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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE ACIDO PFAFFICO EM HEBANTHE ERIANTHA

A espécie Hebanthe eriantha (Amaranthaceae) & conhecida como ‘“ginseng
brasileiro”, devido a semelhanga de suas raizes com as da espécie Panax ginseng
(Araliaceae), o “ginseng coreano”. Suas raizes, com atividade antineoplasica
comprovada, sdo constituidas principalmente por saponinas, as quais, submetidas a
hidrélise, liberam agucares e moléculas de acido pfaffico livre, um triterpeno. O acido
pfaffico € uma opgado excelente de marcador quimico de H. eriantha, porque permite
diferencia-la da espécie Pfaffia glomerata, comumente usada como adulterante. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método analitico para
guantificacdo de 4&acido pfaffico presente nas raizes de H. eriantha. O
desenvolvimento do preparo de amostra incluiu a otimizagéo das etapas de extracao
e hidrélise das saponinas presentes na raiz, respectivamente por analise univarida e
planejamento experimental do tipo composto central. O preparo de amostra consistiu
na extragdo das saponinas com etanol 80% (v/v), em duas etapas de 2 h cada,
seguida pela hidrélise com HCI 1,8 mol L, por 4 h, a 120 °C. A quantificagdo de
acido pfaffico foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, empregando
coluna C18, eluicao isocratica, fase mével composta por acido formico 0,1% (v/v) e
metanol (18:82 v/v) e detecgdo a 205 nm. Para a confirmacdo de identidade do
analito foi empregada a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
e ionizagdo quimica por pressdo atmosférica. O método foi validado e os seguintes
parametros estabelecidos: linearidade (0,9999), faixa linear (0,04% a 12,8% m/m),
precisao intra-(4,8%, n=7) e inter-ensaio (5,2%, n=10), limites de deteccado (0,01%
m m) e de quantificacdo (0,04% m/m). A exatidao foi avaliada por comparacao entre
dois métodos validados em laboratérios diferentes. O método validado foi aplicado
para guantificacdo de acido pfaffico em quatro amostras de raizes comerciais.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD FOR THE
DETERMINATION OF PFAFFIC ACID IN HEBANTHE ERIANTHA

Hebanthe erianthe (Amaranthaceae) is known as “Brazilian ginseng”, due to the
similarity of its roots with those of Panax ginseng (Araliaceae), the “Korean ginseng”.
Its roots, with proved antineoplastic activity, are constituted by saponins, which during
hydrolysis, release saccharides and free molecules of pfaffic acid, a nortriterpene.
Pfaffic acid is an excellent option for phytochemical marker of H. erianthe, because it
distinguishes it from Pfaffia glomerata, often employed as adulterant. The aim of this
work was the development and validation of an analytical method for determination of
pfaffic acid in H. erianthe. The development of sample preparation included the
optimization of the extraction and hydrolysis steps of the saponins root, through
univariate analysis and experimental design (central composite), respectively. The
sample preparation consisted of extraction of saponins with 80% (v/v) ethanol, in two
steps of 2 h, followed by hydrolysis with 1.8 mol L' HCI during 4 h, at 120 T. The
pfaffic acid was quantified by high performance liquid chromatography, employing a
C18 column, with isocratic elution and mobile phase constituted by a mixture of 0.1%
(v/v) formic acid solution and methanol (18:82, v/v). The detection was performed at
205 nm. The identity confirmation of the analyte was carried out using liquid
chromatography coupled to mass spectrometry, with atmospheric pressure chemical
ionization. The method was validated and the following parameters were established:
linearity (0.9999), linear range (0.04% to 12.8% m/m), intra-day precision (4.8%, n=7)
and inter-day precision (5.2%, n=10), detection limit (0.01% m/m) and quantification
limit (0.04% m/m). The accuracy was evaluated by comparing two methods, validated
in two different laboratories. The validated method was applied for the determination
of pfaffic acid in four commercial samples of roots.
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Cromatograma e espectros de massas obtidos na analise por HPLC-
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HPLC: coluna Symmetry (4,6 x 75 mm, 3,5 um, Waters); fase moével:
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1,00 mL min™; volume de inje¢do: 20 uL; A: 205 nm (DAD). MS: 5 pA
(corona), -30 V (cone) e -2 V (extrator), vazdo de gas: 450 L h™,
temperatura da sonda: 450 °C.

Cromatograma e espectros de massas obtidos na analise por HPLC-DAD
APCI-MS (modo negativo) do padrao de acido pfaffico (200 ug mL™).
HPLC: coluna Symmetry (4,6 x 75 mm, 3,5 pm, Waters); fase movel:
acido formico 0,1 % (A): mével metanol (B) (15:85 v/v); eluigao isocratica;
vazao: 1,00 mL min™'; volume de inje¢do: 20 uL; A 205 nm (DAD). MS: 3
uA (corona), -50 V (cone) e -3 V (extrator), vazao de gas: 300 L K,
temperatura da sonda: 450 °C.
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1.INTRODUCAO

O uso de plantas para tratamento, cura e prevencao de doengas é uma das
formas mais antigas de pratica medicinal da humanidade. Apesar da grande
evolucdo na producdo de medicamentos sintéticos ou semissintéticos, o emprego de
plantas medicinais vem crescendo mundialmente devido a varios fatores, entre eles a
facilidade de obtencdo das matérias-primas e produtos, disponibilizados em
drogarias, feiras-livres e lojas de suplementos alimentares, e a forte influéncia da
midia na difusdo de informagdes, errbneas ou nao, relacionadas aos seus efeitos
terapéuticos (Veiga Junior et al., 2005; Toledo et al., 2003).

E nesse contexto que se torna mais frequente a utilizagdo de plantas da
chamada medicina tradicional chinesa, tais como o ginseng, cujos efeitos
adaptogénicos alcangam proporgdes miticas (Attele et al., 1999).

O termo “ginseng” foi originalmente atribuido as raizes de varias espécies do
género Panax e faz alusdo a forma apresentada por elas, semelhante a humana. A
espécie Panax ginseng (C. A. Meyer, familia Araliaceae), conhecida vulgarmente
como “‘ginseng coreano” ou “ginseng asiatico”, € o ginseng mais conhecido e
consumido no mundo (Jia e Zhao, 2009).

A busca por alternativas nacionais, de menor custo, levou a descoberta no
Brasil da espécie Hebanthe eriantha (Poir. Pedersen, familia Amaranthaceae),
chamada de “ginseng brasileiro”, dada a semelhanga anatémica entre suas raizes e
as do ginseng importado (Vigo et al., 2004) (Figura 1). Entretanto, as espécies P.
ginseng e H. eriantha pertencem a familias diferentes (Araliaceae e Amaranthaceae,
respectivamente) e, por isso, possuem caracteristicas taxondmicas e perfis
metabdlicos distintos (Oliveira, 1986).
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Figura 1. a) Raiz de Hebanthe eriantha (Amaranthaceae), b) Raizes de Panax

ginseng (Araliaceae).

A familia Amaranthaceae (Juss. ordem Caryophyllales) possui distribuicdo
tropical e subtropical. Inclui cerca de 170 géneros e 2000 espécies, sendo que no
Brasil ocorrem 20 géneros nativos com aproximadamente 100 espécies (Marchioretto
et al., 2008).

No Brasil existem poucos estudos especificos sobre o género Hebanthe Mart.,
visto que foi tratado por muitos anos como uma seccao dos géneros Gomphrena L.
ou Pfaffia Mart. (Marchioretto et al., 2009b). Em 1997, Borsh & Pedersen restauraram
0 género, que compreenderia um total de sete espécies. Marchioretto e
colaboradores (2008, 2009a, 2009b), com estudos taxondémicos criteriosos em
territério brasileiro, reafirmaram a divisdo proposta entre os géneros Hebanthe e
Pfaffia e confirmaram a presenca de seis especies de Hebanthe no Brasil: H.
eriantha (Poir. Pedersen), H. grandiflora (Hook. Borsch & Pedersen), H. occidentalis
(R.E.Fr. Borsch & Pedersen), H. pulverulenta (Mart.), H. reticulata (Seub. Borsch &
Pedersen) e H. spicata (Mart.).

A espécie H. eriantha passou por uma série de alteracdes de nomenclatura, as
guais podem ser encontradas em Pedersen (2000), com uma lista de sindnimos.
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Marchioretto e colaboradores (2009b) propuseram a denominacgédo atual da espécie,
com a sinonimizacao de Hebanthe eriantha f. ovatifolia (Heimer) em favor de
Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen. Embora incorreta, uma nomenclatura antiga,
Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze, ainda é utilizada por fornecedores, distribuidores,
comerciantes em geral, profissionais da saude, entre outros, quando se referem a
planta.

A espécie H. eriantha ndo é exclusiva do territério brasileiro. E encontrada em
paises limitrofes, como Argentina, Paraguai e Peru. Possui ampla distribuicdo, sendo
a Unica espécie do género encontrada em todas as provincias biogeograficas
brasileiras (Amazdnica, Atlantica, Caatinga, Cerrado e Paranaense), ocorrendo em
bordas de rios, orlas de matas e em matas ciliares. Além disso, considerando-se a
distribuicao de Hebanthe no pais, H. eriantha representa o taxon em comum entre as
provincias Amazonica e Caatinga, de baixa similaridade entre si, mostrando que a
espécie pode nao ser tao seletiva aos fatores climaticos e edaficos (Marchioretto et
al., 2008).

Deve ser salientado que, embora possua um habito diferenciado, seu habitat
assemelha-se ao da especie Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, pertencente ao
género Pfaffia Mart.,, Amaranthaceae (Marchioretto et al., 2009a). Marchioretto e
colaboradores (2009a) confirmaram a ocorréncia de 20 espécies de Pfaffia no Brasil.

1.1. COMPOSICAO QUIMICA DE H. ERIANTHA

O primeiro trabalho que trata da composi¢cdo quimica de H. eriantha foi
publicado por Takemoto e colaboradores em 1983, os quais isolaram um
nortriterpeno denominado acido pfaffico, a partir do extrato metandlico das raizes da
planta ou do produto de hidrélise das saponinas, com um rendimento de 0,006 %
(m/m). No ano seguinte, foram isoladas e identificadas seis novas saponinas do
acido pfaffico, as quais foram denominadas pfaffosideos A-F (Nishimoto et al., 1984;
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Nakai et al, 1984) (Figura 2). O termo “pfaffosideos” foi atribuido por alusdo ao
termo “ginsenosideos”, normalmente utilizado para designar as saponinas de
diversas espécies de ginseng. Além dessas substancias, os autores identificaram a
presenga de outra classe de principios ativos, os fitosterois (estigmasterol e j-
sitosterol), além de glicosideos derivados dessas substancias. Alantoina também foi
encontrada nas raizes deste vegetal.

CO2H C0204He  CO20H3
" - 0 - O
: COCR2 OH (e} (o)
Pfaffosideos o - - g T
0 0 0
OH OH OH CH OH
HO H HO H HO H HO H HO H
OH OH OH CH CH
R0 Gl G2 G3 G4 Gs

Ri Rz  Formula moleculas  ©asea Molar (2 mol-1)
Pfaffosideo A Gl H CaHs0O13 748
Piaffosides B G1 G5 CasHmo013 210
Pfaffosideo (' G4 G5 Ca1Hs2014 778
Pfaffosideo D G2 G5 CsoH0O18 958
Pfaffosideo E G3 G5 CarHRO18 924
4 H

\ Pfaffosides F C3sHn209 616 /

Figura 2. Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados nas raizes da
espécie H. eriantha.

As saponinas, principais constituintes da planta, sao glicosideos de esteroides
ou de terpenos policiclicos. Esse tipo de estrutura possui uma parte com
caracteristica lipofilica (triterpeno ou esteroide) e outra parte hidrofilica (aglcares), o
gue determina um comportamento anfifilico. Sdo substancias de elevada massa

molar (600 a 2000 g moL™") e, de modo geral, ocorrem em misturas complexas,
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devido a presenca concomitante de estruturas com um numero variado de agucares
ou, ainda, devido a presenga de diversas agliconas. Essas agliconas sao liberadas
através de reagbes de hidrolise das saponinas, resultando na formagao das
moléculas de triterpenos ou esteroides livres e moléculas de agucar.

Os triterpenos fazem parte de outra classe de metabdlitos secundarios, os
terpenos ou terpenoides. Estes constituem uma grande variedade de substancias
vegetais, sendo que este termo é empregado para designar todas as substancias
cuja origem biossintética deriva de unidades de isopreno. Os triterpenos séo
caracterizados pela presenca de 30 atomos de carbono em sua estrutura (Simdes et
al., 2001).

Uma grande variabilidade no conteado de saponinas é naturalmente observada
em todas as espécies de ginseng, devido a varios fatores, entre eles: tipo de solo,
condicdes climaticas, localizacdo geografica (Jia e Zhao, 2009), idade de coleta das
plantas, diferengas geneéticas e alteragbes entre partes de uma mesma planta,
incluindo folhas, raizes, raizes laterais, pelos, rizomas e peridermes (Shi et al., 2007).
Eniretanto, estas fontes de variabilidade podem ser minimizadas com a introdugao
ce boas praticas agricolas (Jia e Zhao, 2009).

1.2. PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS de H. eriantha

As raizes pulverizadas da espécie H. eriantha e seus extratos sdo utilizados na
medicina popular para diversas finalidades, entre elas: aumento da forgca e
resisiéncia muscular (efeito afrodisiaco), tonificagdo da pele, aumento do apetite,
melhora do sono e da memodria, cicatrizacdo de ulceras e feridas, diminuicdo da
gueda capilar, hipoglicemiante no diabetes, diminuicdo dos sintomas em disturbios
como labirintite, reumatismo, atrite e artrose. Na cultura indigena, a espécie é
conhecida como “paratudo” (Oliveira, 1986).
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Entretanto, entre as propriedades farmacoldgicas comprovadas cientificamente,
foi a atividade antineoplasica que obteve destaque.

O &cido pfaffico apresentou agao inibitéria /in vitro no crescimento de células de
melanoma B-16, de carcinoma epitelial Hela S-3 e de carcinoma Lewis de pulmao,
mesmo em concentracdes muito baixas (Takemoto et al., 1983, Nakai et al., 1984).
Os pfaffosideos A-F também exibiram efeitos no crescimento em cultura de células
de melanoma B-16, com excegao do pfaffosideo B (Nishimoto et al.,, 1984).

Nagamine e colaboradores (2009) realizaram um estudo com células MCF-7, as
mais comumente usadas como modelo de cancer de mama estrégeno-positivo
(metastatico). O extrato butandlico de raizes de H. eriantha mostrou efeito citotoxico
sobre as células cultivadas, com degeneragcdo de componentes citoplasmaticos e
profundas alteragdes morfoldgicas e nucleares. A supressido do crescimento das
células em cultura foi evidenciada pela reducdo da densidade celular de forma dose-
dependente.

Os efeitos da planta também foram avaliados no crescimento do tumor de
Ehrlich na forma ascitica. Matsuzaki e colaboradores (2003) mostraram que a
administrag@o de raiz em pé a ratos por gavagem reduziu o crescimento celular, ao
passo que a administracdo do extrato butandlico também apresentou agao
antineoplasica sobre as células transplantadas (Matsuzaki et al, 2006). A
administragcdo por gavagem do extrato metanélico aumentou a atividade fagocitaria
de macrofagos no tumor (Pinello et al., 2006).

Ratos com linfoma timico tratados com raizes pulverizadas de H. eriantha
mostraram redug&o no tumor (Watanabe et al., 2000).

Considerando os estudos em que foram empregados os extratos da raiz, sabe-
se que os agentes quimioprotetores sdo extremamente potentes quando estdo
presentes em extratos ou misturas, porque exibem respostas mudltiplas (Xue et al.,
2001; Stoner e Gupta, 2001).
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Da Silva e colaboradores (2005) observaram que o tratamento crénico com
raizes pulverizadas de H. eriantha, administradas a ratos com hepatocarcinogénese
através da ragao, reduziu a incidéncia, numero e area das lesdes pré-neoplasicas,
indicando um efeito inibitério nas etapas de promog¢do e progresso do tumor
hepatico.

Em trabalho posterior dos mesmos autores, ratos portadores de tumor hepético
foram tratados com a raiz pulverizada misturada a ragao em diferentes proporgoes.
Os resultados mostraram redugdo da proliferagéo celular e aumento da apoptose,
além do desenvolvimento de processo inflamatério crénico nos animais tratados com
altas concentragdes (hepatotoxicidade). Nao houve alteracdes nas juncdes celulares
entre hepatdcitos, assim como néo foi afetada a expressao protéica das conexinas,
indicando que os efeitos quimioprotetores da raiz nao estdo relacionados a
comunicacéao celular (Da Silva et al., 2010).

Embora abordadas em menor nimero de trabalhos, foram estudadas outras
propriedades farmacolégicas, ndo relacionadas ao efeito antineoplasico.

Ballas (2000), por exemplo, mostrou que hemacias provenientes de pacientes
com anemia falciforme, incubadas com H. eriantha, tiveram sua deformabilidade
aumentada em osmolaridade fisiolégica de maneira dose-dependente. Além disso,
houve 0 aumento da concentracao intracelular de sédio e do volume corpuscular
médio e a diminuicdo da concentragdo média de hemoglobina. Estes resultados
demonstraram a hidratacao das células, a qual pode prevenir os dolorosos episddios

de oclusdo microvascular que acompanham a doenca.

Oshima e Gu (2003) estudaram os efeitos nos niveis de hormdnios sexuais em
ratos. A administragcdo, por 30 dias, de raiz pulverizada misturada a agua dos
animais levou ao aumento dos niveis de estradiol-17p e progesterona nas fémeas e
de testosterona nos machos. Os efeitos foram explicados pela presenca de fitosterois
na raiz, que levam a diminui¢do do colesterol plasmatico, com consequente aumento

da produgao hormonal.
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Subiza e colaboradores (1991) relataram a associagcdo do pé de ginseng a
asma ocupacional. Um paciente desenvolveu sintomas de asma ap6s exposi¢ao a
raiz pulverizada de H. eriantha durante producdo de capsulas. A hiperreatividade das
vias aéreas foi confirmada por mudanga bronquica positva a metacolina. A
sensibilidade ao po foi mostrada pela imediata reatividade ao teste de pele, mudancga
brénquica positiva (resposta imediata) e pela presenca de IgE especifica detectada
por ELISA em extrato aquoso. Posteriormente, outros estudos confirmaram a
ocorréncia de asma ocupacional e rinite induzidas pelo pd de ginseng coreano,

possivelmente por um mecanismo IgE-mediado (Lee et al., 2006; Kim et al., 2008).

Também as folhas de H. eriantha foram estudadas. O extrato etandlico das
mesmas, quando administrado a ratos, promoveu efeitos no sistema nervoso central,

com diminuicdo da ansiedade e aumento da atividade locomotora (Fontanive et al.,
2010).

Os sintomas de asma e rinite em humanos (Subiza et al., 1991), aléem da
hepatotoxicidade demonstrada em ratos (Da Silva et al, 2010), reforcam que as
plantas medicinais e os fitoterdpicos devem ser utilizados com cautela,
preferencialmente sob prescricio médica, pois podem provocar efeitos adversos,
toxicidade e apresentar contraindicacdes de uso. Além disso, podem ocorrer
interacbes entre farmacos e medicamentos fitoterdpicos. Por exemplo, nédo é
recomendada a administracdo concomitante de fitoterapicos a base de ginseng
coreano com hipoglicemiantes (insulina) e contraceptivos orais a base de
estrogénios, devido a agao sinérgica da planta, podendo provocar, respectivamente,
hipoglicemia grave e sangramento menstrual excessivo ou mastalgia (Alexandre ef
al., 2008). Considerando que o ginseng brasileiro também possui efeitos
hipoglicemiantes e estrogénicos, € importante que a interagao da espécie H. eriantha
com outros farmacos seja investigada.

10
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1.3. DA EXTRACAO A ANALISE QUANTITATIVA DE SAPONINAS

Uma variedade de procedimentos de extragdo, purificacdo e analise tém sido
utilizados para obter e quantificar saponinas a partir de folhas ou, mais comumente,
raizes. A maior parte dos procedimentos de extracdo das saponinas utiliza metanol
ou etanol como solventes, tanto puros como em solugdo aquosa, muitas vezes
acompanhados de aquecimento, refluxo ou sonicacdo. A subsequente purificagao
pode incluir extragdo em ponto de nuvem, “salting ouf’, clivagem oxidativa seguida
de derivatizagdo, extracdo em fase sdlida (SPE, “solid phase extraction”, ou
adicional extragdo com uma mistura de éter dietililico e n-butanol. A analise
quantitativa emprega frequentemente a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, ‘“high performance liquid chromatography”), com detecgdo por ultravioleta
(UV), por arranjo de fotodiodos (DAD, ‘photodiode array detection’) ou por
espectrometria de massas (MS, “mass spectrometry”), embora a espectroscopia de
infravermelho (IR), a cromatografia gasosa acoplada com detector de massas (GC-
MS, “gas chromatography-mass spectrometry”) e o imunoensaio enzimatico (ELISA,
“enzyme-linked immunosorbent assays”) também sejam usados (Corbit et al., 2005).

1.3.1. PREPARO DE AMOSTRAS A PARTIR DAS MATRIZES VEGETAIS

As plantas medicinais possuem varios compostos ativos e suas concentragoes
podem ser influenciadas pela espécie, origem e técnica de processamento. Esta
caracteristica cria um grande desafio para o controle de qualidade quimico-analitico.
Devido as baixas concentragdes de principios ativos e a complexidade das amostras,
o preparo de amostra € sempre uma etapa crucial no ensaio e pode impactar as
etapas de analise. A similaridade estrutural dos ginsenosideos traz dificuldade na
separagdo e identificagao dos mesmos e o preparo de amostra é frequentemente
demorado (Corbit et al., 2005).

11
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1.3.1.1. METODOS CONVENCIONAIS: SOXHLET E REFLUXO A QUENTE

As tecnologias de extracdo devem ser versateis, relativamente simples e de
baixo custo. Estas caracteristicas aplicam-se aos procedimentos de extracao
convencionais, tais como a extragdo com solvente (Kwon et al., 2003). As técnicas
tradicionais de extracdo por solvente de matérias-primas vegetais séo baseadas na
escolha correta de solventes e no uso de aguecimento e agitagédo, para aumento da
solubilidade dos componentes e da taxa de transferéncia de massa (Zhang et al.,
2006). Entre os métodos de extragdo convencionais estdo a extracdo por soxhlet e o
refluxo a quente.

A extragdo por soxhlet envolve o contato sélido-liquido para remogéo de um ou
mais componentes. A amostra ndo é colocada em contato direto com o solvente. O
solvente, que esta em refluxo, é evaporado, percorre uma espécie de sifao até um
condensador de bolas resfriado, onde & condensado para, finalmente, entrar em
contato com a amostra. A vantagem mais importante é permitir o contato repetitivo
da amostra com porgdes de solvente fresco, prevenindo a saturagdo do solvente e
aumentando a remogao de compostos da matriz (Zhang et al., 2006). Além disso, a
amostra n&o fica em contato com o solvente em refluxo, evitando a degradacao dos
analitos por excesso de aquecimento. Entretanto, o processo pode demorar até

varios dias.

O refluxo a quente & uma extracao soélido-liquido, em que o solvente quente
carrega por lixiviagado os componentes a partir da matriz sélida. Esta técnica permite
a extracdo de solidos em elevadas temperaturas sem perda do solvente por
evaporacdo. Além disso, por ser a temperatura do sistema mais alta do que o ponto
de ebulicdo do solvente, este excesso de energia na forma de calor pode ajudar a
aumentar a cinética de extragao do sistema (Zhang et al., 2006).

12
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1.3.1.2. EXTRACAO POR ALTA PRESSAO

Na técnica de extracdo por alta pressao (UPE, “ultrahigh pressure extraction”),
os materiais sdo primeiramente misturados com solventes a temperatura ambiente. A
mistura liquida é entdo pressurizada entre 100 e 1000 MPa por um certo tempo e
depois a presséo é liberada rapidamente. UPE apresenta muitas vantagens, como
menor tempo de processamento, maior teor extrativo, baixo consumo de energia,
operacdo a temperatura ambiente e manuiencao da estrutura e atividade dos
compostos, apesar da aplicagdo de pressdo. Desde que UPE é realizada a
temperatura ambiente, os danos térmicos e a perda de componentes volateis podem
ser evitados. Comparativamente a extracdo supercritica, os equipamentos de UPE

sdo simples e de menor custo, e varios solventes podem ser usados.

UPE é um método de processamento ndo-térmico. Quando a pressédo €
aplicada, a pressdao osmética aumenta e o solvente alcanca o interior das células.
Nesse processo, 0 volume de gas existente nas cavidades da matriz diminui e, ao
mesmo tempo, as estruturas da célula sofrem algum grau de destruicdo. Apds algum
tempo, quando o material intracelular sai com o solvente, os componentes ativos se
dissolvem e o equilibrio pode ser alcangado em curto espaco de tempo. Como a
pressdo é liberada, a pressdo no meio extracelular decresce subitamente, enquanto
a presséo intracelular permanece no valor alcangado no equilibrio, 0 que aumenta

enormemente a velocidade de difusdo dos componentes (Zhang et al., 2006).

1.3.1.3. EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A extracdo assistida por ultrassom (UAE, ‘ultrasound-assisted extraction”) é
uma alternativa rapida, eficiente e de baixo custo aos métodos de exiracio

convencionais (Tang et al., 2009). UAE melhora tanto a penetracdo do solvente nas
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matrizes vegetais quanto a liberagdo do material intracelular, pela ruptura das
paredes celulares, principalmente devido aos efeitos mecénicos de cavitagao
acustica. Estas cavitagbes produzem microambientes com altas pressdes e
temperaturas, acelerando a remocao dos analitos a partir das matrizes. Entretanto, é
uma técnica de dificil utilizagdo em escala industrial (Zhang et al., 20086).

1.3.1.4. EXTRACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

A técnica de extragdo assistida por micro-ondas (MAE, “microwave-assisted
extraction”) combina a aplicacdo de micro-ondas com a extragdo tradicional por
solvente. A interagdo direta da radiagdo com moléculas de agua livre presentes nas
células pode aquecer a amostra em um tempo bastante curto, acelerando a extragao.
Esta interac&o resulta ainda na ruptura celular e liberagao dos produtos intracelulares
no solvente (Vongsangnak et al., 2004). MAE tem sido amplamente utilizada na
extracdo de compostos volateis de plantas medicinais (Tang et al., 2009).

A energia de micro-ondas causa migracdo de ions e rotacdo de dipolos.
Portanto, a técnica depende da presenca de moléculas polares ou espécies idnicas,
tanto no solvente quanto na matriz a ser extraida (Vongsangnak et al., 2004). Outros
parametros a serem considerados em MAE séo: estado fisico da amostra, razao
solido/liquido, tempo de extragcdo, poténcia e frequéncia de emissdo da radiagéo
empregada (Kwon et al., 2003).

Na extragdao por MAE, devido ao rapido aguecimento do volume total de
solvente, maiores homogeneidade e reprodutibilidade sao obtidas. Outras vantagens
desse processo sobre os métodos convencionais de extragdo incluem economia de
energia, solvente e geragdo de menor quantidade de residuos (Kwon et al., 2003).
Entretanto, MAE é essencialmente um processo térmico, possuindo todas as
desvantagens inerentes a ele (Zhang et al., 2006).

14



Introducdo

1.3.1.5. EXTRACAO EM FASE SOLIDA

A extracdo em fase solida (SPE, “solid phase extraction” &€ uma técnica de
preparo de amostra bem estabelecida e amplamente aceita, baseada na sorgdo em
fase sdlida. Muitos cartuchos de SPE sdo rotineiramente usados para limpar e
concentrar compostos provenientes de amostras vegetais. Recentemente, alguns
novos sorventes estdo envolvidos em SPE para aumentar a seletividade e eficiéncia
da técnica (Tang et al., 2009).

1.3.1.6. EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

O uso de fluidos supercriticos como solventes na SFE (“supercritical fluid
extraction” & uma alternativa interessante para extracdo de plantas medicinais. A
extracdo com diéxido de carbono (CO;) supercritico em altas temperaturas &€ uma
técnica muito apropriada para obtencdo de substancias termorresistentes. Além
disso, os produtos ndo possuem residuos de solventes organicos, 0s quais ocorrem
nos métodos de extragdo convencionais. Estes solventes podem ser toxicos, como
no caso de metanol e hexano. A facil remocao dos solventes do produto final, a alta
seletividade e o uso de temperaturas brandas no processo, sao os fatores mais

atrativos da tecnologia supercritica.

O CO,, até em altas temperaturas, possui limitada habilidade para dissolver
moléculas polares, o que pode ser contornado pela adicdo de compostos polares
misciveis a eles, os quais sdo chamados de modificadores ou co-solventes (Leal et
al, 2010). Os modificadores podem aumentar a solubilidade dos analitos-alvo e
interagir com sitios ativos na matriz da amostra, os quais ajudam o CO: a extrair o
analito eficientemente. Os modificadores mais comumente usados em SFE s&o

metanol e etanol, porque possuem alta polaridade, o que aumenta significativamente
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a polaridade do CO;. O efeito dos modificadores depende do modificador em si, do
analito-alvo e da natureza da matriz vegetal (Zhang et al., 2006)

Embora promissora, a extragdo supercritica nao teve ainda seu uso difundido,

devido 2 relativa alta complexidade de operacdo e aos altos custos operacionais
(Kwon et al., 2003).

1.3.1.7. EXTRACAO POR MEMBRANA LiQUIDA

Na extracdo por membrana liquida (LME, “liquid membrane extraction”, os
analitos sdo seletivamente enriquecidos a partir da amostra para o interior de uma
membrana constituida de liquido organico e depois sao re-extraidos para o interior
de uma fase aceptora. O método de LME tem mostrado alto fator de enriquecimento,
alta seletividade e baixo consumo de solvente. Entretanto, a estabilidade da
membrana é ainda o maior problema na LME, devido a possibilidade de perda da
membrana ou, do solvente durante a extragao (Tang et al., 2009).

1.3.1.8. DERIVATIZACAO

E usada para mudar as propriedades de um analito de modo a obter maior
sensibilidade na deteccdo ou melhor separagdo. Algumas pré-colunas de
derivatizagao foram desenvolvidas para a andlise de plantas medicinais usando UV,
MS ou detectores por fluorescéncia. Apés a derivatizacdo, maior sensibilidade e
melhor seletividade sdo obtidas, principalmente quando reagentes fluorescentes sdo
usados. Na analise por GC, o objetivo da derivatizacdo € sempre aumentar a
volatilidade e a estabilidade dos analitos. Recentemente, técnicas de derivatizagao
em capilares foram desenvolvidas para cromatografia eletrocinética micelar (MEKC,
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“micellar electrokinetic chromatography” com deteccdo a laser induzida por

fluorescéncia (LIF, “laser-induced fluorescence” (Tang et al., 2009).

1.3.2. ANALISE QUANTITATIVA DE SAPONINAS

Entre todas as técnicas classicas usualmente empregadas na andlise
fitoquimica, HPLC tem sido a op¢do de escolha nos ultimos 20 anos para a
determinac@o das saponinas de ginseng, chamadas ginsenosideos. HPLC-UV é a
técnica mais comumente usada para a quantificagdo de ginsenosideos nas plantas,
extratos e produtos comercializados. A escolha desta técnica ocorre principalmente
devido a grande disponibilidade de instrumentagdo de HPLC-UV nos laboratorios
analiticos. Entretanto, por causa da baixa absor¢édo dos ginsenosideos na regiao UV,
a detecgao € realizada na regidao de comprimento de onda entre 200 a 205 nm,
produzindo cromatogramas com alto nivel de ruido na linha de base e,
consequentemente, baixa sensibilidade. Outra limitagcdo do detector por UV é a falta
de informagdo com relagdo a identidade dos picos cromatograficos, obtida pela
injecdo de compostos padrao. O uso de LC-MS/MS permite uma identificagao on line
dos ginsenosideos, produzindo importantes informagdes estruturais como massa
molecular e tipo de grupamento aglicona. Dessa forma, os produtos derivados de
ginseng sao diferenciados com base na distribuigdo de ginsenosideos por aplicacéo
de metodologia LC-MS/MS, a qual também demonstrou ser altamente seletiva e
especifica para a quantificagdo dos ginsenosideos. Entretanto, este método analitico
ainda possui alto custo para ser usado em analises de rotina e, por isso, permanece

como ferramenta para estudos farmacocinéticos e metabdlicos.

A principal desvantagem do uso do HPLC para analises de rotina de
ginsenosideos € o consumo de tempo, tanto no preparo de amostra, quanto no
tempo de analise (usualmente mais do que 60 minutos), devido a presenca de

grande nimero de constituintes a serem separados (Jia e Zhao, 2009).
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Os métodos reportados na literatura usam principalmente colunas C-18, fase
movel composta por agua e acetonitrila e eluigdo por gradiente (Shi et al., 2007).

1.3.3. ANALISES DAS AGLICONAS: NOVO ENFOQUE

Um enfoque racional para quantificagdo e avaliagdo dos produtos de ginseng
parece ser a identificagdo e quantificagdo das agliconas apés liberacédo a partir das
saponinas. Entretanto, tem sido dificil desenvolver um método adequado para a
clivagem das ligacdes glicosidicas. Entre os métodos disponiveis estdo a hidrélise
acida e a clivagem oxidativa alcalina.

A clivagem alcalina consiste no borbulhamento de oxigénio, por 5 min, sobre
uma frag@o butandlica contendo os ginsenosideos. O tubo contendo esta amostra é
entdo selado e a reacéo € realizada por 8 h a 90 °C. Dessa forma, o processo de
clivagem em si é bastante demorado. Além disso, a clivagem é apenas uma parte do
processo de preparo de amostra, que inclui outras etapas: extragdo da raiz com
solvente em duas etapas (uma utilizando sonicagdo e outra, aquecimento),
purificacdo do extrato em cartucho C-18 e derivatizagdo dos produtos de clivagem
por trimetilsililagdo. A solugéo final € analisada por GC-MS (Cui, 1995).

Em relagdo a hidrdlise acida ha trabalhos que reportam problemas relacionados
a epimerizacgao, ciclizacdo e hidratacdo dos ginsenosideos. Entretanto, esta técnica
ja foi aplicada com sucesso a clivagem das saponinas de H. eriantha para a
obtencéo do acido pfaffico (Takemoto et al., 1983).

1.4. FITOTERAPIA NO BRASIL: SITUACAO ATUAL

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, difundidas por
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usuarios ou comerciantes. Assim, a pratica da fitoterapia segura encontra uma série
de dificuldades, que vao desde a identificagao correta do material botanico utilizado a
guase inexisténcia de estudos de seguranca, eficacia e qualidade de grande parte
das plantas. As pesquisas realizadas para avaliagdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes, assim como o controle da
comercializagédo pelos 6rgéos oficiais em feiras-livres, mercados publicos ou lojas de
produtos naturais.

As matérias-primas mais usadas para a producdo de medicamentos
fitoterapicos de forma sodlida, em farméacias de manipulagdo, apresentam-se
geralmente sob a forma de p6 obtido da planta seca ou estabilizada. Tal fato é
explicado pelo custo mais baixo para aquisicdo da droga pulverizada comparado ao
extrato seco e, principalmente, ao extrato seco padronizado.

Os pds sao obtidos a partir da trituracdo ou moagem da planta previamente
seca ou estabilizada, devendo ser empregadas as partes recomendadas da planta, o
qgue garante a maior concentragdo de substancias ativas. Os extratos secos, por sua
vez, sdo preparagdes obtidas pela eliminacéo da fase liquida através de operagdes
de secagem, devendo apresentar uma umidade residual maxima de 5 %. Os extratos
secos também podem ser padronizados em relagdo a uma substéancia, ou grupo de
substancias, que identifique a droga vegetal ou que seja responsavel pela agao
terapéutica. Aquela empregada apenas para identificagdo € chamada marcador
quimico. Por outro lado, a substancia responsavel pela agcdo no organismo, a qual,
muitas vezes, & ainda capaz de identificar a planta, € denominada marcador
farmacoldgico ou substancia ativa.

O emprego de extratos secos padronizados na fabricagédo de medicamentos
fitoterapicos, especialmente pelo setor magistral, é a tendéncia atual para a garantia
do efeito terapéutico desejado, principalmente quando baseado em estudos clinicos
devidamente conduzidos (Feltrin e Chorilli, 2010).
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1.5. COMERCIALIZACAO E CONTROLE DE QUALIDADE DA ESPECIE H. ERIANTHA

Em fungdo das atividades farmacoldgicas promissoras de H. eriantha,
associadas com o aumento da popularidade dos produtos comercializados, raizes
pertencentes ao género Pfaffia tém sido comercializadas de maneira indiscriminada
como “ginseng brasileiro”, caracterizando situagdes de adulteragao, falsificagéo e até
mesmo fraude.

Varios fatores colaboram para que tais situagdes ocorram. Primeiramente,
como ja foi citado, espécies do género Hebanthe Mart. foram tratadas por muito
tempo como pertencentes ao género Pfaffia Mart. e, ainda hoje, nomenclaturas
incorretas estdo presentes em rétulos de embalagens de produtos, laudos de
fornecedores e prescricdes médicas. De fato, a diferenciacdo botanica entre as
espécies € bastante dificil até mesmo para um especialista botanico, ocorrendo
apenas através da planta inteira e florida, pois os caracteres anatémicos das partes
subterraneas sdao muito semelhantes. Outro fator agravante € que algumas espécies
partiham de mesmo habitat, como, por exemplo, as espécies H. eriantha e P.
glomerata. Vale ressaltar, entretanto, que estas espécies possuem habitos
diferenciados. Enquanto a espécie H. eriantha possui crescimento lento e é de dificil
cultivo, a espécie P. glomerata, por outro lado, desenvolve-se em campos abertos e
bem iluminados, atingindo ponto de coleta em cerca de dois anos de idade (Vigo et
al., 2004). Assim, é frequente a venda de P. glomerata em associagcdo com H.
eriantha, ou mesmo a substituicao de uma pela outra.

Somam-se a estes fatores, a falta de compostos marcadores e métodos
guimico-analiticos para identificacdo das matérias-primas e produtos de H. eriantha
(Li et al, 2010) e a inexisténcia de especificagdes nas farmacopéias vigentes e
literaturas oficiais (Vigo et al., 2004).

Considerando que a garantia de qualidade do material vegetal a ser processado
é fundamental na preparacao de fitoterapicos seguros, um aspecto importante a ser
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considerado € o teor da substancia ativa e sua pureza (Toledo et al., 2003). Além
disso, a eficacia de uma droga em pdé ndo pode ser comparada a do exirato seco
padronizado, pois ndo ha padronizacdo da concentracdo de substancias

essencialmente importantes para a atividade farmacoldgica.

Justifica-se dessa forma, a necessidade de padronizar extratos secos de
plantas medicinais, estabelecendo-se métodos validados para doseamento de
compostos marcadores das mesmas. No caso especifico da H. eriantha, o acido
pfaffico figura como uma excelente opgao de marcador farmacolégico, pois aléem de
identificar a espécie, possui intensa atividade farmacologica, podendo ser usado para
diferencia-la da espécie Pfaffia glomerata, usualmente utilizada como adulterante.

No Brasil, no caso de metodologia ndo descrita em farmacopéias ou formularios
oficiais devidamente reconhecidos pela ANVISA (caso da espécie H. eriantha), a
normativa RE n? 899, de 29 de maio de 2003, preconiza a validacdo da metodologia
utilizada pelos seguintes para@metros (Anvisa, 2003): especificidade e seletividade,
linearidade, intervalo, limite de deteccéo, limite de quantificacéo, precisao, exatidao e
robustez.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento e validagdo de método
analitico para quantificacdo de &cido pféaffico total em raizes da espécie Hebanthe

eriantha (Poir.) Pedersen.

Os objetivos especificos compreenderam:

v" Avaliacdo do preparo de amostras: desenvolvimento e otimizacao das
etapas de extracao e hidrdlise das saponinas de amostras de raizes de H. eriantha;

v" Desenvolvimento e validagao de meétodo cromatografico para quantificacao
de acido pfaffico total, segundo orientagées da RE n° 899 de 29 de maio de 2003 da
ANVISA;

v" Andlise de amostras de raizes de H. eriantha disponiveis comercialmente,

avaliando-se o teor total de acido pfaffico presente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. EQUIPAMENTOS

v Agitadores magnéticos com aguecimento (Fisher Scientific, modelo Isotemp, EUA
e Fisatom, modelo 752 A, Brasil);

v' Balanga analitica (Precisa, modelo XT 220 A, Suica);

v" Estufa (Marconi, modelo MA 033, Brasil);

v" Estufa com circulagao forgada de ar (Blue M, EUA);

v" Moinho de facas (Manesco e Ranieri, modelo MMR 320, Brasil);
v Processador doméstico (Phillips Walita modelo Rl 7620, Brasil);
v Rotaevaporador (Buchi, modelo R Il, Suiga);

v' Sistema de cromatografia a liquido Alliance (Waters, EUA), composto por bomba
2695, detector por arranjo de fotodiodos 2996, forno para aquecimento de coluna
e software Empower, acoplado a espectrémetro de massas EMD 1000
(analisador hexapolo) e software Acquity.

3.2. REAGENTES QUIMICOS

v Acetonitrila (J. T. Baker) grau HPLC;
v Acetato de etila P.A. (Synth);
v Acido cloridrico (HCI) P.A. 37 % (Synth);

v Acido férmico P.A. 85 % (Synth);
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v Alcool etilico (etanol) absoluto P.A. 99,5 % (Synth);
v" Metanol (J. T. Baker) grau HPLC;

v Oleo de silicone (Chemco) com viscosidade entre 950 a 1050 cST.

3.3. COLETA, IDENTIFICACAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As plantas integras de H. eriantha foram coletadas no Campo Experimental do
CPQBA-Unicamp (Paulinia-SP), em abril de 2009. A forma como os canteiros foram
identificados, assim como o aspecto das folhas e raizes, sao mostrados na Figura 3.
Apos lavagem com agua, as raizes foram fragmentadas em pedagos pequenos
(cerca de 3 cm) e, a sequir, trituradas em processador doméstico. O material foi
disposto em bandejas de aluminio, seco em estufa de ar circulante (40 °C) por dois
dias e depois pulverizado em moinho de facas (60 mesh). O material foi armazenado
em frascos de plastico e mantido a temperatura ambiente. Nos experimentos foram
utilizados trés lotes de raizes, identificados como A61, B e C. Cada lote foi cultivado
no CPQBA a partir de mudas provenientes de diferentes localidades do pais e
possivelmente possui caracteristicas genotipicas diferentes, embora as raizes
pertencam a mesma espécie.

Figura 3. Fotos de H. eriantha cultivadas no Campo Experimental do CPQBA-
UNICAMP: A) identificag@o dos canteiros, B) folhas e C) raizes.
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3.4. OBTENGAO DO PADRAO ANALITICO DE ACIDO PFAFFICO

O padrdao de acido pfaffico foi isolado no CPQBA-Unicamp sob a
responsabilidade da Dr® Vera Licia Garcia Rehder. A identidade e pureza do &cido
foram confirmadas pela andlise de espectros de RMN, infravermelho (IR) e de
massas de alta resolu¢ao (El positivo/TOF), assim como pela medida da rotagdo
ptica (o). Os espectros de RMN H', de C'® e de EI/TOF sao apresentados nos
Anexos de 1 a 3. Para a confecgdo das curvas analiticas utilizadas durante o
desenvolvimento e validacdo do método, foi empregado padrdo de acido pfaffico de
pureza 95,5 % (m/m). Os resultados mostrados nesse trabalho foram corrigidos em
funcéo desse teor.

3.5. SOLUGCAO PADRAO DE ACIDO PFAFFICO

A solugao estoque de acido pfaffico foi preparada através da pesagem de cerca
de 10 mg (£ 0,01 mg) do padrao de acido pféaffico em baldo volumétrico de 25 mL. O
padrao foi dissolvido com solucdo de metanol e &cido férmico 0,1 % (80:20 v/v) e
submetido a ultrassom por 5 min. A seguir, o baldo foi avolumado com a mesma
solucao de metanol e acido formico 0,1 % (80:20 v/v). A partir dessa solu¢do estoque
foram feitas diluicbes adequadas para a obtencdo das solugcdes empregadas na
confecgdo da curva analitica.
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3.6. DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE
ACIDO PFAFFICO TOTAL

3.6.1. ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E
ESPECTROMETRICAS

Foram utilizadas, de forma alternada, duas fontes de ionizagdo no
espectrémetro de massas (ionizagado por eletrospray, ou ESI, e ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica, ou APCI) e duas colunas cromatograficas Symmetry C-18
(Waters) de diferentes dimensdes (2,1 x 100 mm x 3,5 um e 4,6 x 75 mm x 3,5 um)
no cromatégrafo a liquido. Para validacdo do método e andlise de amostras
comerciais foram utilizadas as condigbes mostradas a seguir. Cromatografo a
liquido: coluna Symmetry C-18 (75 x 4,6 mm, 3,5 um), temperatura do forno a 35 C;
solugédo de acido férmico 0,1 % v/v (A) e metanol (B) como eluentes; eluigdo
isocratica a 18 % de A e 82 % de B (v/v); volume de injecdo de 20 uL; leitura a 205
nm; Espectrometro de massas: interfface APCI, operando em modo negativo;
aplicagéo de 3 pA na agulha corona, -50 V no cone e -3 V no extrator; temperaturas
de 450 T na sonda e 120 T na fonte; vazbes de 450 L h' para o gas de
dessolvatacdo e de 50 L h' para o gas de contrafluxo (cone); deteccdo por
monitoramento ion-seletivo (modo SIM, “selected ion monitoring”, com selegdo da
razao massa/carga (m/z) 439,7.

3.6.2. ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES DE PREPARO DE AMOSTRA

A instrumentagdo basica utilizada para a realizagdo do preparo das amostras
incluiu: chapa de aquecimento, vasilha de vidro termorresistente (tipo “marinex”),
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6leo de silicone, termdmetro calibrado e condensador de bolas. Para a realizagao da
extragdo e/ou hidrolise de varias amostras, os condensadores foram ligados em
série, conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4. Esquema do sistema de refluxo montado para realizacdo das etapas de
extragdo e hidrélise das amostras.

3.6.2.1. OTIMIZACAO DA HIDROLISE ATRAVES DE PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL

Para otimizacdo da hidrélise foi realizado um planejamento experimental do
tipo “composto central” 2%, com ponto central em triplicata, num total de 17 ensaios,
conforme mostrado na Tabela 1. Foram avaliados os efeitos de trés variaveis no teor
de &cido pfaffico total (% m/m) da raiz de H. eriantha: temperatura do banho de
silicone (faixa de 90 a 140 °C), tempo de refluxo (faixa de 1,5 a 4,5 h) e concentragcao
de acido cloridrico (HCI) empregada (faixa de 1 a 2 mol L'™"). O software Statistica
(versdo 5) foi utilizado para confec¢do da tabela de ensaios a serem realizados,
anélise de regressao dos resultados e tratamento grafico dos dados.
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Tabela 1 — Ensaios realizados no planejamento experimental tipo “composto central”
2° (software Statistica, versao 5).

Variaveis

Ensaios Temperatura (C) Tempo(h) HCI(molL™")

1 90 15 1,0
2 90 1,5 2,0
3 90 4,5 1,0
4 90 4,5 2,0
5 140 1,5 1,0
6 140 15 2.0
7 140 4,5 1,0
8 140 45 2,0
9 73 3,0 15
10 157 3,0 1,5
11 115 0,5 1,5
12 115 5,5 1,5
13 115 3,0 0,7
14 115 3,0 2,3
15 (C)* 115 3,0 1,5
16 (C)* 115 3,0 1,5
17 (C)* 115 3,0 1,5

*C = replicatas do ponto central.
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PARTE |. EXTRACAO A QUENTE COM ETANOL

Uma amostra de raiz A61 (10,01 g) foi transferida para um baldo de fundo
redondo (500 mL) e acrescida de 100 mL de etanol 80 % (v/v). O baldo foi entéo
acoplado a um condensador e submetido a aquecimento em banho de dleo de
silicone a 100 € por 2 h (suspensdo em refluxo), sob agitacdo magnética. A
temperatura foi constantemente monitorada com termdmetro calibrado de forma que
a variacdo fosse de no maximo 2 T. Apos resfriame nto, o conteludo do balao foi
filtrado a vacuo em funil de placa sinterizada (n° 2). O residuo de filtragao foi
transferido para um baléao, acrescido de 100 mL de etanol 80 % (v/v) e submetido a
refluxo por mais 2 h. Os filtrados foram reunidos e avolumados para 500 mL. O
extrato obtido foi transferido para frasco ambar e armazenado a 4 C.

PARTE Il. HIDROLISE ACIDA A QUENTE

Cada ensaio do planejamento foi realizado a partir de uma aliquota de 20 mL do
extrato etandlico obtido. A aliquota foi transferida para um bal&o de fundo redondo
(100 mL), seca em rotaevaporador, acrescida de 30 mL de HCI na concentragao
especificada para cada ensaio e, finalmente, submetida a refluxo em banho de 6leo
ce silicone, sob agitagdo magnética, a uma dada temperatura. Apés o tempo de
refluxo, o contelido do baldo foi resfriado e particionado duas vezes com acetato de
=fla na proporgao de 1:1 (v/v). A fase orgénica foi reunida e seca a vacuo em
rotaevaporador. O residuo foi dissolvido com solugéo de metanol e acido férmico 0,1
% (80:20 v/v). A solugdo resultante foi avolumada (25 mL), diluida (2:10 v/v) e filtrada
=m membrana de 0,45 um, antes da andlise em cromatografo. O esquema do

orocedimento € mostrado na Figura 5.
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[ Raiz de H. eriantha
l
Extracao a quente por 2 h +2 h (10 g raiz/ 100 mL etanol 80% v/v)
|
[ Extrato (20 mg/ mL) ]

I
Planejamento Experimental
1
17 aliquotas de 20 mL
[
Condigdes Otimas de Hidrélise

(Temperatura, Tempo e Concentra¢cao de HCI)

Figura 5. Esquema do procedimento realizado para otimizagao da hidrdlise.

3.6.2.2. OTIMIZAGAO DA EXTRAGAQ ATRAVES DE ANALISE UNIVARIADA

Uma amostra da raiz A61 (~4 g) foi transferida para um baldo de fundo redondo
(100 mL) e acrescida de 40 mL de etanol 80 % (v/v). O refluxo foi realizado em
banho de d6leo de silicone a 100 T pelo tempo estip ulado em cada ensaio (tempo de
extragao), conforme mostrado na Tabela 2. Apéds resfriamento, o contetudo do baldo
foi filtrado a vacuo em um funil de placa sinterizada (n°2). O residuo de filtragéo foi
transferido para um balao, acrescido de 40 mL de etanol 80 % (v/v) e submetido a
refluxo pelo tempo estipulado para cada ensaio (tempo de re-extracdo). Os filtrados
foram reunidos e avolumados para 200 mL. Do extrato obtido foram retiradas
aliquotas de 20 mL para realizagao da hidrdlise. Os ensaios foram seguidos por, no
minimo, triplicata de hidrélise. As condi¢goes de hidrélise foram as mesmas para
todos os ensaios (temperatura de 120 € do banho, tempo de 4 h de refluxo e
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volume de 30 mL de HCI 1,8 mol L). As etapas seguintes, até andlise da amostra
em cromatografo, foram as mesmas que as descritas na Parte Il do item 3.6.2.1. O
esquema do procedimento € mostrado na Figura 6.

Tabela 2 - Ensaios realizados para avaliar a etapa de extragao.

Tempo (h)

Ensaios* Extracao Re-Extracdo Massa (mg)

1a 1 2 399,64
1b 1 2 399,58
2a 2 2 399,61
2b 2 2 399,30
3a o 2 399,47
3b 4 2 399,68
4 8 2 399,80
5 1 2 399,76
6 2 0 399,70
7 2 0,5 399,31
8 2 1 399,19
9 4 0 399,47

* a e b representam replicatas de extratos.
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[jaiz de H. eriantha

[ Extracao a quente (10 g raiz/ 100 mL etanol 80% v/v)

a. Filtracao
b. Adicao de 40 mL de etanol 80% ao residuo

Re-Extracao

a. Filtragcao
b. Avolumagem

Extrato (20 mg/ mL)
I
Aliquotas de 20 mL
I
Hidrélise nas Condigcdes Otimas
120 °C, 4 h, HCI 1,8 mol L™’

!

Analise Univariada dos Resultados
1
Tempo Otimo de Extragéo

Figura 6. Esquema do experimento realizado para otimizagao da extracao.

3.7. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A validacdo do método cromatografico desenvolvido para quantificagdo de
acido pfaffico total foi feita tomando como base as orientagdes da RE n° 899 de 29
de maio de 2003 da ANVISA, pelos seguintes parametros (Anvisa, 2003):
especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de detecgao,

limite de quantificagdo e exatidao.
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3.7.1. ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

A seletividade do método foi confirmada através da analise por HPLC-DAD-
APCI-MS. As condicbes cromatograficas e espectrométricas de analise foram
descritas no item 3.6.1.

3.7.2. LINEARIDADE E INTERVALO

A curva analitica foi obtida através da analise em triplicata de 10 solucdes de
diferentes concentracdes de padréo de acido pfaffico em solvente: 0,80; 2,02; 4,04;
12,11;20,18; 40,36; 80,72; 121,08; 201,80 e 282,50 ug mL™".

A partir da solucao estoque de acido pfaffico, preparada da forma como descrita
no item 3.5., foram feitas diluicdes com solu¢do de metanol e acido férmico 0,1 %
(80:20 v/v) para a obtengdo das solugbes empregadas na confeccdo da curva
analitica.

3.7.3. LIMITES DE DETECCAO E DE QUANTIFICACAO

O limite de deteccédo (LOD) foi obtido através da relacao sinal/ruido igual a 3
para o pico de padrao de acido pféaffico. Para tanto, concentracdes decrescentes da
solugdo padrdo foram injetadas nas condigdes experimentais estabelecidas. O LOD
foi expresso com base na concentracdo de acido pfaffico na amostra. O limite de
guantificagdo (LOQ) foi estabelecido da mesma maneira que o LOD, no entanto,
considerando a relagéo sinal/ruido igual a 10.
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3.7.4. PRECISAO

Dez amostras de raiz B foram pesadas (cerca de 2 g) e submetidas a extragao
(2 etapas de 2 h cada, 40 mL de etanol 80 % v/v, banho de silicone a 100 °C, refluxo
sob agitagcdo magnética). De cada extrato obtido foi retirada uma aliquota de 20 mL,
a qual foi seca em rotaevaporador e acrescida de 30 mL HCI 1,8 mol L para
realizacdo da hidrélise (4 h totais, banho a 120 °C). Apés o tempo de refluxo, o
contetdo do baldo foi resfriado e particionado duas vezes com acetato de etila na
proporcao de 1:1 (v/v). A fase orgéanica foi reunida e seca. O residuo foi dissolvido
com solugado de metanol e acido férmico 0,1 % (80:20 v/v). A solugéo resultante foi
avolumada (25 mL), diluida (3:10 v/v) e filtrada em membrana de 0,22 um, antes da
analise em HPLC-DAD. Para determinagéo do teor de acido pfaffico das amostras foi
utilizada a padronizagéo externa.

Sete amostras foram analisadas no dia 1 (precisdo intra-dia) e trés amostras
foram analisadas no dia 2 (precisdo inter-dia). As analises foram realizadas pelo
mesmo analista, empregando a mesma instrumentacdo. As precisdes foram
expressas pelas estimativas dos desvios padrdes relativos (DPR).

3.7.5. EXATIDAO

Sete amostras de raiz C foram pesadas (cerca de 2 g) e submetidas ao mesmo
preparo de amostra descrito no item 3.7.4. Para determinacdo do teor de éacido
pfaffico das amostras, foi utilizada a padronizacéo externa.

A média do conjunto de dados obtido foi comparada estatisticamente a média
obtida pela analise de sete replicatas desse mesmo lote de raiz no CPQBA-Unicamp,
por um método modificado, realizado por outro analista, em instrumentacao diferente.
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3.8. APLICACAO DO METODO ANALITICO PARA ANALISE DE AMOSTRAS
COMERCIAIS

3.8.1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

Amostras de raizes pulverizadas de H. eriantha foram adquiridas em lojas de
suplementos alimentares, ervanarias e/ou farmacias de manipulacao, totalizando 4
distribuidores diferentes, localizados no Estado de Sao Paulo. As raizes dos
distribuidores 1, 2 e 3 foram adquiridas no comércio da cidade de Campinas-SP, nas
suas respectivas embalagens e em seus rotulos existiam informagbes sobre
identificacdo da raiz, localizacdo da empresa, farmacéutico responséavel, entre
outras. Somente a raiz do distribuidor 4 foi obtida a granel em farmacia de
manipulagdo localizada também em Campinas-SP, juntamente com copia de laudo
fornecido pelo distribuidor. Os quatro distribuidores identificaram a planta como
Pfaffia paniculata.

3.8.2. DESCRICAO DO METODO ANALITICO UTILIZADO

Cada amostra de raiz, adquirida de um distribuidor, foi analisada em triplicata.
Cada replicata consistiu na pesagem de cerca de 2 g de raiz, transferéncia dessa
massa para baldo de fundo redondo (100 mL), acréscimo de 40 mL de etanol 80 %
(v/v) e refluxo em banho de 6leo de silicone por 2 h. Apés o tempo de refluxo, o
contetido do baldo foi filtrado & vacuo em funil de placa sinterizada n° 2 e o residuo
acrescido de mais 40 mL de etanol 80 % (v/v), para realizagdo de mais uma etapa
extrativa por 2 h. Novamente, o contetdo foi resfriado e filtrado. Os filtrados foram
reunidos e avolumados para 200 mL com etanol 80 % (v/v). A seguir, uma aliquota
de 20 mL desse extrato hidroalcéolico foi retirada e colocada em novo baldo de fundo
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redondo, para secagem em rotaevaporador. O residuo seco foi acrescido de 30 mL
de HCI 1,8 mol L " e submetido & hidrélise por 4 h em banho de 6leo a 120 °C. Ap6s
o tempo de hidrélise, o contetdo do baldo foi resfriado e particionado duas vezes
com acetato de etila na proporgao de 1:1 (v/v). A fase organica foi reunida e seca. O
residuo foi dissolvido com solucdo de metanol e acido formico 0,1 % (80:20 v/v). A
solugao resultante foi avolumada (25 mL), diluida (3:10 v/v) e filtrada em membrana
de 0,22 um, antes da analise em cromatografo. As condigbes cromatograficas
utilizadas foram: coluna Symmetry C-18 (75 x 4,6 mm, 3,5 um), temperatura do forno
a 35 TC; eluentes &cido férmico 0,1 % v/v (A) e met anol (B), elui¢do isocratica a 18 %

de A e 82 % de B (v/v), volume de injegao de 20 puL, leitura a 205 nm.

3.9. PERDA POR DESSECAGAO

O método gravimeétrico (dessecagao) foi empregado para avaliar a perda de agua e
volateis pelas amostras de raizes de H. eriantha pulverizadas. Foram submetidas ao
procedimento, em triplicata, as amostras pertencentes aos lotes B e C, coletadas no
CPQBA-Unicamp, e as amostras comerciais. Para tanto, cerca de 1 g de amostra
exatamente pesada foi transferida para pesa-filtro tarado. Para dessecacdo da
amostra, o pesa-filtro foi colocado na estufa por 12 h a 105 °C. Apos resfriamento a
temperatura ambiente sob vacuo em dessecador, o pesa-filtro contendo a amostra foi
pesado. A operacao foi repetida até que a diferenga entre as massas provenientes
de duas pesagens sucessivas fosse no maximo de 5 mg.



4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As raizes de H. eriantha passaram por algumas etapas desde a coleta até a
pulverizagao, de forma que se obtivesse um material homogéneo. Apds a coleta, as
raizes foram lavadas, fragmentadas com tesoura de jardim, trituradas em
processador doméstico, secas em estufa e, finalmente, pulverizadas em moinho de
facas. Esta redugdo do material anteriormente a pulverizagcdo foi necessaria, uma
vez que ensaios preliminares demonstraram que as raizes tornam-se muito
resistentes apds a secagem, dificultando a pulverizagdo direta e até provocando
danos ao equipamento e a amostra (devido ao aquecimento excessivo do moinho).
Na Figura 7 sdo mostradas as raizes laterais de H. eriantha, relativamente finas e
faceis de serem fragmentadas apds a coleta, quando ainda nao foram submetidas a
secagem.

Figura 7. Etapas do processamento das raizes de H. eriantha. A) raizes laterais
recém-coletadas, B) fragmentagdo com tesoura, C) aspecto das raizes apods
trituragdo em processador doméstico.
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4.2. DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE
ACIDO PFAFFICO TOTAL

4.2.1. [ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E
ESPECTROMETRICAS

O método selecionado para a quantificagdo de acido pfaffico nas raizes foi a
cromatografia liquida com dois sistemas de detecgdo: arranjo de fotodiodos e
espectrometro de massas.

O acido pfaffico, por apresentar apenas um grupo carbonila e uma ligagao
isolada com elétrons m em sua estrutura, nao apresenta alta absorvancia da radiagao
na regido do ultravioleta (UV). Dessa forma, o detector por arranjo de fotodiodos
(DAD) nao é, a principio, a opgao mais adequada para a deteccao de baixas
concentragbes de acido pfaffico. Considerando o problema analitico, o espectrometro
de massas (MS) seria a op¢do mais adequada como sistema de deteccdo, uma vez
que este apresenta boa detectabilidade e alta seletividade quando operado no modo
SIM, permitindo a quantificagdo de picos sobrepostos, a avaliagdo da pureza do pico
e confirmagao da presenga do analito mediante informagado de massa molar (Collins
et al., 2006).

Embora o espectrdmetro de massas possua todas estas vantagens, o detector
DAD também foi empregado, devido ao custo mais baixo e maior facilidade de
operagdo em relagdo ao espectrometro de massas e, principalmente, por ser o
detector mais utilizado em analises presentes nas farmacopeias e monografias.

Durante as corridas cromatograficas o sinal foi monitorado a 205 nm. Esta é
uma regiao do UV em que a seletividade pode ser prejudicada. Entretanto,
considerando que a raiz € uma matriz menos complexa do que outras partes do
vegetal, como as folhas (que apresentam grande quantidade de compostos graxos),
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foi possivel através da otimizagao das etapas de extracdo e hidrélise das saponinas,
reduzir o numero de interferentes, possibilitando a analise nesta regido do UV. O
emprego do detector de massas teve como principal finalidade a confirmagéo de
identidade.

Para a separagado cromatografica, colunas C-18 Symmetry (Waters) de duas
dimensodes diferentes foram utilizadas no cromatografo. Quando foi empregada a
fonte ESI, foi utilizada a coluna de 2,1 x 100 mm e para a fonte APCI, uma coluna de
4.6 x 75 mm. Isto permitiu trabalhar com vazées mais adequadas para os dois tipos
de ionizagdo, ou seja, vaz6ées mais baixas para a fonte ESI (0,25 mL min™') e vazbes
mais altas para a fonte APCI (1,0 mL min’™").

Na eluicdo por fase reversa do acido pfaffico, o uso de um eluente acido é
requerido para fornecer um pico estreito e simétrico obtido pelo deslocamento do
equilibrio para a forma néo ionizada do analito, permitindo uma maior interagdo com
a fase estacionaria C-18. Como o espectrometro de massas foi empregado, eluentes
volateis foram requeridos e, dessa forma, optou-se pelo emprego do acido formico.

Primeiramente, solugbes padrdo de acido pfaffico foram infundidas no
espectrometro de massas, em modo combinado, para definicdo dos parametros mais
adequados de ionizagdo do analito. A seguir, estas solugdes padrao foram
analisadas no cromatégrafo, sendo o analito detectado em série pelos detectores
DAD e MS acoplados.

Inicialmente a fonte ESI foi testada no modo negativo, utilizando como fase
movel solugio de acido formico 0,1 % (v/v) e metanol. Foi obtido o sinal em m/z 439
referente @ molécula de acido pfaffico desprotonada [M-H], mas o pico nao foi
simétrico no modo SIM, conforme mostrado na Figura 8. No modo positivo, a
ionizagao por ESI nao produziu sinal.
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Figura 8. Cromatograma e espectros de massas obtidos na analise por HPLC-DAD-
ESI-MS (modo negativo) de solugéo padrdo de acido pfaffico (164 pg mL™). HPLC:
coluna Symmetry (2,1 x 100 mm, 3,5 um, Waters); fase mével: acido férmico 0,1 %
(A) e metanol (B); eluicao por gradiente: de A:B 35:65 v/v para A:B 20:80 (v/v) de 0 a
5 min, mantendo A:B 20:80 v/v de 5 a 10 min e para A:B 0:100 v/v de 10 a 15 min;
vazdo: 0,25 mL min™; volume de injecdo: 20 uL; A: 205 nm (DAD). MS: 1,17 kV
(capilar), -70 V (cone) e -2 V (extrator), vazao de gas: 450 L h”', temperatura da
sonda: 250 °C.

O solvente metanol foi substituido por acetonitriia (mantendo-se a mesma
polaridade da fase movel), resultando também no ion de m/z 439, correspondente a
molécula desprotonada [M-H], mas novamente o pico no modo SIM (modo negativo)
foi assimétrico, conforme mostrado na Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma e espectros de massas obtidos na andlise por HPLC-DAD-
ESI-MS (modo negativo) do padrdo de &cido pfaffico (164 ug mL™"). HPLC: coluna
Symmetry (2,1 x 100 mm, 3,5 um, Waters); fase mével: &cido férmico 0,1 % (A) e
acetonitrila (B); eluicdo por gradiente: de A:B 47:53 v/v para A:B 35:65 v/ivde 0 a 5
min, mantendo A:B 35:65 v/v de 5 a 10 min e para A:B 0:100 v/v de 10 a 15 min;
vazdo: 0,25 mL min”'; volume de inje¢do :20 pL; A: 205 nm (DAD). MS: 2,00 kV
(capilar), -90 V (cone) e -3 V (extrator); vazao de gas: 500 L h™, temperatura da
sonda: 300 °C.

De modo semelhante ao que ocorreu utilizando-se metanol, ndo houve sinal
empregando-se ESI no modo positivo e acetonitrila.

Uma vez que ndo foi verificada a presenga de interferentes nos cromatogramas,
foi avaliada a eluigao isocratica. Desse modo, foi testada a fonte APC| com elui¢do
isocratica com solucdo de &cido foérmico 0,1% e metanol, resultando, no modo
positivo, no fon de m/z 423 relativo ao composto desidratado [M-H.O+H]" e, no modo
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negativo, no ion [M-H]  de m/z 439 (Figuras 10 e 11, respectivamente). A perda de
agua da molécula de acido pfaffico pode ser atribuida a presenga de uma hidroxila
com funcéo alcool, que é desidratada com maior facilidade. Resultados semelhantes

foram obtidos quando acetonitrila foi utilizada no lugar de metanol.

4.5601 Extracted - W3100 1: MS Scan 1: 150.00-650.00 APcl+, Centroid, CV=Tune
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7 . DAD
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Figura 10. Cromatograma e espectros de massas obtidos na analise por HPLC-
DAD-APCI-MS (modo positivo) do padrdo de &cido pfaffico (200 ug mL™"). HPLC:
coluna Symmetry (4,6 x 75 mm, 3,5 um, Waters); fase movel: acido férmico 0,1 %
(A): metanol (B) (15:85 v/v); eluicdo isocratica; vazao: 1,00 mL min™'; volume de
injecdo: 20 uL; A: 205 nm (DAD). MS: 5 pA (corona), -30 V (cone) e -2 V (extrator),
vazdo de gas: 450 L h”', temperatura da sonda: 450 °C.
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Figura 11. Cromatograma e espectros de massas obtidos na andlise por HPLC-DAD
APCI-MS (modo negativo) do padrdo de acido pféaffico (200 ug mL™"). HPLC: coluna
Symmetry (4,6 x 75 mm, 3,5 um, Waters); fase movel: acido férmico 0,1 % (A): mével
metanol (B) (15:85 v/v); eluigdo isocratica; vazao: 1,00 mL min”; volume de injegao:
20 uL; A 205 nm (DAD). MS: 3 pA (corona), -50 V (cone) e -3 V (extrator), vazéo de
gas: 300 L h™', temperatura da sonda: 450 °C.

Dessa forma, os resultados obtidos com a fonte APCI, em especial no modo
negativo, foram mais satisfatérios do que os obtidos com ESI. O pico do analito foi
simétrico e mais intenso quando comparado aos testes em ESI. A Tabela 3 resume
os resultados obtidos com o uso das fontes ES| e APCI.
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Tabela 3 — Ensaios realizados com as interfaces ES| e APCI.

. Pico no _
Modo de lons Relacao
Solvente** espectro ]
operacao* detectados sinal /ruido
de MS
+ MeOH -
- MeOH [M-H] m/z 439 assimétrico baixa
ESI
- ACN -
- ACN [M-H] m/z 439 assimétrico baixa
+ MeOH [M-Ho0+H]" simétrico alta
- MeOH [M-H]'m/z 439  simétrico alta
APCI
#* ACN simétrico
- ACN [M-H] m/z 439  simétrico alta

* o0 sinal + indica modo de operagao positivo da fonte de ionizacéo e o sinal — indica o

modo de operagao negativo.

** solvente que compde a fase mével juntamente a solugdo de &cido férmico 0,1 %

(V/v).
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Dessa forma, foram estabelecidas as condicdbes cromatograficas e

espectrométricas de analise do analito:

Cromatdgrafo:
» coluna: Symmetry C-18 (75 x 4,6 mm, 3,5 um);
» temperatura do forno: 35 C;
» eluentes: solucao de acido férmico 0,1 % v/v (A) e metanol (B);
» eluigdo isocratica: 18 % de A e 82 % de B;
» volume de injecao: 20 uL

» A 205 nm.

Espectrometro de massas com fonte APCI, operando no modo negativo:
» corona: 3 uA, cone: -50 V, extrator: -3 V;
» temperaturas: sonda: 450 C, fonte: 120 C;
> vazodes de gas: dessolvatagdo 450 L h™', contrafluxo (cone) 50 L h™;

» modo SIM, selecdo de m/z 439,7 (casa decimal acertada conforme calibragdo
do equipamento).

A escolha pelo emprego do solvente metanol ocorreu devido ao elevado custo e
maior toxicidade da acetonitrila, visto que seus desempenhos analiticos foram
equivalentes.

Uma vez otimizadas as condi¢cdes cromatograficas, foram construidas curvas
analiticas por padronizagdo externa, usando os dois detectores (DAD e MS) em
série. As curvas analiticas, os respectivos graficos de residuos e as equacdes das
retas estdo apresentados na Figura 12.
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Intensidade do sinal (205 nm)

2500000 N—
’/.
2000000
I
1500000 P 4
Ol
1000000 > 4
g
500000 P
P
0
0 50 100 150 200

Concentragao (ug mL)

Desvios

1000 |

Concentragao (ug mL"")

Equacédo da Reta: Y= 10683x + 3246,1
(R=0,9999)

Intensidade do sinal (SIM 439)

Concentragéo (ug mL")

Desvios

Concentragao (ug mL")

Equagéo da Reta: Y= 10°x + 333151
(R= 0,9994)

Figura 12. Curvas analiticas obtidas por HPLC-DAD-APCI-MS: A) Curva construida
a partir da deteccao em DAD (A = 205 nm); B) Curva construida a partir da deteccao

em MS, modo SIM (m/z =

439). Abaixo de cada curva encontra-se o respectivo

grafico de residuos: C) Grafico de residuos da curva A. D) Grafico de residuos da
curva B.
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Os desvios mostrados no eixo y dos graficos C e D representam as diferencas
enire os valores das areas reais e os valores das areas tedricas (desvios absolutos).

4.2.2. ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES DE PREPARO DA AMOSTRA

O acido pfaffico pode estar presente nas raizes de H. eriantha na forma livre ou
glicosilada. Dessa forma, para a obtencéo do acido pfaffico total da raiz € necessario
extrair o acido livre juntamente com as formas glicosiladas (saponinas) e, a seguir,
realizar a etapa de hidrdlise para “quebra” das saponinas.

Primeiramente, foi empregado um planejamento experimental do tipo “composto
central” para o estabelecimento das melhores condigées de hidrolise das saponinas.

O uso do planejamento experimental para otimizagéo de processos representa
um recurso eficiente, pois reduz significativamente o nimero de ensaios, identifica as
variaveis significativas na resposta, reconhece a existéncia de interagéo entre as
variaveis (o que nao é possivel pelo estudo univariado) e permite estabelecer as
melhores condi¢des experimentais.

Como o planejamento foi realizado no intuito de otimizar apenas as condigoes
de hidrolise, todos os ensaios partiram de aliquotas de um mesmo extrato inicial.
Foram avaliados os efeitos de trés variaveis no teor de acido pfaffico total (% m/m)
da raiz de H. eriantha: temperatura do banho de silicone (faixa de 90 a 140 °C),
tempo de refluxo (faixa de 1,5 a 4,5 h) e concentragdo de &cido cloridrico (HCI)
empregada (faixa de 1,0 a 2,0 mol L). A selegéo da faixa de valores estudados
para cada variavel contou com testes preliminares. Valores muito baixos em relagéao
aos limites inferiores da cada faixa levaram a hidrélises incompletas das saponinas
da amostra e, consequentemente, a baixos teores de acido pfaffico total. Por outro
lado, valores muito altos em relagdo aos limites superiores de cada faixa

promoveram carbonizagdo da amostra e, possivelmente, degradacdo do &cido
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pfaffico liberado, levando novamente a baixos teores. Os testes preliminares foram
Gteis também na previsdo do bom andamento pratico-experimental. Por exemplo, no
planejamento composto central € sugerida a realizagdo de pelo menos trés replicatas
do ponto central, que é um ensaio com valores médios das faixas propostas para
cada variavel. Um grande desvio relativo entre estas replicatas pode indicar erros do
analista ao repetir o procedimento ou mesmo que ha problemas nos valores médios
propostos nas faixas das variaveis. Através dos testes preliminares, foi determinada
a temperatura minima do banho de silicone para que a suspensao &cida entrasse em
ebulicdo: 115 °C. Desse modo, os pontos centrais (como sdo chamadas as
replicatas) deveriam ter no minimo 115 °C, garantindo uma condicdo de facil

reproducao e teor adequado de acido pfaffico.

No caso especifico da temperatura, o limite superior da faixa escolhida deve
pressupor uma extrapolagéo pelo Software ao confeccionar a tabela de ensaios (a
extrapolacio ocorre nas faixas de todas as varidveis estudadas). Assim, os testes
preliminares estabeleceram um limite superior de cerca de 150 °C nos ensaios, visto
que acima disso ha limitagbes quanto ao aquecimento do oleo de silicone
(necessidade de chapas e termémetros especiais) e das amostras (passam a
borbulhar excessivamente, subindo pelo condensador).

Os teores de acido obtidos através do planejamento sdo mostrados na Tabela
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Tabela 4 — Teores obtidos nos ensaios do planejamento experimental 2° para
otimizacao da hidrélise.

Variaveis Teor de acido pfaffico total
Ensaios Jemperatura Tempo HCI (% m/m)**
() (h) (mol L")
1 90 1,5 1,0 0,29
2 90 1,5 2,0 0,91
3 90 4,5 1,0 0,67
4 90 45 2,0 1,74
5 140 1,5 1,0 1,10
6 140 15 2,0 2,00
7 140 4,5 1,0 1,99
8 140 45 2,0 2,34
9 73 3.0 1,5 0,22
10 157 3,0 1,5 2,01
11 115 05 15 194
12 115 5,5 1,5 2,53
13 115 3,0 0,7 1,16
14 115 3,0 2,3 2,07
15 (C)* 115 3,0 1,5 2,28
16 (C)* 115 3.0 1,5 2,38
17 (&) 115 3,0 1,5 2,43

*C = replicatas do ponto central.

** Teores calculados em base umida
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Os maiores teores de acido pféaffico foram obtidos nos pontos centrais.

A analise de regressao realizada através do Software Statistica foi altamente
significativo (p < 0,05), com um coeficiente de determinagdo satisfatério (R? =
0,97477), ou seja, o modelo de regressdo teve baixa dispersédo dos resultados,

conforme mostrado na Figura 13.
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Figura 13. Grafico dos valores observados (experimentais) versus os valores
preditos pelo modelo de regressdo do Software (R®= 0,97477).

Os dados da analise de variancia foram fornecidos pelo Software Statistica e

sao mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Analise de variancia da resposta (teor de acido pfaffico total).

Fonte de Variagdo  (SQ)' (gl)! (MQ)' Fealc' F tab’

Regresséo (R)® 9,125 9 1,014 30,05 3,68

Residuos (r)® 0236 7 0034 (MARMQn) (Fo7)

Falta de Ajuste (faj)® 0,225 5 0,045 7,70 19,30

Erro Puro (ep)? 0,012 2 0,006 (MQfajMQep) (Fs2)
Total® 9,362 16

' 8Q = Soma Quadratica, gl = Graus de Liberdade, MQ = Média Quadratica,
Feaic = F calculado, Fiap = F tabelado;

2Valores fornecidos pelo Software Statistica;

% Valores deduzidos a partir da relagdo: Total = R+ r; onde r = faj + ep.

O valor da relagdo MQR/MQr (30,05) foi maior que o valor de F tabelado (Fg7=
3,68), indicando que a regressdo é estatisticamente significativa ao nivel de
confianca escolhido, nesse caso p < 0,05. A relacao MQfaj/MQep (7,70) foi menor
que o valor de F tabelado (Fs2 = 19,30), mostrando nao haver falta de ajuste do
modelo matematico aos dados experimentais. Dessa forma, as superficies de
resposta puderam ser obtidas e s@o mostradas nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14. Efeito das variaveis tempo e concentragcdo de HCI no teor de acido

pfaffico total (temperatura de 120 C).
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Figura 15. Efeito das variaveis tempo e temperatura no teor de acido pféffico total

(concentragao de HCI 1,8 mol L™).
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Usando os coeficientes de regressao fornecidos pelo Software, a equacédo que
descreve o modelo de regressao foi determinada:

Y = -15,6539 + 0,1991 x, + 0,7125 x, + 4,7212 x, - 0,0008 x,2- 0,0797 x,?2 -
1,1702x,2 + 0,0001 x,X, - 0,0044 X,X; - 0,0167 X,X5

Onde: y = teor de acido pféaffico (% m/m), x4= temperatura (do banho), x» = tempo (de
refluxo) e xz = concentracdo de acido (HCI)

A derivada da equacao permite predizer o teor maximo de acido pfaffico sob as
seguintes condigdes: temperatura de 120 C, tempo de 4,36 h e HCI 1,8 moL L.

Os coeficientes positivos para xi, X2 € x3 indicam efeitos lineares no aumento de
y. Como x3 é o coeficiente mais positivo pode-se afirmar que a concentragao de HCI
€ o fator mais importante na etapa de hidrdlise, ao passo que a temperatura do
banho e o tempo de refluxo possuem efeitos menos significativos no teor de acido
pfaffico.

Partindo-se das condigdes 6timas de hidrdlise encontradas, buscou-se entao
otimizar a etapa de extracdo da raiz numa analise univariada. Os teores médios de
acido pfaffico para diferentes tempos de extracéo e re-extragdo sdo mostrados na
Tabela 6. Os teores de cada replicata sao apresentados nos Anexos 4 e 5.

Considerando-se os ensaios de 1 a 4, nos quais se manteve fixo em 2 h o
tempo de re-extragdo, a comparagao entre as médias mostrou que a extragdo de 3 h
totais (2,8 % m/m) levou a um menor teor de acido pfaffico em relagdo as demais
extragoes. As extragdes de 4 h, 6 h e 10 h totais levaram a um mesmo teor médio,
respectivamente, 3,4 %, 3,3 % e 3,3 % (m/m) e as diferencas entre eles séo devidas

apenas a erros aleatorios.

Os ensaios de 5 a 8 mostraram, primeiramente, que a extragdo nao pode ser
realizada em etapa unica de 4 h (2,9 % m/m), possivelmente pela saturagdao do
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solvente na primeira etapa extrativa, ou seja, € necessaria a re-exiracao com
solvente novo. Isso é reforgcado pelo resultado do ensaio 5, com extragdo em etapa
Unica de 2 h (2,1 % m/m). A diminuicdo do tempo da etapa de re-extragao para 30
min (3,5 % m/m) ou 1 h (3,3 % m/m), ndo modificou significativamente o teor de
acido pfaffico. Entretanto, devido ao menor nimero de replicatas realizadas, optou-se
pela escolha do tempo de re-extragdo em 2 h.

Estabeleceu-se assim, as melhores condi¢cdes de extracao e hidrélise da raiz de
H. eriantha:

Extracao: 4 h totais (2 h seguida de re-extragao por 2 h), etanol 80% (v/v)
Hidrélise: 4,36 h, 120C, HCI 1,8 mol L !
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Tabela 6 — Teores obtidos nos ensaios para otimizagao da extragao através de

analise univariada.

Enssios o Tempo de Tempo de re- Teor de acido pfaffico
extracao (h) extracao (h) total (% m/m)**
1 6 1 2 a9 +0,1
2 6 2 2 3,4+0,1
3 6 4 2 33102
4 4 8 2 3,3+0,1
5 3 2 0 2,1+0,2
6 3 2 0,5 3,6+0,3
7 3 2 1 3.34£02
8 3 4 0 29+04

* n = numero de replicatas (ensaios de 1 a 4 — 2 extratos hidroalcodlicos por ensaio,
seguidos por friplicata de hidrolise; ensaios 3 a 8 — 1 extrato hidroalcéolico por

ensaio, seguidos por, no minimo, triplicata de hidrélise);

** Teores calculados em base Umida e expressos na forma de intervalo de confianga
a 95 %, considerando-se a distribuicdo t de Student.

4.3. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

No caso de metodologia analitica ndo descrita em farmacopéias ou formularios
oficiais devidamente reconhecidos pela ANVISA (caso da espécie H. eriantha), a
metodologia serd considerada validada, desde que sejam avaliados os seguintes
parametros: especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, preciséo, limite de
deteccéo, limite de quantificagéo, exatidao e robustez (Anvisa, 2003). A finalidade do
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método a ser validado é quantificar o &cido pfaffico em amostras de raizes
pulverizadas de H. eriantha.

4.3.1. CONFORMIDADE DO SISTEMA

Antes da validagdo do método, foi avaliada a conformidade do sistema
cromatografico através dos parametros indicados na Tabela 7. Os calculos dos
parametros de conformidade foram realizados considerando-se o pico cromatografico
de padréo de 4cido pfaffico 83,36 ug mL ™" mostrado na Figura 16. O pico ampliado é
mostrado no Anexo 6.

0,06

acido pfaffico

v

0,04 -

0,02

0,00 4

Unidades de Absorvéancia ( 205 nm )

T T I I T 1

0o 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo de Retencdo ( min)

Figura 16. Cromatograma obtido na analise do padréo de acido pfaffico (83,36 ug
mL") em HPLC-DAD. Coluna: Symmetry (4,6 x 75 mm, 3,5 um, Waters); fase mével:
acido formico 0,1 % (A): mével metanol (B) (18:82 v/v); eluicdo isocratica; vazao:
1,00 mL min™'; volume de injeg&o: 20 uL; A: 205 nm (DAD).
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Tabela 7- Parametros de conformidade avaliados.

PARAMETRO AVALIADO VALOR ENCONTRADO RECOMENDAGCAO*
Fator de assimetria (As) 1,21
Fator de alargamento (TF) 1,11 TF<2
Numero de pratos (N) 3040 N>2000 para HPLC
Numero de pratos efetivos (Neg) 2724

* De acordo com a US-FDA.

Foram utilizadas as recomendagbes do guia de validagdao da FDA, pois a RE
899 da ANVISA ndo apresenta especificacdes em relagdo a conformidade, por .
considera-la uma etapa prévia ao processo de validagéo.

O fator de assimetria, com valor préximo a 1, mostra que o pico & bastante
simétrico. Embora haja pequena distor¢ao posterior (cauda), o fator de alargamento

também esta proximo de 1 e abaixo do valor considerado aceito (TF<2).

O namero de pratos (N) e o numero de pratos efetivos (Nes) foram calculados
considerando-se a largura do pico na meia altura e indicam uma separagao
cromatografica eficiente. Quando se considera a largura da base do pico, valores um
pouco menores sdo obtidos (N = 2925 e Ngi = 2622), mas ainda sim dentro das

especificacoes.

Ndo foram calculados parametros relacionados a separagdo entre picos
adjacentes nas amostras analisadas, como o fator de separagao (o) e a resolugao
(Rs), pois a separagdo entre eles é visualmente completa, conforme mostrado na

Figura 17 e dependera da matriz da amostra.
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Figura 17. Cromatograma obtido na anélise de amostra de raiz B (53,24 ug mL™") em
HPLC-DAD. Coluna: Symmetry (4,6 x 75 mm, 3,5 um, Waters); fase moével: acido
formico 0,1 % (A): mével metanol (B) (18:82 v/v); eluicao isocratica; vazao: 1,00 mL
min'; volume de inje¢do: 20 pL; A: 205 nm (DAD).

4.3.2. LINEARIDADE E INTERVALO

A curva analitica no solvente (mostrada na Figura 18) foi obtida através da
andlise em triplicata de 10 solugdes de diferentes concentragdes de padrao de acido
pfaffico. As areas correspondentes a cada concentragdo sdo apresentadas no Anexo
7. O coeficiente de correlagdo (r) obtido foi de 0,9999 e atende ao critério minimo
aceitavel da RE n° 899 da ANVISA (r = 0,99).
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Figura 18. Curva analitica obtida pela andlise em triplicata de 10 solugbes de
diferentes concentracbes de padrao de acido pfaffico em HPLC-DAD. Coluna:
Symmetry (4,6 x 75 mm, 3,5 um, Waters); fase mével: acido férmico 0,1 % (A): movel
metanol (B) (18:82 v/v); eluigdo isocratica; vazao: 1,00 mL min™'; volume de injecao:
20 uL, A: 205 nm (DAD).

O gréfico de residuos é apresentado na Figura 19. Os desvios mostrados no
eixo y representam as diferengas entre os valores das areas reais (obtidos através
da leitura em 205 nm, em ftriplicata, para cada solugéo de diferente concentracéo) e
os valores das areas tedricas (calculadas através da equacéo da reta de tendéncia: y
= 10713 x + 2166,5, onde y = area a 205 nm e x = concentragao da solugao em g

mL™).
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Figura 19. Grafico de residuos obtido pela andlise em ftriplicata de diferentes
concentracdes de padrdo de acido pfaffico em HPLC-DAD. Coluna: Symmetry (4,6 x
75 mm, 3,5 ym, Waters); fase movel: acido férmico 0,1 % (A): mdvel metanol (B)
(18:82 v/v); eluigdo isocratica; vazdo: 1,00 mL min'; volume de injegdo: 20 uL, A: 205
nm (DAD).

O coeficiente de correlagao, assim como a distribuicdo de residuos, com pontos
acima e abaixo da reta, sem tendéncias. indicam a linearidade no intervalo estudado
de 0,80 a 282,50 ug mL", o que corresponde a 0,04 % - 12,8 % (m/m) de &cido
pféffico na raiz de H. eriantha.

4.3.3. LIMITES DE DETECGAO E QUANTIFICACAO

Foi obtido um limite de detecgao (LOD) de 0,01 % (m/m) de &cido pfaffico e um
limite de quantificacdo (LOQ) de 0,04 % (m/m).
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4.3.4. PRECISAO

Para avaliagdo da precisao, foi empregada a amostra de raiz B. A preciséo
intra-dia foi realizada mediante analise do teor de acido pfaffico na amostra em
septuplicata, no mesmo dia, pelo mesmo analista e no mesmo equipamento. A
precisao inter-dia foi realizada pela analise da mesma raiz em um segundo dia, em
triplicata, pelo mesmo analista e no mesmo equipamento. Os teores de acido pfaffico
total obtidos sdo mostrados na Tabela 8, enquanto na Tabela 9 sdo apresentadas as
precisdes inter e intra-dia. Os teores de &cido pfaffico obtidos nos ensaios de
precisdo e exatiddao, assim como os teores das amostras comerciais, foram
calculados em base seca, conforme os resultados do ensaio de dessecacao,
mostrados no Anexo 8.
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Tabela 8 — Teores de &cido pfaffico obtidos pela analise de amostras de raiz B em

diferentes dias

Amostras  Teor de acido pfaffico total (% m/m)*
2,40
2,27
2,14
2,28
212
2,41
2,24

—h

PRIMEIRO DIA

~N o o A W N

TEOR MEDIO =2,3 £0,1**
1 2,49
SEGUNDA DIA 2 2,33
3 2,54

TEOR MEDIO = 2,5 +0,3**

* Teores calculados em base seca;

**Resultados expressos na forma de intervalo de confianga a 95 %,
considerando-se a distribuicao t de Student.
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Tabela 9 — Precisoes inter e intra-dia.

PRECISAO INTRA-DIA PRECISAO INTER-DIA
(DPR)* (DPR)*
Primeiro dia Segundo dia
. (n=10)
(n=7) (n=3)
4.8 % 4,5 % 5,2 %

* DPR é a estimativa do desvio padrao relativo.

4.3.5. EXATIDAO

Para avaliagcdo da exatidao, foram analisadas amostras de raiz de lote C por
dois métodos (1 e 2), em dois laboratdrios diferentes e dois analistas diferentes
(ensaio entre laboratérios). O método 1 foi executado conforme descrito no item
3.7.5., sendo que a analise partiu de 2 g da amostra da raiz, com extracdo em 2
etapas de 2 h cada e hidrdlise acida por 4 h. O método 2 foi executado no CPQBA-
Unicamp e consistiu no emprego da técnica convencional de refluxo para extracédo e
hidrolise acida, apresentando, entretanto, pequenas diferengas: partiu de 100 mg de
raiz, com extracdo em 4 h sem interrupgao e hidrolise acida por 4 h e 20 min. Outra
diferenga € que o comprimento de onda utilizado para a quantificagédo do &cido
pfaffico foi de 210 nm, enquanto no método 1 utilizou-se sempre 205 nm. As
diferengas entre os métodos sdo mostradas em resumo na Tabela 10. Cada método
foi aplicado na anélise de 7 replicatas de amostras (um total de 14 analises; 7
replicatas em cada laboratério). Os teores de &cido pféaffico total obtidos pelo método
1 s4o mostrados na Tabela 11.
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Tabela 10 — Comparagao das condigbes aplicadas em cada método.

Condicoes Método 1 Método 2
Massa de raiz 29 100 mg
Tempo de extracao 2 etapasde 2 h 4 h (sem interrup¢ao)
Tempo de hidrélise 4h 4 h e 20 min
Comprimento de onda para 505 fm 210 hm
quantificacao

Tabela 11 — Teores de acido pfaffico total obtidos pela anédlise de amostras de raiz B

pelo método 1

Amostras Teor de acido pfaffico total (% m/m)*
1 297

2,68

2,67

255

2,58

2,50

2,47

TEOR MEDIO = 2,59 £ 0,07 **

~N O O B~ W™

* Teores calculados em base seca;

** Resultado expresso na forma de intervalo de confianca a 95 %,
considerando-se a distribuicdo t de Student.
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A comparacao dos resultados entre os dois métodos € mostrada na Tabela 12,
em gque sdo apresentados a média, a estimativa do desvio padréo, e a estimativa do
desvio padrao relativo de cada conjunto de dados, calculados para a comparagao
estatistica das medias.

Tabela 12 — Comparagéao entre os resultados obtidos para cada método.

Teor de acido pfaffico

total (% m/m)*

Método 1 Método 2

Numero de replicatas (n) 7 7
Estimativa do desvio padréao (s) 0,08 % m/m 0,15 % m/m
Intervalo de confianga a 95 %** 2,59 +0,07 2703

Estimativa do desvio padrao relativo (DPR) 2,7 % 55 %

* Teores calculados em base seca;

** Estipulado conforme a distribuicdo t de Student.

Primeiramente, o teste F de Fisher foi aplicado (p=0,05), verificando que os dois
métodos apresentam precisdes equivalentes: Feaicuiado (3,52) < Fiabelado = (Fss = 3,97).
A seguir foi realizado o teste estatistico t para comparacao entre as médias dos dois
métodos. Para aplicagdo do teste foi necessario conhecer o desvio padrédo para o

conjunto combinado de amostras (Scoms = 0,1176 % m/m):

t= (x;-%,)/(Scomp V(n1+n21n1n2))

Onde: x; e X» s30 as médias de cada conjunto de dados € Scomp € 0 desvio padrao

combinado do conjunto combinado.
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Como teacuiado (2,07) < tiabelado (t12 = 2,18), é possivel afirmar, a um nivel de
significancia de 95%, que a diferenca entre as médias dos dois conjuntos de dados é
resultado apenas de erros aleatérios. Dessa forma, os teores médios de acido
pfaffico total, fornecidos pelos métodos 1 e 2, nao diferem significativamente
(p=0,05), sugerindo que o método 1, desenvolvido neste trabalho, é exato.

E importante salientar que o método 2 foi desenvolvido no CPQBA a partir do
método 1, visando reducdo da quantidade de amostra e economia no gasto de
solvente.

4.4. APLICACAO DO METODO ANALITICO PARA ANALISE DE AMOSTRAS
COMERCIAIS

Uma vez validado, o método foi aplicado na analise de amostras comerciais.
Para tanto, amostras de quatro diferentes distribuidores foram adquiridas no
mercado.

Na Tabela 13 sdo mostrados os teores de &cido pfaffico obtidos para as
amostras comerciais, analisadas pelo método validado.
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Tabela 13 — Teores de acido pfaffico total em amostras comerciais de raizes

pulverizadas de H. eriantha.

Amostras

Teor de acido pfaffico total (% m/m)*

1a

1b

ic

L
2,31
2,26

Teor meédio (distribuidor 1): 2,27 + 0,07**

2a

2b

2c

0,14
0,15
0,18

Teor médio (distribuidor 2): 0,16 = 0,05**

3a
3b

3c

0,14
0,15
0,13

Teor médio (distribuidor 3): 0,14 + 0,02**

4a

4b

4c

0,25
0,30
0,21

Teor médio (distribuidor 4): 0,25 + 0,10

* Teores calculados em base seca;

** Resultados expressos na forma de intervalo de confianga de 95 %, considerando-

se a distribuigdo t de Student.
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Dos quatros distribuidores, apenas um apresentou teor de &cido pfaffico (2,27
% m/m) semelhante aos das raizes cultivadas no CPQBA-Unicamp (2,2-2,6 % m/m).

Entretanto, apenas pelo teor de acido pfaffico ndo é possivel avaliar se as
amostras foram adulteradas ou séao falsificadas, visto que seriam necessarios outros
testes fisico-quimicos e/ou farmacopeicos. A qualidade do material vegetal é
garantida apenas se aspectos botanicos, quimicos; farmacolégicos e de pureza
forem considerados. Por esse motivo, além do teor de substancia ativa e intensidade
das atividades farmacolégica e toxicolégica, outros aspectos de qualidade a serem
avaliados sdo a carga microbiana, contaminagcdo quimica por metais pesados,
agrotoxicos, e presenca de matéria estranha, como terra, areia, partes de vegetais,
insetos e pequenos vertebrados (Toledo et al., 2003).

Considerando que nao ha descri¢gdo da espécie H. eriantha nas farmacopeias e
monografias vigentes, o desenvolvimento destas monografias é de suma importancia
para o controle de qualidade de matérias-primas e produtos.
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5. CONCLUSOES

A realizagao deste trabalho levou as seguintes conclusdes:

v" O método otimizado para a extracdo de acido pfaffico presente nas raizes de H.
eriantha foi estabelecido a partir da extracdo a quente com etanol 80 % (v/v) em
duas etapas de 2 h cada, seguida pela hidrélise com HCI 1,8 mol L' em banho a
120 C, por 4 h;

v" O planejamento experimental foi apropriado para estabelecer as condigbes de
hidrélise. Foi verificado que o teor de acido pfaffico é principalmente afetado pela
concentragdo de acido cloridrico empregada no procedimento de hidrdlise,
embora as variaveis temperatura e tempo também devam ser consideradas;

v A cromatografia em fase reversa com detec¢cdao por UV e empregando uma
coluna C-18 e fase mével composta de solucao de acido férmico 0,1 % (v/v) e
metanol (18:82 v/v) foi adequada para a determinagdo de acido pfaffico em H.
eriantha. Apesar do baixo comprimento de onda (205 nm) e também da eluigéo
isocratica, ndo houve presencga de interferentes apds os processos de extragao e
hidrélise propostos, ou seja, 0 método apresentou seletividade adequada;

v" A espectrometria de massas & uma ferramenta adicional para confirmar a
presenca do analito na amostra, assim como quantificar o mesmo. A ionizacédo do
analito por APCI operando no modo negativo apresentou maior eficiéncia em
relacdo a realizada por ESI;
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v" O método foi considerado validado segundo as especificagdes da RE n° 899 de
29 de maio de 2003 da ANVISA. Os parametros estabelecidos foram: seletividade
(pureza do pico), linearidade (coeficiente de correlagéo igual a 0,9999), intervalo
(0,04 a 12,8 % m/m de acido pfaffico), limite de deteccdo (0,01 % m/m de acido
pféaffico), limite de quantificagao (0,04 % m/m de acido pfaffico), precisdo intra-dia
(DPR de 4,8 %, n=7), precisao inter-dia (DPR de 5,2 %, n=10). A exatidao foi
avaliada pela analise de uma amostra de raiz em dois laboratérios e analistas
diferentes;

v’ Em relagdo as raizes comerciais analisadas, obtidas de quatro diferentes
distribuidores, foi verificado que o teor de acido pfaffico variou de 0,14 a 2,27 %
m/m. Os resultados mostram a necessidade do estabelecimento da monografia
farmacopeica da planta, além da realizacdo de estudos clinicos que estabelegam
uma faixa exata de concentragdo do ativo em que os efeitos terapéuticos sejam
alcancados. Dessa forma, serd possivel realizar o adequado controle de
qualidade dessas matérias-primas.
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ANEXO 1 - EsPEcTRO DE RMN H' DO PADRAO DE ACIDO PFAFFICO

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 20. Espectro de RMN de H' (250 MHz, CDCl3) do padrao de acido pfaffico.
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ANEXO 2 - EspecTRO DE RMN C'® po PADRAO DE ACIDO PFAFFICO

T I ¥ T 1 - I . .
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Figura 21. Espectro de RMN de C'® (262,5 MHz, CDCl3) do padréo de 4cido pfaffico.
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ANEXO 3 — ESPECTRO DE MASSAS (El -TOF) DO PADRAO DE ACIDO PFAFFICO

232 1488

7331827
105.0728

668.0712 g nerg  119.0806

| 189.1738

159.1200 |
ol |||
( 157,1083
; il | | faoaman
i H I | | 207.1808 | +22.3253

# £ !
| | il i byl &
ol ~

GRS £ SHE | L SN LB | P L N} SR = 8 i T T TR T P s AICE TR LR EPRESEVBIL) LSSTIPEE e,
a0 B0 100 120 140 180 180 200 220 240 250 280 300 320 340 380 380 400 420 440

Figura 22. Espectro de massas (EI"/TOF) do padrdo de acido pféffico.
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ANEXO 4 — TEORES DE ACIDO PFAFFICO TOTAL OBTIDOS PARA OTIMIZACAO DA
EXTRACAO (ENSAIOSDE 1 A4)

Tempo de Tempo de re- Teor de acido pfaffico total

extracao (h) extracao (h) (% m/m)*
2,662
1a 1 2 2,739
2,764
2,771
1b 2 2 2,786
2,889
3,491
2a 2 2 3.378
3,408
3,315
2b 2 2 3,512
3,269
3,404
3a 4 2 3,410
3,320
3,065
3b 4 2 3,109
3,293
3,246
3,171
3,355
3,284

Ensaios

* Teores calculados em base Umida.

94



Anexos

ANEXO 5 — TEORES DE ACIDO PFAFFICO TOTAL OBTIDOS PARA OTIMIZACAO DA

EXTRACAO (ENSAIOS DE 5 A 8)
Tempo de Tempo de re- Teor de acido pfaffico total
Ensaios extracao (h) extracao (h) (% m/m)*
2,1417
5 1 2 2,0868
2,1894
3,4235
6 2 2 3,5154
3,6216
31317
T 2 2 3,1709
2,9294
2,8051
8 2 2 3,0469
2,8378

* Teores calculados em base Umida.
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ANEXO 6 — CALCULO DOS PARAMETROS DE CONFORMIDADE
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Figura 23. Ampliagao do pico de acido pfaffico mostrado no cromatograma da figura
16: anélise do padrdo 83,36 ug mL"' em HPLC-DAD. Coluna: Symmetry (4,6 x 75
mm, 3,5 um, Waters); fase maével: acido férmico 0,1 % (A): mével metanol (B) (18:82

v/v); eluigdo isocratica; vazao: 1,00 mL min™'; volume de injegdo: 20 uL; A: 205 nm
(DAD) (h = altura do pico, wy, = largura da base do pico, wy, = largura do pico a meia
altura).
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An=x0 7 — AREAS OBTIDAS PARA SOLUCOES DE DIFERENTES CONCENTRACOES

DE ACIDO PFAFFICO

Concentragdo (ug mL™")* Areas (A = 205 nm) DPR**
0,80 16677 11745 7353 4665
2,02 23506 27777 24864 2182
4,04 41320 45527 40765 2604
12,11 128252 122866 129958 3702
20,18 225887 221975 236165 7329
40,36 447402 442554 438310 4549
80,72 850921 851770 857515 3587

121,08 1296194 1296194 1300153 1987
201,80 2166413 2155704 2160201 5377
282,50 3033538 3029304 3038712 4712

* Solugdes de acido pfaffico padrao com concentragdes ja corrigidas em funcao do

t=20r do padrao de 95,5 % (m/m);

** DPR é a estimativa do desvio padrao relativo.
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ANEXO 8 — TEORES DE AGUA NAS RAIiZES COLETADAS E OBTIDAS

COMERCIALMENTE
Raizes Teor de agua em % (m/m)
Distribuidor 1 7.4
Distribuidor 2 9.7
Distribuidor 3 8.3
Distribuidor 4 59
B (usada na precisao) 7,8
C (usada na exatidao) 8.8
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