbes de EB de S.
terebinthifolius (ug/mL) + 40 pL de pirogalol e as absorvancias obtidas pela reagdo com reagente
Folin-Ciocalteau.
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Para a comprovagdo da especificidade do método, é necessario que a curva
analitica de EB + substancia referéncia apresente linearidade. Conforme discutido para o
teste de linearidade, além do valor do coeficiente de correlacdo, sdo necessarios testes
estatisticos para a andlise dos residuos.
Para verificar a linearidade do intervalo estudado, tem-se como hipéteses:
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. HO: A curva nao é linear

. H1: A curva é linear

De acordo com a Tabela 16 (ANOVA), tem-se F calculado (1345,94) maior que F
tabelado (4,67) e Pvalor (0,00) menor que a (0,05 — nivel de significaAncia), assim rejeitou-se

HO e concluiu-se que a curva estudada é linear.

Tabela 16 - Analise estatistica do teste de especificidade quanto ao modelo, falta de ajuste e erro
puro, onde SQ: soma quadratica dos residuos, GL: graus de liberdade e QM: soma média dos

quadrados (ANOVA).

sQ

GL

QM

F calculado

F tabelado

p-valor

Modelo
Residuo
Falta de Ajuste

Erro Puro

0,715049

0,006906

0,001954

0,004953

13

10

0,715049

0,000531

0,000651

0,000495

1345,941

1,314948

4,67

3,71

0,000000

0,323321

Quanto a falta de ajuste tem-se outras duas hipéteses:

o HO: a curva apresenta erro por falta de ajuste

o H1: a curva ndo apresenta erro por falta de ajuste

Figura 27 - Grafico da distribuicdo normal dos residuos obtidos no teste de especificidade para PT
das amostras de EB S. terebinthifolius.
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Figura 28 - Grafico da heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos no teste de
especificidade das amostras de EB de S. terebinthifolius.
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A observacao dos resultados obtidos nestes testes (Figuras 27 e 28) confirma a
linearidade da curva analitica. Sendo o “F tabelado” para esses dados (3,71), o método
satisfaz as condicdes estatisticas, assim como no teste de linearidade, demonstrando que o
modelo linear ndo apresenta erro por falta de ajuste. Além disso, a andlise de variancia
demonstra que a regressao é significativa.

Na comparacao da curva de PT da linearidade entre EB de S. terebinthifolius e EB
+ pirogalol, pode-se observar que hd uma diferenca de cerca de 1,41% no coeficiente

angular da andlise de PT.

5.4.4 Seletividade

As absorvancias obtidas para PT estdo representadas na Tabela 17 e na Figura
29. Comparando esses valores e a equagao da reta com os resultados obtidos pela amostra
na faixa linear (4,95 a 17,28 ug/mL) sem adigao de cafeina - item 5.7.2, verifica-se que nao
ha diferenga significativa entre as absorvancias para os testes de PT e a equagéao da reta é
paralela, podendo-se observar que ha uma diferenca de cerca de 1,61% no coeficiente
angular da curva obtida no teste de linearidade.
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Tabela 17 - Concentragdo de EB de S. terebinthifolius utilizada acrescida de cafeina e as respectivas
absorvancias (n=3) obtidas no teste de seletividade.

Concentracao (ug/mL) EB | Absorvancia PT | Absorvancia PT | Absorvancia PT
+ 40 uL de cafeina Teste 1 Teste 2 Teste 3
4,95 0,291 0,275 0,283
7,47 0,406 0,403 0,405
10,98 0,551 0,547 0,563
14,4 0,741 0,733 0,752
17,28 0,870 0,891 0,888

Figura 29 - Representagéo grafica das absorvancias de PT na faixa de concentragéo linear de EB S.
terebinthifolius (pg/mL)acrescidas de cafeina utilizadas na determinagdo do teste de seletividade
para reacao com Folin-Ciocalteau.
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5.4.5 Limite de detecgao, limite de quantificagédo e intervalo

O limite de detecgéo (LD) é a menor concentragao do analito em uma amostra que
pode ser detectada e diferenciada do ruido, mas ndo necessariamente quantificada e o
limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentragdo do analito que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo. O intervalo é considerado como a faixa entre os limites de
quantificacdo superior e inferior de um método analitico, o qual confirma que o método

apresenta exatidao, preciséo e linearidade. O LD e LQ podem ser estabelecidos através da
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andlise de solugbes com concentragdes conhecidas decrescentes do analito, até se chegar
ao menor nivel detectavel e quantificavel, respectivamente (BRASIL, 2003).

Podem ser determinados a partir de trés métodos diferentes: método visual, método
relagdo sinal-ruido e método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al.,
2004).

Este estudo foi realizado pela leitura da absorvancia de sucessivas diluicdes da
amostra, a partir da menor concentragdo do teste de linearidade (4,95 pg/mL) e pela
preparacao de amostras de concentracdo superior a maior concentracdo de teste de
linearidade (17,28 ug/mL) (Figura 23). Os resultados encontram-se representados na Figura
30 e apresentados na Tabela 18.

Figura 30 - Representacdo grafica das absorvancias de PT de diferentes massas de EB S.

terebinthifolius utilizadas na determinagdo do intervalo de quantificacdo e limite de detecgao para
reagéo com Folin-Ciocalteau.
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Os limites de deteccao e quantificacao inferior podem ser calculados, de acordo com
o preconizado pela RE n®. 899 (BRASIL, 2003), considerando a equacao da reta da curva
de linearidade (y= 0,0495x + 0,0321). O desvio padrao do intercepto com o eixo y é 0,0099
e a inclinagdo da reta é 0,0495. Assim, os limites de detecgdo e quantificagdo inferior
seriam, respectivamente, 0,6 e 2 ug/mL. O limite de quantificacdo superior foi determinado
pela ultima concentragédo da amostra que apresentou linearidade e ndo apresentou erro por
falta de ajuste (17,28 ug/mL).

O intervalo 2,0 a 17,28 ug/mL apresenta concentragdes com linearidade, exatidao e
preciséo.
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Tabela 18 - Absorvancias de diferentes concentragdes de EB de S. terebinthifolius obtidas na reacao
de Folin-Ciocalteau para PT para a determinacdo do intervalo de quantificacdo e o limite de
deteccao.

Concentracao Absorvancia Absorvancia Absorvancia
(ng/mL) EB Teste 1 Teste 2 Teste 3
0,18 0,065 0,031 0,031
0,27 0,04 0,033 0,044
0,54 0,062 0,053 0,047
1,26 0,094 0,093 0,134
2,52 0,167 0,165 0,167
4,95 0,293 0,27 0,289
7,47 0,408 0,389 0,418
10,98 0,55 0,556 0,567
14,4 0,746 0,748 0,743
17,28 0,914 0,886 0,887
19,98 0,943 0,855 0,944
24,93 1,189 1,014 1,164
29,97 1,300 1,150 1,261
34,92 1,467 1,291 1,360
39,96 1,446 1,447 1,492

Figura 31 - Curva de linearidade dos pontos que formam o intervalo do limite de quantificagcdo para
EB S. terebinthifolius na reacdo da reagente Folin-Ciocalteau.
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5.4.6 Precisao

A precisdao é considerada como uma avaliagdo da proximidade dos resultados
obtidos em uma série de amostragens multiplas de uma mesma amostra, sendo analisada
pela precisdo intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisdo intermediaria). Pode ser
expressa através do coeficiente de variagao (CV) (RIBANI et al., 2004).

A repetibilidade expressa a precisdo nas mesmas condicdes de operagdo. A
concordancia ocorre entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentagao (BRASIL, 2003).

De acordo com a RE n®. 899, de 23 de maio de 2003, os valores encontrados para
o coeficiente de variacdo ndao devem ser superiores a 5%. Portanto, pode-se afirmar que o
método apresenta repetibilidade para determinacao de polifendis totais, como observado na
Tabela 19.

O teor de polifendis totais foi obtido para amostras (n=6) de 10,98 ug/mL de EB de
S. terebinthifolius e o teste foi realizado em 3 dias diferentes (precisédo intermediaria) e em
cada um desses dias duas andlises foram feitas, uma no periodo da manha e outra no
periodo da tarde para se analisar a repetibilidade (Tabela 19), e observando o coeficiente
de variagdo nota-se que os resultados apresentam-se dentro do valor permitido pela
legislagao, de no maximo 5%.

Na andlise estatistica, observa-se que ndo ha diferenca significativa nas analises
intra-dia e inter-dias.

5.4.7 Exatidao

As absorvancias obtidas estdo na Tabela 20 e as absorvancias teoricas foram
determinadas pela soma da absorvancia obtida nessa concentragcao no teste de linearidade
(0,557) e as absorvancias esperadas pelo pirogalol determinadas pela equacao da reta da
curva de calibracdo no item 5.7.1.
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Tabela 19 - Teor de PT obtidos no teste de precisdo com amostras de 10,98 pug/mL de EB de S.
terebinthifolius.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Amostra (n=6) Teor de PT Teor de PT Teor de PT

1 36,63 35,82 32,69
2 35,33 36,82 34,37
3 35,34 35,34 34,47
4 35,45 35,04 34,58
5 32,74 34,13 33,47
6 34,77 33,89 37,59

35,05+1,28 [3,66] | 35,17 +1,08 [3,08] |  34,53+1,66 [4,83]

xtdp [CV(%)]

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Amostra (n=6) Teor de PT Teor de PT Teor de PT

1 33,01 35,68 34,01
2 33,52 36,32 33,92
3 33,00 35,34 34,06
4 35,68 35,40 34,18
5 33,75 33,47 32,14
6 35,47 34,25 34,15

xtdp [CV(%)]

34,07+1,19 [3,51]

35,08+1,03 [2,95]

33,74 +0,79 [2,34]

Entre o dia

34,56+0,68 [1,98]

35,13+0,06 [0,19]

34,14+0,55 [1,62]

xEdp [CV(%)]
Entre os 3 dias
xtdp [CV(%)]

34,75%0,72 [2,09]

X =média; dp=desvio padrdo; CV=coeficiente de variacéo

O indice de recuperagao aceitavel para matriz complexa pode variar entre 85 e
115% segundo a RE n?. 899/2003. Os resultados apresentados na Tabela 20 demonstram
que a recuperacao obtida nas trés concentragdes utilizadas foi aceitavel. Assim pode-se
dizer que ha exatidao no método, pois, a exatidao é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagao ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003).
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Tabela 20 - Médias das absorvancias obtidas no teste de exatiddo e seus respectivos percentuais de

recuperacao do EB de S. terebinthifolius (10,98 ug/mL) na analise de PT.

Absorvancia esperada

(extrato + pirogalol)

Absorvancia obtida

(xtdp)[CV%]

Recuperacao (%)

Baixa

Média

Alta

0,661
(0,557+0,104)
0,736
(0,557+0,179)
0,840
(0,557+0,283)

0,612+0,014 [2,37]

0,69120,019 [2,81]

0,7940,031 [4,02]

92,42

93,89

94,45

X =média; dp=desvio padrdo; CV=coeficiente de variacdo

5.4.8 Robustez

Os dados (Tabela 21) obtidos foram comparados estatisticamente com o resultado

da absorvancia obtida na amostra de concentracdo 10,98 pg/mL (0,557+0,008 [1,54]) no

teste de linearidade para a analise de PT, observando-se que ha diferenga significativa

5,26% menor.

Assim o método nao foi considerado robusto, confirmando a teoria ja encontrada na

literatura de que os polifendis sofrem degradagédo na presenca de luz, confirmando que o

extrato bruto de S. terebinthifolius necessita obrigatoriamente de protecao contra a luz.

Tabela 21 - Médias das absorvéancias (n=3) obtidas no teste de robustez de EB de S. terebinthifolius
10,98 pug/mL na andlise de PT.

Absorvancia (x * dp ) [CV(%)]

Sem protecao da luz

Com protecao de luz

0,517 £ 0,021 [4,24]

0,557 + 0,008 [1,54]

X =média; dp=desvio padrao; CV=coeficiente de variacéo




6 CONCLUSOES

As anadlises deste trabalho apresentaram parametros adequados para o controle de
qualidade qualitativo e quantitativo adequado para as cascas de S. terebinthifolius Raddi. O
teor de umidade cumpre as especificagbes estabelecidas pela Farmacopeia Brasileira 52
Edigao.

A analise macro e microscopica atendem ao descrito na monografia de S.
terebinthifolius constante na Farmacopéia Brasileira 12 Edicdo de 1929.

Na padronizacdo de metodologia analitica novos parédmetros foram estabelecidos: o
pirogalol apresentou a maior absortividade molar, sendo a substancia de escolha para a
metodologia de determinacdo do teor de polifendis totais; o tempo de analise foi
determinado em 5 minutos apds adicdo do reagente carbonato de sddio anidro por
demonstrar estabilizacdo e o comprimento de onda para se fazer a leitura dessa reacao foi
de 780 nm.

A andlise pelo simplex centroide de 3 vértices (4gua, etanol e acetona) das
respostas rendimento, polifendis totais e capacidade antioxidante, totalizando 11 extratos
brutos diferentes, demonstrou que o extrato 7 — agua:etanol:acetona (1:1:1) apresentou os
melhores resultados. Analise foi validada pela produgéao do EB 12 agua:etanol ( 25:75, v/v) ,
cujos valores para as respostas se enquadrou naquelas obtidas para os 11 EB.

A determinacdo polifendis totais no EB de S. terebinthifolius do Extrato 7 Agua :
Etanol : Acetona (1:1:1, v/v) mostrou-se confiavel no intervalo de quantificacdo de 2,0 a
17,28 pg/mL, cujos resultados dos pardmetros avaliados (linearidade, precisdo e exatidao)
foram satisfatorios, apresentando requisitos minimos aceitaveis estipulados pela RE n°.
899/2003, garantindo que o método é valido. Essa metodologia mostrou-se aplicavel a
rotina laboratorial para controle de qualidade, uma vez que polifendis sdo moléculas de alta
complexidade e de dificil padronizagéo.
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ANEXO 1 — AUTORIZAGAO DO USO DE FOTO

GM Maria Cristina DiCiaula <mcdiciaula@gmail.com>

[ |1|

autorizacao de uso de foto

Harri Lorenzi <hlorenzi@plantarum. com.br> 18 de outubro de 2011 15:43
Responder a: hlorenzi@plantanam. com. b
Para: Maria Cristina DiCiaula =mcdiciaula@gmail .conmn:

Prezada Maria Crizstina:

Olwigado pela mensagem. Quanto & sua solicitag 8o, gostariamos de informada que podera usar livemente
as imagens solicitadas para ilustrar sua dissertag o de mestrado, devendo contudo, digitalizar dirstamente
do livro referido.

Atencicsaments
Hami Lorenzi

----- Mensagem original-—--
De: Maria Cristina DiCiaula [mailto:

Enwiada ent segunda-feira, 17 de cutl_lbmde 2011 22:15

Para: plantarum@plantzrum.com.br
Assunto: autorizacdo de uso dz foto

Prezados Srs.

Solicito autorizacdo para a utilizacdo de duas fotos constantes na pagina 56 no livio Plantas
Medicinais no Brasil Nativas e Exdticas, de autoria de Hami Lorenzi e Francisco Jose de Abreu Matos,
desta Editora.

O objetivo & adicionar a= fotos citadas da espécie Schinus tershinthifolia Raddi em minha dissemtacao
de mestrado, junto ao Programa de Ciéncias Farmacéuticas (PCF UEM), sob a orentacao do
Profeszor Doutor Jodo Caros Palazzo de Mello.

Mo aguardo de uma resposta.

Atenciosamente,

Marra Cristina DNCiauwla (44) 9546-3532
Farmaceunea Indusmial
Mesranda PCF - Univarsidads Estaoual de Marmnga
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ANEXO 2 — AUTORIZAGAO DO USO DE FOTO

Arysinha Affonso AAffonso@grupoa.com.br 2 mar (12 dias atras) -, v
para mim [=

Prezada Maria Cristina,
Obrigada pela sua consulta.

Informamos que a Lei de Direito Autoral {9.610/98) diz em seu Artigo 46 que ndo constitui ofensa aos direitos autorais a (11)
reproducdo. em um s6 exemplar de pegquenos trechos, para uso privado do copista, desde que feita por este, sem intuito
de lucrg; e (111) a citagdo em livros, jornais, revistas ou qualquer outro meio de comunicago, de passagens de qualquer
obra, para fins de estudo, critica ou pol&mica, na medida justificada para o fim a atingir, indicando-se o nome do autore a

origem da obra.

Assim sendo, para as condigdes informadas, desde que vocé faga as devidas referéncias do conteddo utilizado, ndo ha
necessidade de autorizacio da editora.

Atenciosamente,

Arysinha Affonso
Bookman | Ciéncias Exatas, Sociais e Aplicadas
(51) 3027 7021 | (51) 91819621
Grupo A | www. grugoa com. b

Porto Alegre | RS

twitter.com 'bockmanedltora | facebock.com/Bockmaneditora

grupoa tip ) @ (¢) ) B .

o st | [Med) i'-Eﬂ (HCOACHING RNAT. . .




ANEXO 3 — VARREDURA 900 A 400 nm NA CONCENTRACAO 5% DE CARBONATO DE SODIO ANIDRO

92

Teste 1 Teste 2 Teste 3
Tempo Aﬁ spoifg(;o Abso}rb.éncia A7l; gf;o Abso/rb.éncia A7l; gf;o Abso}rb.éncia
Maixima Méxima Mixima Méxima Mixima Méxima

0 869 0,348 851 0,349 870 0,338
1 819 0,377 824 0,378 820 0,366
2 816 0,397 816 0,396 817 0,384
3 804 0,410 811 0,408 804 0,396
4 804 0,419 804 0,417 803 0,405
5 801 0,426 804 0,425 803 0,412
6 800 0,432 800 0,431 800 0,418
7 803 0,437 802 0,436 800 0,422
8 800 0,442 796 0,44 800 0,427
9 796 0,445 799 0,444 796 0,430
10 796 0,448 796 0,448 797 0,433
11 796 0,452 794 0,45 797 0,436
12 796 0,454 794 0,453 795 0,439
13 793 0,457 796 0,456 796 0,441
14 793 0,459 793 0,458 797 0,443
15 795 0,461 793 0,46 791 0,445
16 793 0,463 792 0,462 795 0,447
17 791 0,465 791 0,464 795 0,449
18 790 0,467 795 0,466 794 0,451
19 789 0,468 788 0,467 795 0,452
20 791 0,47 791 0,469 791 0,454
21 788 0,471 788 0,47 788 0,455
22 791 0,473 788 0,472 788 0,456
23 789 0,474 787 0,473 788 0,458
24 789 0,475 790 0,474 788 0,459
25 789 0,476 788 0,476 787 0,460
26 787 0,478 789 0,477 788 0,461
27 788 0,479 787 0,478 787 0,462
28 788 0,48 787 0,479 788 0,463
29 787 0,481 787 0,48 787 0,464
30 791 0,482 786 0,481 787 0,465
31 788 0,483 787 0,482 787 0,466
32 786 0,484 788 0,483 788 0,467
33 786 0,484 787 0,484 787 0,468
34 788 0,485 787 0,484 789 0,469
35 788 0,486 787 0,485 787 0,469
36 787 0,487 787 0,486 788 0,470
37 785 0,488 788 0,487 787 0,471
38 787 0,489 787 0,488 786 0,472
39 787 0,489 787 0,488 787 0,472
40 783 0,490 787 0,489 787 0,473




ANEXO 3 — VARREDURA 900 A 400 nm NA CONCENTRACAO 7% DE CARBONATO DE SODIO ANIDRO 03

Teste 1 Teste 2 Teste 3
Tempo aésgirz(f)lo Absczrb.éncia A7l; slz)irC;ﬁo Absczrl?éncia Ayt: spoifg(go Absczrb.éncia
Méxima Miéxima Méxima Miéxima Mixima Miéxima

0 811 0,418 811 0,418 811 0,406
1 799 0,451 796 0,450 796 0,431
2 799 0,466 795 0,466 795 0,445
3 795 0,477 796 0,477 796 0,445
4 795 0,484 796 0,484 796 0,46
5 794 0,490 789 0,491 788 0,465
6 790 0,495 787 0,495 787 0,469
7 791 0,501 787 0,500 787 0,473
8 788 0,503 783 0,503 783 0,476
9 791 0,506 785 0,506 785 0,479
10 787 0,509 784 0,509 784 0,481
11 790 0,510 783 0,511 783 0,483
12 788 0,511 784 0,513 784 0,485
13 788 0,515 783 0,515 783 0,487
14 787 0,517 785 0,517 785 0,489
15 788 0,518 783 0,518 783 0,49
16 787 0,520 781 0,521 781 0,492
17 787 0,521 778 0,521 778 0,493
18 787 0,523 782 0,523 782 0,494
19 785 0,524 783 0,524 783 0,495
20 786 0,525 779 0,525 779 0,496
21 786 0,526 778 0,526 778 0,497
22 782 0,527 782 0,527 782 0,498
23 783 0,528 778 0,528 778 0,499
24 786 0,529 784 0,529 784 0,499
25 782 0,531 777 0,530 777 0,5

26 787 0,531 778 0,531 778 0,501
27 787 0,531 783 0,531 783 0,501
28 781 0,532 778 0,532 778 0,501
29 782 0,532 778 0,532 778 0,502
30 781 0,533 777 0,533 777 0,502
31 782 0,533 777 0,533 777 0,502
32 781 0,534 778 0,534 778 0,503
33 782 0,535 778 0,535 778 0,503
34 786 0,535 778 0,535 778 0,503
35 778 0,535 778 0,535 778 0,503
36 782 0,536 778 0,536 778 0,503
37 782 0,536 779 0,536 779 0,503
38 786 0,537 777 0,537 778 0,503
39 778 0,537 777 0,537 777 0,503
40 782 0,538 776 0,537 777 0,503




ANEXO 3 - VARREDURA 900 A 400 nm NA CONCENTRACAO 10,75% DE CARBONATO DE SODIO ANIDRO

10,75% Teste 1 Teste 2 Teste 3
Tempo a&sgizZo Absqrbéncia aésgizgo Absczrt?ﬁncia aésgiz(;o Absczrt?ﬁncia
Maixima Méxima Mixima Méxima Mixima Méxima
0 800 0,442 799 0,454 796 0,452
1 795 0,466 795 0,479 796 0,475
2 791 0,478 791 0,493 788 0,487
3 787 0,485 791 0,501 788 0,495
4 787 0,491 786 0,507 788 0,501
5 785 0,495 786 0,512 788 0,506
6 784 0,499 788 0,516 788 0,509
7 787 0,501 785 0,519 784 0,512
8 787 0,504 785 0,521 779 0,514
9 786 0,506 783 0,523 781 0,516
10 785 0,507 787 0,525 783 0,518
11 782 0,509 782 0,527 778 0,52
12 782 0,51 782 0,528 783 0,521
13 777 0,511 787 0,529 778 0,522
14 777 0,511 780 0,530 781 0,523
15 785 0,512 782 0,531 783 0,523
16 779 0,513 778 0,531 778 0,524
17 777 0,513 782 0,532 778 0,524
18 777 0,514 779 0,532 778 0,525
19 778 0,514 779 0,532 777 0,525
20 778 0,514 782 0,532 782 0,525
21 785 0,514 779 0,532 781 0,525
22 777 0,514 780 0,533 778 0,525
23 777 0,514 782 0,533 778 0,525
24 777 0,515 782 0,533 778 0,525
25 777 0,515 782 0,533 778 0,525
26 782 0,515 778 0,533 778 0,525
27 778 0,515 782 0,533 778 0,525
28 778 0,515 778 0,533 778 0,525
29 778 0,515 782 0,533 778 0,525
30 777 0,515 778 0,533 778 0,525
31 778 0,515 778 0,533 778 0,525
32 778 0,515 778 0,533 778 0,525
33 778 0,515 778 0,533 778 0,525
34 778 0,515 778 0,533 778 0,525
35 782 0,515 782 0,533 778 0,525
36 778 0,515 782 0,533 778 0,525
37 782 0,515 782 0,533 778 0,525
38 778 0,515 778 0,533 778 0,525
39 778 0,515 778 0,533 781 0,525
40 783 0,515 778 0,533 781 0,525
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ANEXO 3 — VARREDURA 900 A 400 nm NA CONCENTRACAO 14,06% DE CARBONATO DE SODIO ANIDRO

Teste 1 Teste 2 Teste 3
Tempo aésgif;ZO Absczrb'ﬁncia aésEiEZO Abso,rb'ﬁncia aésgiz(;o Absqrpﬁncia
Maixima Méxima Maixima Méxima Mixima Mixima

0 796 0,482 792 0,487 794 0,514
1 787 0,501 788 0,506 785 0,535
2 786 0,512 788 0,516 783 0,546
3 782 0,518 782 0,523 782 0,546
4 781 0,523 783 0,528 778 0,558
5 787 0,526 782 0,531 783 0,561
6 778 0,529 782 0,533 778 0,563
7 787 0,53 783 0,535 778 0,565
8 780 0,531 779 0,536 778 0,566
9 782 0,532 177 0,537 778 0,566
10 777 0,532 782 0,537 777 0,566
11 778 0,533 782 0,538 782 0,566
12 780 0,533 779 0,538 777 0,567
13 778 0,533 776 0,538 776 0,567
14 778 0,533 779 0,538 778 0,567
15 779 0,533 783 0,538 778 0,567
16 782 0,533 783 0,538 778 0,567
17 779 0,533 783 0,538 778 0,567
18 783 0,534 783 0,538 778 0,567
19 779 0,534 783 0,538 778 0,567
20 779 0,534 776 0,538 778 0,567
21 779 0,534 783 0,538 778 0,567
22 778 0,534 779 0,538 778 0,567
23 779 0,534 779 0,538 778 0,567
24 779 0,534 779 0,538 778 0,567
25 787 0,534 779 0,538 778 0,567
26 779 0,534 779 0,538 778 0,567
27 779 0,534 782 0,538 778 0,567
28 779 0,534 782 0,537 778 0,567
29 779 0,534 779 0,537 778 0,567
30 779 0,534 782 0,537 778 0,567
31 786 0,534 782 0,537 777 0,567
32 787 0,534 782 0,537 777 0,567
33 779 0,533 782 0,537 782 0,566
34 782 0,533 782 0,537 777 0,566
35 783 0,533 782 0,537 777 0,566
36 782 0,533 777 0,537 782 0,566
37 779 0,533 781 0,537 778 0,566
38 782 0,533 782 0,537 777 0,566
39 782 0,533 780 0,537 778 0,566
40 790 0,533 779 0,536 778 0,566
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ANEXO 4 — LEITURA A 780 nm PARA O PADRAO PIROGALOL

Tempo

(min) Teste 1 Teste 2 Teste 3
0 0,258 0,286 0,297
1 0,268 0,297 0,306
2 0,273 0,330 0,309
3 0,276 0,306 0,312
4 0,277 0,308 0,314
5 0,279 0,309 0,315
6 0,280 0,310 0,316
7 0,281 0,311 0,316
8 0,281 0,311 0,317
9 0,281 0,311 0,317
10 0,281 0,311 0,317
11 0,282 0,311 0,317
12 0,282 0,311 0,317
13 0,282 0,311 0,318
14 0,282 0,312 0,318
15 0,282 0,312 0,318
16 0,282 0,312 0,318
17 0,282 0,311 0,318
18 0,283 0,311 0,318
19 0,283 0,311 0,318
20 0,283 0,311 0,318
21 0,283 0,311 0,318
22 0,282 0,311 0,317
23 0,283 0,311 0,317
24 0,283 0,311 0,317
25 0,283 0,311 0,317
26 0,283 0,311 0,317
27 0,283 0,311 0,317
28 0,283 0,311 0,317
29 0,283 0,311 0,317
30 0,283 0,311 0,317
31 0,283 0,310 0,316
32 0,283 0,310 0,316
33 0,282 0,310 0,316
34 0,282 0,310 0,316
35 0,282 0,310 0,316
36 0,282 0,310 0,316
37 0,282 0,310 0,316
38 0,282 0,310 0,316
39 0,282 0,310 0,316

40 0,282 0,309 0,316
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ANEXO 4 — LEITURA A 780 nm PARA O PADRAO ACIDO TANICO

"l;::nnllg)o Teste 1 Teste 2 Teste 3
0 0,220 0,219 0,226
1 0,229 0,228 0,235
2 0,233 0,232 0,24
3 0,235 0,235 0,242
4 0,237 0,237 0,244
5 0,238 0,237 0,245
6 0,238 0,238 0,245
7 0,239 0,238 0,245
8 0,239 0,239 0,245
9 0,239 0,239 0,245
10 0,239 0,239 0,245
11 0,239 0,239 0,246
12 0,239 0,239 0,246
13 0,239 0,239 0,246
14 0,240 0,239 0,247
15 0,240 0,239 0,247
16 0,240 0,239 0,247
17 0,240 0,239 0,247
18 0,240 0,239 0,246
19 0,240 0,239 0,246
20 0,240 0,239 0,246
21 0,240 0,239 0,246
22 0,240 0,239 0,245
23 0,240 0,239 0,245
24 0,240 0,239 0,245
25 0,240 0,239 0,245
26 0,240 0,239 0,245
27 0,240 0,239 0,245
28 0,240 0,240 0,245
29 0,240 0,240 0,245
30 0,240 0,240 0,245
31 0,239 0,240 0,245
32 0,239 0,240 0,244
33 0,239 0,240 0,244
34 0,239 0,240 0,244
35 0,239 0,240 0,244
36 0,239 0,240 0,244
37 0,239 0,240 0,244
38 0,239 0,240 0,244
39 0,239 0,240 0,244
40 0,239 0,239 0,244




ANEXO 4 — LEITURA A 780 nm PARA O PADRAO CATEQUINA

Tempo

(min) Teste 1 Teste 2 Teste 3
0 0,184 0,176 0,181
1 0,191 0,186 0,186
2 0,193 0,190 0,189
3 0,195 0,191 0,190
4 0,196 0,193 0,191
5 0,197 0,193 0,191
6 0,197 0,193 0,191
7 0,197 0,193 0,191
8 0,197 0,194 0,191
9 0,197 0,194 0,191
10 0,197 0,194 0,191
11 0,197 0,194 0,191
12 0,197 0,194 0,191
13 0,197 0,194 0,190
14 0,197 0,194 0,190
15 0,197 0,194 0,190
16 0,197 0,194 0,190
17 0,197 0,194 0,190
18 0,197 0,194 0,189
19 0,197 0,194 0,189
20 0,197 0,194 0,189
21 0,197 0,194 0,189
22 0,197 0,194 0,188
23 0,197 0,194 0,188
24 0,197 0,194 0,188
25 0,197 0,194 0,188
26 0,197 0,194 0,188
27 0,197 0,194 0,188
28 0,196 0,194 0,188
29 0,196 0,193 0,188
30 0,196 0,193 0,187
31 0,196 0,193 0,187
32 0,196 0,193 0,187
33 0,196 0,193 0,187
34 0,196 0,193 0,187
35 0,196 0,193 0,186
36 0,196 0,193 0,186
37 0,196 0,193 0,186
38 0,196 0,192 0,186
39 0,195 0,192 0,186
40 0,195 0,192 0,186
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ANEXO 4 — LEITURA A 780 nm PARA O PADRAO ACIDO GALICO

Tempo

(min) Teste 1 Teste 2 Teste 3
0 0,283 0,281 0,241
1 0,292 0,291 0,250
2 0,296 0,297 0,255
3 0,299 0,301 0,258
4 0,302 0,303 0,260
5 0,303 0,305 0,261
6 0,304 0,306 0,262
7 0,304 0,307 0,262
8 0,305 0,307 0,263
9 0,305 0,308 0,263
10 0,305 0,309 0,263
11 0,306 0,309 0,263
12 0,305 0,309 0,263
13 0,305 0,309 0,263
14 0,305 0,309 0,263
15 0,305 0,309 0,263
16 0,305 0,309 0,263
17 0,305 0,309 0,263
18 0,305 0,309 0,263
19 0,305 0,309 0,263

20 0,305 0,309 0,263
21 0,305 0,309 0,263
22 0,305 0,309 0,263
23 0,305 0,309 0,263
24 0,305 0,309 0,263
25 0,305 0,309 0,263
26 0,305 0,309 0,263
27 0,305 0,310 0,262
28 0,305 0,310 0,262
29 0,305 0,310 0,262
30 0,305 0,310 0,262
31 0,305 0,310 0,262
32 0,304 0,310 0,262
33 0,304 0,310 0,262
34 0,304 0,310 0,262
35 0,304 0,310 0,262
36 0,304 0,310 0,262
37 0,304 0,310 0,262
38 0,304 0,310 0,262
39 0,304 0,310 0,262
40 0,304 0,310 0,261
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