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Resumo

Todos os povos do mundo fazem uso de plantas medicinais ou de seus derivados, para
o tratamento de doengas. Os fitoterdpicos sdo medicamentos obtidos empregando-se, como
principio ativo, exclusivamente matérias-primas vegetais e sdo caracterizados pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso. No Brasil estes produtos sao
regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e devem apresentar
qualidade, seguranca e eficécia.

A B-escina € o principal principio ativo das sementes da Castanha-da-india, Aesculus
hippocastanum (Hippocastanaceae) que possui propriedades farmacoldgicas que produzem
respostas significativas nos casos de insuficiéncia venosa crénica (IVC), hemorroidas e
edemas pos-operatorios. Como produto de uso farmacéutico é amplamente utilizada e possui
varias apresentacoes, em diferentes formas farmacéuticas.

A Castanha-da-india (Aesculus hippocastanum L.) é a segunda espécie vegetal com
maior nimero de derivados registrados como fitoterapicos simples pela ANVISA. A auséncia
de metodologia analitica para quantificacdo de B-escina nos extratos fluido, glicélico e seco
de Castanha-da-india gerou a necessidade de desenvolvimento deste trabalho que teve como
objetivos propor e validar métodos analiticos de doseamento para esta substancia.

Foram desenvolvidas trés metodologias analiticas diferentes utilizando a
espectrofotometria Ultravioleta visivel, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e
Eletroforese Capilar. O extrato fluido foi analisado pelas trés técnicas validadas. Os métodos
foram comparados através do teste t de Student e apresentaram diferencas estatisticas num
intervalo de 95% de confianca.

O Intervalo de confianca dos métodos também foi calculado, sendo estes de 0.16 a
0.73; 0.21 a 0.87 e 0.24 a 1.15 respectivamente para CLAE, CE e UV-Vis. O teor declarado
pelo fabricante foi de 0.47%, estando este valor contido no intervalo de confianca de todas as

metodologias.

Palavras-Chave: B-escina, Validacdo, Cromatografia liquida de alta eficiéncia, eletroforese

capilar, Espectrofotometria UV-Vis.



Abstract

All people around the world use medicinal plants, or its derivatives, for disease’s
treatment. The herbal medicines are obtained by using, as an active principle, only raw
vegetables and characterized by knowledge of the effectiveness and risks of its use. In Brazil,
these products are regulated by the Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) and
shall provide criteria for quality, safety and efficacy required.

The B-escin is the major active proved from seeds of Horse-Chestnut, Aesculus
hippocastanum (Hippocastanaceae) that has pharmacological properties that produce
significant responses in cases of chronic venous insufficiency (CVI), hemorrhoids and edema
postoperatively. As a product for pharmaceutical use is widely used and has several
presentations, on various pharmaceutical forms.

The Horse-Chestnut (Aesculus hippocastanum L.) is the second plant species with the
highest number of derivatives recorded as simple herbal medicine at ANVISA. The lack of
analytical methodology for quantification of B-escin in fluid extracts, glycolic and dry of
Horse-Chestnut prompted the need for development of this study whose aim was to develop
and validate analytical methods for determination of this substance.

We developed three different analytical methodologies using UV visible
spectrophotometer, High Performance Liquid Chromatography and Capillary Electrophoresis.
The fluid extract was analyzed by three techniques validated. The methods were compared
using Student's t test and showed statistical differences in the 95% confidence.

The confidence interval of the methods was also calculated, which are 0.16 to 0.73,
0.21 to 0.87 and 0:24 to 1:15, respectively, for HPLC, CE and UV-Vis. The amount declared
by the manufacturer was 0.47%, while this value in the confidence interval of all

methodologies.

Keywords: B-escin, Validation, high performance liquid chromatography, capillary

electrophoresis, UV-Vis spectrophotometry.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais é tdo antiga quanto a propria espécie humana. O
conhecimento das plantas fez parte dos primeiros estudos do homem, uma vez que este
necessitava coletar raizes, caules, folhas e frutos destinados a alimentacéo, a caca e a cura de
suas moléstias (GOTTLIEB & KAPLAN, 1993).

O Brasil é um dos paises com maior biodiversidade do mundo, contando com um valor
aproximado de mais de 20% do nimero total de espécies do planeta, com um nimero de 55
mil espécies de plantas superiores descritas, 0 que corresponde a 22% do total mundial. Esta
rica biodiversidade é acompanhada por uma longa aceitacdo de uso de plantas medicinais e
conhecimento tradicional associado (KOROLKOVAS, 1996).

Os componentes da biodiversidade podem fornecer uma ampla gama de produtos de
importancia econdmica. No Brasil o mercado de fitoterapicos produz receitas nos valores de
US$ 160 milhdes por ano, com fator de atracdo e ritmo de crescimento de vendas internas em
15% anuais, contra 4% das vendas referentes a medicamentos sintéticos (CARVALHO et al.,
2008).

A Castanha-da-india (Aesculus hippocastanum L.) é natural dos Balcas, regido do
Céucaso e do leste asiatico, e é hoje encontrada em todo o mundo (SIRTORI, 2001). O rapido
crescimento, facil adaptacéo da espécie ao solo, clima e altitude; e sua excelente resisténcia as
condi¢des ambientais, ajudaram nesta dispersdo (PIO CORREA, 1984).

Ha na literatura véarios relatos da utilizacdo da espécie na terapéutica
(BOMBARDELLI, 1996 & KIM, 2003). Relatos datados do século XVIII demonstram o uso
da utilizacdo de Castanha-da-india como antifebril. J& em 1960, sua acdo antiedematogénica
foi relatada por Lorenz & Marek (SIRTORI, 2001). Tradicionalmente, as sementes da
Castanha-da-india sdo utilizadas no tratamento de varizes, hemorroidas, flebites, diarréia,
febre e hiperplasia prostatica (ACCAME, 2001). As propriedades protetoras capilares,
antiedematogénica, antiexudativas e vasoprotetoras, foram relatadas apds a administracédo do
extrato de Aesculus hippocastanum L., sendo que todas elas sdo dependentes da concentracdo
de B-escina (SIRTORI, 2001).

Assim como qualquer outro medicamento, os fitoterapicos devem oferecer qualidade,
ter efeitos terapéuticos comprovados, composicdo padronizada e seguranca de uso para a
populacdo. Neste contexto, as lacunas existentes em relacdo as plantas medicinais, tornam-se

um fator limitante para a sua utilizagcdo, pois apesar das monografias existentes em



compéndios oficiais, estas ainda carecem de muitas informagoes, principalmente no que tange
ao controle de qualidade das mesmas. Assim, o desenvolvimento de metodologias analiticas
se torna primordial neste processo de controle de qualidade de fitoterapicos (TOLEDO,
2003).

A RDC N° 48 de 16 de marco de 2004 (ANVISA/MS) aumentou as exigéncias legais
para a fabricacdo de fitoterapicos, fazendo-se necessario o relatério detalhado de controle de
qualidade, incluindo as medotologias analiticas para o registro dos mesmos. Para 0s
fitoterapicos e demais produtos farmacéuticos, os métodos analiticos permitem a avaliacdo da
qualidade do produto, garantindo, assim, a qualidade da constancia da acao terapéutica e a
seguranca de utilizacdo (SIMOES, 2004).

Existem varias técnicas analiticas disponiveis atualmente, e, a cada dia, elas se tornam
mais precisas e confiaveis, justamente para que se possam atender as exigéncias das normas
nacionais e internacionais. Neste contexto a espectroscopia UV-Vis, a eletroforese capilar
(CE) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) compdem métodos analiticos
amplamente utilizados nas determinagdes analiticas das mais variadas areas.

A droga vegetal da espécie Aesculus hippocastanum L. possui monografia nas
farmacopéias Brasileira, Alemd, Inglesa e Americana. Ha relatos na literatura sobre a
quantificacdo de extrato seco de Castanha-da-india utilizando espectrofotometria UV-Vis,
utilizando o comprimento de onda de 540 nm, mas ndo utilizando técnicas analiticas de
CLAE e Eletroforese Capilar (GUERRA, 2009). Também foi encontrado estudo sobre a
qualidade de amostras comerciais de Castanha-da-india (BRANDAO; MARTINS, 2006).
Porém, apesar da ampla utilizacdo, ndo foram encontrados na literatura estudos sobre os
extratos fluido e glicolico de Castanha-da-india.

E importante que haja um controle de qualidade sobre estes extratos, uma vez que

estes sdo a base para a formulacdo das mais diversas formas farmacéuticas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O uso de plantas medicinais e fitoterapicos.

Toda planta que ¢ administrada ao homem ou animal e exerce sobre ele uma acéo
farmacoldgica é denominada medicinal. As plantas medicinais sempre foram objeto de estudo
na tentativa de descobrir novos tratamentos para as diversas patologias existentes. As plantas
facilitaram a existéncia dos animais e dos homens, devido tanto a grande multiplicidade de
espécies vegetais quanto aos produtos elaborados com elas (CUNHA, 2003).

Desde o inicio dos tempos, individuos pertencentes a distintas tribos ou povos
descobriram que algumas plantas eram adequadas como integrantes da dieta e outras
possuiam propriedades curativas. Este foi o primeiro passo por meio do qual o homem
primitivo adquiriu uma série de conhecimentos sobre aquelas espécies vegetais que eram
susceptiveis de serem empregadas para fins terapéuticos (CUNHA, 2003; NAVARRO, 2000).

A partir de meados do século XIX, com o inicio da quimica organica e do
desenvolvimento de técnicas de isolamento de substancias ativas presentes nas plantas, os
extratos vegetais, até entdo utilizados, foram substituidos por farmacos sintéticos fabricados
por grandes conglomerados farmacéuticos, que passaram a realizar grandes investimentos em
Pesquisa & Desenvolvimento (P&D). O isolamento de morfina a partir da espécie Papaver
somniferum, em 1803, pelo farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam Sertlirner marcou o inicio
deste processo de extracdo de principios ativos de plantas. A partir de entdo, outras
substancias foram isoladas, como por exemplo, a quinina e a quinidina obtidas de Cinchona
spp. em 1819, a atropina a partir de Atropa belladona em 1831, e estas passaram a ser
utilizadas em substituicdo aos extratos vegetais (SCHULZ, HANSEL, TYLLER, 2001;
TYLER 1999).

Além disso, a producdo de farmacos via sintese quimica, o crescimento do poder
econémico das industrias farmacéuticas e a auséncia de comprovacdes cientificas de eficacia
das substancias de origem vegetal aliado as dificuldades de controle quimico, fisico-quimico,
farmacoldgico e toxicoldgico dos extratos vegetais até entdo utilizados, impulsionaram a
substituicdo destes por farmacos sintéticos (RATES, 2001). Dessa forma, a maior parte das
plantas medicinais empregadas desde a antiguidade entrou na categoria de remédio caseiro,
sendo contempladas, na maioria dos casos, como representantes da medicina tradicional.

Assim, ap6s a década de 1960, observou-se um desinteresse da industria farmacéutica

e dos institutos de pesquisa pela busca de novas substancias de origem vegetal, por se
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acreditar que j& haviam sido isoladas as principais substancias ativas das drogas vegetais
conhecidas, bem como ja haviam sido realizadas todas as possiveis modificagdes quimicas de
interesse destas substancias (SCHENCKEL, GOSMAN, PETROVICK, 2000).

Esta situacdo permaneceu até os anos 80, quando 0s avangos técnicos e o
desenvolvimento de novos métodos de isolamento de substancias ativas a partir de fontes
naturais, permitiram mais rapidez na identificacdo de substancias em amostras complexas
como 0s extratos vegetais, ressurgindo o interesse pela pesquisa destas substancias como
protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos. A necessidade de encontrar novas
moléculas com atividades farmacoldgicas e com menos efeitos secundarios desenvolvidos a
partir da investigacdo da natureza, também foi um motivo a ser considerado. A partir dai, o
embasamento cientifico para emprego terapéutico passou a ser exigido, ndo sé das plantas
empregadas na antiguidade, como as outras espécies consideradas até o momento como
possiveis fontes de novas moléculas com interesses farmacologicos (SILVA; RITTER, 2002).

A expansdo da fitoterapia pode ser atribuida a diversos fatores tais como: os efeitos
adversos de fArmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por tratamentos “naturais”, a
validacao cientifica das propriedades farmacologicas de espécies vegetais, o desenvolvimento
de novos métodos analiticos colocados a disposicdo do controle de qualidade, o
desenvolvimento de novas formas de preparacGes e administraces de produtos fitoterapicos,
um melhor conhecimento quimico, farmacologico e clinico das drogas vegetais e seus
derivados (CANIGUERAL et al., 2003; VIEIRA, 2001).

As lacunas existentes em relacdo as plantas medicinais ndo estdo presentes somente na
Farmacopéia Brasileira. Diversos compéndios internacionais como as farmacopeéias dos EUA,
Inglaterra, Alemanha, Franca entre outros, apresentam iguais deficiéncias. As numerosas
monografias existentes sobre as plantas medicinais carecem ainda de muitas informacdes,
principalmente em relacdo ao controle de qualidade das mesmas. Assim, grande parte das
plantas nativas brasileiras ainda ndo tem estudos suficientes para permitir a elaboracdo de
monografias completas e modernas (SIMOES, SCHENKEL, 2002).

As exigéncias de seguranca, eficacia e qualidade, estabelecidas pelas agéncias
regulamentadoras de medicamentos, se tornam cada vez mais rigidas. A permanéncia ou
entrada desses produtos no mercado estdo relacionadas ao desenvolvimento de estudos
cientificos objetivando a obtencdo de matérias-primas controladas e o desenvolvimento de
tecnologias apropriadas para a producdo de extratos vegetais e consequentemente de seus

produtos finais, os fitoterapicos.



2.2. Controle de Qualidade e Valida¢do Analitica

2.2.1.Validagédo Analitica

O principal 6rgdo responsavel pela regulamentacdo de plantas medicinais e seus
derivados € a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A ANVISA tem como
funcdo proteger e promover a salde da populacdo garantindo a seguranca sanitaria de
produtos e servicos e participando da construgéo de seu acesso (CARVALHO et al., 2008). A
ANVISA ainda tem o papel de fiscalizar as industrias produtoras dos medicamentos, podendo
retird-los do mercado caso os mesmos oferegam risco para a populagéo.

Para que haja a constancia de acdo terapéutica e a seguranca de utilizacdo dos
fitoterapicos e demais produtos farmacéuticos, devem existir métodos analiticos que permitam
a avaliacdo da qualidade do produto (SIMOES, 2004). Os fitoterapicos, assim como todos 0s
medicamentos, devem ter qualidade, efeitos terapéuticos comprovados, composicdo
padronizada e seguranca de uso para a populacdo. A eficacia e a seguranca devem ser
validadas através de levantamentos etnofarmacoldgicos, documentacGes tecnocientificas em
bibliografia e/ou publicaces indexadas e/ou estudos farmacoldgicos e toxicologicos pré-
clinicos e clinicos. (BRASIL, 2004)

A validacdo de um metodo analitico serve para garantir que este gere informacgdes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra testada (LA ROCA et al., 2007). Validar, em
analise quimica, € estar com o objetivo voltado para a confiabilidade analitica do laboratorio e
do método escolhido ou desenvolvido para se obter o resultado (LEITE, 2002). Existem
normas nacionais e internacionais que norteiam as determinagdes a serem seguidas para que
um método seja validado, garantindo assim que os resultados sejam confiaveis e adequados
para 0 uso pretendido. A validacdo do método de quantificacdo de ativos em formas
farmacéuticas € um item importante para garantir a seguranca dos resultados. Varios guias
contendo diretrizes sobre validacdo de procedimentos analiticos estdo disponiveis atualmente
( BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2003 e USP, 2008).

De acordo com esses guias, 0s principais parametros exigidos para avaliacdo de um
método sdo: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez, limite de quantificacdo e
limite de deteccdo. O processo de validacdo de meodologia analitica € uma ferramenta de
importancia fundamental para o controle de qualidade e farmacovigilancia dos produtos
farmcéuticos. A validacdo no Brasil € regulamentada pela resolu¢cdo RE N° 899, de acordo
com a ANVISA (BRASIL, 2003).



A RDC N° 48 de 16 de marco de 2004, aumentou as exigéncias legais para a
fabricacdo de fitoterapicos, fazendo-se necessario o relatério de controle de qualidade,
incluindo as medotologias analiticas, para o registro dos mesmos (BRASIL, 2004). Apesar
dos esforcos existentes para que os produtos oferecam eficacia, seguranca e qualidade aos
seus usuarios, muitos deles ainda sdo comercializados fora dos padrées estabelecidos.

A falta de garantia da eficiéncia terapéutica desejada, a auséncia de riscos a saude do
consumidor, a venda de produtos a base de plantas medicinais sem nenhuma comprovacéo
pré-clinica nem clinica de sua eficacia e seguranca (YUNES, 2001) e a auséncia de
farmacovigilancia (BRANDAO et al., 2002), tornam estes produtos potencialmente perigosos,
uma vez que, a ma qualidade de um produto pode interferir na agdo farmacoldgica
preconizada para a espécie, potencializando assim efeitos indesejaveis. Assim, a validacdo é
necessaria para que se haja a constancia do efeito terapéutico e a seguranca e eficacia dos

medicamentos fitoterapicos.

2.2.2. Qualidade das plantas medicinais e fitoterapicos consumidos no Brasil.

A qualidade dos produtos a base de plantas medicinais, comercializados no Brasil, é
cada vez mais preocupante. Pesquisas cientificas demonstram a presenca de diversas
irregularidades, como falsificacGes, fraudes, incoeréncias com o teor apresentado, bulas com
falta de informacGes importantes aos pacientes, entre outras, que comprometem a eficacia e
pdem em risco a saude do consumidor.

As industrias responsaveis pela fabricacdo desses produtos, em sua grande maioria,
sdo empresas de pequeno porte que funcionam precariamente, sendo esta uma das causas
deste problema (ZUCCOLOTTO et al., 1999). A falta de fiscalizacdo efetiva sobre estes
produtos também é um fator relevante (BRANDAO et al., 1998).

Quando comparadas a legislacdo de medicamentos sintéticos, no que se refere &
producdo, uso, comercializacdo e fiscalizacdo de produtos, e a legislacdo vigente de
fitoterapicos, observa-se que esta Ultima se encontra em estagio inicial, o que também
contribui para o alargamento do problema (ZUIN et al., 2004). Veiga-Junior e Pinto (2005)
enfatizam que as pesquisas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos
no Brasil ainda sdo incipientes, como também a fiscalizacdo do comércio por parte dos 6rgéos

competentes.



Devido a grande demanda por produtos a base de plantas medicinais, consequéncia do
significativo aumento do interesse do publico brasileiro por “terapias naturais”, se faz
necessario investigar como esses produtos estdo sendo oferecidos ao consumidor, de acordo
com a legislacdo especifica e critérios estabelecidos cientificamente.

Pesquisas realizadas com produtos a base de plantas medicinais nos estados do Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, Parana e Maranhdo constataram diversas irregularidades como:
caracteristicas organolépticas imprdprias para a espécie, contaminacdo microbioldgica,
adulteracdes, informagfes inadequadas, elevado teor de impurezas, auséncia ou baixa
concentracdo dos constituintes ativos, elevado teor de umidade e a presenca de residuos de
pesticidas nos produtos.

No Rio Grande do Sul, avaliou-se a qualidade de 42 produtos fitoterapicos a base de
Statice brasiliense Boiss (7 amostras), Peumus boldus Molina (7 amostras), Centella asiatica
(L.) Urban (6 amostras), Mikania glomerata Spreng (9 amostras), Pilocarpus jaborandi
Holmes (7 amostras) e Valeriana officinalis L. (6 amostras) comercializados em Porto Alegre,
constatou-se que 71,4% ndo atendiam aos quesitos minimos de qualidade, sendo os problemas
mais freqlientes as substituicGes, contaminacdes e auséncia do constituinte quimico principal
(ZUCCOLOTTO et al., 1999).

Em Minas Gerais, foram analisadas 27 amostras comerciais de camomila procedentes
de farmacias e ervanarias, e uma amostra comercializada na Finlandia (Europa). Constataram
que as mesmas apresentavam-se fora dos padrdes de qualidade, sendo os principais problemas
observados, uma elevada quantidade de matéria estranha e a auséncia dos constituintes ativos
nas amostras (BRANDAO et. al., 1998) . Mais tarde, ao analisarem amostras de chéas de boldo
(Peumus boldus Molina, 17 amostras), camomila (Chamomilla recutita L., 16 amostras),
cidreira (Melissa officinalis L., 4 amostras), capim-santo (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf.,
8 amostras) erva doce (Pimpinella anisum L., 17 amostras) e horteld (Mentha sp., 10
amostras) comercializadas em Belo Horizonte, averiguaram que embora todas fossem
auténticas, apresentavam-se excessivamente dessecadas e sem 0s aromas caracteristicos
(BRANDAO et al., 2002). Todas as amostras a base de Peumus boldus Molina, Chamomilla
recutita L; Melissa officinalis L; e metade das amostras de Pimpinella anisum L; ndo tinham
0s componentes volateis e 0s produtos a base de Chamomilla recutita L; Mentha sp e Melissa
officinalis L. apresentavam elevados indices de matéria estranha (BRANDAO et al., 2002).

Em Juiz de Fora, foram avaliadas amostras de ruibarbo (Rheum officinalis, R.

palmatum, R. rhaponticum e Ferraria cathartica), quanto ao seu perfil fitoquimico,



identidade e pureza, tendo como resultado duas amostras com contaminagdo mineral e uma
amostra de Rheum palmatum adulterada (SOUZA et al. , 2003).

No Parand, investigou-se a situacdo de 10 amostras constituidas por folhas de boldo
(Peumus boldus Molina) comercializadas na regido metropolitana de Curitiba, verificando a
identidade, pureza, percentual de umidade, teor do constituinte quimico principal e dleo
essencial. Todas as amostras foram reprovadas por apresentarem elevada quantidade de agua
e teor de boldina abaixo do recomendado, além de 90% dos produtos apresentarem altos
indices de impurezas (BARBOSA et al., 2001).

Em outro estudo foram analisadas oito amostras de camomila comercializadas em
farmécias, drogarias e ervanarios de Curitiba, onde constatou-se que cinco amostras
apresentaram percentuais acima do maximo para matéria estranha e sete possuiam Oleo
essencial abaixo do recomendado (DUARTE e LIMA, 2003). Em uma anélise microbiologica
de 72 amostras de plantas medicinais de 27 diferentes espécies provenientes de plantacées,
que sdo mateéria-prima para produtos comercializados no estado do Parana, comprovou-se que
79% do total ndo atendiam aos parametros estabelecidos pela OMS, pelo fato de apresentarem
contagens de microorganismos aerdbios e de bolores e leveduras elevados (ZARONI et al.,
2004).

No Maranhdo, foi realizada uma analise qualitativa de plantas comercializadas em
cinco mercados publicos, num total de doze bancas, sendo selecionadas 12 espécies: aroeira
(Myracroduon urundeuva Allemao), boldo (Peumus boldus Molina), cabacinha (Luffa
operculata Cogn.), capim-santo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), carqueja (Baccharis
trimera Less.), enxuga (Alternanthera tenella Colla), juca (Caesalpinia ferrea Mart.), meldo
de sdo Caetano (Momordica charantia L.), pau-d’arco roxo (Tabebuia avellanedae Lor. ex
Griseb), roma (Punica granatum L.), sene (Senna alexandrina Mill) e sucupira (Bowdichia
virgilioides Kunth). Foram verificadas as identidades das plantas, a pureza fisica e
microbioldgica, em que se constatou que 62% das amostras apresentavam valores de umidade
acima do recomendado, 86% continham impurezas acima do permitido e 81,5% estavam
microbiologicamente contaminadas (AMARAL et al., 2003).

A qualidade da informacdo contida na bula é outro aspecto importante para a
comercializacdo de fitoterapicos. Bello et al. (2002) averiguando a qualidade das bulas de 65
fitoterapicos a base de maracuja, boldo, alcachofra, guarand e sene, quanto a presenca das
frases obrigatorias e informacdes especificas exigidas pela legislacdo (RDC N° 60, de 17 de

dezembro de 2010 e a portaria 110/97 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria),



constataram que 51% dos produtos ndo possuiam bula, nenhum apresentou todas as
informacGes exigidas, especialmente sobre reagdes adversas, contra-indicacoes e adverténcias,
concluindo que as bulas dos fitoterdpicos analisados ndo seguiam as normas legais, eram
incompletas e deficientes de informacdes, podendo induzir a sérios problemas de satde.

Portanto, apesar dos avancos na legislacdo no que se refere aos fitoterapicos, ainda séo
necessarias medidas como uma maior fiscalizacdo por parte das vigilancias sanitarias
estaduais e municipais para que produtos de baixa qualidade ndo sejam comercializados,
representando deste modo um risco a saude da populacao.

2.3. Castanha-da-india
Aesculus hippocastanum L., popularmente versada como Castanha-da-india, foi

utilizada primeiramente para tratar afeccoes pulmonares de cavalos, recebendo assim o nome
hippocastanum, de origem grega, que significa castanha dos cavalos.

A Castanha-da-india (Aesculus hippocastanum L.) é natural dos Balcés, regido do
Caucaso e do leste asiatico, é hoje encontrada dispersa em todo o mundo (SIRTORI, 2001). O
rapido crescimento, facil adaptacdo da especie ao solo, clima e altitude; e sua excelente
resisténcia as condicBes ambientais, ajudaram nesta dispersdo (PIO CORREA, 1984). E
também muito cultivada em parques, jardins e ruas de grandes cidades.

As partes da planta utilizadas na medicina sdo as sementes e as cascas de galhos
jovens. A fruta da Castanha-da-india é como uma cépsula pequena, arredondada e espinhosa,
cuja casca se torna grossa a medida que ela amadurece. A fruta contém em seu interior de
duas a quatro grandes sementes. Estas sementes sdo arredondadas e lisas, e possuem formato
amendoado (SIRTORI, 2001).

A composicdo quimica da espécie é variada, encontrando-se: saponinas, flavonoides,
taninos, 6leos e outros compostos quimicos. Um grande numero de flavonoides
(principalmente derivados de quercetina e do campferol) ja foram isolados. A maioria destes
compostos também é encontrada nas sementes, porém, também podem ser detectados no
pericarpo dos frutos, cascas, brotos e folhas (WILKINSON et al., 1999). Além dos grupos de
substancias ja citadas, epicatequinas e tracos de proantocianidinas A, foram citadas em
estudos da Castanha-da-india. Estes compostos sdo encontrados basicamente nas cascas,
folhas, brotos e pericarpos de frutos, além do tegumento das sementes (WILKINSON et al.,
1999).



As sementes da Castanha-da-india contém componentes descritos como gomas (40—
50% do peso), agucares, proteinas (especificamente as globulinas, hipocastaninas, contendo
L-lisina e L-triptofano), gorduras vegetais (em sua maioria acidos oléico, linoléico, linolénico,
esteérico e palmitico) e purinas (adenosina, adenina e guanina) (WILKINSON et al., 1999).

Glicosideos cumarinicos, incluindo a esculina, escopolina e fraxina, e suas respectivas
agliconas, esculetina, escopoletina e fraxetina, também estdo presentes nas cascas da
Castanha-da-india, ao contrario de seus tecidos, onde tais compostos ndo sdo encontrados. O
flavonoide quercetina e sua respectiva aglicona também sdo encontrados nas cascas da planta.
Outros compostos, incluindo alantoina, esterdis, leucocianidinas, leucodelfinidinas,
taninoscatecois e alcanos, também ja tém a sua ocorréncia descrita nesta parte da planta
(WILKINSON et al., 1999).

Figura 1: Aesculus hippocastanum L. ; acima: arvore a esquerda e semente a direita; abaixo:
flores a esquerda e folhas a direita.

Fonte: arvore (http://www.onlinetrees.com.au/p/4081238/aesculus-hippocastanum---horse-

chestnut-tree.html); semente ( http://enquantoisso.com/castanha-da-india-para-que-serve-e-

onde-comprar/) flores (http://enguantoisso.com/castanha-da-india-para-que-serve-e-onde-

comprar/); folhas (http://www.cas.vanderbilt.edu/bioimages/image/a/aehi--1f29702.html )
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http://www.cas.vanderbilt.edu/bioimages/image/a/aehi--lf29702.html

Assim como as cascas, as folhas da Castanha-da-india possuem glicosideos
cumarinicos, escopolina, fraxina e esculina. Uma quantidade de glicosideos flavondides da
quercetina (quercetina, rutina, isoquercetina e quercetina-3-arabinosideo) e os glicosideos
correspondentes do campferol, também foram detectados nos tecidos das folhas da Castanha-
da-india. Além destes, também foram encontradas quantidades muito pequenas de
leucoantocianinas, cis, trans-poliprendis, aminoacidos, gorduras vegetais e esterois (sitosterol,
estigmasterol e campesterol) (WILKINSON et al., 1999).

As sementes da Castanha-da-india contém uma mistura de saponinas, de onde dois
produtos cristalinos principais podem ser isolados: escina e prosapogenina. As cascas da
Castanha-da-india, assim como suas sementes, possuem descrita a presenca da escina. Varios
outros produtos ja foram isolados das sementes da planta: bioflavondides, como, por exemplo,
a quercetina e o campferol e seus derivados diglicosideos, bem como antioxidantes,
proantocianidinas e as cumarinas esculina e fraxina. No entanto, todos estes produtos podem
ser encontrados em diferentes espécies de plantas.

Ha na literatura varios relatos da utilizacdo da espécie na terapéutica
(BOMBARDELLLI, 1996). Relatos datados do século XVIII demonstram o uso da utilizacéo
de Castanha-da-india como antifebril. J4 em 1960, sua acdo antiedematogénica foi relatada
por Lorenz & Marek. (SIRTORI, 2001). Tradicionalmente, as sementes da Castanha da india
sdo utilizadas no tratamento de varizes, hemorroidas, flebites, diarréia, febre e hiperplasia
prostatica (ACCAME, 2001).

As propriedades protetoras capilares, antiedematogénica, antiexudativas e
vasoprotetoras, foram relatadas apds a administracdo do extrato feito a partir das sementes de
Aesculus hippocastanum L., sendo que todas elas sdo dependentes da concentragio de [-
escina (SIRTORI, 2001).

Assim, na terapéutica, a parte mais utilizada sdo as sementes que contém as saponinas
triterpénicas (BECKER et al., 2002) que representam o principal grupo de substancias
responsaveis pela acdo farmacologica de Aesculus hippocastanum.

A escina é uma mistura de saponinas, substancias de elevado peso molecular, formada
por uma parte lipofilica denominada aglicona ou sapogenina e uma parte hidrofilica
constituida por um ou mais acucares (TREASE et al., 1996). E freqilentemente encontrada

sob a forma de B-escina, que é praticamente insoluvel em &gua (MARTINDALE, 2003).
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A escina responde pelo total de saponinas presentes nas sementes, na forma de
derivados triterpenoides. Ja foi estudada a potente acdo antiinflamatdria da escina isolada,
principalmente nos primeiros estagios da inflamagdo induzida. Modelos experimentais
mostram seus efeitos inibitorios da hialuronidase, antiexudativo, bem como sua atividade
preventiva no aparecimento de edemas (WOLLINA et al., 2006).

De acordo com a Farmacopeia Alemd (Deutsches Arzneibuch, 2004 a,b), o teor
minimo de saponinas triterpénicas, conhecida como escina, é de 3% nas sementes de
Castanha-da-india. Os teores de escina nas sementes podem variar de acordo com a espécime,
maturidade da semente e estacéo do ano.

A escina é formada por mistura complexa (figura 2). O contetdo de escina encontrado
nas sementes da Castanha-da-india, normalmente estd dividido em a-escina e p-escina, 0s
quais sdo compostos por mais de 30 derivados triterpénicos da protoaescigenina e do
barringtogenol C.

OH

HO~ OH "o

HO™ COOH "”DJ\
On. "0 OH

OH

R = Acido tiglico ( dcido cis-2-metil 2-
butendico) ou dcido angélico ( dcido
trans-2-metil 2-butendico)

Figura 2: Estrutura molecular da escina
Fonte: http://apps.who.int/medicinedocs/es/d/Js4927e/15.html

Estes compostos sdo mais comumente encontrados em cotilédones das sementes,
chegando a constituir 28% do peso das sementes secas. Porém, outras estruturas da planta
também apresentam alguma concentracdo destes compostos, como tegumento, cascas, brotos,
folhas e pericarpo imaturo dos frutos (WILKINSON et. al., 1999).

As duas formas de escina, o e B, podem ser distinguidas por: solubilidade em meio

aquoso, ponto de fusdo, indice hemolitico e rotac@o especifica. A forma B-escina, aquecida a
12
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100° C, pode gerar a forma a-escina. Esta transformagéo ocorre pela migragéo do grupo acil
que envolve o grupamento hidroxi nas posi¢es C21, C 22 e C28 (SIRTOLI, 2001). Além dos
componentes j& citados podem ser ainda encontrados nas sementes frescas vitaminas do
complexo B como a tiamina (B6) e riboflavina (B2), além da vitamina C. Ha também a
presenca de 50% de amido e 10% de proteinas e carboidratos, como sacarose e glicose.
(HUBNER, 1999).

A B-escina tem sido usada na prevencao e tratamento de varios disturbios vasculares
periféricos, demonstrando evidéncia satisfatéria e atividade clinica significativa na
Insuficiéncia Venosa Crénica (IVC), hemorroida e edema pés-operatorio (SIRTORI, 2001;
MATSUDA et al., 1997; FERRUCCIO et al., 1977). Em estudo controle, a B-escina foi
efetiva em terapia de compressdo, como terapia alternativa a medicamentos na 1VC. Pelo
menos trés tipos de acdo farmacodindmicas foram atribuidas a -escina: propriedades anti-
edematosas, atividade antiinflamatéria e propriedades venotonicas. Todas estas propriedades
se devem a um mecanismo molecular identificado como permeabilidade vascular seletiva, que
permite uma maior sensibilidade dos canais de calcio aos ions, resultando em um aumento do
tonus venoso e arterial (SIRTORI, 2001).

Outro mecanismo relacionado seria a liberagdo de prostaglandinas (ARAUJO, 2003)
das veias, antagonistas de 5-HT e histamina. A excelente tolerabilidade da -escina indica que
este tratamento traz beneficios claros a pacientes com condi¢Ges que resultem em IVC,
hemorroidas ou edemas periféricos (SIRTORI, 2001).

A B-escina é um flebotdnico fitoterapico tanto por via sistémica (oral-parenteral) como
topica. Sua acdo sobre veias e capilares, diminui a hiper-permeabilidade vascular, melhorando
a hemodinamica, a linfocinese e reduzindo o edema dos membros inferiores em pacientes
com varizes ou submetidos a cirurgia.

Atua diminuindo o nimero e o didmetro dos poros na parede dos vasos capilares, com
acdo normalizadora sobre a permeabilidade capilar, inibindo a transudacdo, o que evita a
formacdo de processos exsudativos; agindo seletivamente sobre 0s mesmos processos, quando
ja formados, caracterizando assim, poderosa acdo anti-inflamatoria e antiedematosa
(GUILLAUME et al., 1994). Qualquer lesdo no endotélio resulta em ativacdo da fosfolipase
A, responsavel pela liberacdo de precursores dos mediadores inflamatdrios, levando a adeséo
de neutrofilos ao local. A B-escina inibe o aumento da atividade da fosfolipase A, nas células
endoteliais hipo-oxigenadas bem como a adesdo de leucocitos ao endotélio hipo-oxigenado

(WETZEL et al., 2002). A B-escina também reduz a atividade das enzimas lisossomais atraves
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da estabilizacdo das membranas dos lisossomas, limitando a liberacdo destas enzimas, o que
permite a estabilizacdo da matriz de proteoglicanos, alterada nos processos varicosos. Através
deste mecanismo, o edema é reduzido ao diminuir-se a filtracdo transcapilar de &gua e
proteinas.

Por outro lado, a p-escina é capaz de melhorar o tdnus venoso melhorando o retorno
sanguineo ao coracdo, efeito que poderia estar relacionado ao aumento da sintese de
prostaglandina com a ativacdo de receptores alfa adrenérgicos (ACCAME, 2001). Sua acéo
também pode ser notada nas veias do plexo hemorroidario. O mecanismo de acdo também é a
venoconstri¢cdo por reducao da permeabilidade capilar.

As hemorréidas sdo também varizes, porém em localizacdo muito mais delicada e
dolorosa que as dos membros inferiores e também podem ser tratadas com a B-escina.

A B-escina também possui mecanismo de acdo anti-radical, inibindo peroxidacao
lipidica in vitro. In vivo, limita a acdo oxidativa de radicais oxigenados livres em células e
séricos de glicose, que provoca uma reacdo enzimatica, glicose-oxidase, que induz edema e
inflamacdo (YOSHIKAWA et al.,, 1998). Existe ainda a indicacdo da [-escina em
escleroterapia. A escleroterapia continua sendo um procedimento muito realizado pelos
cirurgides vasculares brasileiros. Porém, este procedimento pode acarretar varias
complicag6es: hiperpigmentacdes, aparecimento de telangiectasias secundarias mais finas que
as originais, edema temporario, flebite — tromboflebite, trombose venosa profunda, entre
outras.

A B-escina ainda possui a capacidade de diminuir a tensdo superficial e formar
emulsdes O/A, sendo considerada um emulsionante auxiliar (PEKDEMIR et al., 1999). Ela ¢é
usada na producdo de produtos cosméticos e para cuidados da pele de alta qualidade
(COSTANTINI, 1999).

A B-escina age também como antioxidante inibindo a colagenase e a elastase
enzimaticas, tornando os tecidos e estruturas de suporte da pele mais saudaveis. Devido a
estes mecanismos, a [-escina também pode ser utilizada em formula¢bes cosméticas para
celulite (DWECK, 2000).

Até agora ndo foram elucidados os mecanismos pelos quais a B-escina ajuda na
prevencdo e diminuicdo da celulite. Especula-se que o efeito inibitério da B-escina na
atividade da elastase e da hialuronidase, se dé através de sistemas enzimaticos envolvidos no

retorno dos principais componentes da substancia amorfa perivascular (DWECK, 2000).
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A B-escina compete por ligacdo a proteinas plasmaéticas, podendo deslocar outros
farmacos, resultando em nefro e/ou hepatotoxicidade em pacientes com alteracdes nestes
0rgdos. A presenga das cumarinas pode potencializar a atividade de anticoagulantes via oral
(ACCAME, 2001).

A utilizagdo da B-escina pode ser por via oral, retal, topica e intravenosa. Usada por
via oral, as doses usuais sdo de 60 mg a 180 mg/dia. Em terapias crénicas mantém-se uma
dose de 60 mg/dia. Topicamente, aplica-se nas regides afetadas de duas a trés vezes ao dia,
em solugdes de 0,2% a 1% (MARTINDALE, 2003).

O extrato de semente de Castanha-da-india €, atualmente, o medicamento mais
prescrito na Alemanha para o tratamento da insuficiéncia venosa cronica e edema.

Devido ao exposto acima, a grande importancia e ampla utilizacdo desta espécie e a
falta de estudos sobre seus extratos seco, fluido e glicdlico, utilizando técnicas analiticas

distintas, a mesma foi escolhida para a realizacdo deste estudo.

2.4. Extratos vegetais

Preparacdes a base de espécies vegetais sempre foram utilizadas pelo homem a fim de
sanar seus problemas de salide. Em meados do século passado, com a ascensdo de uma
terapéutica centrada na utilizacdo de farmacos sintéticos, o uso de fitoterapicos passou por um
declinio. Nas Ultimas décadas, eles renasceram e, atualmente, sdo muito utilizados tanto em
paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos (CALIXTO, 2001). Os extratos
naturais sdo mais bem aceitos em relacdo aos medicamentos sintéticos porque eles séo
elaborados utilizando fontes naturais, além de possuirem qualidades sensoriais mais proximas
as suas matrizes vegetais de origem (MEIRELES, 2003).

Os extratos vegetais sdo comuns na industria de perfume, no setor farmacéutico, e no
campo do alimento e da nutricdo humana. E desta maneira que alguns extratos vegetais, como
Oleos comestiveis ou industriais, oleoresina, pigmentos e farmacos naturais sdo obtidos
(POIROT et al., 2006).

Os extratos vegetais sdo preparacOes liquidas, semi-sélidas ou sélidas, obtidas a partir
de espécies vegetais. Estes extratos sdo obtidos pelo contato da matriz vegetal com diferentes

solventes como agua ou solventes organicos.
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A extracdo é uma operacédo fisico-quimica de transferéncia de massa, onde os solidos
soliveis e volateis podem ser extraidos por manter-se contato entre o solvente e os solidos
(CLARKE, 1985). O rendimento da extracdo dos compostos da planta é influenciado pelas
condi¢cdes em que o processo de extracao € realizado (WONGKITTIPONG et al., 2004). A
escolha do solvente, a temperatura de extracdo e a agcdo mecénica (agitacdo e pressdo) sao
importantes. Além disso, a matriz vegetal apresenta uma microestrutura complexa formada
por células, espacos intracelulares, capilares e poros. A extracao é influenciada pela estrutura
molecular do soluto, o tamanho, localizacdo e a ligacdo com outros componentes. As
caracteristicas quimicas do solvente e a estrutura e composicao diversas do produto natural
asseguram que cada sistema material-solvente mostra comportamento peculiar, 0 qual ndo
pode ser previsto facilmente (PINELO et al., 2004).

A escolha do solvente & um fator importante no processo de extragdo solido-liquido.
Raramente é possivel selecionar o solvente ideal, mas algumas caracteristicas devem ser
atentamente analisadas para que o processo seja viavel (MOGENSEN, 1982):

- Seletividade: habilidade do solvente para extrair o soluto do material em estudo;
Viscosidade: alta viscosidade do solvente reduz a taxa de transferéncia de massa,

influenciando o grau e a taxa da extragéo;

- Densidade: as densidades das duas fases devem ser diferentes para facilitar a separagéo

delas;

- Volatilidade: solventes mais volateis sdo mais faceis de recuperar, diminuindo o custo do

processo;

- Ponto de ebulicdo: fator limitante para a temperatura do processo de extracdo. Deve-se

trabalhar em temperaturas inferiores ao seu ponto de ebuli¢do, para evitar perdas de solvente;

- Inflamabilidade: importante no que diz respeito a seguranca,;

- Toxicidade: aspecto extremamente importante e pode ser considerado sob trés niveis: risco

para o operador, risco quando liberado ao meio ambiente e risco para o consumidor;

- Custo: este deve ser analisado para se estimar o custo de operacdo, mas deve ser feito

baseando-se na efetividade do solvente.

Os processos comumente empregados na extracdo de compostos bioativos de
especiarias, sementes oleaginosas e de flores e raizes, sdo 0s processos tradicionais como a
maceracdo, onde se faz um contato estatico entre o solvente e a matriz vegetal, e a percolacéo,

onde o solvente escoa através de um leito da matriz s6lida. Nestes casos o contato é efetuado
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em um tempo pré-estabelecido, ao final do qual se obtém o extrato liquido. Em alguns casos o
solvente € eliminado parcialmente por evaporagdo sob vacuo (SHI et al., 2007).

As solucdes extrativas mais comumente utilizadas para veicular estes principios ativos
sdo as tinturas (extratos hidroalcodlicos preparados com uma parte da droga que é extraida
com mais de duas partes e menos de dez partes de liquido extrator; normalmente, usa-se a
proporcao 1:5), preparadas conforme descrito na 22 edi¢do da Farmacopeia Brasileira (2010) e
extratos glicélicos ou hidroglicolicos (mistura de propilenoglicol e &gua), os quais ndo sdo
farmacopéicos.

Esses extratos podem ser veiculados em formas farmacéuticas tépicas, como pomadas,
cremes, geéis e pastas. Elas se constituem em preparacGes semi-solidas, de consisténcia mole,
destinadas ao uso na pele e mucosas para agdo local, ou ainda por sua acdo emoliente ou
protetora. Devem ser plasticas para que modifiguem sua forma com pequeno esforco
mecénico e se adaptem ao relevo do local onde sdo aplicadas (PRISTA et al., 2002).

As formas farmacéuticas solidas orais sdo amplamente utilizadas dentro da categoria
de medicamentos fitoterapicos, sendo a maior parte administrada sob a forma de
comprimidos. Estes apresentam vantagens em relacdo as outras formas farmacéuticas
liquidas: apresentam maior precisdo de dose e sdo bem aceitos pela populacao.

Os extratos secos sdo 0s mais utilizados na composicdo de formas farmacéuticas
solidas orais. Estes extratos apresentam algumas vantagens dentre as quais incluem: maior
estabilidade fisico-quimica e microbioldgica, facilidade na padronizacdo, maior concentracao
de compostos ativos e mais elevada capacidade de transformacdo em diferentes tipos de
formas farmacéuticas solidas, além da facilidade de manuseio, transporte e armazenamento
(ROCHA, et al., 2010; SONAGLIO et al., 2000).

Os diferentes extratos obtidos serdo dispostos na sua forma bruta ou modificada, com
0 incremento de adjuvantes tecnoldgicos, para serem empregados no desenvolvimento de
diferentes formas farmacéuticas.

Como o uso de extratos variados é bem disseminado para a fabricacdo de diferentes
apresentacdes fitoterapicas, os diversos extratos de Aesculus hippocastanum L. foram

utilizados no desenvolvimento das metodologias propostas.
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2.5. Métodos Analiticos utilizados para doseamento

2.5.1. Espectrofotometria UV-Vis

A espectrofotometria de absor¢do visivel e ultravioleta € um dos métodos analiticos
mais usados nas determinacdes analiticas em diversas areas. E aplicada para determinacdes de
compostos organicos e inorganicos, como, por exemplo, na identificagdo do principio ativo de
farmacos.

A espectrofotometria pode ser conceituada como um procedimento analitico através
do qual se determina a concentracdo de espécies quimicas mediante a absorcdo de energia
radiante (luz) (GORE, 2000). O principio da espectrofotometria reside em permitir a
incidéncia da luz em uma molécula, e detectar como a passagem de luz é afetada por esta
molécula. A luz apresenta a propriedade de interagir com a materia, e pode ser vista como
uma forma de energia de natureza ondulatéria. Esta pode ser caracterizada pelos diversos
comprimentos de onda, que podem ser expressos em micrometros ou nanémetros (um ou nm).
Parte da energia da luz é absorvida por elétrons da eletrosfera dos 4&tomos constituintes das
moléculas, sendo que esta absorcdo, em cada comprimento de onda, depende da natureza da
substancia, de sua concentracdo e da espessura da mesma que € atravessada pela luz.

Em 1852 Beer observou a relacdo existente entre a transmissdo e a concentragdo do
meio onde passa o feixe de luz. Uma certa solucdo absorve a luz proporcionalmente a

concentracdo molecular do soluto que nela encontra, isto é:

" A intensidade de um feixe de luz monocromatico decresce exponencialmente a medida que a

concentragdo da substancia absorvente aumenta aritmeticamente ™.
Matematicamente este conceito pode ser expresso pela equacéo:
I =1,.10™
em que: | = Intensidade da luz transmitida
l,= Intensidade da luz incidente
k = Constante denominada coeficiente de absorcéo

¢ = Concentragdo do meio absorvente
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Em 1870, Lambert observou a relagdo entre a transmisséo de luz e a espessura da camada
do meio absorvente. Quando um feixe de luz monocromatica, atravessava um meio
transparente homogéneo, cada camada deste meio absorvia igual a fracdo de luz que
atravessava, independentemente da intensidade da luz que incidia. A partir desta concluséo foi

enunciada a seguinte lei:

" A intensidade da luz emitida decresce exponencialmente a medida que a espessura do meio

absorvente aumenta aritmeticamente "
Esta lei pode ser expressa pela seguinte equacéo:
I=1,.10™
em que: | = Intensidade da luz transmitida
l,= Intensidade da luz incidente

X = constante denominada coeficiente de absorcéo e que depende do meio absorvente

empregado

1 = Espessura da cubeta

De um ponto de vista pratico, o aspecto mais importante do calculo quantico € a
determinacdo de quanta luz é absorvida pela amostra. Isto é descrito pela lei de Beer-
Lambert, que da a relacédo entre a intensidade da luz incidindo na solucéo (lp), e a intensidade

da luz saindo da solucéo (1).
Log (lo/ 1) =A=«cl
A= absorvancia
€= absortividade molar

c= concentracdo do material absorvedor

I= espessura da amostra através da qual a luz passa.
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A espectroscopia de absorcdo molecular é valiosa para a identificacdo dos grupos
funcionais na molécula. Mais importante, entretanto, sdo as aplicagGes da espectroscopia de
absorcdo visivel/ ultravioleta para a determinagdo quantitativa de compostos contendo grupos
absorventes.

O principio desta lei é o que fundamenta os aparelhos espectrofotométricos (GORE,
2000). Através do espectrofotdmetro é possivel comparar a radiacdo absorvida ou transmitida
por uma solucdo que contém uma quantidade desconhecida de soluto, e uma quantidade
conhecida de uma substancia de referéncia.

A técnica espectrofotometria UV-Vis apresenta alguns inconvenientes como: a baixa
seletividade; a necessidade de algumas caracteristicas especificas na estrutura quimica da
amostra para leitura no aparelho; a sobreposicdo das bandas (overlapping) de transicéo
eletrbnica ou de transferéncia de carga em um mesmo solvente, causadas por misturas de
componentes; e por Ultimo a necessidade de padrdes de referéncia, que fazem com que a sua
aplicabilidade ndo seja maior. Poréem, esta técnica também apresenta um conjunto de
caracteristicas favoraveis. Trata-se de uma técnica consolidada, de facil implementacéo, baixo
custo e sensibilidade compativel com muitas das necessidades que surgem no controle de
qualidade de produtos farmacéuticos.

Por se tratar de uma técnica bastante difundida, a qual a maioria dos laboratorios tém
acesso e por possuir um baixo custo analitico, escolheu-se fazer a determinacdo de B-escina
por esta teécnica. Em revisdo da literatura ndo ha relatos do uso de técnicas
espectrofotométricas para a quantificacdo de PB-escina em extratos fluido e glicolico de

Castanha da india.

2.5.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Poucos sdo o0s meétodos de analise quimica realmente especificos. Até

aproximadamente a metade do século XX, as técnicas de separacdo analitica se restringiam a
métodos classicos como precipitacdo, destilacdo e extracdo. Assim, a etapa crucial nos
procedimentos analiticos era a separacdo do analito de seus potenciais interferentes.
Atualmente os procedimentos de separa¢do sdo amparados por modernas técnicas como a
Cromatografia e a Eletroforese. Essas técnicas sdo principalmente utilizadas para amostras
com a presenca de multicomponentes ou com a presenca de misturas complexas (SKOOG et
al., 2002).
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A cromatografia pode ser descrita como uma técnica de separacgdo fisico-quimica, no
qual os constituintes da amostra a serem separados sdo particionados entre duas fases, uma
estacionaria, geralmente de grande &rea, e a outra, movel, um fluido insolivel na fase
estacionaria, que percola através da primeira. A grande variedade de combinacfes entre fases
moveis e estaciondrias torna-a uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacéo.
(CIOLA, 1998; SKOOG et al., 2002).

Pode-se definir a técnica a partir da forma fisica do sistema. A fase estacionaria pode
ser colocada disposta sobre uma superficie planar ou em um tubo cilindrico. Baseando-se
nesta a cromatografia pode ser subdividida em cromatografia planar ou cromatografia em
coluna, respectivamente. Considerando o estado fisico da fase movel, tem-se a cromatografia
a liquido, em que a fase moével é um liquido; a cromatografia gasosa, em que a fase movel é
um gas e a cromatografia supercritica, na qual se usa como fase movel um vapor pressurizado
em temperatura acima de sua temperatura critica (SNYDER et al., 1997; SKOOG, 2002).

A separacdo cromatografica € o resultado de interac6es especificas entre as moléculas
da amostra e as fases mdvel e estacionaria. Uma vez que a migracdo diferencial € dindmica e
depende do equilibrio de distribuicdo de cada componente entre a fase mdvel e a fase
estacionaria, a composicdo de ambas as fases, 0 fluxo e a temperatura de separacdo serao as
variaveis que afetardo o processo. A mobilidade exibida pelo soluto dar-se-a em funcéo de
diferencas na adsorcdo, particdo, solubilidade, pressdo de vapor, tamanho da molécula ou
densidade de carga i6nica (CASS; DEGANI, 2001; USP 2005).

A cromatografia pode ser utilizada para a identificacdo de compostos, por comparacao
com padrdes previamente existentes, para a purificagdo, retirando-se as substancias
indesejaveis, e para a separacdo de componentes de uma mistura.

Esta técnica foi inventada em 1903 pelo boténico russo Mikhail S. Tswett.
Inicialmente, ele utilizou a técnica para promover a separacao de varios pigmentos de plantas
como clorofila e xantofila. Através do escoamento de solucdes contendo estes pigmentos em
uma coluna de vidro empacotada com carbonato de calcio finamente dividido, os pigmentos
eram separados. A forca da gravidade forcava a passagem do solvente, e a medida que 0s
constituintes eram separados, bandas coloridas surgiam na coluna. Isto propiciou a escolha do
nome da técnica: chroma, que em grego significa cor; e ghaphein que também tem sua origem
em grego e significa escrever (CIOLA, 1998; SKOOG et al., 2002). Este processo classico de
cromatografia demorava as vezes dias, e sua monitoracao era feita através da analise quimica

das fragdes coletadas ou da simples monitoracdo visual (CIOLA,1998).
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A producéo e uso de fases estacionarias com particulas de didmetros menores, de 3 a
10 pum, ja no final dos anos 60, aumentaram a eficiéncia da coluna, tornado a técnica mais
efetiva. A cromatografia a liquido divide-se em dois grupos: a cromatografia liquida classica,
feita em colunas de vidro, sob pressdo atmosférica, e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), em que se usam colunas metalicas e pressdes de fase movel elevadas, obtidas com
auxilio de uma bomba de alta pressdo (SNYDER et al., 1997). A CLAE envolve um sistema
em que a fase estacionaria, seja uma superficie solida, liquida, uma resina de troca inica ou
um polimero poroso, esta retida em uma coluna e a fase movel é forgada através da mesma
sob altas pressdes. Os trés mecanismos mais usados para realizar a CLAE sdo: por troca
idnica, por particdo e por adsor¢do. Os detectores fotométricos UV medem as mudancas na
absorcdo de luz monocromatica na regido de 190-350 nm e sdo os mais empregados em
CLAE. Este detector mede a absorvancia indicando a mudanca de concentra¢do ou a massa
dos compostos da amostra que estara deixando a coluna cromatografica (COLLINS, 1995).

Se no passado a cromatografia se servia aos mais variados fins, atualmente seu uso é
ainda mais evidente, uma vez que ha a necessidade de se caracterizar misturas cada vez mais
complexas. E isto s6 € possivel devido ao desenvolvimento de técnicas cromatogréaficas cada
vez mais acuradas e precisas (SKOOG et al. , 2002).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é a mais usada de todas as técnicas analiticas
de separacdo, isto porque esta técnica apresenta alta sensibilidade, adequacao a separacéo de
espécies ndo volateis ou termicamente instaveis, facil adaptacdo para determinacGes
quantitativas acuradas, e, sobretudo, sua ampla aplicabilidade (SKOOG et al., 2002).

Entre as vantagens do emprego da CLAE, podem ser citadas: o alto poder de resolugédo
na separacao; alta precisdo nas analises quantitativas; boa sensibilidade; alta reprodutibilidade
e grande versatilidade, uma vez que pode ser aplicada tanto para compostos organicos como
inorganicos. Dentre as limitac6es da técnica estdo o alto custo da instrumentacdo e o grande
volume de fase movel descartada (AQUINO NETO, 2003).

Por ser uma técnica analitica de alta sensibilidade, optou-se por utiliza-la para a
quantificacdo de B-escina. Em revisdo da literatura ndo ha relatos do uso de técnicas
cromatogréaficas para o doseamento de [B-escina em extrato seco, fluido e glicolico de

Castanha-da-India.
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2.5.3. Eletroforese Capilar

Eletroforese capilar (CE do inglés, capillary electrophoresis) é uma técnica analitica
de separacdo baseada nas diferencas entre as mobilidades de espécies carregadas em
eletrolitos que podem ser aquosos ou organicos, no interior de um pequeno capilar, sob a
influéncia de um campo elétrico ou ainda espécies que possam interagir com outras que
migram sob um fluxo eletrosmotico (BOONE et al., 1999; SILVA et al., 2007).

A instrumentacdo simplificada é um aspecto bastante importante da eletroforese
capilar, tornando a técnica de facil implementacdo. Os componentes instrumentais basicos de
um equipamento de eletroforese capilar sdo esquematizados na Figura 3.

O sistema consiste de uma fonte de alta tensdo, capilares (silica fundida é o material
mais comumente empregado), eletrodos (geralmente platina), e um detector apropriado. Uma
fonte de alta tenséo regulada é usada para estabelecer um campo elétrico ao longo do capilar.
Essas fontes, em geral, produzem voltagens no intervalo de 0-50 kV e correntes que variam
entre 0-200 pA. Alguns oferecem a opgao de serem operados a voltagem constante e/ou
corrente constante (TAVARES, 1996).

A fonte de alta tensdo é conectada, atraves de eletrodos de platina, a dois reservatorios
contendo uma solucdo de um eletrolito conveniente. Tubos capilares de silica fundida sao
entdo preenchidos com a solucéo, e servem como canal de migracdo. As extremidades do
capilar sdo imersas nos reservatdrios da solucdo para completar o contato elétrico.
(TAGLIARO; TURRINA; SMITH, 1996).

Os capilares utilizados em CE sdo normalmente feitos de silica fundida e suas
dimensdes tipicas variam de 15 a 100 um de didmetro interno ¢ de 50 a 100 cm de
comprimento (TAVARES, 1997). Quanto as caracteristicas, estes devem ser fisica e
guimicamente resistentes, baratos, transparentes ao UV, ter dimensdes internas precisas, alta
condutividade térmica, alta constante dielétrica, maleabilidade e n&o ter tendéncia a adsorver
solutos (TAGLIARO, TURRINA, SMITH, 1996). A utilizacdo do capilar oferece muitas
vantagens sobre os outros meios utilizados para eletroforese (placas de gel, papel, etc.), pois
devido a fatores geométricos, a relacdo entre a area superficial interna e volume é
apreciavelmente grande, possibilitando a dissipacdo eficiente do calor gerado pelo efeito
Joule, que é o calor gerado em decorréncia da passagem de corrente através do meio condutor.

Devido a influéncia da temperatura sobre a viscosidade das solucBes e

consequentemente sobre a injecdo da amostra e sobre o tempo de migracdo, um fator
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importante a ser controlado é a termostatizacéo do capilar. Este controle de temperatura reduz
a variabilidade dos tempos de migracdo e das areas dos picos e € feito nos equipamentos
através do uso de sistema de conveccdo de ar ou de circulacdo de liquido refrigerante pelo
capilar (MAYER, 2001). Isto diminui o alargamento de bandas que se deve quase que
somente & difusdo, resultando em uma técnica de alta eficiéncia, resolucdo inigualavel e
tempos de analise apreciavelmente curtos (TAVARES, 1996; LANDERS, 1994).

Fonte de
altatensao

—_—=-
|- Detector
I

<—I Eletrodo

—]

Reservatorio do —l

eletrdlito de corrida |

e ¢

Reservatorio da amostra

Ambiente termostatizado

Figura 3: Instrumentacao basica para eletroforese capilar.

A utilizacdo de capilares de silica é também responsavel por um importante fendmeno
em CE, o fluxo eletrosmético (EOF, do inglés eletro osmotic flow) (TAVARES, 1996). A
existéncia do fluxo se deve a dupla camada elétrica que se desenvolve na interface
silica/solucdo. Em pH acima de 3, ocorre a dissociacdo dos grupos silanois superficiais (Si-
OH) que constituem a parede interna do capilar de silica, conferindo a superficie interna um
carater negativo. Com isso, 0s cations do eletrdlito tendem a se aproximar da parede e, sob um
campo elétrico, sdo atraidos para o catodo, e, como estdo solvatados arrastam o solvente,
proporcionando o “bombeamento” de solu¢do no interior do capilar. Desta forma, a
movimentacdo dos ions dentro do capilar passa a depender ndo somente da sua propria

mobilidade, mas também da mobilidade do EOF. O tempo em que as espécies levam para
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passar pelo detector (velocidade aparente) representa a somatdria das velocidades efetiva e da
velocidade do EOF. O comportamento da migracao das espécies € definido pelo pH, tipo do
tampdo, forca idnica, tipo e concentragdo do solvente organico e, adicionalmente, dos
equilibrios quimicos estabelecidos, como troca ibnica e complexacdo. A variacdo do pH, além
da influéncia sobre o EOF, exerce influéncia na ionizacdo das espécies e, desta forma,
favorece a diferenciagéo das mobilidades efetivas (GUZMAN, 1993).

O EOF ¢ caracterizado por um perfil radial linear de velocidade, o que também
contribui para o ndo alargamento das bandas. Esta peculiaridade distingue eletroforese capilar
dos métodos cromatograficos em fase liquida, que apresentam um perfil de velocidade
parabolico, caracteristico do fluxo induzido por pressao, conforme demonstrado na Figura 4.

Além disso, 0 EOF, em geral de grande magnitude, é responsavel pela condugdo dos
solutos, sem distin¢do de carga, em direcdo ao detector, permitindo assim a analise simultanea
de amostras contendo solutos catiénicos, neutros e anionicos (BAKER, 1995; WESTON,
BROWN, 1997). Dessa forma, como o EOF impulsiona todas as especies que estdo no
interior do capilar, a mobilidade eletroforética do analito possui como componentes sua
mobilidade efetiva, que é dependente de suas propriedades especificas como carga e tamanho,
e a mobilidade do fluxo eletroosmotico. Em condi¢Ges normais (polaridade normal), o EOF
ocorre do anodo (pdlo positivo) para o catodo (polo negativo). No entanto, quando desejado, 0
EOF pode ser reduzido, suprimido ou mesmo ter o sentido invertido. O controle do EOF
possibilita melhorar a performance das separacfes através da modificacdo das mobilidades
aparentes dos analitos. Os métodos de controle mais comumente empregados exploram
alteracdes nas propriedades fisico-quimicas do eletrélito de corrida, tais como pH, forca
ibnica, viscosidade ou adicdo de aditivos organicos (HARAKUWE, 1999). Também é
possivel alterar a densidade de carga superficial da coluna através de revestimentos fisicos ou
métodos de derivatizacdo quimica (Y1U; HORVATH, 2001).

O modo mais comum da técnica de eletroforese é a eletroforese capilar em zona (CZE
do inglés, capillary zone electrophoresis) ou eletroforese capilar em solucéo livre (FSCE do
inglés, free solution capillary electrophoresis), provavelmente em razdo da facilidade de sua
implementacao e otimizacdo das condi¢Oes experimentais (TAVARES, 1997). Basicamente,
a separacdo ocorre devido a migracdo diferenciada das espécies, onde, sob a acdo de um
campo elétrico, cada zona migra com velocidade caracteristica da prépria espécie. De uma

maneira geral, esse modo € aplicado a separacao de espécies idnicas ou facilmente ionizaveis.
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A CZE ndo permite a separacdo de componentes neutros da amostra, eles
simplesmente migram com o fluxo eletrosmotico. Para resolver este problema, a
cromatografia  eletrocinética micelar (MECK do inglés, micellar electrokinetic
chromatography) pode ser empregada. Esta técnica é baseada na parti¢cdo do analito em duas
fases, as micelas (agregados de moléculas de surfactante) e solugcdo tampdo. As micelas séo
formadas pela adicdo de um surfactante ao tampdo em uma concentracdo maior que a
concentracdo micelar critica. A velocidade de migracdo dos componentes da amostra é
influenciada por seu grau de particdo na fase micelar (FRAZIER et. al., 2000).

FLUXO FLUXO
ELETROOSMOTICO LAMINAR

Figura 4: Perfil do tipo de deslocamento e o correspondente efeito no registro. Fluxo induzido
por um campo elétrico (eletrosmético) caracteristico da EC e fluxo induzido por pressao
(laminar), caracteristico de CLAE.

A instrumentacdo usada na MEKC ¢é a mesma empregada na CZE, mas a MEKC é
mais versatil, uma vez que diferencas de mobilidade eletroforética podem ser exploradas para
separar solutos ibnicos, ao mesmo tempo em que diferencas de distribuicdo entre a fase
micelar e o eletrolito podem ser usadas para separar solutos neutros (TAVARES, 1997).

Outras técnicas analiticas de eletromigracdo em capilares utilizadas para se alcancar a

separacdo de analitos (SILVA et al., 2007) incluem:
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A) Eletroforese Capilar de Afinidade

B) Eletroforese Capilar de Peneiramento

C) Eletroforese Capilar em Gel

D) Focalizacdo Isoelétrica Capilar

E) Isotacoforese Capilar

F) Cromatografia Eletrocinética

G) Cromatografia EletrocinéticaMicelar

H) Cromatografia Eletrocinética em Microemulsdo
I) Eletrocromatografia Capilar

Desde a implementacdo da técnica de eletroforese capilar, o desenvolvimento de
novos sistemas de deteccdo tem sido uma area de grande interesse (TIMERBAV, 2004;
JAGER, TAVARES, 2001; HUANG, 2006). Um detector ideal deve ser versatil; apresentar
alta sensibilidade, monitoracdo continua dos efluentes, baixo nivel de ruidos, vasta linearidade
de respostas, linha de base estavel, insensibilidade ao fluxo e mudancas de temperatura e
resposta a todos os tipos de compostos, mensurando acuradamente um pequeno volume de
amostra. De todos os parametros ideais descritos, ruido, sensibilidade e linearidade séo os
requisitos utilizados na descricdo da performance do detector (WESTON; BROWN, 1997).

Em geral sdo empregados os mesmos tipos de deteccdo utilizados em cromatografia
liquida. No entanto, a construcao de detectores para CE, seu acoplamento com o capilar e sua
manutencdo sao, todavia, mais trabalhosos que para a cromatografia liquida devido as
dimensoes reduzidas.

Uma variedade de detectores é usada na eletroforese capilar, incluindo: UV/Vis,
fluorescéncia, condutividade, amperométrico, espectrometria de massas, etc. O detector mais
amplamente utilizado é o UV/Vis, destacando-se o com arranjo de diodos (diodearray
detector- DAD), que tem a vantagem de deteccdo simultdnea em multiplos comprimentos de
ondas e a habilidade de fornecer dados espectrais.

A vantagem da CE sobre CG, CLAE, cromatografia em camada delgada (TLC do
inglés thin layer chromatography) e eletroforese capilar em gel (CGE do inglés capillary gel
electrophoresis) é a aplicabilidade para a separacdo de uma extensa gama de compostos
utilizando o mesmo instrumento e, na maioria dos casos, a mesma coluna de separacéo, sendo
necessaria somente a mudanca na composicdo do eletrolito de corrida. Esta versatilidade €

uma caracteristica importante e muitas vezes requerida em diversos campos da ciéncia e que
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ndo é encontrada em nenhuma outra técnica de separacdo (HADLEY et al., 2000).
Adicionalmente, os residuos gerados, geralmente um tampdo aquoso ou, em alguns casos,
com uma pequena quantidade de modificador organico, séo da ordem de poucos mililitros e
podem ser descartados sem gerar grande impacto ambiental (TAGLIARO; TURRINA;
SMITH, 1996). O mesmo ndo € valido para CLAE e TLC, em que uma grande quantidade de
solventes organicos é gerada, ou ainda para GC, em que 0s compostos volateis gerados,
muitas vezes toxicos, sdo liberados para o meio ambiente. O reduzido tempo de anélise, o
baixo custo dos materiais de consumo, a possibilidade de interface com outros sistemas de
deteccdo e a simplicidade da instrumentacdo basica sdo outros atrativos da técnica (FEKETE;
SCHMITT-KOPPLIN, 2007).

A maior desvantagem da CE, em geral, é o limite de deteccdo relativamente alto,
consequéncia do limitado volume de amostra analisado e do reduzido comprimento do
caminho Optico disponivel quando se emprega a deteccdo no capilar (BONATO, 2003;
MALLAMPATI et. al., 2008). Para superar esta limitacdo e melhorar a detectabilidade, duas
estratégias podem ser aplicadas: aumentar a quantidade de analito introduzido no capilar e/ou
aumentar a sensibilidade no sitio de deteccdo (HEMPEL, 2000). Técnicas de deteccao
alternativas ao UV como a deteccédo por fluorescéncia induzida a laser (LIF, do inglés, laser-
induced fluorescence) e a espectrometria de massas (MS, do inglés, mass spectrometry)
podem ser utilizadas para aumentar a detectabilidade no sitio de detec¢do. Outra abordagem
seria aumentar o caminho Optico através do uso de capilares com células de deteccdo em
forma de bulbo ou em forma de z (HEMPEL, 2000). A quantidade de analito introduzido no
capilar pode ser concentrada utilizando-se técnicas de pré-concentracdo online tais como o
empilhamento da amostra (do inglés, sample stacking) ou a injecdo por campo amplificado
(FASI, do inglés field-amplified sample injection) (HEMPEL, 2000).

A eletroforese capilar pode ser considerada um avango recente entre as técnicas
analiticas que tem despertado interesse de diversos grupos de pesquisa em todo mundo,
aumentando de forma vertical sua aplicacdo e utilidade. Atualmente a CE é empregada em
diversos campos da ciéncia, tais como a quimica analitica, nas areas forense, clinica, organica,
dos produtos naturais, na industria farmacéutica, em separacdes quirais, biologia molecular,
dentre outras areas. Esta técnica foi escolhida para andlise dos extratos fluido, glicélico e seco

de Castanha-da-india.

28



2.6. Planejamento Fatorial
A maioria dos procedimentos de laboratério, durante ou apds seu desenvolvimento,

passa por um processo de otimizacdo. Tais processos consistem em melhorar algum tipo de
resposta estudando diferentes variaveis que, dentro do sistema, exercem influéncia sobre dada
resposta (BAYNE, RUBIN, 1986). O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que
vem sendo muito utilizada na otimizagdo de sistemas, uma vez que este permite determinar a
influéncia de uma ou mais variaveis sobre outra variavel de interesse. Além disto, o
planejamento fatorial permite a obtencdo de resultados que dificilmente seriam alcangados
realizando-se experimentos univariados, que provavelmente tomariam muito tempo e
resultariam num ndmero muito maior de ensaios para a obtencdo de um resultado satisfatério.
O planejamento fatorial também oferece uma forma sistematica e organizada para a realizagédo
dos experimentos, resultando numa analise mais clara e objetiva por parte do pesquisador
(CORNELL, 1990).

Primeiramente em um planejamento fatorial € necessario definir quais sdo os fatores e
as respostas de interesse. Os fatores sdo as variaveis que o experimentador tem condicdes de
controlar. Em relacdo aos fatores € necessario determinar as variaveis de interesse e em
seguida em quais niveis estas variaveis serdo estudadas, normalmente estas variaveis sdo
utilizadas em dois niveis, o nivel mais baixo (-1) e o nivel mais alto (+1). Utilizando as
variaveis e os niveis escolhidos séo realizados experimentos gerados a partir das combinacdes
destas variaveis. Esse tipo de fatorial é conhecido como fatorial completo. Portanto para um
planejamento fatorial com n variaveis e 2 niveis sdo executados 2" experimentos. Desta forma
é possivel avaliar o efeito de cada variavel individualmente, bem como o efeito da interacdo
entre elas. Outro tipo de planejamento é o planejamento com ponto central, em que sdo
realizados experimentos no nivel 0 da variavel, sendo esse o nivel intermediario entre as
variaveis de nivel (+1) e (-1). A adicdo do ponto central tem por objetivo determinar erros do
modelo aplicado (KLEIN, RIVERA, 2000; RODRIGUES, IEMMA, 2005; FERREIRA et. al.,
2007).

O planejamento fatorial tem grande aplicacdo na ciéncia, na engenharia e,
particularmente, na indastria, com o objetivo de otimizar os parametros de determinados

processos ou até mesmo as propriedades de uma mistura mudando a sua formulacéo.
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3. OBJETIVO

3.1. Gerais

e Desenvolvimento de metodologias analiticas para a quantificacdo de B-escina de
Aesculus hippocastanum L. utilizando os extratos (seco, fluido e glicélico) da referida

espécie.

3.2. Especificos

e Verificar o teor de B-escina constante nos extratos seco, fluido e glicolico de Aesculus

hippocastanum L.

e Desenvolver as metodologias analiticas para a quantificacdo de p-escina em extratos
seco, fluido e glicdlico utilizando as técnicas de espectrofotometria UV-Vis e/ou
CLAE e/ou CE.

e Validar as metodologias analiticas propostas.

e Comparar as metodologias desenvolvidas pelos diferentes instrumentos analiticos:

espectrofotometria UV-Vis , CLAE e eletroforese capilar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Equipamentos e Acessorios
Ultrapurificador (aquaMAX — Ultra 370 Series, Young Lin Instrument, Coreia); Balanca

analitica Sartorius, modelo BL 120 S; Rotavapor Buchi R-114; Banho termostatizado Buchi
R-114; Agitador Magnético Fisatom 752; filtro membrana Milipore 0,45 pm.
Espectrofotometria UV-Vis: Espectrofotdmetro Biochrom Libra S12.

CLAE: Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia YL 9100, equipado com software YL-Clarity,
bomba quaternaria modelo YL 9110, injetor automatico YL 9150, compartimento com forno
para coluna YL 9130, e detector UV-Visivel com arranjo de fotodiodo (PDA) YL 9196
(Young Lin, Korea); Pré-coluna CN, Phenomenex (California, EUA); Coluna cromatogréafica
CN,5 um, marca Kromasil (Les Ulis, Franca), tamanho 250 x 4,6 mm, n° de série E68128,
lote 0000008930.

CE: Equipamento de eletroforese capilar modelo Agilent CE 7100, equipado com fonte de
alta tensdo (+- 30 kV), detector por arranjo de diodos (DAD), com controle de temperatura no
interior do cartucho por passagem de ar forcado e programa para controle, aquisicdo e
tratamento de dados ChemStation revB.04.03.

4.1.2. Reagentes e solucbes
Agua ultrapurificada; &cido cloridrico p.a. (Vetec); metanol grau UV/HPLC (Panreac, Vetec);

propilenoglicol (Vetec); cloroférmio (Quimex, CRQ, Vetec); propanol (Vetec, Quimex); éter
etilico anidro (Cromoline Quimica Fina, Quimex); acido acético glacial (Nuclear,
Neon,Vetec); acido sulfurico p.a.( Quimex); cloreto férrico p.a. (Vetec); carbonato de sdédio
(Vetec); bicarbonato de sodio ( Vetec); Cloreto férrico acido SR (Vetec); Padrdo de B-escina
Sigma- Aldrich (Saint Louis US, EUA); extratos fluido, glicélico e seco de Aesculus

hippocastanum L. (Industria Farmacéutica Catedral).
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4.2. Desenvolvimento da Metodologia

4.2.1. Solucéo Padrao
Todas as solu¢des padréo utilizadas foram feitas utilizando a substancia quimica de

referéncia de B-escina (SQR).

Espectrofotometria UV-Vis : A solucdo foi preparada solubilizando-se 0,0504 g de padréo
de B-escina em um b.v. de 100 ml com &cido acético glacial, resultando em uma concentracao
final de 0,504 g/mL.

CLAE: A solucdo foi obtida pesando-se 0,0100 g de B-escina (SQR) e diluindo-se para um
b.v. 50,0 ml de metanol, resultando numa solucéo estoque de 0,200 mg/mL.

CE: A solugéo foi obtida pesando-se 0,0507 g de padrdo de B-escina e dissolvendo-se em um
b.v. de 10,0 ml com tampdo de carbonato/bicarbonato 25,0 mmol L™, resultando numa
solucéo estoque de 5,07 mg/mL.

4.2.2. Solugdes Amostra
Todas as solugbes amostras preparadas foram feitas utilizando-se os extratos (seco,

fluido ou glicdlico) de Aesculus hippocastanum L. que foram fornecidos gentilmente pela
Industria Farmacéutica Catedral Ltda, cujos laudos sdo apresentados nos anexos 1, 2 e 3,

respectivamente.

4.2.2.1. Preparo das Solugdes Amostras utilizadas na Espectrofotometria UV-Vis
Extrato Fluido: A solucdo amostra foi preparada utilizando-se 1,0 ml de extrato fluido de

Aesculus hippocastanum L. O extrato colocado num baldo de 250,0 ml e passou por
rotaevaporacdo sob pressao reduzida até residuo, mantendo a temperatura do banho a 60° C.
O contetdo do baldo foi ressuspendido em meio &cido com 20,0 ml de HCI 0,1 M e vertido
para um funil de separacdo de 250,0 ml. O baldo foi lavado ainda com 3 porcdes de 5,0 ml de
HCI 0,1 M. Seguiu-se a extracdo da escina adicionando-se uma mistura de 2:5 de
propanol/cloroférmio (3 extracdes) no funil de separacdo. Apds agitacdo vigorosa por 2 min e
repouso de 5 min, separou-se a fase organica da fase aquosa. A fase aquosa remanescente foi
adicionada nova porcdo de liquido extrator e o procedimento foi repetido. Reuniram-se as
fases organicas, que foram evaporadas até secura sob pressao reduzida em um baldo de fundo
redondo de 500 ml. O residuo obtido foi lavado com quatro porcdes de 10 ml de éter etilico, e
a solucdo etérea filtrada. O filtrado foi descartado. Esperou-se até que o éter remanescente do
filtro e do recipiente se evaporasse para a continuacdo do procedimento. Apos a eliminagéo do

éter, o filtro e o baldo contendo o residuo foram lavados com acido acético glacial,
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primeiramente com uma porc¢do de 10,0 ml seguida por porcdes de 5,0 ml até o enchimento
do baldo volumétrico de 50,0 ml. Seguiu-se entdo a determinacdo de escina pela reacdo de
complexacdo utilizando-se cloreto férrico (Reacao de Liebermann).

Extrato Glicélico: A solucdo amostra foi preparada utilizando-se 5,0 ml de extrato glicélico
de Aesculus hippocastanum L. O extrato foi colocado num béquer de 250,0 mL onde foram
adicionados 35,0 ml de HCI 0,1 M. A mistura foi agitada por 15 min utilizando-se um
agitador magnético. O contetdo do béquer foi vertido para um funil de separacdo de 250,0
mL. Seguiu-se a extragdo da escina adicionando-se uma mistura de 2:5 de
propanol/cloroférmio no funil de separacdo. Apds agitacdo vigorosa por 2 min e repouso de 5
min, separou-se a fase organica da fase aquosa. A fase aquosa remanescente foram
adicionadas novas porcoes de liquido extrator e o procedimento foi repetido por mais duas
vezes, completando assim trés extracGes. Reuniram-se as fases organicas, e juntas, as mesmas
foram evaporadas sob pressdo reduzida até um volume de 15,0 mL em um baldo de fundo
redondo de 500 mL. A por¢do de liquido presente no baldo foi vertida para um baldo
volumétrico de 50 mL. O baldo contendo o residuo da solucéo foi lavado com &cido acético
glacial, primeiramente com uma por¢do de 10,0 mL seguidas por porcdes de 5,0 mL até
completar-se o baldo volumétrico de 50,0 mL. Seguiu-se entdo a determinacdo de escina pela

reacao de complexacdo utilizando-se cloreto férrico (Reacéo de Liebermann).

Reacdo de Liebermann: Em tubos de ensaio distintos, foram colocados 2,0 ml da solucao
padrdo e 2,0 ml solucdo amostra, obtida conforme o item 4.2.3. (extrato fluido) e 4.2.4.
(extrato glicolico). O branco foi preparado em tubo de ensaio utilizando-se 2,0 mL de &cido
acetico glacial, ao qual foi adicionaram-se 4,0 mL da solucéo reagente de cloreto férrico acido
SR, em cada solucdo, seguidas de homogeneizacao das mesmas. A solucéo de cloreto férrico
acido SR foi preparada segundo a Farmacopeia Brasileira 4% Ed. (2003). Inicialmente as
solugdes amostra possuiam coloracdo amarelo claro. Os tubos de ensaio foram aquecidos em
banho-maria a 60°C durante 25 min. Ap0s o0 aquecimento, as solugdes desenvolveram uma
coloracdo rosa claro. Houve resfriamento a temperatura ambiente, e a absorvancia foi medida

através de espectrofotdmetro.
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4.2.2.2. Preparo das Solugdes Amostras utilizadas na CLAE
Extrato Fluido: A solucdo amostra foi preparada utilizando-se 2,0 mL de extrato fluido de

Aesculus hippocastanum L, que foram transferidos para um béquer onde foram adicionados
20,0 mL de HCL 0,1 M. A mistura foi submetida a agitacdo por 15 min utilizando-se um
agitador magnético. O conteudo do béquer foi vertido para um funil de separacdo de 250 mL.
Seguiu-se a extragdo da p-escina adicionando-se 70,0 mL da mistura de 2:5
propanol/cloroférmio. Apds agitacdo vigorosa por 2 min e repouso de 5 min, separou-se a
fase organica da fase aquosa. A fase aquosa remanescente foi adicionada nova porcio de
liquido extrator e o procedimento foi repetido por mais duas vezes, completando trés
extracOes. Reuniram-se as fases organicas num baldo de fundo redondo, e juntas, as mesmas
foram rotaevaporadas sob pressdo reduzida até residuo total. O residuo contido no baldo foi
entdo ressuspendido com metanol, sendo que foram realizadas lavagens sucessivas do baldo
com posterior transferéncia das aliquotas para o baldo volumétrico de 50,0 mL até seu
preenchimento. Realizou- se a filtracdo das amostras utilizando filtro Milipore 0,45 um antes

da injecéo destas no aparelho.

4.2.2.3. Preparo das Solugdes Amostras utilizadas na CE

Todos os extratos foram filtrados através de filtro Milipore 0,45 um para obter
solugdes limpidas.
Extrato Fluido: A amostra foi preparada diluindo-se o extrato fluido de Aesculus
hippocastanum L. em tamp&o de carbonato/bicarbonato 25,0 mmol L™ na proporcéo de 1:10,
em baldo volumétrico de 1,0 mL. Todas as solucGes amostras utilizadas nos ensaios de
validacao foram feitas seguindo o exposto acima.
Extrato Glicolico: A amostra foi preparada diluindo-se o extrato glicolico de Aesculus
hippocastanum L. em tamp&o de carbonato/bicarbonato 25,0 mmol L™ na proporcéo de 3:10,
em baldo volumétrico de 1,0 mL. Todas as solucGes amostras utilizadas nos ensaios de
validacdo foram feitas seguindo o exposto acima.
Extrato Seco: A amostra foi preparada pesando-se 1,0070 g de extrato seco de Aesculus
hippocastanum L. e diluindo-se em tampéo de carbonato/bicarbonato 25,0 mmol L™ para um
baldo de 10,0 mL, resultando numa solucdo estoque de concentracdo 100,70 mg/mL. As
amostras utilizadas para nos ensaios de validacdo foram feitas tomando-se uma aliquota de 50

uL da solucdo estoque e diluindo-se para um baldo volumétrico de 1,00 mL, resultando numa

solugdo amostra na concentracdo de 5035,0 ug/mL.
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Solucdo estoque de tamp&o: Solucdo aquosa contendo 200 mmol L* de tampdo de
carbonato/bicarbonato que foi utilizada para o preparo dos eletrolitos e nas diluicdes de
amostras e padréo.

4.2.3. Procedimento Analitico
Espectrofotometria UV-Vis: As leituras foram realizadas no comprimento de onda de 240

nm. Antes e entre as leituras, a cubeta foi lavada com agua destilada e rinsada com a solucéo a
ser analisada.

CLAE: Fase movel (metanol 100%, pH aparente 6,0); coluna CN 250 x 4,6 mm; fluxo 1
pL/min; Volume de injecdo - 20 pL; comprimento de onda de deteccdo de 210 nm;
temperatura 20 °C; tempo de corrida 5 min.

CE: O capilar utilizado foi condicionado com solugdo de NaOH 1,0 mol L™ (30 min), agua
deionizada (5 min) e solucédo de eletrdlito (10 min). Entre corridas, o capilar foi condicionado
com solucdo aquosa de NaOH 0,2 mol L™, 4gua deionizada (2 min) e soluco eletrdlito (3
min); comprimento de onda de detec¢do 226 nm; temperatura 20°C; voltagem +20; capilar de

48,5 cm; tempo de corrida de 6 min.

4.3. Validacédo da metodologia
Conforme RE N° 899, de 29 de maio de 2003, os principais parametros para a

validacdo de metodologia analitica sdo: linearidade, precisdo, exatiddo, robustez,
especificidade, limite de deteccéo e limite de quantificagdo. Assim, estes foram os parametros

avaliados para os extratos analisados pelas diferentes metodologias propostas.

4.3.1. Especificidade e Seletividade
O parametro de especificidade de um método é a capacidade de avaliar, as substancias

de interesse na presenca de compostos que podem interferir na sua determinacdo em uma
amostra complexa (RIBANI et al., 2004). Corresponde ao grau de interferéncia de espécies,
como outro analito, reagentes, impurezas e produtos de degradacdo, garantindo que o pico de

resposta seja exclusivamente de um componente simples (RIBANI et al., 2004; VIEIRA &
LICHTIG, 2004). Os ensaios devem ser feitos com o placebo e a amostra, para que se veja

que ndo ha interferéncia do placebo perante o analito de interesse. Como se tratam de extratos
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vegetais, onde ndo ha a possibilidade de reproducdo da matriz, os ensaios foram feitos com a

adicdo de padréo e com o uso dos liquidos extratores.

Espectrofotometria UV-Vis: O ensaio de especificidade foi realizado com o placebo do
liquido extrator da amostra. Para o extrato fluido foi utilizado uma solugdo de etanol/agua
70% v/v. Para o extrato glicolico foi utilizado como placebo propilenoglicol.

CLAE: A especificidade foi determinada através da comparacao entre a amostra, padrdo e o
solvente utilizado na diluicdo (metanol). Utilizou-se uma amostra de padrdo com
concentracdo de 100 ug mL™; amostra de extrato fluido com concentracdo de 89,47 ug mL? e
metanol a 100% na fase mdvel.

CE: A especificidade foi determinada através da comparacao entre as amostras e o padrdo. As
amostras dos diferentes extratos estavam na concentracdo 100%. O padrdo possuia

concentracdo de 400 pg mL™,

4.3.2. Linearidade
A linearidade corresponde a capacidade do método fornecer resultados diretamente

proporcionais a concentracdo da substancia dentro de uma determinada faixa de aplicacéo
(GREEN, 1996). Para verificar a linearidade pode-se utilizar o teste de hipotese de linearidade
a priori, onde compara-se a relacdo entre Fi e Fo (DANZER & CURRIE, 1998). A
linearidade também pode ser observada atraves do coeficiente de correlacdo (R) que deve ser
igual ou maior que 0,990 (ANVISA, 2003). Estes parametros foram os avaliados para

demonstrar a linearidade dos métodos propostos.

Espectrofotometria UV-Vis: A partir da solucdo padrdo (item 4.2.1), retiraram-se aliquotas
de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 mL que foram diluidas para baldo volumétrico de 10,0 mL
resultando nas seguintes concentrages: 50,4; 100,8; 151,2; 201,6; 252,0 e 302,4 pg mL™. De
cada concentracdo obtida, foi retirado 2,0 ml e colocado em tubo de ensaio e prosseguiu-se
como descrito na reacdo de Lierbermann, conforme item 4.2.2.1. Este procedimento foi feito
em triplicata.

CLAE: A partir da solucdo padréo (item 4.2.1), retiraram-se aliquotas de 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 ¢
6,0 mL que foram diluidas para baldo volumétrico de 10,0 mL resultando nas seguintes
concentracdes: 80,0; 90,0; 100,0; 110,0 e 120,00 pg mL™. Este procedimento foi feito em

triplicata.
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CE: A partir da solucdo padrdo (item 4.2.1), retiraram-se aliquotas de 20,0; 40,0; 70,0; 100,0;
130,0 e 180;0 pL que foram diluidas para baldo volumétrico de 1,0 mL resultando nas
seguintes concentracdes: 101,4; 202,8; 354,9; 507,0; 659,1 e 907,2 pug mL™. Este

procedimento foi feito em triplicata.

4.3.2.1. Linearidade da Amostra

Espectrofotometria UV-Vis: A partir de solucdes amostras concentradas de 557,52 ug mL™
de extrato fluido e de 755,84 ng mL™ de extrato glicélico, retiraram-se aliquotas de 4,0; 4,5;
5,0; 5,5; 6,0 e 6,5 mL que foram diluidas para baldo volumétrico de 10,0 mL. As amostras
resultantes foram de 80, 90, 100, 110, 120 e 130% para avaliar a linearidade dos extratos. O
procedimento foi realizado em triplicata.

CLAE: A partir de uma solucdo amostra de extrato fluido concentrada de 19,15 pg mL™,
retiraram-se aliquotas de 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 e 6,0 mL que foram diluidas para baldo volumétrico
de 10,0 mL, resultando nas seguintes concentracdes: 76,6; 86,1; 95,7; 105,3 e 114,9 ug mL™,

O procedimento foi realizado em triplicata.

4.3.3. Limite de deteccéo (LD)
O limite de deteccédo € a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada,

mas ndo necessariamente quantificada, por meio de um dado procedimento experimental.
Geralmente, é calculado com base na relacéo sinal/ruido ou baseado em parametros da curva
analitica (PASCHOAL et al., 2008). O limite de deteccdo (LD) foi calculado pela divisdo do
desvio padrdo (DP) do coeficiente linear, obtido com a média das trés curvas de calibracao,
pela média do coeficiente angular (CA) das respectivas curvas, multiplicado por trés

conforme equacao abaixo:

LD =3 x DP/ICA

4.3.4. Limite de quantificacédo (LQ)
O limite de quantificacdo representa a menor concentracdo do analito que pode ser

efetivamente determinada num dado procedimento experimental. Os métodos para seu calculo

sdo semelhantes aos usados para o limite de deteccdo (RIBANI et al., 2004). O limite de
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quantificacdo (LQ) foi calculado pela divisdo do desvio padrdo (DP) do coeficiente linear,
obtido com a média das trés curvas de calibracdo, pela média do coeficiente angular (CA) das

respectivas curvas, multiplicado por dez conforme equacgéo abaixo:

LQ = 10 x DP/CA

4.3.5. Preciséo
A precisdo corresponde a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,

repetidos de uma mesma amostra, sob condigdes definidas (RIBANI et. al., 2004). E expressa
pelo coeficiente de variacdo (CV), desta série de ensaios, calculado pela formula:

CV% = desvio padrdo x 100
Média

Este parametro foi avaliado através da repetibilidade e precisdo intermediaria da
amostra. A repetibilidade foi determinada pela analise de seis determinagdes a 100% da
concentracdo testada. A precisdo intermediaria foi determinada durante dois dias, por dois

analistas diferentes.

Espectrofotometria UV-Vis: foram utilizadas amostras de extratos fluido e glicolico a 100%.
Os ensaios foram feitos em triplicata.

CLAE: foi utilizado o extrato fluido a 100%. Os ensaios foram realizados em sextuplicata.
CE: foram utilizados os extratos fluido, glicdlico e seco nas concentracfes a 100%. Os

ensaios foram realizados em sextuplicata.

4.3.6. Exatidao
A exatidao representa o grau de concordancia entre resultados individuais encontrados

e um valor aceito como referéncia, e geralmente é obtida por meio de testes de recuperagdo
(INMETRO, 2003). A exatidao pode ser calculada pela formula abaixo:

Exatiddo = (concentracdo média experimental) x 100
concentracdo teorica
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A exatidao foi realizada atraves do porcentual de recuperacdo de uma quantidade conhecida
da solugdo padrdo, adicionada a amostra conforme as Tabelas 1, 2 e 3.

Espectrofotometria UV-Vis: O ensaio de exatiddo foi feito em quintuplicata e foram
utilizadas as solugbes com as concentracOes especificadas na Tabela 1, sendo que as
concentragdes presentes nas amostras EF, EG representam as concentragdes finais das
solucBes. A solucdo Padrdo apresenta o volume de solugdo de padrdo adicionada as amostras,
partindo-se de uma solucdo estoque de 280,0 ug/mL. A quantidade acrescentada das solugdes
EF e EG partiram de solugdes estoque de 139,38 pg/mL e 188,96 pg/mL, respectivamente.

Tabela 1: Preparo das solugcfes dos extratos fluido e glicolico utilizadas no ensaio de exatiddo
feito por Espectrofotometria UV-Vis.

P (mL) EF/EG (mL) EF (ug/mL) EG(pg/mL)
A _ 5,0 69,69 94,48
R 1,0 3,0 69,81 84,67
R, 2,0 6,0 139,63 169,38
Rs 3,0 6,5 174,60 206,82
P 2,5 70,0 70,0

A= solucbes amostras de EF e EG; R1,R2,R3 = solucdes de recuperacédo; P = solucdo padrao.

CLAE: O ensaio de exatiddo foi feito em triplicata e foram utilizadas as solu¢Ges com as
concentracdes especificadas na Tabela 2. A concentracdo presente na amostra EF representa a
concentracdo final da solugdo. A solucdo P apresenta a concentracdo de padréo adicionada as

amostras. A solucdo EF acrescentada foi de concentracao de 89,47 pg/mL.

Tabela 2: Preparo das solucbes de extrato fluido utilizadas no ensaio de exatiddo feito por
CLAE.

P (ug/mL) EF (mL) EF (ug/mL)
A - 1,0 89,47
R: 10,10 1,0 99,57
R, 20,20 1,0 109,67
R3 30,30 1,0 119,77

A= solucBes amostras de EF; R1,R,,R3 = solucdes de recuperacdo; P = solugdo padrao

CE: O ensaio de exatiddo foi feito em triplicata e foram utilizadas as solu¢cdes com as

concentragdes especificadas na Tabela 3. As concentracdes presentes nas amostras EF, EG e
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ES representam as concentragdes finais das solucdes. A solucdo P apresenta a concentracao
de padrdo adicionada as amostras. A quantidade acrescentada das solugdes EF, EG e ES
partiram de solucbes estoque de 536,42 pg/mL; 513,54 pg/mL e 203,36 pg/mL,

respectivamente.

Tabela 3: Preparo das solugfes dos extratos fluido, glicélico e seco utilizadas no ensaio de
exatiddo feito por CE.
P(ug/mL)  EF/EGI/ES (mL) EF(ng/mL) EG(pg/mL) ES(ug/mL)

A 1,0 536.42 513.54 203.36
R; 100 1,0 636.42 613.54 303.36
R 150 1,0 686.42 663.54 353.36
R3 200 1,0 736.42 713.54 403.36

A= solucbes amostras de EF, EG e ES; R1,R,,R3 = solucGes de recuperacéo; P = solucao
padréo.

4.3.7. Robustez
A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a pequenas

variacdes no sistema e fornece uma indicacdo de sua confiabilidade. Se pequenas variacdes
nesses parametros ndao provocarem alteragdes nos resultados que excedam os limites
aceitaveis de linearidade, exatiddo e precisdo, 0 método é robusto (RIBANI et al., 2004,
USP/NF, 2008).

Espectrofotometria UV-Vis: A robustez do método foi avaliada através da analise de
variacdo de solventes extratores de diferentes marcas, do espectrofotémetro utilizado para
medida das amostras, do comprimento de onda utilizado e a variagdo do tempo entre o
preparo e a leitura da amostra contendo escina. Foram utilizados os comprimentos de onda
539, 540 e 541 nm. O tempo em que as amostras foram medidas foram 0 e 10 para o extrato
glicolico e 0, 10 e 20 min para o extrato fluido. Para todos os parametros analisados foram
utilizadas amostras a 100% da concentracdo de trabalho de cada extrato e todos 0s ensaios

foram feitos em triplicata para cada nivel avaliado.

CLAE: A robustez foi realizada para medir a capacidade do método em resistir a pequenas

variacOes dos parametros analiticos escolhidos (Tabela de fatores e niveis). Para a robustez,
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foi considerado um planejamento 22 com ponto central, variando fatores como o0 comprimento

de onda utilizado e o fluxo da fase mével.

Tabela 4: Planejamento fatorial 22 com ponto central, utilizado para otimizacdo do método
por CLAE.

Fatores Niveis
-1 0 +1
Comprimento de Onda (X1) 208 210 212
Fluxo (X2) 0,8 1,0 1,2

CE: Alguns parametros recomendados para avaliar a robustez em CE s&o: dimensfes do
capilar, material do capilar, composicdo do eletrélito, injecdo, voltagem, temperatura,
comprimento de onda (US-FDA, 2000). Para a analise da robustez do método foi utilizado um
planejamento experimental 3° Box Behnken variando-se os parametros de tempo de injecéo,

voltagem e temperatura em niveis baixo, médio e alto, conforme a tabela abaixo:

Tabela 5: Planejamento fatorial Box Behnken 3% com ponto central, utilizado para otimizacéo
do método por CE.

Fatores Niveis
-1 0 +1
Tempo de injecdo (X3) 4 5 6
Voltagem (X2) 19 20 21
Temperatura (Xs) 19 20 21
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Selecdo da Condicio Experimental Otima

Para o estudo espectrofotométrico foi utilizada a solu¢do padrdo de escina, obtida
conforme item 4.2.1. A varredura foi realizada nos comprimentos de onda de 350 nm-800
nm.

O espectro de B-escina (SQR) utilizado na varredura para a escolha do comprimento
de onda mais adequado encontra-se na Figura 5. Pode-se observar que o maximo de absorcao
se encontra em 540 nm, sendo assim justificada a escolha deste comprimento de onda para as

medidas de amostras subsequentes.

0,506

0,400

Abs.

0,200

-0,004 ' ' ' '
350,00 500,00 600,00 700,00 800,00
nm.

Figura 5. Espectro de varredura utilizando solucdo padrdo de B-escina complexada com
cloreto ferrico, diluida em &cido acético glacial; A: 540 nm. Picos de absorvanciaem1 e 2.

O teor de B-escina existente nos extratos fluido e glicolico foi determinado através da
média de 3 amostras, afim de se estabelecer uma concentracdo de trabalho (amostra 100%).
Os valores de concentracdo foram encontrados utilizando a equacao da curva analitica obtida
através do ensaio de linearidade, cujo grafico esta apresentado na Figura 7. Os resultados das

determinacgdes seguem na Tabela 6.
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Tabela 6: Resultados das amostras de B-escina utilizando extrato fluido e glicdlico para
determinagdo da concentragdo de trabalho por UV-Vis (amostra complexada com cloreto
férrico, diluida em &cido acético glacial; A: 540 nm).

Amostra EF (png/ml) EG (ug/ml)
1 140,63 186,88
2 138,13 191,25
3 139,38 188,75
MD 139,38 188,96
DP 1,25 2,19
CV (%) 0,90 1,16

Especificidade e Seletividade

O perfil espectrofotomeétrico obtido para as amostras de extratos fluido e glicélico,
juntamente com o padrdo e os respectivos placebos estdo demonstrados na Figura 6. Pode-se
observar que ndo ha interferéncia dos placebos (alcool etilico 70% v/v e propilenoglicol,
respectivamente extrato fluido e glicolico) em relacdo a p-escina. Assim 0s métodos
apresentam-se especificos. As letras A e B presentes na Figura 6 correspondem as varreduras

das amostras de extrato glicélico e fluido, respectivamente.

0,220 0,408 =

0,200

_ Amostra
—— Padrio
Placebo

0,200
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0,000

0,000
-0.200 -

0,274 . L 0,102 L L L L
400,00 £00,00 00,00 700,00 450,00 50000 550,00 60000 /50,00 700,00
nm. nm.

Figura 6: Varredura espectral de amostras de extrato glicélico (A) e fluido (B) de Castanha-
da-India para demonstracdo da especificidade do método espectrofotométrico UV-Vis
(amostra complexada com cloreto férrico, diluida em &cido acético glacial; A: 540 nm).
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Linearidade e linearidade da amostra

A linearidade do padrdo e das amostras foi avaliada através da andlise de regressdo
linear pelo método dos minimos quadrados, observando as trés curvas auténticas obtidas de
cada extrato e do padrdo. Com os dados obtidos foram calculados o coeficiente de correlacéo
e a equacdo da reta tanto para o padrdo quanto para as amostras. A curva de calibracdo do
padrdo foi utilizada para o calculo do teor de B-escina nas amostras dos extratos fluido e
glicélico. As Figuras 7, 8 e 9 apresentam as retas e suas equacgdes obtidas pela regressao
linear. Os valores de coeficiente de correlagdo (R) estdo dentro do preconizado pela ANVISA,
que estabelece um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,98 para produtos de origem
vegetal (BRASIL, 2004). Foram realizados os testes estatisticos através dos resultados das
trés curvas de cada extrato e do padrdo, demonstrando ndo haver falta de ajuste do modelo
como pode ser observado nas Tabelas 7, 8 e 9. Vale ressaltar que todos os valores F
encontrados para as regressdes foram significativos, ou seja, 0S Fcy possuem valores dez

vezes maiores que 0S Fap (0,05) -

Linearidade

0.6 -

r 0.4 -

a 0.3 -

c 02 -
y =0.0016x- 0.0052

2
01 - R*=0.9997

O T T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300 350

Concentracao (pg/ml)

Figura 7: Representacdo grafica da curva analitica e sua equacdo da reta para solugdo padréo
de B-escina obtida pelo método espectrofotométrico UV-Vis (padrdo complexado com cloreto
férrico, diluido em 4cido acético glacial; A: 540 nm).
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Tabela 7: Anélise de variancia da curva analitica da solu¢do padréo de B-escina pelo 0 método
espectrofotométrico UV-Vis (padrdo complexado com cloreto férrico, diluido em &cido
acético glacial; A: 540 nm).

Fonte SQ GL MQ Fealculado Ftabelado
Regresséo 0,349003 1 0,349003 48622,77* 4,49*
Residual 0,000115 16 7,18E-06
Falta de Ajuste  2,17778E-06 2 5,44E-07 0,06 3,26
Erro Puro 1,13E-04 14 9,38889E-06  Nao ha falta de ajuste
Total 0,349118 17

SQ: Soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: Média quadratica; *Regressdo estatisticamente
significativa.

Linearidade da amostra EF

A

b 0.3 4

0

¢ 0.2

v

a

n 0.1 - y=0.002x- 0.006

c R*=0.994

1

a O . . . . . .
70 80 950 100 110 120 130 140

Concentraciio (ng/ml)

Figura 8: Representacdo grafica da curva analitica e sua equacdo da reta do extrato fluido por
meio do metodo espectrofotométrico UV-Vis (amostra de extrato fluido complexada com
cloreto férrico, diluida em &cido acético glacial; A: 540 nm).

Tabela 8: Analise de variancia da curva analitica da amostra de extrato fluido.

Fonte SQ GL MQ Fealculado Ftabelado
Regressao 0,025147 1 0,025147 3064* 4,49*
Residual 0,000131 16 8,21E-06
Falta de Ajuste 1,93143E-05 2 4,82857E-06 0,52 3,26
Erro Puro 0,000112 14 9,33333E-06 Né&o ha falta de ajuste
Total 0,025278 17

SQ: Soma quadrética; GL: graus de liberdade; MQ: Média quadratica; *Regressdo estatisticamente
significativa.
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Linearidade da amostra EG
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Figura 9: Representacdo grafica da curva de calibracdo e da equacdo da reta do extrato
glicolico obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV-Vis (amostra de extrato
glicolico complexada com cloreto férrico, diluida em acido acético glacial; A: 540 nm).

Tabela 9: Analise de variancia da curva analitica da amostra de extrato glicélico de Castanha-
da-india.

Fonte SQ GL MQ Fealculado Ftabelado
Regressdo 0,048276 1 0,048276 2622,82* 4,49*
Residual 0,000294 16 1,84E-05
Falta de Ajuste  3,98286E-05 2 9,95714E-06 0,47 3,26
Erro Puro 0,000254667 14 2,12222E-05 Né&o ha falta de ajuste
Total 0,04857 17 0,0482944

SQ: Soma quadrética; GL: graus de liberdade; MQ: Média quadratica; *Regressdo estatisticamente
significativa.

Limite de deteccéo e limite de quantificacéo
Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados utilizando as equacGes
presentes nos itens 4.3.3 e 4.3.4. Os valores obtidos para o LD e LQ foram 5,6 pg/ml ¢ 18,75

pg/ml, respectivamente.

Precisdo

Repetibilidade e Precisdo Intermediaria: Os resultados obtidos com o parametro
repetibilidade e precisdo intermediaria para os extratos fluido e glicolico estdo apresentados
nas Tabelas 10 e 11. Os resultados mostram que os métodos tém repetibilidade e preciséo
apropriada, uma vez que todos os coeficientes de variagdo foram menores que 5%. O
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coeficiente de variacdo também foi calculado analisando-se a precisdo intra-dias e inter-dias,

tendo estes valores satisfatorios.

Tabela 10: Resultados dos ensaios de determinacdo de p-escina em extratos fluido e glicélico
de Castanha-da-India para verificacdo da repetibilidade por espectrofotometria UV-Vis
(amostras complexadas com cloreto férrico, diluidas em 4cido acético glacial; A: 540 nm).

Amostra Teor EF (%) Teor EG (%)

1 100,89 100,22

2 99,10 100,88

3 100,00 98,23

4 97,31 101,87

5 96,41 102,53

6 98,65 98,90

MD 98,73 100,44
DP 1,66 1,67
CV(%0) 1,69 1,66

Tabela 11: Resultados dos ensaios de determinacéo de B-escina em extratos fluido e glicélico
de Castanha-da-India para verificacdo da precisdo intermediaria por espectrofotometria UV-
Vis (amostras complexadas com cloreto férrico, diluidas em 4cido acético glacial; A: 540 nm).

Teor EF (%)

Teor EG (%)

Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Dial Dia 2 Dial Dia 2 Dial Dia 2 Dial Dia 2
MD 100.00 100.15 98.95 101.05 100.99 100.55 102.65 100.00
DP 0.90 1.81 2.04 1.43 0.83 0.88 1.25 1.16
CV(%) 0.90 1.81 2.02 1.44 0.82 0.87 1.22 1.16
Intra-dias Intra-dias
Dia1l Dia 2 Dia 1l Dia 2
MD 99.47 100.59 100.77 101.32
DP 1.51 1.55 0.80 1.81
CV(%) 1.52 1.54 0.79 1.78
Inter-dias Inter-dias
MD 100.03 101.05
DP 1.57 1.36
CV(%) 1.57 1.35
Exatidao

A exatiddo foi demonstrada através do porcentual de recuperacdo pelo método de

adicdo de padrbes. Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados de exatiddo, obtidos para o

extrato fluido e glicélico de castanha-da-india. Os valores encontrados estdo compreendidos

no intervalo de 97,5% a 102%, ndo ultrapassando o coeficiente de variacdo 5%.

Isto

demonstra que o ensaio para a quantificacdo de p-escina nos diferentes extratos é exato.
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Tabela 12: Resultados de exatiddo para extratos fluido e gliclico de Castanha-da-india por
espectrofotometria UV-Vis (amostras complexadas com cloreto férrico, diluidas em &cido
acético glacial; A: 540 nm).

[Tedrica] (ug/mL) MD DP CV(%) R(%0) RF(%)
P 70.0 70.13 0.93 1.32 100.19
Ar 69.69 70.25 1.44 2.05 100.80
Re1 69.81 68.63 2.09 3.05 98.31 99.54
Re; 139.63 137.5 2.96 2.16 98.47
Res 174.60 175.63 3.75 2.14 100.59
Ag 94.48 94.75 2.88 3.04 100.29
Ra1 84.67 82.88 2.19 2.64 97.88 99.69
Ra2 169.38 172.50 3.28 1.90 101.84
Ras 206.82 204.25 2.00 0.98 98.76

A= solugdes amostras de EF e EG; Ry,R, ,Rs = solugdes de recuperacdo; P = solucdo padrdo RF=
Recuperacdo final calculada pela média das recuperacdes.

Robustez

Os métodos se apresentaram robustos frente as varia¢@es intencionais de determinados
parametros. Nao foi possivel a analise do extrato glicélico com a variacdo do tempo em 20
minutos apds o preparo da amostra, pois o0s resultados obtidos foram muito discrepantes em
relacdo aos anteriores (utilizando 0 e 10 min). Isto pode ser devido a uma instabilidade
quimica da amostra de extrato glicélico, o que ndo ocorre com o extrato fluido. Os aparelhos
de espectrofotémetro utilizados foram dois aparelhos distintos Biochrom Libra S12. Quanto
aos solventes, duas marcas diferentes foram utilizadas: Quimex e Vetec, ambas para 0s dois

solventes extratores: propanol e cloroformio.

Os dados da analise de variancia presentes na Tabelas 13 e 14 confirmam que em um
nivel de 95% de confianca, as variacdes feitas nos métodos ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa, uma vez que 0 Fcy € menor que 0 Fp, ratificando a robustez do

método para os extratos fluido e glicélico.
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Tabela 13: Resultados estatisticos (ANOVA) de robustez obtidos para os extrato fluido de
Castanha-da-India por espectrofotometria UV-Vis (amostras complexadas com cloreto
férrico, diluidas em 4cido acético glacial; A: 540 nm).

MD DP CV(%) Feal Ftab

Tempo 0 99.10 2.24 2.26
de reacdo 10 98.50 1.81 1.84 0.09 5.14

20 99.10 1.61 1.63

A (nm) 539 100.22 0.87 0.87
540 100.00 1.01 1.01 0.01 5.14

541 100.46 1.83 1.83

Aparelho 1 100.00 0.90 0.9
2 98.95 2.02 2.05 0.22 7.71

Solvente 1 100.15 1.80 1.81
2 101.05 1.44 1.43 0.24 7.71

Tabela 14: Resultados estatisticos (ANOVA) de robustez obtidos para o extrato glicdlico de
Castanha-da-India por espectrofotometria UV-Vis (amostras complexadas com cloreto
férrico, diluidas em acido acético glacial; A: 540 nm).

MD DP CV(%) Feal Ftab
Tempo 0 100.22 0.66 0.66
de reacéo 10 99.37 0.57 0.57 3.37 7.71
A (nm) 539 100.22 0.87 0.87
540 100.00 1.01 1.01 0.12 5.14
541 99.82 0.52 0.52
Aparelho 1 99.67 1.16 1.17 0.12 7.71
2 99.66 1.34 1.34
Solvente 1 100.92 0.94 0.93
2 100.00 1.16 1.16 2.06 7.71
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5.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Selecdo da Condicio Experimental Otima

Durante o desenvolvimento deste método, foram realizadas 32 tentativas de separacao
do pico de B-escina presentes no padrdo e na amostra. Apds estas tentativas conseguiu-se a
separacdo do pico de B-escina na amostra, sem a co-eluicdo do pico do sistema. Realizou-se
um planejamento fatorial de 2° com ponto central para analisar as melhores condicdes
cromatograficas. Abaixo encontram-se as Tabelas 15 e 16 com os parametros analisados e as

respostas monitoradas:

Tabela 15: Parametros utilizados no planejamento fatorial 2 para otimizacdo do método por
CLAE para determinagdo de B-escina em extrato fluido.

Variaveis Fatores Niveis
-1 0 +1
X1 Temperatura (°C) 20 25 30
Xa pH da fase movel 6,0 6,2 6,4

Tabela 16: Respostas obtidas pelo planejamento fatorial 2% para otimizacdo do método por
CLAE para determinagdo de B-escina em extrato fluido.

Ensaio Parametros Y
X1 X2 (%) TR N S
1 -1 -1 104,39 2,180 2466 1,811
2 1 -1 98,98 2,180 2547 1,806
3 -1 1 96,47 2,197 3069 1,828
4 1 1 99,23 2,183 2926 1,773
5 0 0 101,51 2,143 3142 1,697
6 0 0 97,67 2,133 3113 1,824
7 0 0 101,28 2,167 3463 1,716

TR: tempo de retencdo; N.: nimero de pratos teoricos; S: simetria do pico.

A temperatura e o pH da fase mdvel sdo parametros muito importantes nas anélises
por CLAE. No método em questdo, estes parametros sdo 0s que se apresentaram mais criticos

durante a fase de desenvolvimento, por isso eles foram escolhidos para serem usados na
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otimizagdo do método. As respostas observadas foram satisfatorias. A simetria deve possuir
valor menor do que 2 e a eficiéncia da coluna, avaliada pelo nimero de pratos tedricos, deve
ter valor acima de 2000. Pela Tabela 16 observou-se que todos os valores referentes a simetria
e a eficiéncia estdo dentro dos valores estabelecidos. Os efeitos de cada interagdo foram
calculados matricialmente e de acordo com a estimativa dos erros-padrdo e a significancia
calculada, sendo que nenhum dos parametros testados conferem variagdes significativas nos

vetores.

Como o ensaio numero 1 forneceu 0 maior teor, os parametros nele descritos foram os
escolhidos para a validacdo do método. Apds a escolha do melhor ensaio foram realizadas
medidas de trés amostras de extrato fluido para que fossem definidas as concentragdes de

trabalho que seriam usadas nos ensaios posteriores.

Tabela 17: Verificagdo de B-escina em extrato fluido de Castanha-da-india por CLAE para
determinacéo da concentracao de trabalho.

Amostra EF (ng/ml)
1 89.78
2 89.47
3 89.42
MD 89.47
bP 0.19

Especificidade e Seletividade

Na Figura 10 estdo apresentados mostra os cromatogramas referentes ao solvente
utilizado na fase movel (metanol 100%), a amostra de extrato fluido, ao padréo e a amostra de

extrato fluido acrescida de padréo.

Pode-se observar que ha um pico do sistema (Figura 10a) e que este ndo interfere na
analise do composto de interesse (Figura 10b). Ndo ha sobreposicdo de picos do padrdo ou da
amostra (Figura 10c) em relacdo ao pico do sistema. Verificou-se na Figura 10b que ha
sobreposicdo dos picos co-eluidos da amostra e do padrdo, por adicdo do ultimo,

demonstrando que ha especificidade no método.
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Figura 10: Cromatogramas obtidos para verificacdo da especificidade do método. A: metanol
(100%), pico do sistema; B: padrdo de B-escina; C: amostra de extrato fluido acrescido de
padrdo B-escina; D: amostra de extrato fluido. As setas roxas apresentadas indicam o pico
referente a B-escina. (coluna CN 250 x 4,6 mm; fluxo 1 pL/min; Volume de injecéo - 20 pL;
A: 210 nm; temperatura 20 °C; tempo de corrida 5 min)

Linearidade e linearidade da amostra

A linearidade do padrdo e da amostra foi avaliada através da andlise de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados, observando as trés curvas auténticas obtidas do
extrato fluido e do padrédo. Com os dados obtidos foram calculados o coeficiente de correlacdo
e a equacao da reta tanto para o padrdo quanto para a amostra. As Figuras 11 e 12 apresentam
as curvas e suas equacdes das retas obtidas pela regressdo linear. Os coeficientes de
correlagdo (R?) obtidos sdo maiores que 0,990 o que é um indicativo de um ajuste adequado
dos dados. Foram realizados os testes estatisticos através dos resultados das trés curvas de
cada extrato e do padrdo. Os valores de Fcy obtidos foram 1.80 para o padrdo e 2.91 para a
amostra de extrato fluido, sendo estes menores que 0 Fup 0,05y = 3.71 , ndo evidenciando falta
de ajuste nos modelos no intervalo de 95% de confianca. Com base nos resultados de R? e
Fea, pode-se concluir que o método apresentou uma relagdo linear entre a area e a

concentracéo, dentro da faixa de aplicacdo estudada.
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Figura 11: Representacdo da curva analitica e da equacdo para solucéo de padrdo de B-escina
por CLAE.

Tabela 18: Andlise de variancia dos dados da curva analitica para solu¢do padréo de f-escina
por CLAE.

Fonte SQ GL MQ Fealculado Ftabelado
Regressao 1 1459.26* 4,67*
4.8181E+11 4.8181E+11
Residual 13
4.2923E+09 3.3018E+08
Falta de Ajuste 3 1.80 3,71
2.7860E+09 5.0211E+08
Erro Puro 10 Né&o ha falta de ajuste
2.7860E+09 2.7860E+08
TOTAL 14 3.4722E+10
4.8181E+11
SQ: Soma quadréatica; GL: graus de liberdade; MQ: Média quadréatica; *Regressdo estatisticamente
significativa.
Linearidade EF
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Figura 12: Representacdo da curva analitica e da equacdo para solucao de extrato fluido de
Castanha-da-India por CLAE.
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Tabela 19: Analise de variancia dos dados da curva analitica para solugdo de extrato fluido de
Castanha-da-India por CLAE.

Fonte SQ GL MQ Fealculado Ftabelado
Regressao 1,6238E+11 1 1,6238E+11 1481,65* 4,67*
Residual 14248E+09 13 1,0960E+08
Falta de Ajuste 6,6398E+08 3 2.2133E+08 2,91 3,71
Erro Puro 7.6078E+08 10 7.6078E+07 N&o ha falta de ajuste

11701E+1
Total 16381E+11 14 01E+10

SQ: Soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: Média quadréatica; *Regressdo estatisticamente
significativa.

Limite de deteccéo e limite de quantificacdo
Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados conforme a formula presente
nos itens 4.3.3. e 4.3.4, obtendo-se 0s respectivos valores de 5,00 pg/ml e 16,67pug/ml.

Precisao

Repetibilidade e Precisdo Intermediaria: Os resultados obtidos com o parametro
repetibilidade e precisdo intermediaria para o extrato fluido estdo apresentados nas Tabelas 20
e 21. Verificou-se que os métodos tém repetibilidade e precisdo apropriada, uma vez que
todos os coeficientes de variacdo foram menores que 5%, limite estabelecido pela ANVISA.
O coeficiente de variacdo também foi calculado analisando-se a precisdo intra-dias e inter-

dias, tendo valores menores que 3%, sendo estes satisfatorios.

Tabela 20: Resultado do ensaio de repetibilidade para o extrato fluido por CLAE.

Amostra Teor EF (%)

1 101.38

2 99.63

3 99.79

4 100.00

5 100.47

6 101.62

MD 100.24
DP 0.84
CV % 0.84
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Tabela 21: Resultados obtidos para verificacdo da precisdo intermediaria para o extrato fluido
por CLAE com variagédo de dias e de analistas.

Teor EF (%)

Analista 1 Analista 2
Dial Dia 2 Dial Dia 2
MD 95.92 100.53 100.24 100.88
DP 1.37 1.40 0.84 1.23
CV(%) 1.43 1.39 0.84 1.22
Intra-dias
Dial Dia 2
MD 98.56 100.34
DP 2.03 1.01
CV(%) 2.06 1.01
Inter-dias
MD 100.34
DP 1.81
CV(%) 1.81

Exatidéo

A exatiddo foi demonstrada atraves do percentual de recuperacdo. Na Tabela 22
apresentam-se 0s resultados de exatiddo obtidos para o extrato fluido, com o valor médio de
98.23%, estando este valor compreendido no intervalo de 98% a 102% recomendado pela
legislacdo (BRASIL, 2003). O método desenvolvido para quantificagdo de B-escina no extrato

fluido por CLAE demonstrou-se exato.

Tabela 22: Resultados obtidos para verificacdao da exatidao utilizando extrato fluido de
Castanha-da-India por CLAE.

Ar REe1 Re2 Rr3
[tedrica] (ng/mL) 89.47 99.57 109.67 119.77
MD 90.60 98.50 106.84 117.80
DP 155 0.73 0.64 0.32
CV (%) 1.72 0.75 0.60 0.27
R (%) 101.26 98.92 97.42 98.35
RF(%) 98.23

A= solucBes amostras de EF ; Ri,R,,R3 = solucbes de recuperacdo. RF= recuperacao final
obtida atraves da média das recuperacgdes.
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Robustez

Os dados referentes a robustez do método estdo apresentados na Tabela 23.
Avaliaram-se, como fatores, a mudanca no comprimento de onda e a mudanca de fluxo no
aparelho. Percebe-se que o menor teor encontrado foi resultante do experimento 1, em que
ambos os fatores foram ajustados num nivel baixo. Os outros resultados obtidos para os teores

encontrados tiveram valor acima de 100%.

Os efeitos de cada interacdo foram calculados matricialmente de acordo com a
estimativa dos erros-padrdo e a significancia calculada. Nenhum dos pardmetros avaliados

produziu variagdes significativas nos vetores.

Pode-se observar que a simetria se manteve dentro dos limites aceitaveis (S < 2),

assim como a eficiéncia (N > 2000).

O coeficiente de variacdo para o teor medio foi 1.55%, considerado satisfatorio por

apresentar-se menor que 5%. O método foi considerado robusto para os parametros avaliados.

Tabela 23: Planejamento fatorial 2> com ponto central para determinacdo de B-escina e
avaliacdo da robustez por CLAE.

Ensaio Paréametros
X1 X Teor (%) N S
1 -1 -1 98.93 4039 1.604
2 1 -1 100.73 3684 1.725
3 -1 1 103.23 3456 1.829
4 1 1 103.09 3493 1.879
5 0 0 102.36 3397 1.800
6 0 0 102.87 3514 1.780
7 0 0 101.18 3504 1.882
MD 101.77
DP 1.58
CV (%) 1.55

X1: comprimento de onda; X,: fluxo; N.: nimero de pratos tedricos; S: simetria do pico.
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5.3. ELETROFORESE CAPILAR

Otimizacao do Sistema de Eletrolito
Para o inicio de desenvolvimento do método foram feitas pesquisas na literatura onde
foram encontradas algumas evidéncias de solubilidade da p-escina (ARAUJO, 2008). Na

Tabela 24 estéo apresentados resultados de solubilidade:

Tabela 24: Estudo comparativo de solubilidade da B-escina, realizado com a substancia
diluida a 1:10 em cada solvente. Fonte:(ARAUJO, 2008).

B escina Solubilidade
Etanol +/-

Agua -

Metanol +/-

Acetona -
Cloroformio +/-

Hexano +/-

Oleo Oliva -

Eter -
Propilenoglicol -

DMF +

Glicerina +/-

Tolueno +/-

Agua pH 3,0 -

Agua pH 10,0 +

+ = solavel; +/- = pouco solavel; - = insoluvel

Pode-se observar que a B-escina é insollvel em agua, porém esta solubilidade é
modificada conforme a variacdo do pH. A solubilidade é diretamente proporcional a variacédo
do pH, aumentando com o aumento deste, como visto na tabela. A solubilidade da B-escina
em pH béasico se deve, provavelmente, a uma desprotonacdo ocorrida na hidroxila ligada ao
acido carboxilico presente na molécula. Isto faz com que a molécula adquira carga negativa e

se torne soltvel no referido pH.
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Em eletroforese um dos tampdes que oferecem a condi¢do de pH préximo de 10,0
(especificamente pH 10,3 nesta metodologia) € o tampdo de Na,CO3/NaHCOs3. Este tampéo
foi escolhido para um teste inicial como eletrolito de corrida e de diluicdo das amostras. A
concentracdo das solugdes tampdes usadas em eletroforese capilar varia tipicamente entre 5 e
200 mmol L™, Deve-se ter cuidado na escolha da concentragdo do tampéo, pois altas
concentragdes podem comprometer a separacao, pelo excesso de calor decorrente do efeito
Joule. Ja as baixas concentracdes podem aumentar a tendéncia de adsorcdo de certos solutos
na parede do capilar e, portanto, ocasionar alargamento e distor¢do das bandas. Além disto,
em baixas concentracdes, o fluxo eletroosmético pode se tornar errético, o que dificulta a
reprodutibilidade dos tempos de migracdo e conseqlientemente prejudica a identificacdo
precisa dos componentes de interesse (TAVARES, 1996).

Tabela 25: Fatores analisados no planejamento fatorial 3? para otimizacao do eletrélito usado
em CE.

Variaveis Fatores Niveis
-1 0 +1
X4 [Tampao] (mmol L™) 25 50 75
X; [NaOH] (mol L) 0 0,1 0,2

Tabela 26: Planejamento fatorial 3° para otimizacdo do eletrélito usado em CE para
determinacgao de B-escina em extratos seco, fluido e glicolico de Castanha-da-India.

Ensaios Parametros

X1 X2
1 1 1
2 0 1
3 +1 1
4 1
5 0
6 a1
! 1 +1
8 0 +1
9 +1 +1
10
11
12
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Foram feitas injecOes em diferentes diluicdes do padréo e das amostras, a fim de obter
a melhor diluicdo para as analises posteriores. O tampdo utilizado, a principio, possuia
concentracdo 50 mmol L. Percebeu-se que ao longo das analises, um pico do sistema ia se
locomovendo através da linha base e as vezes prejudicava a integracdo do pico de interesse.
Entdo para melhorar o sistema eletrélito, foi realizado um planejamento fatorial 3> com ponto
central. Por se tratar de uma matriz complexa, considerou-se também o condicionamento do
capilar entre as corridas, 0 que até entdo ndo ocorria. Assim, os fatores selecionados foram a
concentracdo do tampédo e o condicionamento do capilar com diferentes concentragdes de
NaOH entre corridas, sendo que o nivel mais baixo representado por 0 em X, significa que
ndo houve condicionamento. Nas Tabelas 25 e 26 apresentam-se os fatores, niveis e a matriz
de planejamento fatorial.

As respostas dos experimentos foram analisadas qualitativamente, pois houve uma
tentativa de analise quantitativa que ndo se mostrou satisfatoria. Tentou-se verificar a resposta

dos experimentos através de um fator de resposta que era composto pela seguinte formula:

R=_N X Rs.
DP|bXTm

em que N: NUmero de pratos tedricos
Rs: Resolucéo do pico de escina
DP 1 desvio padrdo da linha base

Tm: tempo de migragédo da escina

Este fator de resposta forneceu valores que indicavam experimentos visualmente
inferiores como sendo aqueles com maior fator de resposta. Isto fez com que a anélise
qualitativa fosse escolhida em detrimento da analise quantitativa. Na Figura 14 as setas
vermelhas indicam o pico do analito de interesse: a 3-escina.

Os experimentos 1, 4 e 7 referem-se a concentracdo tampdo 25 mmol L, os
experimentos 2, 5 e 8 a concentracdo tamp&o a 50 mmol L™ e os experimentos 3, 6 € 9 a
concentracdo tampao a 75 mmol L™. O experimento 10 corresponde ao ponto central sendo
este com concentracdo de tampdo & 50 mmol L™. Os experimentos 11 e 12 possuem
eletroferogramas semelhantes ao do experimento 10, por se tratarem das mesmas condi¢cdes

experimentais e por isso ndo foram expostos.
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Figura 14: Eletroferogramas referentes a otimizacdo do eletrélito.
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Pode-se observar pelos eletroferogramas que ha uma relagcdo proporcional entre a
concentracdo do tampé&o e o tempo de analise e uma relacdo inversamente proporcional com a
largura dos picos. Concentra¢gdes maiores do tampéo resultam em maior tempo de analise e
em um alargamento na largura do pico.

Concentracbes menores de tampéo resultam em menor tempo de analise e em picos
mais finos, com maior resolugéo.

J& a respeito do condicionamento do capilar entre as corridas, pdde-se observar que ha
uma relacdo inversa entre as concentracdes de NaOH e o sinal de ruido da linha base.
Observa-se que o condicionamento com NaOH 0,2 mol L™ entre as corridas fornece linhas
bases com menor sinal de ruido.

Deste modo, por meio do experimento 7, utilizando tampéo na concentracdo de 25
mmol L* e condicionamento com NaOH 0,2 mol L™ obteve-se o melhor perfil
eletroforeético, e por isso esta foi a condigdo escolhida para as analises subseqiientes utilizadas
na validagdo do método. Apos a escolha do eletrolito foram realizadas medidas de trés
amostras de cada extrato para que fossem definidas as concentra¢@es de trabalho que seriam

usadas nos parametros de validacéo.

Tabela 27: Avaliacdo da concentracao de trabalho para os extratos fluido, glicolico e seco utilizando

CE.
Amostra EF (png/ml) EG (ug/ml) ES (ug/ml)
1 542.13 518.58 206.39
2 520.80 514.38 207.67
3 546.32 507.67 196.02
MD 536.42 513.54 203.36
bP 13.69 5.51 6.38
CV (%) 255 1.07 3.14

Especificidade e Seletividade

A figura abaixo mostra os eletroferogramas referentes ao padrdo de p-escina e as
amostra dos extratos a 100%. As setas vermelhas indicam o pico referente a p-escina.
Podemos observar que no padréo ha somente um pico. Os outros eletroferogramas apresentam

varios picos referentes a outros compostos presentes nas amostras. O pico do analito de

62



interesse possui boa resolugdo, uma vez que ndo ha co-eluicio com nenhum outro

componente presente na amostra, demonstrando assim a especificidade do método.

25 35 4.5 25 35 4.5

25 35 45 25 35 45

Figura 15: Eletroferogramas apresentados para verificacdo da especificidade e seletividade do
método eletroforético. A: padrao de B-escina; B: amostra de extrato fluido; C: amostra de
extrato gliclico; D: amostra de extrato seco (capilar 48,5cm; pressdo 13mbar; A: 226 nm;

temperatura 20 °C; tempo de corrida 6 min)

Linearidade

A linearidade do padrdo foi avaliada através da analise de regressdo linear pelo método
dos minimos quadrados, observando as trés curvas auténticas. Com os dados obtidos foram
calculados o coeficiente de correlacdo e a equacao da reta. A Figura 16 apresenta curva e sua
equacdo da reta obtida pela regressdo linear. O coeficiente de correlacdo encontrado foi de
0.9983, sendo este valor maior que 0,990 o que é um indicativo de um ajuste adequado dos
dados. O teste estatistico apresentou valor de Fcy = 2.90, menor que 0 Fuap (00s) = 3.26, ndo
evidenciando falta de ajuste no modelo no intervalo de 95% de confianca. Com base nos
resultados de R? e Fe, pode-se concluir que o método apresentou uma relagéo linear entre a

area e a concentracdo, dentro da faixa de aplicacdo estudada (101,4 a 907,2 pg/mL).
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Linearidade
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Figura 16: Representacdo da curva analitica e da equacdo para solucdo padrdo de B -escina
obtida por CE.

Tabela 28: Resultados estatisticos (ANOVA) para curva analitica de solugdo padrdo de B -
escina utilizando CE.

Fonte SQ GL MQ Fealculado Ftabelado
5 9242.15* 4.49*
Regressdo 5.3259E+02 1 5.3259E+02
Residual
9.2202E-01 16 5.7626E-02
Falta de Ajuste  9.9070E-01 4 2.4767E-01 2.90 3.26
Erro Puro 1.0251E+00 12 8.5421E-02 Né&o ha falta de ajuste
Total
5.3351E+02 17 3.1383E+01

SQ: Soma quadrética; GL: graus de liberdade; MQ: Média quadratica; *Regressdo estatisticamente
significativa
Limite de deteccédo e limite de quantificacéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados conforme a formula presente

nos itens 4.3.3. e 4.3.4, obtendo-se os respectivos valores de 11,63 pg/ml e 38,76ug/ml.

Precisdo

Repetibilidade e Precisdo intermediaria: Os resultados obtidos com o0s parametros de
repetibilidade e precisdo intermediaria para os extratos (fluido, glicolico e seco) estdo
apresentados nas Tabelas 29 e 30, respectivamente. Os coeficientes de variacdo dos trés
extratos foram 2.29, 2.39 e 3.35 respectivamente. Estes valores demonstram boa
repetibilidade do método, uma vez que 0s mesmos estdo abaixo do valor de 5%. A precisao
intermediaria também se mostrou adequada obtendo valores para os trés extratos dentro do

limite estabelecido. A Figura 17 mostra os eletroferogramas obtidos na precisao intermediaria
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do método. Pode-se observar que o0s picos (setas alaranjadas) referentes as seis amostras

encontram-se sobrepostos, corroborando a precisdo do método.

Tabela 29: Resultado do ensaio de repetibilidade para os extratos analisados por CE.

Amostra Teor EF (%) Teor EG (%) Teor ES (%)
1 102.65 103.43 95.16
2 101.07 99.47 96.39
3 105.27 98.86 101.35
4 106.26 99.94 102.73
5 101.85 96.03 94.54
6 106.58 100.10 95.89
MD 103.94 99.64 97.68
bP 2.38 2.38 3.47
Cvo% 2.29 2.39 3.55

B

Figura 17: Superposicdo de eletroferogramas referentes as analises de p-escina para o ensaio

de repetibilidade por CE. A: extrato fluido; B: extrato glicélico; C: extrato seco.
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Tabela 30: Resultados dos ensaios de determinacao de B-escina em extratos seco, fluido e
glicélico de Castanha-da-India para verificagdo da precisao intermediaria por CE.

Teor EF (%) Teor EG (%) Teor ES (%)
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analistal  Analista 2
Dia 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
MD 1047 97.8 100.6 103.3 | 99.6 102.2 99.8 97.7 | 97.3 101.8 100.0 98.7
DP 230 335 254 141 230 367 109 211|370 286 090 1.07
Cv 221 343 253 1.36 | 231 359 109 215|380 281 090 1.08
Intra-dias Intra-dias Intra-dias
Dia 1 2 1 2 1 2
MD 102.38 100.58 99.70 99.97 98.64 100.32
DP 3.15 3.90 1.89 3.88 3.15 2.78
Cv 3.07 3.88 1.89 3.88 3.19 2.77
Inter-dias Inter-dias Inter-dias
MD 101.48 99.83 99.48
DP 3.59 2.99 3.03
Cv 3.53 2.99 3.05
Exatidao

Observa-se pela Tabela 31 que as médias de recuperacdo para todos os extratos estao
contidas no intervalo de 90% a 104%, indicando exatiddo satisfatoria dos resultados. Dentre
0s extratos analisado, o extrato glicolico foi 0 que obteve maior percentual de recuperacdo por
CE. Os valores obtidos para o extrato seco foram os mais proximos de 100%, isto pode ser

devido a uma maior estabilidade fisico-quimica deste extrato.

Robustez

Os dados referentes a robustez do método estdo presentes na Tabela 32. Avaliaram-se,
como fatores, o tempo de injecdo, voltagem e temperatura. O maior teor encontrado para 0s
extrato fluido e seco foram o do experimento 9. Observa-se que 0s niveis de voltagem e
temperatura eram baixos no experimento 9. Para o extrato gliclico o maior teor apresentado
foi resultante do experimento 8, onde os niveis de tempo de injecdo e temperatura eram altos
no experimento 8. Os efeitos de cada interacdo foram calculados matricialmente de acordo
com a estimativa dos erros-padrdo e a significancia calculada. Nenhuma interacdo dos

parametros avaliados produziu variag6es significativas nos vetores.

Os coeficientes de variacdo para o teor apresentaram valores de 2.57%, 3.73% e

2.85% para os extratos fluido, glicélico e seco, respectivamente.
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Tabela 31: Resultados de exatiddo obtidos para os extratos fluido, glicélico e seco analisados.

[Tedrica] (ng/mL) MD DP CV(%) R(%) R(%)
Ar 536.42 551.25 4.35 0.79 102.76
Re1 636.42 640.33 3.58 0.56 10062 10126
Re2 686.42 687.11 1.89 0.28 100.10
Res 736.42 758.93 2,56 0.34 103.06
Ae 513.54 525.47 6.94 1.32 102.32
R 613.54 630.64 3.58 0.57 102,79 10376
Re2 663.54 694.60 1.89 0.27 104.68
Ras 713.54 740.79 2.56 0.35 103.82
As 203.36 203.79 3.29 1.61 100.21
Rst 303.36 300.58  3.58 1.19 99.08 99.62
Rs, 353.36 346.90 1.89 0.55 98.17
Rss 403.36 409.88 256 0.63 101.62

A= solucbes amostras de EF, EG e ES; R1,R2,R3 = solucdes de recuperacdo. RF= recuperagéo
final obtida atraves da meédia das recuperacoes.

Tabela 32: Planejamento fatorial Box Behnken 3° com ponto central e teores obtidos de B-
escina para avaliacdo da robustez do método CE.

Teor

Ensaio X1 X, X3 EF (%) EG (%) ES (%)
1 -1 -1 0 100.43 101.06 100.70
2 +1 -1 0 99.95 106.77 101.22
3 -1 +1 0 95.85 95.04 100.24
4 +1 +1 0 98.33 98.43 103.81

5 -1 0 -1 96.24 97.16 96.20

6 +1 0 -1 95.87 103.98 98.65
7 -1 0 +1 97.78 96.39 101.72

8 +1 0 +1 102.29 108.47 98.18
9 0 -1 -1 102.37 100.14 104.18

10 0 +1 -1 97.85 101.41 95.73

11 0 -1 +1 103.25 103.78 98.30

12 0 +1 +1 95.31 103.28 95.56
13 0 0 0 98.05 98.98 100.96
14 0 0 0 98.77 101.22 102.06
15 0 0 0 100.43 98.96 103.40
MD 98.85 101.01 100.06

DP 2.54 3.76 2.85

CV (%) 2.57 3.73 2.85

X1: tempo de injecdo; X,: voltagem; Xs: temperatura.
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As andlises dos teores dos extratos confirmam que pequenas variagdes nos parametros
estudados ndo interferem significativamente nas respostas monitoradas. Os coeficientes de
variacao apresentaram-se menores que 5% com relacdo aos valores referentes aos teores de f3-
escina encontrados nos extratos. Assim, conclui-se que o método € robusto nos intervalos
investigados para 0s parametros avaliados.
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6. QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS E COMPARACAO DAS METODOLOGIAS
ANALITICAS

As amostras de todos 0s extratos foram quantificadas. Os teores encontrados de f-
escina utilizando-se as diferentes metodologias propostas encontram-se na tabela 33:

Tabela 33: Teor de B-escina de extratos fluido, glicolico e seco de Castanha-da-india, obtidos
pelas diferentes metodologias propostas: UV-Vis, CLAE e CE.

Teor médio de p-escina (%)

Extrato UV-Vis CLAE CE
Fluido 0.70 0.45 0.54
Glicdlico 0.19 - 0.17
Seco - _ 4.04

Observa-se que 0 extrato seco é 0 que possui 0 maior teor de B-escina, sendo este
praticamente oito vezes maior do que o encontrado no extrato fluido e aproximadamente vinte
vezes maior do que o encontrado no extrato glicélico. Isto se deve provavelmente a maior
estabilidade fisico-quimica apresentada por extratos secos de um modo geral.

O valor encontrado para o teor de B-escina no extrato seco esta de acordo com o laudo
do fornecedor, que especifica um intervalo entre 3.0 e 4.5%.

O baixo teor encontrado no extrato glicélico, pode ser justificado devido ao solvente
utilizado, pois a mistura propilenoglicol/agua, provavelmente tem menor poder de extracao
quando comparado a mistura etanol/agua.

Pode-se observar também que ha uma diferenca menor entre os valores encontrados
para o teor de B-escina referentes as amostras de extrato gliclico, nos métodos UV-Vis e CE,
quando comparados aos valores encontrados para as amostras de extrato fluido utilizando as
mesmas técnicas analiticas.

Apesar de possuir menor poder de extracdo, a mistura propilenoglicol/agua deve ser
mais seletiva para as saponinas triterpénicas, pois os valores encontrados nas duas técnicas
analiticas sdo mais proximos que os encontrados pelas mesmas técnicas analisando o extrato
fluido. A mistura etanol/agua tem alto poder de extracdo. A maioria dos metabdlitos

secundarios presentes nos vegetais superiores podem ser extraidos com a mistura etanol/agua,
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o que implica numa menor seletividade por parte do solvente. Como a Castanha-da-india é
uma espécie que possui grande variedade de outros componentes quimicos como flavonoides,
taninos, fendis, é provavel que estes estejam presentes em maior quantidade no extrato fluido,
devido ao exposto acima. Assim, no momento de adi¢do do reagente de Lieberman, € possivel
que estes outros compostos tenham sido complexados, juntamente com a B-escina. Como
estdo presentes em maior quantidade, houve a maior disparidade entre os valores encontrados
pelas técnicas espectrofotométrica e CE para o extratos fluido.

Calculou-se o teor de B-escina pelos diferentes métodos desenvolvidos para a amostra
de extrato fluido.

A titulo de comparacdo usou-se o extrato fluido, pois este foi 0 Unico extrato que foi
validado para todos os métodos. Foram usadas doze réplicas auténticas do extrato para cada
método proposto. Os teores apresentados na Tabela 33 sdo referentes a média das doze
réplicas.

Primeiramente, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk que visa
reconhecer se a amostra provém de uma populagdo normal. Os valores para W, foram 27.22;
33.27 e 12.81; respectivamente para UV-Vis, CLAE e CE. O valor para W (0,05) foi de 0.859,
sendo todos os valores encontrados para W maiores que este valor. Logo, todas as
metodologias obedecem a uma distribuicdo normal, uma vez que o valor de W, deve ser
maior que o valor de Wi,

As analises estatisticas subsequentes foram feitas com agrupamento de duas
metodologias por teste, ficando assim distribuidas: espectrofotometria x CLAE; CE x CLAE
e UV-Vis x CE.

A segunda analise estatistica foi feita através do teste F. Os valores encontrados para o
Fca, foram de 6.78, 4.26, e 6.28 para 0s conjuntos de dados CE x CLAE, CE x UV-Vis e
CLAE x UV-Vis, respectivamente. O valor para 0 Finpes foi de 2.87. Todos os valores de
Fca Obtiveram valores maiores que o de Fen(,0s) indicando que as variancias eram diferentes.

Adicionalmente, o proximo teste estatistico realizado foi o teste-t de Student
presumindo variancias diferentes. Os valores encontrados para 0 te foram de 12.49; 19.81 e
57.32 para os conjuntos de dados CE x CLAE, CE x UV-Vis e CLAE x UV-Vis
respectivamente e o valor para o tip (0,05) foi de 2.201.

Assim, como o valor de tcy foi maior que o de tep 0,05, ha uma indicacéo de diferenca

estatistica entre os métodos propostos.
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O intervalo de confianca a 95% para os métodos propostos também foi calculado,
utilizando as mesmas amostras dos testes estatisticos anteriores. O intervalo de confianga é
uma amplitude de valores que esta associado a um nivel de significAncia para determinado
pardmetro populacional. Nele est4 contido o verdadeiro valor da popula¢do. Os valores
calculados sdo demonstrados a seguir:

Tabela 34: Intervalos de confianga obtidos para os métodos propostos para determinacao de
B-escina em extrato fluido de Castanha-da-India para as diferentes metodologias propostas
por UV-Vis, CLAE e CE.

1C0.05) Minimo Maximo
UV-Vis 0.46 0.24 1.15
CLAE 0.29 0.16 0.73
CE 0.33 0.21 0.87

Observa-se que os valores para os intervalos de confianga decrescem na seguinte
ordem para as técnicas: UV-Vis, CE e CLAE. Estes valores ja eram esperados uma vez que a
técnica CLAE é a mais sensivel e demonstrou ser a mais precisa, pois apresentou os dados
mais uniformes e por isso obteve um valor de intervalo de confianga menor. A técnica
espectrofotométrica apresenta uma probabilidade de erros experimentais maior obtendo assim
um intervalo de confianga igualmente maior.

O laudo fornecido pelo fabricante foi utilizado para se ter um valor de referéncia da
especificacdo, uma vez que este valor ndo esta presente em nenhum compéndio oficial. Este
laudo apresentou um valor declarado de 0.47% de B-escina para o extrato fluido. Pode-se
observar que todos os valores apresentados pelas diferentes metodologias contém este valor.
De tal modo, todas as metodologias podem ser utilizadas para se fazer a quantificagdo de B-
escina no extrato fluido.

Também foi calculado o teor de B-escina para a amostra de extrato glicolico. Foram
comparados os métodos espectrofotométrico e eletroforético utilizando doze réplicas
auténticas do extrato para cada método proposto. Os teores apresentados na Tabela 33 sdo
referentes a média das doze réplicas.

Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo que os valores
encontrados para Wy foram de 50.56 e 114.04; respectivamente para CE e espectrofotometria
UV-Vis. O valor para Wi (0,05) foi de 0.859, sendo todos os valores encontrados para Wea
maiores que este valor. Logo, os resultados obtidos a partir das duas metodologias obedecem

a uma distribuicdo normal, uma vez que o valor de W, deve ser maior que o valor de W,
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Para comparacdo dos métodos foi feito o teste F. O valor encontrado para o F¢, foi de
2.12 e o valor de Fp,0s5) foi de 2.87. Como o valor de Fcy foi menor que 0 de Fran,0s), as
variancias foram consideradas iguais.

O teste-t de Student foi realizado subsequentemente. De acordo com o teste F anterior,
0 teste-t de Student foi realizado presumindo variancias iguais para as amostras. O valor
encontrado para o tc, foi de 10.29 e o valor para 0 twp (0,05 foi de 2.201. Como o valor de te
foi maior que o de twy 00s), ha uma indicagdo de diferenca estatistica entre 0s métodos
espectrofotométrico e eletroforético para a amostra de extrato glicélico.

O intervalo de confianga a 95% tambeém foi calculado. Os valores calculados s&o

demonstrados a seguir:

Tabela 35: Intervalos de confianca obtidos para os metodos propostos para determinagao de
B-escina em extrato glicolico de Castanha-da-India para as diferentes metodologias propostas
por UV-Vis e CE.

1C0.05) Minimo Maximo
Espectrofotometria 0.11 0.08 0.30
CE 0.10 0.07 0.27

Como era esperado a técnica de eletroforese capilar demonstrou ser mais precisa por
apresentar um menor intervalo de confianca, apesar de ambas as técnicas possuirem
resultados muito proximos.

O laudo fornecido pelo fabricante ndo possuia informagdo sobre o doseamento de f-
escina no extrato glicolico. Assim ndo houve um valor de referéncia da especificacdo para
comparagdo com os intervalos de confianca obtidos.

Os diferentes métodos apresentam vantagens e desvantagens, que foram analisadas e
sdo apresentadas resumidamente na tabela 36.

A espectrofotometria UV-Vis é uma das técnicas mais utilizadas nas determinacGes
analiticas. A técnica é aplicada nas mais diversas areas, ndo sendo dificil o acesso ao
equipamento, provavelmente por possuir um baixo custo se comparado aos outros aparelhos
mais sofisticados usados na quimica analitica. Esta técnica é também bastante consolidada e
tem uso abrangente, sendo estas as maiores vantagens oferecidas pela espectrofotometria Uv-
Vis.

O método proposto por esta técnica utiliza uma quantidade elevada de solventes

organicos como acido acético glacial, propanol, cloroférmio e éter. O preparo das amostras é
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demorado e exige muitas etapas, o que favorece erros experimentais por parte do analista. O
tempo de anélise € pequeno, mas considerando o tempo total, desde o preparo das amostras

até a leitura, este tempo aumenta consideravelmente.

Tabela 36: Comparacao dos métodos desenvolvidos para determinagdo de B-escina em extrato
fluido de Castanha-da-India para as diferentes metodologias propostas por UV-Vis, CLAE e
CE.

UV-Vis CLAE CE
Baixo custo Custo elevado Custo elevado
Equipamento mais acessivel Equipamento menos Equipamento menos
acessivel acessivel
Grande quantidade de Grande quantidade de Tampé&o aquoso
solventes solventes

Tempo total de anélise longo | Tempo total de analise longo | Tempo total de analise curto

Teor B-escina 0.70% Teor B-escina 0.45% Teor B-escina 0.54%
LD-5,6 pg/ml LD -5,00 pg/ml LD -11,63 pg/ml
LQ-=18,75 ug/ml LQ -16,67ug/ml LQ -38,76 ug/ml

Os valores obtidos para os limites de deteccdo e quantificacdo se mostraram
concordantes com os obtidos pela CLAE. Estes valores foram pequenos, o que € desejavel
para uma boa técnica analitica.

Apesar de ter fornecido o maior teor de B-escina no extrato fluido, provavelmente isto
se deve a uma menor seletividade do metodo espectrofotométrico. Isto porque a complexacgéo
com o cloreto férrico também pode ocorrer com outros componentes presentes na amostra,
aumentando assim o valor do teor encontrado. Mas isto ndo impede o0 uso da técnica, ja que a
mesma possuiu intervalo de confianca contendo o valor de referéncia, assim como as outras
técnicas analiticas.

A CLAE tornou-se uma das técnicas analitcas mais poderosas dos ultimos anos.
Diferentes detectores foram acoplados a este equipamento permitindo a separa¢do dos mais
diversos analitos e aprimorando ainda mais a técnica. A CLAE esta bastante difundida nos
meios analiticos, porém devido ao custo de aparelhagem elevado, a técnica ndo esteja tdo
presente nos laboratérios analiticos que possuem recursos financeiros limitados. A

necessidade de treinamento técnico para utilizacdo do aparelho, também diminui o nimero de
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adeptos desta técnica. As colunas utilizadas no aparelho tém custo elevado, o que
consequentemente aumenta o custo das analises.

O método proposto para quantificacdo da p-escina através da CLAE, assim como
acontece com a espectrofotometria UV-Vis, utiliza uma grande quantidade de solventes
organicos. Por se tratar de uma técnica muito sensivel, a injecdo da amostra sem tratamento
ndo foi possivel, pois danificaria a coluna cromatografica, mesmo com o uso de uma pré-
coluna. Além disto, dificilmente se conseguiria uma resolucdo satisfatoria do pico de p-escina
no extrato fluido sem um tratamento prévio, pois as diversas substancias presentes poderiam
co-eluir, prejudicando assim a quantificacdo do analito de interesse, ou gastaria-se um tempo
maior para que a otimizacdo do método fosse eficaz. O tempo de anélise é curtissimo, de
apenas 2 min. Porém se considerarmos o tempo total, desde a preparacdo até a injecdo da
amostra, este tempo tem aumento significativo. O teor de B-escina encontrado foi de 0.44%.
Apesar deste valor ter se apresentado inferior aos demais, esta técnica tem grande
sensibilidade e é a técnica de referéncia, de uma maneira geral, para diversos ensaios
realizados em controle de qualidade. Os limites de deteccdo e quantificagdo forneceram
menores valores encontrados dentre as trés metodologias propostas.

A CE é uma técnica muito recente na quimica analitica. A aparelhagem utilizada
atualmente surgiu a menos de 30 anos. A capacidade de separacdo analitica e 0s novos
detectores que estdo sendo acoplados ao instrumento, fazem com que esta técnica desperte o
interesse dos analistas e se torne continuamente mais desejada e promissora. Entretanto, esta
técnica ainda ndo estda muito difundida e o seu equipamento ndo é usado de maneira
corriqueira pelos laboratdrios de controle de qualidade.

As analises tém custo maior do que aquelas realizadas por UV-Vis, porém possuem
custos menores que as utilizando CLAE, uma vez que 0 gasto com reagentes e capilares,
tende a ser menor do que os gastos com colunas cromatograficas e solventes analiticos de
grau cromatografico.

O método proposto utilizando a CE possui vantagens valiosas quando se referem as
solucdes utilizadas, pois todas as amostras foram diluidas com tampéao aquoso, nao utilizando
nenhum solvente organico. Este procedimento vai ao encontro as novas tendéncias da quimica
analitica que procuram, reduzir ou eliminar os solventes organicos, buscando procedimentos
que atendam a chamada “Green Chemistry” ou “Quimica Verde”.

A quimica sustentavel ou quimica verde pode ser definida como: “A cria¢do, o

desenvolvimento e a aplicacdo de produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o
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uso e a geragdo de substancias toxicas”. Esta proposta requer uma nova conduta quimica para
0 aprimoramento dos processos, com o objetivo fundamental da geragdo cada vez menor de
residuos e efluentes toxicos, bem como da menor producéo de gases indesejaveis ao ambiente.
Além dos beneficios ambientais, tal pensamento apresenta também um impacto econémico
gracas a diminuicdo de gastos com o0 armazenamento e tratamento de residuos, a
descontaminacédo e o pagamento de indenizagbes (CLARK, 1999; TUNDO et al., 2000).

O preparo das amostras utilizadas no método é muito simples, consistindo em apenas
uma diluicdo em tampdao aquoso. O método também possui um excelente tempo de analise de
3 a 4 minutos. O teor encontrado nas amostras foi 0.54% sendo este valor menor do que o
encontrado para 0 método espectrofotométrico, uma vez que este Ultimo tem uma seletividade
menor e por isso possui valores maiores; e superior & CLAE, o que talvez se deva ao fato de
haver alguma pequena perda durante o processo de extragdo anterior a analise.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram os mais altos encontrados utilizando-se
as diferentes técnicas. Os valores s&o o dobro dos encontrados utilizando a CLAE, a
metodologia que possuiu menores valores destes limites, no entanto, ainda assim, estes
valores so relativamente pequenos, se encontrando na mesma ordem de grandeza de 10°®.

Assim, vé-se que cada técnica oferece um beneficio: a espectrofotometria UV-Vis
possui 0 menor custo e maior acesso, a CLAE oferece menores limites de deteccdo e
quantificacdo com alta sensibilidade e a CE oferece menor quantidade de residuos e tempo

total de analise mais curto.
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7. CONCLUSOES

O método para determinacdo de B-escina nos extratos fluido, glicolico e seco de
Castanha-da-india foi proposto e validado conforme a resolucdo 899/2003. As diferentes

metodologias analiticas demonstraram ser precisas, lineares, robustas, exatas e seletivas.

Os extratos glicélico e seco, em experimentos futuros, deverdo ser submetidos ao

doseamento utilizando CLAE para a comparacdo com o método desenvolvido por CE.

Os métodos propostos apresentaram vantagens e desvantagens, devido tanto a
particularidades de cada técnica analitica quanto aos resultados especificos obtidos, no
entanto todos apresentam concordancia com os dados do fabricante, de tal modo que todos

podem ser utilizados.

Os meétodos desenvolvidos podem ser uma alternativa para o controle de qualidade da
B-escina em extratos fluido, gliclico e seco de Castanha-da-india em IndUstrias
Farmacéuticas, uma vez que ndo ha monografias nos compéndios oficiais para sua
quantificacéo.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1: Laudo do fornecedor extrato fluido

))'&K CATEDRAL INDUSTRIA FARMACEUTICA CATEDRAL LTDA
CERTIFICADO DE ANALISE Pagina:  1/1

Dados

Nome Comum TNome Cientifico

CASTANHA DA INDIA (HIDROALCOOLICO) 5 L |AESCULUS HIPPOCASTANUM

Familia Botanica [Parts Utilizada

HIPPOCASTANACEAE ISEMENTE

Forma Farma ciitica —= DetadeFabricagio [Data de Vaiidade —

EXT. HIDRAOLCOOLICO -—— 09/2010 i 09/2012

Lote [Relac#o Droga/Extrato lIradiagao _

‘, 090171 “ NAO

' “Resiiltado

(W COR

(1 ODOR

(2 ALCALOIDES

(2 POLIFENOCIS

(2 FLAVONOIDES

(2 SAPONINAS

(3 PH

(4 RESIDUO SECO

(3 DENSIDADE

(1 TEOR ALCOOLICO

(5 DOSEAMENTO DE ESCINA

(3 BACTERIAS

(3 FUNGOS

(3) SALMONELLA SP

(3) ESCHERICHIA COLI

(3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

(3) PSEUDOMONAS AERUGINOSA

F!SICO-QUIM!CO

Castanho a amarelado

Aromatico
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Entre 50 7,0
Maximo 6.0%
Entre 0,906 ¢ 0,948g/mL

Entre 50 e 60°GL

MICROBIOLOGICO

Maximo 1000 UFC/mL
Maximo 100 UFC/mL
Ausente em 10mL
Ausente em [mL
Ausente em mL

Ausente em ImL

Castanho claro
Aromatico
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
6,19
2,83%
0,907¢/mL
60°GL

0,47%

10 UFC/mL
<10 UFC/mL
De acordo
De acordo
De acordo

De acordo

Referéncia Bibliografica

{7 1) -Hetodologia Interna

i ( 2)-Cecilia Ballve Alice [ et al. ]. Plantas Medicinais de Uso

Farmacognéstico - Canoas: Zd. Da ULBRA, 1995

' ( 3)-FARMACOPEIA brasileira. 4. ed. Parte I. Sio Paulo!, Ateneu,

( 4)-BRITISH Pharmacopoeia 2007

T
|
Popular: Atlas |
|
|

1988.

{ S)-Farmacopeia brasileira, 4. Id. quinto fasciculo {adaptagde)

‘Observagoes:

RESULTADO: APROVADO
DATA DE APROVAGAO: 08/10/2010

I"E aceitavel uma sedimentagio leve dos extratos vegetais durante repouso, desde que sua composigo ndo mude significativamente.

Fonte: Britsh Pharmacopeia 2007.

E CONDICOES DE ARMAZENAMENTO: Ao abrigo da luz ¢ em temperatura entre 15 ¢ 30 °C.

60

Luciana Souza Campos
Controle de Qualidade Fisico-Quimico

Defzne Silva Castro
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Responsavel Técnico
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9.2. Anexo 2: Laudo do fornecedor extrato seco

)))’& INDUSTRIA FARMACEUTICA CATEDRAL LTDA.
CATEDRAL

CIENCIA E CONSCIENCIA
CERTIFICADO DE ANALISE

DADOS DO EXTRATO
NOME COMUM: Castanha da India
NOME CIENTIFICO: Aesculus hippocastanum
PARTE USADA/FORMA: semente/extrato seco
LOTE: D1603709
DATA FABRICACAO: out/2009
DATA VALIDADE: out/2011
DATA DE EMISSAO DO LAUDO out/2010
IRRADIACAO: Nao Realizado
CONTROLE FiSICO-QUIMICO

ANALISE ESPECIFICACAO RESULTADO
ASPECTO po fino e higroscépico de acordo
COR bege a bege claro bege claro
ODOR aromatico aromatico
ELEMENTOS ESTRANHOS ausentes de acordo
PH (SOLUCAO 10% EM AGUA) entre 3,5 ¢ 5,5* 5,11
UMIDADE maximo 6,0%* 5,55
CINZAS TOTAIS maximo 5,0%* 0,46%
DOSEAMENTO DE ESCINA entre 3,0% e 4,5%* 3,84%
DENSIDADE entre 0,2 g/mL e 0,3 g/mL* 0,260 g/mL

CONTROLE MICROBIOLOGICO

BACTERIAS maximo 500UFC/mL nio realizado
FUNGOS maximo 100UFC/mL nio realizado
Escherichia coli ausente em 1mL nio realizado
Pseudomonas aeruginosa ausente em ImL nio realizado
Staphylococcus aureus ausente em ImL nio realizado
* Método analitico em processo de validagio, passivel de mudancas na especificacio.
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA: s

Plantas medicinais de uso popular: Atlas Farmacognéstico/Cecilia Ballvé Alice - Efd ULBRA 1995

USP XXIV NF 19 - 2000 The United States Pharmacopeial Convention, Inc.

Farmacopéia Brasileira - 4° edi¢fio

RESULTADO: Aprovado.

DATA DE APROVACAO 20/10/10

"Extratos vegetais podem, durante o armazenamento, produzir uma sedlmentaq:ao leve, a qual € aceitavel

desde que a composi¢io quimica do extrato ndo mude significativamente British Pharmacopoeia 3™ Edition
CONDICOES DE ARMAZENAMENTO: Ao abrigo da luz e em temperatura variavel entre 15 e 30°C.

RUA HUM, 288 - BAIRRO NOVA PAMPULHA - CEP 33200-000 - VESPASIANO - MG
TELEFAX: (31) 3621-6446 - E-mall: catedral@gold.com.br
www.laboratoriocatedral.com.br



9.3. Anexo 3: Laudo do fornecedor extrato glicélico

SPSPharma® - SPSinformatica Lida - 55(31) 3292-4848

fE T
(4 i ¢ =
- /,Q/%\‘Q\\ CATEDRAL INDUSTRIA FARMACEUTICA CATEDRAL LTDA
{ CIENCIAECONSCIENCIA |
] CERTIFICADO DE ANALISE pagina:  1/1
Dades
| CASTANHA DA INDIA (GLICOLICO}S L AESCULUS HIPPOCASTANUM
Familiz Botdnics Parte Utlizadz
HIPPOCASTANACEAE SEMENTE
Foma f Suti Data de Fabricacao Data de Vahidade
EXTRATC GLICOLICO 06/2010 06/2012
o TRelacas Dr 5% =
060158 ! NAO
{ Andlise Especificagio Resultado i)
FISICO-QUIMICO
(DCOR Amurelo claro a castanho Castanho claro
9 ODOR Aromatico Aromatico
(2 ALCALOIDES Pasitivo Positivo
(2) POLIFENOIS Pasitivo Positivo
(2) FLAVONOIDES Positrvo Positivo
(2) SAPONINAS Positivo Positivo
(3 PH Entre 5,06 7.0 5,42
(4) RESIDUO SECO Maximo 5.0% 1,37%
(3) DENSIDADE Entre (,930 ¢ 1,050g/mL 0,970g/mL
MICROBIOLOGICO
(3) BACTERIAS Maxime 500 UFC/mL <10 UFC/mL
(3) FUNGOS Masximeo 100 UFC/mE <10 UFC/mL
(3) ESCHERICHIA COLI Ausente em ImL De acordo
(3) STAPHYLOCOCCUS AUREUS Ausente em ImL De acordo
(3) PSEUDOMONAS AERUGINCSA Ausente em Iml De acordo

Referéncia Bibliografica

({ 1)-Hetodologia intermm

| ( 2)-Cecilia Ballvé Alice { ¢t al. ]. Plantes Medicineis de Uso Bopular: Atlas

TarmacognGatice - Canoss: Rd. Da UWBRR, 1595,

| € ) -7RRMACOPETA bramilaira. 4. ed, Parte T. Sgo Panlo; Eraneu, 1984,

i B
| ( 4)-3RITISH Pharmacopoeia 2037

|

{Observacdes: . B

RESULTADO: APROVADO .

[E avel uma sedi
‘ Fonte: Britsh Pharmacopeia 2007.

DATA DE APROVAGAO: 13/07/2010

| CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO: Ao abrigo da Inz e e temperatia entre 15 € 35 °C.

o e )
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Fisico-Quimico
CRQ 02414172
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Garantia de lidade
CRF 20760
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