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RESUMO

A determinacao da qualidade de um medicamento envolve,
além das diversas etapas de sua obtencao, a avaliacao da mate-
ria-prima e do produto acabado. Para um fitoterapico, cuidados
especiais devem ser tomados com a matéria-prima vegetal, face a
sua complexidade e variedade.

Desenvolveu-se uma preparacdao farmacéutica na forma de
macerado hidroalcodlico das partes aéreas floridas de Bacchanis
tuimera (Less.) DC., Compositae (carqueja).

A matéria-prima vegetal foi padronizada através da
identificacao botanica e de métodos fisico-quimicos, avaliando-
-se a composicdo quimica por técnicas cromatograficas (CP, CCD,
CLV e CLAE). Eupatorina e 3-0-metilgquercetina foram doseadas
por dois métodos de quantificacao através de cromatografia em
camada delgada associada a espectrometria no ultravioleta (CCD/
UV) e a cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). O fla-
vonol 3-0-metilquercetina, até entdo nao detectado no  género
Bacchanis,foi isolado e identificado por CP, CCD, CLV, CLAE e por
espectroscopia no ultravioleta. A influéncia dos fatores tec-
noloégicos, tempo de maceracgao, teor de etanol no liquido extra-
tivo e granulometria da droga, foi avaliada atravéé de analise
fatorial do tipo 2%, a guantificacao por CLAE foi empregada
também para a validacdao do método CCD/UV.

A analise fatorial demonstrou ser adequada a avaliacao
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da influencia dos fatores tecnoldgicos a producao de formas
farmacéuticas oriundas do vegetal em estudo em face a obtencéo
de um maior rendimento em flavonodides.

Nessa analise observou-se que o rendimento de eupato-
rina depende somente da granulometria da droga e que o aumento
da concentracao etanbtlica e da granulometria reduz a concen-
tracao de 3-0-metilquercetina. O prolongamento do tempo de

maceracao resulta numa maior quantidade deste flavondide.



ABSTRACT

The quality determination of drugs implicates in the
evaluation of the raw material, process and final product.
Some special care must be taken 1in the preparation of
phytotherapeutic drugs in order to assure the quality of the
plant material, due to its complexity and variety.

A hydroalcoholic macerate from flowery aerial parts
of Baccharnis trimera (Less.) DC., Compositae (‘'carqueja') was
developed regarding the aspects of its total quality and
galenical development.

The plant raw material was standardized through
botanical and physico-chemical methods. The chemical
composition of the raw material, intermediate products and
extract was evaluated through chromatographic (PC, TLC, VLC
and HPLC) and physic techniques. For the quantitation of the
tracer substances, eupatorin and 3-0-methylquercetin, were
used two methods: thin-layer chromatography associated with UV
spectrophotometry (TLC/UV) and high-performance liquid
chromatography (HPLC). The HPLC was used for the wvalidation
of the TLC/UV-method.

The presence of 3-0O-methylquercetin, a new substance
for the genus Baccharis , was determine by chromatographic and
UV-spectroscopic methods.

The influence of some technological factors such as
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maceration time, ethanol concentration in the extraction
liquid and granulometry of the plant material was analysed
using 2" factorial design.

The factorial analysis demonstrated to be suitable to
evaluate this influence considering the yeld of flavonoids.

While the yeld of eupatorin deppends only on the
granulometric range of the plant material, increase of
ethanolic concentration and granulometry reduces the
concentration of 3-0-methylquercetin. Prolongation of

maceration time results on a higher amount of this flavonoid.
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1. INTRODUCAO

O emprego de medicamentos de origem vegetal, por uma
parcela significativa da populacao, leva a crer que a fitote-
rapia tem seu lugar assegurado no contexto social (MENBEN,
1981), no entanto, seu uso é discutido e quase sempre baseado
em informagoes populares, de onde passa a ser estudado cienti-
ficamente (FARNSWORTH et alii, 1985a; NEARING, 1985).

A esperanca demonstrada por FARNSWORTH (1985) ‘em sua
explanacao ao afirmar que "£ mais provavel que nas proximas dé-
cadas se descubram, nos paises em desenvolvimento, mais subs-
tancias ativas novas de origem vegetal que os produzidos por
todos os quimicos em conjunto dos paises desenvolvidos”, colo-
ca o programa de apoio e incentivo da Central de Medicamentos
(CEME, 1988) sobre a producao de fitoterapicos, como projeto
viavel e praticavel pelas InstituicOes de pesquisa, n3o s6 no
aspecto quimico e farmacoldégico, mas também no campo ecoldgi-
co, do cultivo e do controle de qualidade.

A auséncia de maior nimero de estudos sobre estes ul-
timos aspectos, tem levado a falta de confiabilidade no uso da
fitoterapia pelos profissionais da area de saude.

O desenvolvimento de metodologias para assegurar a qua-
lidade, que oferecam exatiddo e reprodutibilidade, pratica re-
cente em nosso meio, vem garantir a seguranc¢a do uso de fito-

terapicos.
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A importancia do asseguramento e da manutencdo da
gualidade tem sido discutida por diversos autoresv(BERNHARD,
1980; SPAICH & GRACZA, 1980 e MENFEN, 1981).

A ocorréncia de plantas de uso medicinal com poten-
cial econdmico e farmacoldgico deve ser estudada para que
possam ser utilizadas pelo sistema de saude, do qual parti-
cipa em ultima instancia a populacao.

No entanto, para que esta populacao seja beneficiada
e utilize a fitoterapia, & necessario que a qualidade dos
fitoterapicos vegetais seja assequrada, através da identifi-
cacdo botanica e farmacogndstica, ensaios e testes de carac-
terizagao, pureza, propriedades fisicas, fisico-quimicas,
quimicas e biologicas, quantificacdo, toxicidade, aspectos
tecnologicos, dando relevancia ao controle de qualidade
(HALBACH, 1983).

O conhecimento dos grupos de constituintes semelhan-
tes estruturalmente ou de substancias ativas quimicamente de-
finidas, aos quais relacionam-se os efeitos farmacoldogicos e
terapeuticos & imprescindivel para o preenchimento dos que-
sitos acima citados.

Entre as classes de substancias de atividade biolo-
gica reconhecida podem ser citados os flavonSides aos quais

relacionam-se diversas acoes tais como:

- acdo sobre o coragdo e sistema circulatorio;

- acao anti-hepatotéxica, colerética, anti-ulcera,
antinefrotica;

- influencia de outros estados patofisioldgicos: es-

pasmolitico, broncoespasmolitico, antiflogistico;
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- acao sobre as células: protecao contra danos causados
pelas radiac¢oes, mutagenicidade, inibicdo da prolife-
racao linfocitaria causada por concavalina A;

- aca@o bactericida, fungistatico e virustédtico;

- inibicéo da atividade de diversas enzimas, entre elas
B-glicuronidase, hialuronidases, arilsulfatases, fos-
fodiesterases (ZEPERNICK et alii, 1983; WEISB, 1985;
SCHILCHER, 1987; STEINEGGER & H.P;NSEL, 1988).

Também para alguns constituintes flavonoidicos encontra-
dos em Baccharnis trhimera (Less.) DC. (carqueja) como quercetina,
luteolina, nepetina, apigenina e hispidulina foi descrita acao
hepatoprotetora (SOICKE & LENG-PESCHLOW, 1987) e para 3-0-me-
tilquercetina acao antiviral (VLIETINCK, 1987). A presenca de
compostos deste tipo permite o desenvolvimento de métodos de
controle de qualidade, como ja demonstrado em dissertacdo sobre
Achyrocline satuneloides (marcela) (SONAGLIO, 1987).

O conhecimento dos constituintes quimicos do vegetal foi
estabelecido por varios pesquisadores, fazendo com que os méto-
dos analiticos e tecnologicos sejam facilitados.

NAVES (1959 e 1959a) estudando a composicao do oleo vo-
latil da carqueja, identificou o ledol, o carquejol, o beta pi-
neno e como componente majoritario, o acetato de carquejila
(55%) .

DOLEJS et alii (1961) identificaram na fracdao sesquiter-
pénica do 6leo volatil de Bacchanis genistelloides Persoon, delta e
gama cadineno, calameneno, elemol, eudesmol e palustrol.

BAUER et alii (1973) por cromatografia em fase gasosa do

6leo volatil de Bacchanis genistelloides Persoon identificaramalfa
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e beta pineno, canfeno, carquejol e acetato de carquejila
(69,2%), portanto, com percentual superior ao encontrado por
NAVES (1959a).

VICHNEWSKI (1976) e HERZ et alii (1977) identificaram tres
lactonas diterpénicas do tipo ent-clerodano (I, II e III) e uma

flavona (eupatorina) (Figura 1).

OH

ONM

III

SANTOS FILHO (1979) obteve resultados satisfatorios para
alguns ensaios farmacoldgicos com as substancias'I, II, III
e IX.

SOICKE & LENG-PESCHLOW (1987) estudando o extrato de
acetato de etila, isolarame identificaram 5 flavonéides (querce-
tina, luteolina, nepetina ou eupafolina, apigenina e hispidu-~
lina) (Figura 1), demonstrando também a propriedade anti-hepa-

totoxica dessas substdncias em camundongos intoxicados com fa-




loidina. O mesmo teste para biflavondoides demonstrou ativi-
dade anti-hepatotoxica contra a acao letal da faloidina e al-

fa-~amanitina (IWU et alii, 1987).

R R R3 Ry Rg
IV QUERCETINA OH H OH OH OH
Vv LUTEOLINA H H H OH OH
Vi NEPETINA H OCH 3 H OH OH
VII  APIGENINA H H H H OH
VIII HISPIDULINA H OCH; & H OH
IX  EUPATORINA H OCH, OCH, OH OCH,

FIGURA 1 - Flavonodides isolados e identificados em Bacchanis
fuimera (Less.) DC. (VICHNEWSKI, 1976; HERZ et
alii, 1977_; SOICKE & LENG-PESCHLOW, 1987).

A preparacao de um extrato otimizado € uma operagao
muito delicada e requer conhecimento dos ingredientes ativos
e de sua estabilidade, ou seja, para preparar um extrato de
qualidade, necessita-se de controles analiticos (BONATI,
1980). Dentre os métodos adequados ao controle extrativo ou

de substancias, incluem-se as técnicas cromatograficas.




A utilizacao destas técnicas permite a avaliacado quali-
tativa ou a quantificacdo direta, através do emprego da croma-
tografia liquida de alta eficiéncia, ou liquida em fase gasosa
ou ainda, indiretamente,com o uso de cromatografia em papel,
em coluna ou em camada delgada, seguida - da eluicao
do cromatograma e subseqfiente determinacao quimica (volume-
tria) ou fisico-quimica (UV, fotocolorimetria, densitometria).

O emprego da cromatografia em papel (CP) em medidas
quantitativas e de seu uso em processos de analises de subs-
tancias flavonoidicas tem sido pratica rotineira (RIBEREAU-
-GAYON, 1968; SRIVASTAVA & KISHORE, 1985). O uso da CP asso-
ciada ao UV como método de quantificacdao para flavonoides
(quercetina), demonstrou eficacia pela exatidao e reprodutibi-
lidade (SONAGLIO, 1987).

O principal valor da cromatografia em camada delgada
(CCD) em trabalhos com flavondides é de um método analitico
rapido, o qual requer pequena quantidade de material, além de
possuir diversidade de utilizac8o da cromatografia em coluna e
a separacao da cromatografia em papel(RIBéREAU-GAYON, 1968). A
identificacdo por cromatografia e o isolamento em pegquena es-
cala de flavondides puros sao alguns dos usos particulares da
CCD para esta classe de compostos (MARKHAM, 1982).

O método indireto de quantificacdo em CCD envolvendo
eluicdao de manchas cromatograficas e o exame da sua absor-
vancia por espectrofotometria no ultravioleta foi analisado e
comparado com outros métodos diretos para Anacardium occidentale,
tendo sido validado, mas que requer experimentacao preliminar
extensiva e condic¢Oes controladas cuidadosamente para que a

operacdo tenha sucesso (TYMAN, 1978). N3o pode ser descartado



o uso da CCD associada a uma técnica quimica ou fisico-quimica
na quantificacao de substancia em extrativos mesmo de comple-
xidade conhecida.

Levando-se em consideragado que outras técnicas de exa-
me direto de quantificacdo sao de maior facilidade, e que den-
tre estas encontra-se a cromatografia liguida de alta efici-
éncia (CLAEB), verifica-se seu uso difundido com este objeti-
vo, para extrativos vegetais (WULP & NAGEL, 1976; SCHUSTER,
1980; GALENSA & HERRMANN, 1980; DAVYDOV et alii, 1981; ALONSO
et alii, 1986; REVILLA et alii, 1986; ALVAREZ & KUSUMOTO,
1987).

Para a producdo de extrativos vegetais estandardiza-
dos, alguns fatores devem ser considerados tais como:

- estagio de desenvolvimento do vegetal na colheita;

- concentracao de substancia ativa na planta, depen-
dente de outros fatores (genéticos, ambientais, eda-
ficos);

- secagem da droga vegetal objetivando a estabilizacao;

- preparagdo da droga, retirando impurezas e realizan-
do sua divisio (moagem);

- armazenamento adequado evitando acao de destruicao
que possa descaracterizar a matéria-prima;

- extracao com liguido extrator adequado e por métodos
que permitam alcan¢ar o maior rendimento pelo menor
custo operativo.

Na extracdo nem sempre utiliza-se somente um eluente,

mas misturas de etanol, metanol ou acetona com agua. Entretan-
to o meio extrativo depende, sobretudo, da solubilidade das

substadncias a extrair e de sua estabilidade (VOIGT &

BORNSCHEIN, 1982a).




L 4

A manutengao da(s) substancia(s) ativa(s) & uma das
preocupac¢des na extracdo, devendo, portanto, ser realizada de
maneira cuidadosa, mesmo considerando perda no rendimento.

Objetivando a extracado da(s) substancia(s) ativa(s),
considerando-se a(s) solubilidade(s) e estabilidade, os méto-
dos de extracao maceracdo e percolacdao se prestam a este fato
(VOIGT & BORNSCHEIN, 1982a).

A maceracdo & o procedimento mais simples de extracao,
devendo sofrer agitacOes ocasionais, ser realizada ao, abrigo
da luz solar direta, evitando assim possiveis reacOes ou alte-
racoes de coloracdo catalisadas pela luz, além de sofrer agi-
tacOes repetidas. O tempo de extracdo € relativo e depende de
cada droga. “Em geral oscila entre 5 e 10 dias. As agitacodes
se prestam a garantir a compensacao de concentracao das subs-
tancias extrativas no liquido extrator (ménstruo). Promove-se
a separacao entre o extrato (micela) e o residuo por prensagem
(prensa hidréulica). Procede-se a lavagem do residuo para com-
pensar perdas por evaporagao Ou mesmo para obter substancias
extrativas retidas na prensagem. Face aos fendmenos fisicos da
extracao so6lido-liquido em sistemas cuja concentracdo do sol-
vente é fixa, a maceracdo nd3o leva ao esgotamento do material.

Um método moderno e derivativo da maceracao & a turbo-
extracao ou turbolizacdo, aplicado sobretudo para a preparacao
rapida de pequenas quantidades de extratos. Submete-se a dro-
ga e o ménstruo, a acdo de misturadores de grande velocidade
(cerca de 10.000 rotacOes por minuto). Dessa forma aceleram-
-se os fenOmenos de dissolucao, sendo suficientes 5 a 20minu-
tos, dependente de cada caso. Deve-se excluir a perda de

solvente por fechamento hermetico do recipiente, além do
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cuidado com a temperatura durante o processo, para ndo ultra-
passar 40°C (DKRR, 1979; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982a).

O processo de percolagdo € uma técnica-de extragdo onde
pode-se conseguir cerca de 95% de substancias extraiveis. Isto
é possivel pela renovacdo constante do solvente no local de ex-
tracao.

Alguns procedimentos sdo afins a percolacao como a re-
percolacdo, evacolacdo, diacolagao e método Soxhlet. Para fins
industriais a extracdo em contracorrente é um procedimento ade-
quado.

A analise fatorial ou projeto fatorial € um plano de oti-
nmizacdo de experimentos, especificando o numero de experimentos
a ser representado e a seqliéncia da variacao dos fatores, tor-
nando-se possivel determinar os coeficientes pelo método dos mi-
nimos quadrados, com um minimo de erro (VIRAG, 1970).

O projeto fatorial € usado para determinar a ocorréncia
de interacOes entre os fatores citados anteriormente e o vege-
tal em estudo com o objetivo de determinar qual ou quais fato-
res causa ou causam compatibilidade ou incompatibilidade
(LEUENBERGER & BECHER, 1975). Assim,os efeitos de estabiliza-
cao ou desestabilizacao dos fatores individualmente nos extra-

tivos poderiam ser evidenciados.

Nas ciéncias farmacéuticas a andlise fatorial tem sido
utilizada principalmente com os seguintes objetivos: 19) andli-
se quantitativa como na determinacdo das relagdes quantitativas
dos componentes de formulacdes qualitativamente conhecidas. 20)
analise qualitativa, como na determinacio das qualidades &timas

dos componentes de formulacgdes quantitativamente conhecidas

(LEUENBERGER & BECHER, 1975).
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A montagem do projeto experimental para a otimizacao de
formulacdes farmaceuticas utiliza-se de modelos  estatisticos
gue permitam inicialmente assegurar a validade dos resultados,
diminuir a possibilidade de erros aleatdorios e avaliar a in-
fluéncia dos diversos fatores sobre a qualidade do produto ob-

tido.

O projeto fatorial, desenvolvido inicialmente por YATES
& HALE (1939) para experimentos agronOmicos, tem encontrado com
algumas modificacoes aplica¢do na area farmacéutica (NEWTON et
alii, 1971; SCHWARTZ et alii, 1973; SCHWARTZ et alii,  1973a;
DINCER & 6ZDURMUS, 1977; STEWART et alii, 1979; BOLTON, 1983;

DEVAY & RACZ, 1984).

Como a analise fatorial é racional e procede-se por va-
lores obtidos de quantificacdo, os métodos utilizados CCD/UV e
CLAE sao prontamente uteis somado ao fato da presenca de subs-
tancias conhecidas e amplamente difundidas no reino vegetal, fa-
cilitando sobremaneira o uso desta analise para extrativos ve-
getais. |

Dessa maneira, observa-se neste trabalho alem do envol-
vimento das investigag¢des botanicas, fitoquimicas e farmacolo-
gicas, a preocupagao tecnologica na producao de fitoterapicos

otimizados de plantas de uso difundido entre a populacao.

Empregando as sumidades aereas floridas de Bacchanis
tumera (Less.) DC. - Compositae, popularmente denominada car-
gueja, objetiva este trabalho estabelecer metodologia para o
controle de qualidade da droga como matéria-prima, produto in-
termediario do ciclo produtivo e como produto final sob a for-

ma de um macerado hidroalcodolico. A influéncia de fatores como
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concentracao etanolica do liquido extrator, granulometria da
droga e tempo de maceracao foi avaliada através de um delinea-

mento estatistico por andlise fatorial.



2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAL

2.1.1 Matéria-Prima Vegetal

O material botanico, objeto de estudo, foi coletado em
agosto de 1986, no periodo de floracdo indistintamente exempla-
res masculinos e femininos, no municipio de Sertdao do Santana,
RS. Foi identificado pela Prof2 Lilian Auler Mentz, do Depar-
tamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. O material testemunho encontra-
-se registrado sob nimero 67.228 do Herbdrio ICN na mesma Uni-
versidade.

O vegetal, grosseiramente rasurado, foi posto a secar
em estufa de ar circulante a 35°C por 9 dias e armazenado em
‘lugar fresco, ao abrigo da luz solar.

ApOs moagem do material rasurado em moinho de martelos
articulados, foi feita tamisacdao com jogo de tamises em  mm:
2,000; 1,600; 1,000; 0,800; 0,630; 0,400; 0,315; 0,200 e cole-
tor. As fracdes de escolha foram as com abertura de malha

2.1.2 Aparelhos e Equipamentos

- alcoometro de Gay-Lussac a 20°C - Arba - 0-100
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aparelho de Clevenger modificado (VAN'OS, 1965)
aparelho de destilacao para determinacao do teor al-
coblico (FARMACOPEIA, 1977)

aparelho de tamisacao vibratdrio Retsch com tamises
DIN 12791 -~ série 4188

areOmetro DIN 12791 - série M100

balanga analitica - Sartorius tipo 2402

banhos de agua - Fanem e Kdttermann tipo 3024

bomba de vacuo - Fanem modelo CAL com vacudmetro de
0-760mm Hg (0-101kPa)

cromatografo liquido de alta eficiéncia modelo CG-480 C
com injetor Rheodyne munido de alca doseadora de 20ul,
detector de comprimento de onda variavel CG-435 e in-
tegrador-processador modelo CG-300

espectrofotometro ultravioleta-visivel - Shimadzu U.V.
Visible Recording - UV-240 com registrador Shimadzu
Graphic Printer PR-1 (EF)

espectrofotometro Perkin-Elmer Coleman-124 com regis-
trador Perkin-Elmer-56 (EG)

estufa de ar circulante Memmert modelo Tv 60uL

estufa a vacuo Heraeus modelo RVT 360

lampada universal de quartzo - Mineraluz GM-24 - 254
e 366nm

minisom Thornton tipo n® 0677119 ~ 40 KHz/60W

moinho de martelos articulados - Ganasini

pHmetro Knick pH-mV-Meter ~ tipo 520

prensa hidraulica manual Hafico para 5%

turbolizador Arno-multiprocessador
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2.1.3 Reagentes, Solugoes, Substancias Reagentes e Referéencias

Todos os reagentes, exceto quando especificado, pos-

suiam grau de pureza prd-analise (p.a.). Foi utilizado etanol

comercial 93,6°GL aproximadamente 93,6INPM (firma PEREIRA).

SOLUCOES
- solugao
-~ solucao
- solucdo
- solucéao
- solucao
- solucao
(V/v);
- solucgao

- solucgao

de acido fosforico a 1% (V/V);

de carbonato de sddio 0,2M (m/V);

de urotropina a 0,5% (m/m);

hidroalcodlica I (etanol: agua; 50:50; V/V);
hidroalcodlica II (etanol: agua; 70:30; V/V);

metandlica de acido acético glacial a 5%

tampao de fosfato pH 7,00 % 0,01 (20°C);

tampdo de citrato-acido cloridrico pH 4,00

0,01 (20°cC).

SUBSTANCIAS REFERENCIAS

- brucina

- eupatorina

~ luteolina

cristalizada (MERCKF);

b, C)_
a) .
d)

- 3-0-metilquercetina ' ;

- quercetina (MERCKF).

As

a)
b)
c)

d)

substancias de referencia foram cedidas por:

Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkel - UFRGS -~ Porto Alegre-RS
Prof. Dr. Shin Matsuura - 10-Wakafuku-Cho, Gifu, 502-Japan
Prof. Dr. Davi dos Santos Filho - Faculdade de Farmacia - USP - Ribei-

rao Preto-SP

Prof28 M.F. Claudia Maria Oliveira Simces - UFSC - Florianopolis-SC
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2.1.4 Material para Cromatografia

2.1.4.1 Adsorventes

- silicagel 60 para cromatografia em coluna - tamanho
de particula 0,063-0,200mm (70-230 mesh ASTM) - ar-
tigo ne 7734; Firma Merck; lote n® 20304;

—vsilicagel 60 GF254 para cromatografia em camada del-
gada - artigo n? 7730; Firma Merck; lote n@ 506TA
753430;

- silicagel 60 PF,c4 silanizada para cromatografia
preparativa em camada ~ artigo ne 7751; Firma Merck;
lote n® 5017958;

- celulose microcristalina para cromatografia em cama-
da delgada analitica Sygmacell tipo 20 - artigo neo
S-3504; Firma Sigma; lote ne 18C-0373;

- papel de filtro comum, cor branca, com gramatura

138g/cm2.
2.1.4.2 Equipamentos

- aparelho para preparacao de cromatoplacas da Desaga;
- cuba de vidro para cromatografia (dimensoOes inter-
nas: 22 x 22 x 10cm) com tampa de vidro;

- aspersor-nebulizador de vidro com capacidade para

100ml.

2.1.4.3 Deteccao das manchas cromatograficas

- luz visivel;
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- luz UV a 254 e 366nm;
- vapores de amdOnia, seguido de observac¢do sob luz UV a
254 e 366nm;
- R1l: solucdo de sulfato cérico a 10% (m/V) em 4acido
sulfurico 2N (MERCK, 1971);
- R2: solucdo alcoblica de vanilina sulfarica a 3% (m/V)
(MERCK, 1971);
- R3: solucdo oxalo-bdrica (LOHDEFINK, 1976);
- R4: solucdo metandlica de cloreto férrico a 1% (m/V)
(STAHL, 1969; STAHL et alii, 1970).
ApOs nebulizacdo com Rl e R2 as cromatoplacas foram
aquecidas em estufa a 110°C durante 5 a 10minutos. R3 e R4 fo-
ram utilizados sobre cromatoplacas de celulose microcristalina,

sem sofrerem aguecimento posterior.

2.1.4.4 Solventes

Os solventes possuiam grau de pureza pro-anidlise exceto
os empregados para a cromatografia liquida de alta eficiéncia

de qualidade compativel (Lichrosolv, Merck).

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Caracterizacao Botanica

O vegetal foi examinado com auxilio de lupa, sob ilumi-

nacao artificial, dando-se maior eénfase aos elementos consti-

tuintes das sumidades floridas (segundo CABRERA, 1974; BARROSO,
1976) .
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2.2.2 Determinacao do Indice de Amargor (FARMACOPEIA, 1959a)
2.2.2.1 Preparacao da solucao referencia de brucina

Em um balao de 1000,0ml, adicionou-se 0,092g de brucina
cristalizada Merck, de férmula C,3H,60,N,.  2H,0, 100ml de
dlcool R (FARMACOPEIA, 1959a) e completou-se o volume do balido
com agua potavel. Retirou-se desta solucdo, aliquota de 10,0ml
com auxilio de pipeta, para um baldo volumétrico de 1000ml, com-
pletando-se o volume com agua potavel, cbtendo-se uma diluigdo
de 1:1.000.000 (solucao de partida-SP).

A partir da SP foram preparados mais nove diluig¢des com
titulos de 1 para: 1.650.000; 2.050.000; 2.550.000; 3.200.000;
4.000.000; 5.000.00C; 6.250.000; 7.800.000 e 9.750.000.

2.2.2.2 Preparacao das solucoes de decocto e extrato turboli-

zado

2.2.2.2.1 Preparacao das diluicoes do decocto (DE) (PAVAN,
1952)

Preparou-se um decocto de acordo com a FARMACOPEIA Bra-
sileira (1959), retirando-se fracdo de 20,0ml, para um balao
volumétrico de 100ml, completando-se o volume com agua potéavel
(solucdo inicial-SI). Partindo-se da SI, procedeu-se o preparo
de dez diluig¢Oes com os seguintes titulos de 1 para: 200; 400;

600; 800; 1.000; 2.500; 4.000; 5.000; 10.000 e 50.000.
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2.2.2.2.2 Preparacao das diluicdes do extrato turbolizado (ET)

Com aliquota de 10,0ml do ET (2.2.15.3), completou-se o
volume com agua potavel, em baldo volumétrico de 100ml, obten-
do-se uma diluigdo de titulo de 1 para 100. Partiu-se desta
solucao no preparo de seis diluicoes com titulos de 1 para:

1.000; 2.500; 4.000; 5.000; 10.000 e 50.000.
2.2.2.3 Verificacao do indice de amargor (IA)

Procedeu-se a verificacdo a partir da solugdo referéen-
cia de brucina. Lavou-se a boca com agua potavel e ém seguida,
com 10ml da solucao mais diluida (1:9.000.000), fez-se bochecho
durante l0segundos, lavando-se a boca em seguida com agua pota-
vel. Decorridos 1lOminutos, procedeu-se da mesma forma que a
anterior, com a solucdo de titulo imediatamente superior, ateé
encontrar uma solucdo de sabor duvidosamente amargo e a seguin-
te de sabor distintamente amargo (WASICKY et alii, 1943). Des-
ta Ultima solucao, foram preparadas mais duas solugdes, redu-
zindo-se as concentracoes cada vez em 10% da anterior, locali-
zando-se assim o limiar da sensacdao de amargor a limites mais
ou menos reduzidos.

Passados 10minutos do ensaio com a solucdo de referén-
cia de brucina, testou-se as solugbes do decocto como acima des-
crito. ApOs procedeu-se da mesma maneira com as diluigbes do
ET, utilizando-se trés pessoas para a verificacdo do IA.

O calculo do IA é fornecido, segundo a formula (WOJAHN,

1951a)

_ Da
IA = 45— . 100.000 (1)
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onde:
DA = maior diluicao da amostra (DE ou ET) que produziu
sensacao de amargor distinto;
DP = diluic3o do padrdo de brucina onde foi distinta a
sensacao de amargor.
O resultado € fornecido pela média de trés determina-
¢oes.

2.2.3 Determinacao do Indice de Espuma (FARMACOPEIA, 1977b)

2.2.3.1 Para o decocto (DE)

Cerca deA0,500g da droga tamisada total, foi  coloca-
da com 100ml de agua destilada em erlenmeyer e postos a fer-
ver durante Sminutos. Juntou~-se gotas de carbonato de soddio
0,2M até pH 7,0. ApdOs o esfriamento filtrou-se e completou-se
o volume a 100ml. Realizaram-se diluig¢oes do decocto com &gua
destilada nas proporg¢oes de 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90
e 100% em tubos de ensaio (16 x 160mm). Agitou-~-se vigorosa-
mente cada tubo por 15segundos, deixou-se em repouso durante

15minutos, observando-se em qual tubo ocorreria um anel de es-

puma com um minimo de lcm de altura.

2.2.3.2 Para o extrato turbolizado (ET)

Retirou-se aliquota de 50ml do ET para um baldo volu-
métrico de 100ml completando-se com &gua destilada. Neutrali-
zou-se com carbonato de so6dio 0,2M, diluindo e tratando as di-

luicOes como descrito no item 2.2.3.1.
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Quando nao houver a presenca de espuma em nenhum dos
tubos, diz-se que o indice de espuma (IE) é inferior a 100, ca-

so contrario o resultado é obtido atraves da seguinte formula

e = 521000 (2)
onde:
K = massa da droga, sempre com valor de 1lg;
M = percentual da droga utilizada no preparo do extra-
to ou teor de planta no extrato em g;
V = volume do extrato no tubo de ensaio com espuma de
lcm de altura (sem a diluicdo, ou seja, volume ori-
ginal, em ml);
1000 = 10ml x 100ml (diluic¢ao do tubo x preparo do ex-
trato).
O resultado €& fornecido pela média de treés determina-
¢oes.

2.2.4 Determinacao do pH

Foi realizado em pHmetro calibrado com solug¢des tam-
pao de fosfato e citrato-acido cloridrico, pH 7,00 e 4,00, res-

pectivamente.

2.2.5 Determinacao da Perda por Dessecacao (FARMACOPEIA,

1977c; WOJAHN, 1951)

Pesaram-se exatamente cerca de 2g de droga, em pesa-fil-

tro (dimensdes internas, 27 x 55mm) previamente tarado. Colo-
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cou-se em estufa a 105°C por 2horas, deixou-se esfriar em des-
secador durante 30minutos, pesando-se a seguir. Apds, recolo-
cou-se em estufa por mais 30minutos, repetindo-se o processo
até peso constante.

Determinou-se a perda por dessecagdo nos periodos de
0, 5, 9 e 20meses de armazenamento.

Os resultados foram expressos em percentagem ponderal
(m/m) sobre a quantidade da droga, através da média de seis

determinacoes.

2.2,6 Determinacao do Residuo Seco (BOHME & HARTKE, 1981)

Em pesa-filtro (dimensdes internas, 27 x 55mm), pre-
viamente tarado, pesaram-se exatamente cerca de 20g do extra-
to, evaporou-se sobre banho de agua fervente, sob movimentacao
constante. Apds evaporacao completa, colocou~se em estufa a
1059C por 2horas, deixou-se em dessecador por 25minutos para
esfriar e pesou-se. O resultado € calculado em relagdo a 100g

do extrato, pela média de 3 determinacdes.

2.2.7 Determinacao do Teor Alcoolico

2.2.7.1 Para o extrato turbolizado (ET) (FARMACOPEIA, 1977;

DARR, 1979)

Foi realizado segundo o método da destila¢do, usando-
-se tratamento especial com cloreto de s6dio, e o teor alcodli-
co foi determinado através da densidade, a 25°9C, com auxilio

~de picnOmetro e da tabela alcoométrica. Determinou-se no ET
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antes da destilacao o teor alcodlico com auxilio do aredmetro.

0 resultado €& fornecido em percentual volumétrico, a 15,56°C.
2.2.7.2 Para os macerados (MC) (DARR, 1979)

Utilizou-se areometro, a 15°C, e alcoOometro de Gay-
~-Lussac, a 20°C,e determinou-se o teor alcodlicopela densidade
com auxilio da tabela alcoométrica. O resultado é fornecido

em percentual volumétrico, a 15,56°C.

2.2.8 Determinacao do Teor de Extrativo (BUNDESVEREINIGUNG,
1979)

Cerca de lg da droga moida com granulometria (0,630~
-0,315mm), exatamente pesada, foi aquecida a fervura com 100g
de agua destilada durante 10minutos. Esfriou-se, completou-se
a agua evaporada a 100g e filtrou-se. Desprezou-se os primei-
ros 20ml. Do restante do filtrado, pesaram-se exatamente cerca
de 20g e determinou-se o residuo seco conforme técnica descri-
ta no item 2.2.6.

O teor de extrativo (TE) foi calculado segundo a for-

mula

TE = g . 500 (%: m/m)
P

(3)

onde:

g = massa do residuo seco em g;

o)
I

massa da droga em g.
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2.2.9 Determinacao do Teor de Flavondoides Totais {BUNDES~

VEREINIGUNG, 1979a)

Colocou-se em baldo de fundo redondo de 100ml, 0,400g
de droga moida com - grahulometria - 1,000-0,800mm, exatamente
pesados, acrescidos de 1lml de uma solucao de urotropina a 0,5%
(EUROPEAN, 1969), 20ml de acetona R (EUROPEAN, 1969) e 2ml de
acido cloridrico R (EUROPEAN, 1969) e aqueceu-se sobre manta
de aquecimento, mantendo sob refluxo, por 30 minutos. Filtrou-
-se atraveés de pequena quantidade de algoddo para um baldo vo-
lumétrico de 100ml. Lavou-se o residuo da droga e o algodio,
em baldo de fundo redondo, com duas porcdes de 20ml de aceto-
na, sob refluxo, por lOminutos. Apds resfriamento & tempera-
tura ambiente, as solugOes foram filtradas, através de algo-
d3o, para o baldo volumétrico, completando-se o volume com ace-
tona. Em funil de separacdo, foram adicionados, 20ml da solu-
¢do acetdnica, 20ml de agua destilada e extraidos com 15ml de
acetato de etila R (EUROPEAN, 1969), repetindo-se por tres ve-
zes, com porgoes de 10ml.

As fracdes de acetato de etila foram reunidas e lava-
das em funil de separacdo com duas porc¢des de 50ml de Agua des-
tilada e colocadas em balio volumétrico de 50ml, completando-
-se 0 volume com acetato de etila (solucdo-mae-SM).

Adicionou-se 1lml do reagente de cloreto de aluminiol
(BOHME & HARTKE, 198la) a 10ml da SM, diluindo-se a 25ml com
solucdo metandlica de acido acético R2 (BOHME & HARTKE, 198la)

(solucao-amostra-SA). Ao mesmo tempo, 10ml da SM foram dilui-

1. Reagente de cloreto de aluminio: a 1,0g de AlCly em balao volumeétrico
de 50ml, completar com solucao metanoclica de acido aceético (HAc) a 98%.

2. Solugao metanclica de HAc R: em balao volumétrico de 100ml adicionar
5ml de HAc a 987 e completar com metanol.
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dos a 25ml com solugdo metandlica de acido acético R (solugao-
~comparativa-SC). Apds 30minutos mediu-se a absorvancia da SA
a 425nm, em cubeta com 1,000cm de espessura contra SC.

O célculo do teor baseia-se na absorvancia especifica

1%

da quercetina,E] . = 500, segundo a formula

Abs. x 62.500

Q= (¢; m/m) : (4)
500 x e x (100-t)
onde:
Abs. = absorvancia medida;
e = massa da droga em g;
t = perda por dessecacdo (%; m/m).

O resultado & fornecido em percentual (m/m) de flavo-

nbéides calculados como quercetina (Cy5H;004) -

2.2.10 Determinacao do Teor de Oleo Essencial (FARMACOPEIA,

1977a; BRITISH, 1980)

Procedeu-se conforme método I de dosagem de Gleos es-
senciais nas drogas vegetais, por arraste de vapor d'agua, em
aparelho de Clevenger modificado (VAN'OS, 1965).

Pesaram-se 100gde planta rasurada colocando-se em baldo
de fundo redondo com 500ml de agua destilada e realizou-se a
destilacao por 3horas (SILVA & GROTTA, 1971). O oleo foi
medido, acrescido de 0,5ml de n-hexano purissimo e pequena
guantidade de sulfato de sb6dio anidro, acondicionando-se em
frasco ambar e armazenando a =-10°C.

O teste foi realizado no tempo zero de armazenamento.

Para os resultados, considerou-se o volume de Oleo es-
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sencial em 100g de droga e em percentagem da droga dessecada.

2.2.11 Teste de Saponinas (RIZK, 1982)

A detecgdo preliminar de saponinas foi realiéada atra-
vés do teste de espuma. Cerca de 0,500 da droga, exatamente
pesados, foram colocados em tubo de ensaio e tratados com 10ml
de agua destilada a quente. Apos resfriamento, agitou-se por
l0segundos, vigorosamente. A formacdao de um anel de espuma de
1 a 10cm de altura, persistente por um minimo de 10minutos, que
nao desaparece pela adicao de algumas gotas de acido cloridri-
co 2N, ocorre na presenga de saponinas.

O resultado é fornecido pela expressio positivo ou ne-

gativo.
2.2.12 Analise Granulometrica (AG) (HELMAN, 1982)

Empregou-se a técnica da granulometria por tamisacdo.
Determinaram-se os extremos com dois tamises, aberturas de malha
de 2,000 e 0,200mm e coletor, escolhendo mais sete tamises in-
termediarios, com abertura de malha de 1,600; 1,;250; 1,000;
0,800; 0,630; 0,400 e:0,315mm, segundo a DIN 4188, tarando-os

individualmente.

Pesaram-se 100g do vegetal moido em moinho de martelos
articulados.

Tamisou-se o conjunto durante 25minutos a 70 vibracoes
por minuto utilizando-se tamisador vibratorio RETSCH. Apbs a

tamisacao, procedeu-se a pesagem, determinando-se a gquantidade

de material retido em cada peneira.



26

O resultado € fornecido sob forma tabelar, apresentan-
do-se classe granulométrica (CG; mm); intervalo de abertura de
malha (Am; mm); dimens3o granulométrica média (m; mm); fracdo
retida percentual (F; %); fracao residuo percentual (R; %) e

fracdo passagem percentual (P; %).

2.2.13 Analise Cromatografica (AC)

Para cromatografia em papel e em camada delgada,
partiu-se de 10ml do ET, reduzindo-se o volume a um quinto do
volume inicial em banho-maria.

Para a cromatografia liquida a vacuo, evaporaram-se 20ml
do ET com 1lg de silicagel 60 para cromatografia enm coluna
(item 2.1.4.1), deixando-se 24horas em dessecador, apos proce-
deu-se a eluig¢ado, realizando-se em seguida a andlise cromato-

grafica em camada delgada das fragoes.

Utilizaram-se 3-O—metiiqﬁercetina‘(3MQ), quercetina (Q)
e luteolina (LU) como substancias referéncia (SR).

Alguns dos sistemas cromatograficos em papel e em ca-
mada delgada nao foram utilizados para o ET e sim somente para
as SR com finalidade de desenvolvimento da separagdo e auxi-
liar na identificac¢do do flavonol 3-0-metilquercetina (subs-

tancia T) (item 2.2.14).

Todos os sistemas cromatograficos foram desenvolvidos

a temperatura ambiente.
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2.2.13.1 Cromatografia em papel (CP)

Foram utilizadas tiras de papel de filtro comum
(138g/cm?) como suporte, com dimenstes de 15 x 25cm. As fa-
ses moveis testadas foram preparadas nas seguintes proporgoes
de volume:

a - acido acético glacial (MARKHAM et alii, 1969;

MARKHAM, 1975)

l - a 15%;
2 - a 30%;
3 - a 60%;

b - t-butanol: acido acético glacial: agua  (TBA)
(3:1:1) (MARKHAM et alii, 1969; MABRY et alii,
1970; MARKHAM, 1975);
c - n-butanol: acido acético glacial: agua (BAW)
(6:1:2) (SWAIN, 1976).
A aplicagao do ET e das SR foi feita. com auxilio
de microsseringa com capacidade para 100ul.
Utilizou-se a técnica de desenvolvimento ascendente
em camara saturada, até altura de aproximadamente 15cm. Apos
secagem do cromatograma ao ar livre, as manchas foram detecta

das a luz visivel e a luz UV 366nm antes e apds exposicdo aos

vapores de amonia.
2.2.13.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)
Foram preparadas em laboratdorio cromatoplacas para

CCD, com dimensdes de 20 x 20cm, com as fases estacionarias

especificadas abaixo, de espessura 0,250mm e as respectivas



fases mOveis, cujas concentragdes encontram-se

proporc¢ao volumétrica.

I - Silicagel 60

10

11

12

benzeno:
dor:Rl;
benzeno:
dor:R1;
benzeno:
dor:R2;
benzeno:
dor:R2;

benzeno:
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expressas em

CF254

acetato de etila (2:1), revela-
acetato de etila (3:1), revela-
acetato de etila (2:1), revela-
acetato de etila (3:1), revela-

metanol (15:1), revelador:R2;

cloroformio: metanol (15:1):

benzeno:
tolueno:
tolueno:
(60: 35:
tolueno:
tolueno:
(65: 25:
tolueno:

(75: 25:

acetato de etila: metanol (75:25:5);
acetato de etila: metanol (75:25:5);
acetato de etila: metanol

10);

acetato de etila: metanol (75:25:8);
acetato de etila: metanol
10) ;

acetato de etila: metanol

15) + acido formico a 2%.

II - celulose microcristalina

1 - cloroformio: acido acético glacial:

2 - t-butanol: acido acético glacial: agua

agua (50: 45: 5);

(3: 1: 1)

1975);

(TBA)

(MABRY et alii, 1970; MARKHAM,
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3 - 1- cloroformio: acido acético glacial:
agua (50: 45: 5),
2- t-butanol: acido acético glacial:
agua (TBA) (3: 1: 1),
revelador: R4;
4 - 1- t-butanol: acido acético glacial:
agua (TBA) (3: 1: 1),
2- cloroformio: acido acético glacial:
agua (50: 45: 5),

reveiador: R3.

III - silicagel 60 PF,cy silanizada

1 - tolueno: acetato de etila: metanol

(75: 25: 5).

A detecgao foi a mesma utilizada para a CP, acrescida
dos reveladores Rl e R2 (item 2.1.4.3). As placas nebulizadas
com Rl e R2 foram aquecidas em estufa a 119°C por 5 a 10Ominu-
tos.

Para a CCD com celulose microcristalina, empregaram-se
os mesmos métodos de detecgao para a CP, além dos reveladores
R3 e R4 (item 2.1.4.3).

As cromatoplacas com silicagel foram ativadas a 120°C
por uma hora antes de serem utilizadas.

Os cromatogramas foram desenvolvidos em cuba de vidro
em sistema saturado, até altura de 15cm aproximadamente.

Os sistemas II- 3-1 e 2 e II- 4-1 e 2 forém empregados
para cromatografia bidimensional, nas mesmas condig¢Oes que oOs

outros sistemas.
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Para o sistema III-1 foram utilizadas placas cromato-
graficas de dimensGes 60 x 20cm, preparadas em laboratdorio com
camada de espessura de 0,500mm. Foram ativadas em estufa a

120°C por duas horas.
2.2.13.3 Cromatografia liquida a vacuo (CLV)

Apbs evaporacdo do ET em 1lg de silicagel 60 para cro-
matografia em coluﬁa, preparou-se o filtro de vidro sinteriza-
do afunilado (Duran 50, D2), Figura 2, no qual empacotaram-se a
seco, 99 de silicagel 60, cuidando-se para que formasse uma
coluna homogénea (COOL & BOWDEN, 1986; PELLETIER et alii, 1986).
A seguir iniciou-se a passagem de fracOes de 10ml do sistema
eluente (SE) de menor polaridade (ciclohexano), até que este
fluisse uniformemente e a fase estacionaria ficasse consisten-
te.

O eluente remanescente foi retirado por vacuo.

Colocou-se no topo da coluna o ET adsorvido na fase £fi-
xa, como descrito em 2.2.13, iniciando-se a eluicao com 10ml
da fase movel de menor polaridade, sob vacuo. A bomba de va-
cuo foi ajustada para funcionar 2minutos a 16kPa (= 120mm de
Hg) e 4minutos a 51kPa (= 380mm de Hg). Seguiu-se a adicao

dos sistemas eluentes em polaridade crescente de acordo com a

Tabela 1.

O acompanhamento das fracgoes foi realizado com o sis-

tema cromatografico I-9 (2.2.13.2).



TABELA 1 - Esquema de eluigdo para a cromatografia liquida

vacuo (CLV).

SISTEMA ELUENTE

W W N

(V- JE - - BN - AT ¥ 4

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23

ciclohexano

ciclohexano:hexano

hexano
hexano:

tolueno

tolueno

tolueno:
tolueno:
tolueno:
tolueno:
tolueno:
tolueno:
tolueno:

tolueno:

cloroformio
cloroformio
cloroformio
cloroformio
clorofdormio
cloroformio
cloroformio

cloroformio

cloroformio

cloroformio:
cloroformio:
clorofdormio:
cloroformio:
cloroformio:
cloroformio:
cloroformio:

cloroformio:

acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato

acetato

acetato de etila

de
de
de
de
de
de
de

de

PROPORGCAO V/V

etila
etila
etila
etila
etila
etila
etila

etila

100
50:50

100
50:50

100
20:1
17:1
14:1

8:1
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0 -80 kPo
(0-600mmHg)

1-FILTRO BUCHNER'DE VIDRO SINTERIZADO
2-SUBSTRATO, APOS ADSORVIDO AO SUPORTE
3-ADSORVENTE

4-DISCO DE FILTRAGEM (ASTM DURAN 50 D-2)
5-JUNTA DE BORRACHA

6 -FUNIL

7-TuUBO PARA COLETAR AMOSTRA

8-FRASCO KITASATO

9-TUBO DE BORRACHA
10-TORNEIRA TRES VIAS

FIGURA 2 - Aparelho de laboratdério para cromatografia liqui-

da a vacuo (CLV).
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2.2.13.4 Cromatografia ligquida de alta eficiencia (CLAE)

Utilizou-se para o desenvolvimento dos cromatogramas,
como suporte coluna 10um Hibar-Merck RP-18 (250 x 4mmd.i.),
o sistema eluente metanol: acido fosférico a 1% (V/V) (40;
60; V/V), com fluxo de 2,0ml/minuto, deteccao a 342nm, sensibi-
lidade de 32mV,com velocidade de registro de 5mm/minuto. Todas
as solugoes foram injetadas em volume de 100ul.

Na determinacdo das condi¢Oes de separacao, utilizou-
-se, ainda, do sistema eluente metanol: acido fosforico a 1%
(V/V) nas proporgoes de volume: 50:50; 60:40; 70:30, variando-
-se a velocidade de fluxo.

As amostras (EP) e substancias referéncia foram fil-
tradas por membrana de politetrafluoretileno, porosidade 0,22um
(Millipore, tipo FHLP01300) e injetadas com auxilio de micros-
seringa com capacidade para 100ul. Os sistemas eluentes foram
filtrados através de filtro de politetrafluoretileno, de poro-
sidade 0,459um (SARTORIUS SM 11106), desgaseificédos em mini-
som a 40KHz/60W por 1Ominutos.

Os fatores de resolucdo com relagdo as substancias re-
feréncia 3MQ e EUP foram calculados através de equacgao (5)

(MEYER, 1979):

Ri = 2(tn - tr)/(Wn + Wr) (5)
onde:
Ri = fator de resolucdo do pico n adjacente ao pico de
de 3MQ ou EUP;
tn = tempo de retencgao do pico n(cm);
tr = tempo de retencao da substancia referencia 3MQ ou

EUP (cm);
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Wn

largura da base do pico n (cm) e

Wr largura da base do pico da substancia refereéencia

3MQ ou EUP (cm).

2.2.14 Determinacao do Flavonol 3-0O-metilquercetina (Substan-

cia T)

Empregaram-se nesta determinacdo métodos espectroscod-
picos no UV e cromatograficos como CP, CCD, CLAE e CLV.

Realizou-se CCuw, a partir do ET, de acordo com o item
2.2.13.2 com o sistema cromatografico III-1, raspando-se a si-
licagel correspondente a mancha com RF 0,21 e eluindo-se em
banho de égua guente a 67°C durante 2horas com metanol. Fil-
traram-se através de membrana de politetrafluoretileno de po-
rosidade 0,22um (Millipore).

A solugdo metandlica (SMe) foi recromatografada no sis-
tema I-6.

“Com a SMe realizou-se espectroscopia no UV em espec-
trofotometro (EG), tendo o registrador sensibilidade de 20mV e
velocidade de registro de 20mm/minuto. Foram adicionados, se-
paradamente, reativos a essa solucao de forma a induzir deslo-
camentos no espectro de UV, seja por ionizagao e/ou gquelacgao
dos polihidroxifendis, tais como: H3C0Na; A1C13; A;Cl3/HC1;
CH,CH

ONa; CH CHZONa/HBBO3 (MABRY et alii, 1970a).

3772 3

Para a obtencao do perfil cromatografico da substancia
a partir da SMe, utilizaram-se CP, CCD e CLAE. Os sistemas
para CP (item 2.2.13.1) foram: a, b e c¢; para CCD (item
2.2.13.2) os sistemas I-6; I-10; I-11; I-12; II-1; II-2; 1II-3

e 1I-4.
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A CLAE foi desenvolvida nas mesmas condigOes referidas
no item 2.2.13.4.

No desenvolvimento de todos os métodos cromatograficos
foi utilizada a técnica da cocromatografia, empregando-se como

substancia referéncia 3MQ (item 2.1.3).
2.2.15 Metodos de Extracao

Para as diversas andlises realizadas, foram utilizados
extratos obtidos por dccocgao, maceracao e turbolizagao a par-

tir do material vegetal em estudo (item 2.1.1).
2.2.15.1 Decoccao (DE) (FARMACOPEIA, 1959; OSOL, 1980)

Foram preparados decoctos segundo o processo geral da
FARMACOPEIA (1959).

Colocaram-se em erlenmeyer 5g da droga vegetal ra-
surada, —adicionando 100ml de agua destilada. -Levou-se a ebu-
licao por 15minutos, esfriando-se a cerca de 40°C e filtrando-
-se através de algoddo para baldo volumétrico de 100ml.

Passou-se agua destilada fervente sobre o residuo do

filtro, completando-se o volume (decocto toﬁal).
2.2.15.2 Maceracao (MC)

Puseram-se a macerar 15g, exatamente pesados, de droga
vegetal de granulometria 0,800-0,630rmm e 0,400-0,315mm com
150ml1 de misturas hidroalcodlicas I e II (item 2.1.3), por pe-
riodos de 5 e 12 dias, em erlenmeyer provido de tampa de vidro

esmerilhada, ao abrigo da 1luz e com agitagao ocasional
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(MACERATION, 1970; OSOL, 1980).

Apéé o periodo de tempo determinado, filtrou-se, e o
residuo foi prensado em prensa hidraulica manual, lavando-se
com o ménstruo até completar o volume a 150ml, pesando-o em se-

guida (macerado total) (DARR, 1979).
2.,2.15.3 Turbolizacao (ET)

Foram turbolizados 50g da matéria-prima vegetal moida
com 500ml de mistura hidroalcodlica I, em recipiente fechado,
por 20minutos, a temperatura ambiente em velocidade 4. Tomou-
-se o devido cuidado, evitando~se que a temperatura durante o
processo nao ultrapassasse os 40°C, deixando-se resfriar emge-
ladeira quando atingisse tal temperatura. Passado o tempo de
extracdo, filtrou-se em funil de Blichner. O residuo foi pren-
sado em prensa hidraulica manual e o marco foi lavado com o
ménstruo, completando-se o volume. O turbolizado total foi en-
tio pesado (turbolizado total) (DARR, 1979; VOIGT & BORNSCHEIN,
1982).

Na realizacao dos ensaios cromatograficos iniciais e
na determinacdo do flavonol 3-0-metilquercetina, o extrato tur-
bolizado (ET) obtido, foi reduzido em banho-maria a cerca de

um quinto de seu volume inicial.
2.2.16 Purificacao dos Extratos

Retiraram-se aliquotas de 20,0ml dos extratos totais
(ET e MC) que foram evaporadas em banho-maria até residuo. Es-
te foi deixado em dessecador por 12 a l1l6horas (RST). O RST foi

pesado e apds, tratato exaustivamente com 20ml de acetato de etila,
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MATERIAL VEGETAL
0% - GRANULOMETRIA ESPECIFICA

EXTRACAO (MC/ET}

FILTRAGAO
FiLTRADO MARCO
PRENSAGEM
PRENSADO Res{ouo
LAVAGEM COM
MENSTRUO
Liouino RESDUO
EXTRATO v:eerni_]
20.0ml
BANHO - MARIA
RESIDUO SECO TOTAL (RST)
11 H,CCO0C, M,/ FILTRAGAD
2)CHCYy /FILTRAGAD
lexmuo HLCOOC, Hy /CH Cly
BANHO-MARIA
RES{CUC SECO PURIFICADO (RSP}
METANOL q.0.p. 10.0 ml
EXTRATO PURIFICADO
EXTRATO TURBOLIZADO MACE RADO
PURIFICADO PURIF{ CADO

SOLUGOES
-TESTES,
-ENSAIOS,
-ANALISES.

PARA:

FIGURA 3 - Esquema de extragdo e purificacgdo dos extratos.
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filtrado e o filtro lavado com o prdéprio solvente. O RST como
anteriormente, com 20ml de clorofdérmio foi levado a seguir em
banho-maria obtendo-se o residuo seco purificado (RSP). Guar-
daram-se os RSP em dessecador por 24 a 36horas, para depois
serem pesados. ApOs a pesagem, os RSP foram tratados com cer-
ca de 9ml de metanol, filtrados para baldo volumétrico de 10ml,
completando-se o volume com o solvente, obtendo-se assim ex-
trato turbolizado purificado (ETP), macerados purificados (MCP)

e decocto purificado (DPEP) (Figura 3).

2.2.17 Analise Quantitativa

Foram utilizados dois métodos para o doseamento das
substincias referéncia (3MQ e EUP): a cromatografia em camada
delgada associada a espectrometria no ultravioleta (CCD/UV) e a
cromatografia liquidade alta eficiéncia (CLAE).

Para validacao do método CCD/UV foi determinada a absor-
vancia de solucbOes das substancias referéncia (3MQ e EUP) dire-

tamente por UV (método direto).
2.2.17.1 Preparo das solucoes padrao
2.2.17.1.1 3-0-metilquercetina (3MQ)
Para utilizacdo do método direto foi preparada solucgao
metandlica de 3MQ nas concentracoes de 0,005; 0,010; 0,015 e

0,020mg/ml a partir de uma solucdo de lmg/ml. Para o método

CCD/UV foi empregada solucdo metandlica de 3MQ em concentracao
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de 1lmg/ml.
Na CLAE foram empregadas solu¢Oes metandlicas de 3MQ
com as seguintes concentracodes: 0,05; 0,10; 0,20 e 0,40mg/ml1,

preparadas a partir de uma solug¢do de 0,8mg/ml.

2.2.17.1.2 Eupatorina (EUP)

Para o método direto a partir de uma solugdao metand-
lica de EUP com concentracao de lmg/ml, prepararam-se solucoes
de 0,004; 0,008; 0,016 e 0,020mg/ml. Para o método CCD/UV foi
empregada solucdao metandlica de EUP a lmg/ml.

Para a CLAE foram preparadas solu¢Oes metandlicas de
concentracao 0,0512; 0,1280; 0,3200 e 0,8000mg/ml a partir de

uma solucao de EUP com concentracdo de 0,8mg/ml.

2.2.17.2 Metodo CCD/UV

Os extratos purificados (ETP e DEP) e as solugOes pa-
drao de 3MQ e EUP foram aplicados em forma de linha de 2,5cm
de comprimento em cromatoplacas analiticas, com auxilio de mi-
crosseringa de 100ul de capacidade, nos volumes de 400 e
1200ul respectivamente, para o ETP e DEP.

Para a obtengdo da curva padrao pelo método CCD/UV fo-
ram aplicados como descrito acima volumes de 25; 50; 75 e
100pl, a partir de uma solucdao de lmg/ml de 3MQ e 20; 40; 60;
80 e 100ul, a partir da solugao de lmg/ml de EUP. Desenvolve-
ram-se as mesmas utilizando-se o sistema cromatografico 1I-7

" (item 2.2.13.2) e apods retirou-sea silicagel nas zonas cor-

respondentes a 3MQ e EUP, tanto para os padrdOes como para OS
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ETP e DEP, numa area de cerca de 2,5cm?3. Eluiu-se com meta-
nol, em banho de agua quente a 67°C por 2horas. Filtrou-se a-
traves de filtros de politetrafluoretileno, porosidade 0,22um
(Millipore FHLP01300), completou-se o volume em balao de 5,0ml
com o mesmo solvente e procedeu-se a leitura das absorvancias
em espectrofotOmetro UV (EF) das solucOes metandlicas a 358nm
para a 3MQ e a 342nm para a EUP (VOIRIN, 1983).

Paralelamente, para a obtencdo da curva padrao pelo
método direto, determinou-se as absorvancias das solugOes me-
tanblicas de 3MQ e EBUF, como descrito em 2.2.17.1.1 e
2.2.17.1.2, nos mesmos comprimentos de onda.

As concentracdes de 3MQ e EUP nos ETP e DEP foram cal-
culadas a partir das equacOes da reta determinada pelas cur-

vas padrao, através da equacao (6)

cs = ABbs. - a) g4 (6)

b

onde:

Cs

"

concentracdo de 3MQ ou EUP nas amostras (%;

m/V);
Abs.= absorvancia da 3MQ ou EUP, respectivamente a 358

e 342nm, nas amostras;

a = intersecc¢ao da reta com o eixo y;
b = inclinacdo da reta, e
fd = fator de diluicao em relacao a concentragao de

material vegetal = 625,0.(V2/V1), de tal modo que

b
-
|

= valor fixo de 0,4ml, e

<
N
f

novo volume aplicado na cromatoplaca em ml.

Os resultados correspondem a média de trés determina~

coes.
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Para validacao do método CCD/UV foram analisados esta-

tisticamente os valores das absorvancias dos padroes.

2.2.17.3 Metodo CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficién-

cia)

O doseamento pela CLAE foi realizado por comparac¢ao
frente as areas dos padroes externos de 3MQ e EUP, nas condi-
¢oes especificadas em 2.2.13.4. A area dos picos referentes a
3MQ e EUP (padrao e amostras) foram determinadas por integra-
¢ao (uV.s) e/ou triangulacao (cm2?) e a concentracdo de 3MQ e
EUP nas amostras calculada atravées da equacao (7)

Cs = (Cp . Aa/Ap) . fa | (7)

onde:

Cs = concentrag¢dao da substancia, 3MQ ou EUP, na amos-
tra (%; m/V);

Cp = cqncentracéo do padrao externo respectivo (mg/ml);

Aa = area integrada do pico da substancia 3MQ ou EUP na
amostra (MV.s) ou por triangulacao (cm2);

Ap = area integrada do pico do padrao externo respec-
tivo (uV.s) ou por triangulacao (cm2), e

fd = fator de diluicao das amostras em relacao a con-
centracdo de material vegetal = 500, tanto para

3MQ como para EUP.

Os resultados correspondem a média de trés determina-
¢oes. Validou-se o método CLAE pela comparacdo entre as areas

dos picos dos padrOes e pela obtencao das respectivas curvas

padrao.
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2.2.18 Analise Patorial
2.2.18.1 Projeto fatorial

Com o objetivo de estudar a influéncia de determinados
fatores sobre a qualidade de extratos de Baccharis trimera (Less.)
DC., utilizou-se projeto fatorial do tipo 2“, onde cada fator
recebe dois niveis, denominados arbitrariamente de nivel posi-
tivo e nivel negativo, denotados, respectivamente, pelos si-
nais (+) e (-).

Escolheram-se 3 fatores a serem utilizados neste proje-
to, como segue:

Fator A: tempo de maceragao (dias);

Fator B: teor etandlico do liquido extrativo (%; V/V);

Fator C: granulometria da maféria-prima vegetal (mm).

Fixou-se o porcentual de planta a ser utilizada em 10%
(m/V) em relacao ao liquido extrator.

Para cada um dos trés fatores, estabeleceram-se dois
niveis (+) e (-), respectivamente, como sendo:

Fator A: 12 e 5 dias;

Fator B: 70 e 50%;

Fator C: 0,800-0,630 e 0,400-0,315mm.

Com essas informacdes, fez-seo planejamentopara a rea-
lizag3do dos experimentos como demonstra a Tabela 2.

A fim de fixar a segfiéencia de realizacdo dos  experi-
mentos, foi feito o sorteio aleatdorio dos mesmos. Com isto evi-

tam-se erros sistematicos (LIST & SCHMIDT, 1984).
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TABELA 2 - CombinacGes dos fatores para realizacdo dos experi-

mentos.
EXPERSMENTO COMBINACAO a B c
1 (1) - - -
2 a + - -
3 b - + -
4 c - - +
S ab + + -
6 ac + - +
7 bc - + +
8 abc + + +

2.2.18.2 .Avaliacao do projeto fatorial

Para a avaliacao dos efeitos dos fatores foram empre-
gados os seguintes parametros nos macerados:

- Valor do pH: como descrito em 2.2.4.

Os resultados correspondem a média de trés determina-
coes.

- Teor alcodlico: como descrito em 2.2.7.2, sendo que
os resultados correspondem a média de trés determinacodes.

- Residuo seco: como descrito em 2.2.6. Os resulta-
dos foram calculados com relacdo a 150g do extrato, sendo re-
presentada a média de trés determinacoes.

- Residuo seco purificado: segundo a técnica apresen-
tada em 2.2.16. Para a obtencdo da média de trés analises, o
valor foi calculado a partir de 150g do extrato.

- Quantificacao de 3MQ e EUP por CLAE: com O0S macera-
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dos (MC) filtrados, procedeu-se a purificagao como descrito em
2.2.16, obtendo-se os MCP. A determinagdo quantitativa seguiu
a metodologia preconizada em 2.2.17.3. Cada valor representa a
média de trés determinacbes por MCP.

O célculo dos efeitos e de um ou mais fatores sobre ca-
da parametro do macerado foi realizado empregando-se a forma pa-
drdo do projeto fatorial (Tabela 3) e considerando-se que: o
efeito de um fator sobre a caracteristica resulta da diferenca
da média aritmética entre os tratamentos com nivel superior e
nivel inferior deste fator (equacdes 8, 9 e 10).

As interacodes (efeitos de fatores) duplas s3o calcula-
das através da metade da diferenca entre o efeito do primeiro
fator no nivel superior do segundo fator e o efeito do primeiro
fator no nivel inferior do segundo fatoi (equacdes 11, 12e13).

As interacdOes triplas calculam-se como a metade da di-
ferenga entre a interacao dos primeiros dois fatores com o ter-
ceiro fator nos niveis superior e inferior (equacdo 14) (SUCKER
et alii, 1978; LIST & SCHMIDT, 1984).

Para o experimento do tipo 23 utilizaram-se as seguin-
tes equacoes:

1. Efeito de A (EA):

Ep = VAlyy, + ¥, + ¥g + ¥g) - 1/4(y; +y5+ Y5 +Y,)
(8)
2. Efeito de B (Eg) :

Eg = 1/4(y3+y,+y,+yg) - 1/4(y; +y,+ Y +¥¢) (9)

3. Efeito de C (EC):

E. = 1/4(y5+y6+y7+y8) - 1/4(y) +y, + ¥y +y,) (10)
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4. Interacao entre os fatores A e B (I,_.):

AB

5. Interacao entre os fatores A e C (IAC):

Iac™ VBLG 4yytygtyg) = (4, 4ystyy)] (12).
6. Interacao entre os fatores B e C (IBC):
Ipc= M8l tyytystyg) = (y5ty,+y5tye) ] (13)

7. 1Interacdo =i tre os fatores A, Be C (IABC):

Iapc = V8L, 4y34ystyg) = (r4y,4v64,) 1, (14)

2.2.18.3 Analise da variancia do projeto fatorial

Para a avaliacao estatistica, foram utilizados os va-
lores das areas dos picos de 3MQ e EUP obtidos na quantifica-
¢do por CLAE, fazendo-se o estudo por substancia.

Foi empregado na analise da variancia o teste F, se-
guido dos métodos de YATES e de TUKEY (método T) (GUPTA &
MATHAI, 1980).

Com base nos dados da Tabela 2, pode-se obter de ma-
neira sistematica a Tabela 3, apresentando os efeitos princi-
pais e intera¢Oes de um experimento 23, usualmente chamado de
projeto matriz.

A partir da Tabela 3, procedeu-se aos calculos para os
contrastes dos efeitos obtendo-se a soma dos quadrados (SQ) e
o quadrado médio (QM), chegando-se ao valor de F, a ser compa-
rado com o valor de F tabelar.

Para o teste F, utilizou-se do programa STATITCF de
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TABELA 3 - Forma padrao para avaliacdo dos efeitos principais

e interacdoes em um projeto fatorial 23,

rratavenros  RPELICE MRS RIMENTO
(1) - = - LA S Yy
a + - - -~ -+ ¢+ Y2
b - 4+ - - + - + Y3
ab + 4 - + - - - Yy
c - - 4 + - - + Yg
ac + - -+ = - Yg
be - + o+ - - *+ - Y7
abc + + 0+ + + + o+ Yg

analise de variadncia; este mostra, além do teste F, os resi-
quos suspeitos (método de =~ GRUBBS) (THE UNITED  STATES
PHARMACOPOEIA, 1980).

Partindo~se da somatdoria dos valores das areas de 3MQ
e EUP, obteve~se seguindo .0 método de YATES (GUPTA & MATHAI,
1980) os valores estimados (i) de cada efeito para cada um dos
tratamentos, empregando~se a equac¢ao (15), cujos elementos fo-

ram extraidos da Tabela 4.
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TABELA 4 - Método de YATES para os calculos dos efeitos prin-

cipais e suas interacgoes.

TRATAMENTO Al Az A12
1 a+1l=KkK L+ K=X Y + X
a ab+b=1 N+M=Y W+ 2
b ac +c =M P+ 0=212 G+ F
ab abc +bc= N R+ Q=W I+ H
c a-1=290 L -K=F Y - X
ac gb - b =P N-M=¢G W-~- 12
bc ac - c = 0Q P -0=H G -F
abc abc -bc= R R-0=1 I-H
¥ = R)p ¢ .0 (371) (15)

onde:

zAlZ = somatorio da coluna Alz;

t = numero de repetigbes no experimento.

Em seguida a obtencao dos valores estimados (?),apli—

cou-se o método T, calculando ¥n onde n = 1 - a; i - 5

bc - abc, nao esquecendo que

r,n-r;a° VMSE (16)

onde:

VI = n, onde i € o numero de repetigcdes;

= valor 1 :
9, n-r;a -V lor da tabela onde
r = numero de niveis empregados;
n = numero de macerados, e
@ = nivel de significancia (0,05);

vMSE = vQM dos residuos do teste F .
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Apos feitos os calculos, analisaram-se osresultados apre-
sentados, independentemente, sempre entre dois efeitos estima-
dos, seja para os efeitos principais (A, B e C) ou para suas

interacdoes de 12 e 22 ordem.

2.2.19 Calculos Estatisticos

Para a analise dos pares de variaveis entre as quais
supunha-se haver dependéncia linear, foram calculados os coefi-
cientes de regressao linear e a correlacao linear de Pearson
(r), testando-se as hipoteses através da distribuicido t de Stu-
dent.

A comparacao entre as médias de amostras independentes
foi feita utilizando-se iqualmente a distribuicao t.

Os calculos referentes a regressao linear, correlacao
linear de Pearson (r) e teste de 't', tanto para a correlacao
como para a diferenca entre as médias de duas amostras indepen-
dentes foram elaborados utilizando~se programas, montados em
linguagem BASIC, desenvolvidos para microcomputador PC-1211 ~ RP
da Sharp (Figura 4).

Para utilizacdo a maquina deve estar em modo de opera-
¢do 'DEF' com todas as memdrias disponiveis. Os dois programas
prevéem um maximo de 18 elementos em cada amostra, quando ambos
estdao na memdria.

Para a utilizac¢do do programa A, de regressao linear,
deve-se pressionar as teclas 'SHFT' e 'A' e esperar pelas so-
licitagbes que o proprio programa fard ao operador. A entrada
de cada um dos dados devera consistir da digitacdao do valor

solicitado seguido da pressao da tecla 'ENTER'. Os pares de
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dados (x; y) da regressao linear sdo incluidos da seguinte ma-
neira: entra-se com valor de 'x', espera~-se o sinal '?' para
dai entrar com o valor de 'y'.

Para utilizagdao do programa de teste de diferenca en-
tre as médias de duas amostras independentes (programa B),
pressionam-se as teclas 'SHFT' e 'B' e espera-se pelas soli-
citac¢oes do programa.

A forma de entrada de dados é analoga a do programa
de regressado (programa A).

Os programas cessam ao apresentarem algum resultado,

esperando que O operador pressione a tecla 'ENTER' para con-

tinuar o processamento.



PROGRAMA A

5

e

10:

20:
22:
24:
25:
30:
40:
50:
60:
70:
80:
85:

86:

87:

90:
100:
110:
120:
125:
130:
140:
150:

160:

165:
170:
173:
175:
180:
183:
185:

190:

"A": PAUSE “REGRESSAO
LINEAR"

INPUT "TAMANHO DA AMOS-
TRA=?";C

FOR A=19T0 C+18

B=A+C

PAUSE "INDICE=", A-18
INPUT "X,Y="; A(A), A(B)
D=D+A(A)

E=E+A(B)

F=F+A(A)*A(A)
G=G+A(B)*A(B)
H=H+A (A) *A(B)

NEXT A

PRINT "FIM ARQUIVO: TE-
CLA ENTER"

1=D/C

J=E/C

K=F-D"2/C

L=B-D*E/C

M=G-E"2/C

N=L/C

0=L/ /K*M)

P=L/K

Q=J-P*1

PRINT “CORR R, Y=AX+B:

T ENTER"

PRINT "R=", O:PRINT "A=",
P:PRINT "B=", Q

IF Q=1GOTO 185

R=ABS (0)//((1~0%0)/(C~2))
IF R>999.999 GOTO 185
USING "™ & & # # & . % % # #"
PRINT "T CALC DE R="; R
GOTO 190

PRINT "T CALC MAIOR QUE
999.999"

END
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PROGRAMA B

195:

200:
210:
213:
215:

220:
230:
240:
250:
260:
270:
275:

280:

290:
300:
305:
310:
320:
330:
340:
350:
360:
370:
373:
375:
380:
383:
385:
390:
391:
392:
393:
395;
400:
403:
405:

410:

"B": PAUSE “TESTE DE
DIF DE MEDIAS"

INPUT "TAM AM A="; A
FOR K=19TO 18+A

PAUSE “INDICE=", K~18
INPUT "X DA AMOSTRA
A="; A(K)

C=C+A(K)

E=E+A(K) "2

NEXT K

PRINT "FIM AM A-ENTER"
INPUT "TAM AM B="; B
FOR L=A+19TO 18+A+B
PAUSE "INDICE=", L-(
18-A)

INPUT "X DA AMOSTRA
B=";A(L)

D=D+A(L)

F=F+A(L) "2

NEXT L

PRINT "FIM AM B-ENTER"
I=E-C"2/A

J=F-D"2/B
M=(I4+J)/(A+B-2)

G=C/A

H=D/B

N=ABS (G-H)//AM/A+M/B)
0= /{(E-C*C/A)/(A-1))
P= V((F-D*D/B)/(B~1))
PRINT "MEDIA AM A:";
USING "# & & . 4 ¢ &
PRINT “DESV PAD A:";
PRINT "MEDIA AM B:"
USING "# & & . & &
PRINT "DESV PAD B:";
IF ¥>999.999 GOTO 405
USING " £ ®# & 8 . 5 5 & &"
PRINT "TESTE: T CALC="; N
GOTO 410

PRINT "T CALC MAIOR QUE
999.999"

END

#"

* s
WO O

-

FIGURA 4 - Programa para calculo dos coeficientes de regressao

linear simples, correlacdo linear de Pearson (r) e
teste 't' para r (programa A) e calculo do valor de
't' referente ao teste de diferenca entre as médias
de duas amostras independentes (programa B).



3 - RESULTADOS
3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA VEGETAL
3.1.1 Analise Botanica

Baccharnis trimera (Less.) A. P. de Candolle € um subar-
busto de aproximadamente 50cm de altura, podendo ser maior de-
pendente do local onde se encontra.

Possui ramos trialados com alas membranosas, verde-bri-
lhantes, folhas atrofiadas e capitulos dispostos em inflores-
céncias sésseis ou quase sésseis aglomerados em ramificacdes de
primeiro grau, formando espigas interroﬁpidas, nas terminacoes
dos ramos.

O involucro da inflorescéncia é campanulado ou oblon-
go, em regra com 6mm de altura e 4-5mm de diametro. As brac-
teas involucrais sao acuminadas.

O género Baccharnis distingue-se dos demais da  tribo

Astereae por apresentar plantas didicas.
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3.1.2 Perda por Dessecacao

O vegetal fresco teve uma perda por dessecacao de

33,24 ¥ 0,97 (2,92%).

TABELA 5 - Perda por dessecacao da matéria-prima vegetal em
funcao do tempo de armazenamento.

TEMPO DE ARMAZENAMENTO n PERDA POR DESSECACXO

(MESES) $ (m/m) s CV%
0 3 5,75 + 0,06 1,04
5 6 17,25 + 0,22 1,28
9 6 10,50 + 0,19 1,80
20 6 10,44 *+ 0,12 1,11

3.1.3 Perda por Secagem

TABELA 6 -~ Perda por secagem da matéria-prima vegetal.

MASSA DO VECETAL MASSA DO VEGETAL APOS PERDA POR

9 DIAS DE SECAGEM A SECAGEM
FRESCA (g) 32,50 (g) (%; n/m)
5.600,0 1.432,0 25,57

3.1.4 Teor de Extrativo

O teor de extrativo da matéria-prima vegetal,com 15
dias de armazenamento, foi calculado a partir da equacao (3)
(2.2.8), onde obtiveram-se 0,0521g de residuo seco a partir de

1,0000g da droga vegetal, resultando 26,05%(m/m) .-
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3.1.5 Teor de Flavonoides Totais

Determinou-se o teor de flavonbides totais como quer-
cetina, através da equacao (4), como descrito em 2.2.9, par-
tindo-se dos seguintes dados: Abs. = 0,203; e = 0,400q9;
t = 10,44% (m/m).

A concentracao de flavonOides, em quercetina, cor-

responde a 0,71%(m/m) ¥ 0,021 (10,11%).
3.1.6 Teor de Oleo Essencial

O vegetal fresco apresentou 1,04ml de 6leo essencial
em 100g, resultando um teor de 1,56%(m/V) com relacao a droga

dessecada.

TABELA 7 - Percentagem de Oleo essencial da matéria-prima ve-

getal em relacdo ao tempo de armazenamento.

TEMPO DE VOLUME DE OLEO ESSENCIAL
VOLUME DE 6LEO ESSENCIAL
ARMAZENAMENTO EM RELAGAO A DROGA
(MESES) EM 100g DE VEGETAL (m1) DESSECADA (%; V/m)
0 3,70 3,93
5 0,57 0,69
9 0,61 0,68
20 0,36 0,40

3.1.7 Teste de Saponinas

De acordo com a metodologia (2.2.11) resultou a for-
macao de espuma com 1,2cm de altura, persistindo por 10minutos

e n3o desaparecendo com a adigao de HCl 2N (Positivo).
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3.1.8 Analise Granulometrica (AG)

TABELA 8 - Andlise granulométrica por tamisacao de  Baccharnis

tuimera (Less.) DC. rasurada.

m CG (mm) Am m F R P
(rmm) (Mmin-Mmax) (mm) (mm) (%) (%) (%)

2,000 2,000-—3,000 1,000 2,5000 5,24 5,24 94,76

1,600 1,600—2,000 0,400 1,8000 4,82 10,06 89,94

1,250 1,250 —1,600 0,350 1,4250 7,91 17,97 82,03
1,000 1,000 —1,250 0,250 1,1250 8,90 26,87 73,13
0,800 0,800—1,000 0,200 0,9000 9,64 36,51 63,49
0,630 0,630—0,800 0,170 0,7150 14,06 50,57 49,43
0,400 0,400—0,630 0,230 0,5150 18,08 68,65 31,35
0,315 0,315—0,400 0,085 0,3575 7,96 76,61 23,39
0,200 0,200—0,315 0,115 0,2575 10,36 86,97 13,03

coLeror O —0,200 0,200 0,1000 13,03 100,00 0,00

3.2 CARACTERIZAGCAO DO DECOCTO (DE) E DO EXTRATO TURBOLI-

ZADO (ET)

3.2.1 Determinacao do Indice de Amargor (IA)

TABELA 9 - Titulos das diluicdes de brucina, turbolizado (ET) e

decocto (DE) (V/V) e respectivos indices de amargor

(IA) para os extratos.

DILUICKO IA
n BRUCINA ET DE ET DE
3 3.200.000 1375 * 750 1000 * 0,00 43,0 31,3

(183,00%)
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3.2.2 Determinacao do Indice de Espuma (IE)

TABELA 10 - Indice de espuma (IE) para o decocto (DE) e turbo-

lizado (ET) (n = 3).

IE .. IE

DE ET
141 * 70,44 (50,07%) < 100

3.2.3 Valor do pH

TABELA 11 - Valores de pH para os extratos decocto (DE), tur-

bolizado (ET) e para os solventes (n = 3).

AGUa ETANOL DE ET
6,07 + 0,00 5,12+0,006(0,12%)
6,73+0,11(1,63%) 7,6020,00 6,02:0,12(1,99%)

3.2.4 Determinacao do Residuo Seco

TABELA 12 - Residuo seco para o decocto (DE) e extrato turbo-

lizado (ET) (n = 3), calculado a partir da equagao

(3) (2.2.8).

PESO DO EXTRATO  RESIDUO (g) RESIDUO SECO
EXTRAT =
© UTILIZADO (g) X + s (CV8%) (¢; m/m)
DE 20,0000 0,0281 * 0,0031 14,05
(1,10)
ET 20,3824 0,0599 * 0,0074 29,95

(1,23)
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3.2.5 Determinacao do Teor Alcoolico para o Extrato Turboli-

zado (ET)
3.2.5.1 Pelo método do picnometro (DARR, 1979)

De acordo com o item 2.2.7.1, a densidade obtida foi

de 0,9786 gue corresponde a 32% de etanol em volume a 15,56°C.
3.2.5.2 Pelo método do areometro

Obteve-se diretamente no ET densidade de 0,974 que cor-

responde a 40% de etanol em volume a 15,56°C.

3.2.6 Analise Cromatografica (AC)

Para todas as cromatografias em papel e em camada del-
gada, utilizou-se da seguinte representa¢do caracteristicas das

manchas cromatograficas:

¢
\ ) BRANCO . AMARELO CLARO

LUZ VISIVEL . ANARELO CLARO
'u'n:(Luz UV2S4nm: AMARELO FORTE

AZUL

LUZ VISIVEL: AMARELO CLARO
LUZ UV 366am: ESCURA

iHSI LUZ UV254nm: AMARELO BRILHANTE

VEROE

O
%

- s
XN
,l..
L

w/

W

LUZ UV 366nm: ESCURA

an

=

iHSILUZ UV 36€nm: ESCURA OU FRACAMENTE AMARELADA

VERMELMO
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3.2.6.1 Decocto (DE)

3.2.6.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD) do decocto

purificado (DEP)

1.0 DEP 3IMQ

0.8

048

70

004

004

FIGURA 5 - Cromatografia em camada delgada do decocto purifi-
cado (DEP) e de 3-0-metilquercetina (3MQ) utilizan-

do o sistema eluente I-8 do item 2.2.13.2.
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3.2.6.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) do

-t
o
}

INTENSIDADE DO
SINAL (mV]

decocto purificado (DEP)

54 "
T -
- L]
A—/\ e e amsrewtrmaerssare:
r A I 1 1 8
0 5 10 15 20 25

TEMPO DE RETENCAO (minutos)

FIGURA 6 - Cromatograma (CLAE) do decocto purificado (DEP) (vo-

lume inicial de 40ml) nas condig¢Oes pré - estabeleci-
das em 2.2.13.4 (fase moOvel: metanol: acido fosfo-
rico a 1% (V/V) (40: 60; V/V); fluxo: 2,0ml/minuto;

deteccao:342nm) .

TABELA 13 - Tempo de retencao (TR), largura da base (W), area

sob a curva (A) e fator de resolucao (Ri) entre os

picos 5 e 6 do DEP.

TR W A .
pICO (cm) (cm) (cm?) R1
5 1,65 0,65 0,22 -

6 5,29 1,00 0,30 4,41
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3.2.6.2 Extrato turbolizado (ET)

Apds a purificacdo dos extratos (Figura 3), procedeu-

-se a analise cromatografica, com o extrato turbolizado (ET),
presen-

verificando-se a eliminacao de diversas substancias

tes no extrato total.

I-8 1-8
10 E.T. ETP EUP 3MQ
i }034
S=Sso.s6

os| EEDose Goss Quso

([Moe 92::;‘32

€z 0.23

SN o.o7

#2003 & oo
001 &= e -

FIGURA 7 - Cromatogramas do extrato turbolizado (ET), turbo-
refe-

lizado purificado (ETP) e das substancias
e eupatorina

réncia 3-0-metilquercetina (3MQ)

(EUP) .



3.2.6.2.1 Cromatografia em papel (CP)
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FIGURA 8 - Cromatogramas em papel do extratoturbolizado (ET), ex-

trato turbolizado purificado (ETP), 3-0-metilquerce-

tina (3MQ) e eupatorina (EUP) nos sistemas

a-3 descritos no item 2.2.13.1.

e
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3.2.6.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)
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FIGURA 9 - Cromatogramas do extrato turbolizado (ET) nos siste-

mas cromatograficos descritos em 2.2.13.2.
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3.2.6.2.3 Cromatografia liquida a vacuo (CLV)

FRACAO |01 —~16 |17 |18 |19 |20]21]22 23ku>'wq
FRONTE;

0.73

0.72

Oo 64

oS ¢ .56 0.46 0.46@

p-37 037

37 .37

0 .OT . . . . « 3 -1 - - 1.

FIGURA 10~ Cromatograma das fracoes do extrato turbolizado (ET)
obtidas por cromatografia liquida a vacuo (CLV), uti-

lizando o sistema cromatografico I-9 (2.2.13.2).




3.2.6.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
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FIGURA 11 - CLAE do extrato turbolizado purificado (1), da

3-0-metilquercetina (2), eupatorina (3) e querce-~

tina (4).
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TABELA 14 - Tempo de retencao (TR), largura da base do pico (W),
fator de resolucao (Ri) e area dos picos (A) do ex-
trato turbolizado (ET) e das substancias referéncia
3~-0-metilquercetina (3MQ) e eupatorina (EUP) anali-

sadas por CLAE em relacao a quercetina (Q).

SUBSTANCIA/ TR 13 A Ri

PICO (cm) (cm) (cm?)

Q 5,8 1,21 6,17 -

3MQ 7,3 1,39 4,38 1,15
EUP 15,5 1,45 2,86 7,29
ETa 5,6 1,32 0,78 -

ETb 7,1 1,50 4,20 1,06
ETc 15,3 2,80 1,74 4,71

3.3 DETERMINACAO DA SUBSTANCIA T

3.3.1 Espectroscopia no Ultravioleta (UV)

TABELA 15 - Comparacdo ‘do comportamento espectroscopico no UV

da substancia T e da 3-0-metilquercetina.

SUBSTANCIA T 3-0-METTLQUERCETINA
SOLVENTES  E MEXTH0S (s

REATIVOS BANDA 1 BANDA 11 BANDA 1 BANDA 11
METANOL (1) 357, 294sh 266sh, 253 358, 294sh 296sh, 257
METANOL + METOXIDO DE 404, 330 272 407, 329 272
SODIO (3) _
METANOL + CLORETO DE 438, 327 273 443, 336 277
ALUMINIO (4) 304sh 303sh
METANOL + CLORETO DE la Ib lIa  Ib
ALUMINIO + ACIDO CLO- 403 362, 277sh, 267 402 360, 277sh, 268
RIDRICO (5) 298sh 299sh
METANOL + ACETATO DE 381, 318 270 383, 323 273
SODIO (6) 298sh

METANOL + ACETATO DE
s6p10 + ACIDO BORICO (7) 377, 300sh 258 378, 298sh 262




65

800

m

’
’
’
’
400
COMPRIMENTO OE ONDA (am}

2
y)
300

190 200

100
8.0
°

O1 *VIONYANOS BY

FIGURA 12 - Espectro no UV da substancia T (ST) em solucao me-
tandlica e espectros com adicgao de reativos de io-

nizacao e/ou quelacdo. (1) H;COH; (3) H,COH +
H3C0Na; (4) H3C0H + A1C13; (5) H3C0H + A1C13+HC1;
(6) HBCOH + CH3CH20Na; (7) H3COH + CH3CH20Na +

H;BO, e da 3-0-metilquercetina padrao (2).
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FIGURA 13 - Espectroscopia no UV da substancia T (1), 3-0-me-

tilguercetina padrao (2) e da sua mistura (3).



3.3.2 Cromatografia em Papel (CP)
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FIGURA 14 - Cocromatografia em papel da substancia
3-0-metilquercetina (3MQ) nos sistemas
graficos do item 2.2.13.1.
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3.3.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
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FIGURA 15 - Cromatogramas de camada delgada em diversos sis-

temas (I-6; I-10; I-11;

I-12; I1-1 e 11I-2), da

substancia T (ST), 3-0-metilquercetina (3MQ) e

da mistura das substancias (ST + 3MQ).
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+18 ONC

ST+ 3M0 3MQ

4o
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FIGURA 16 - Cromatografia bidimensional da substancia T (ST),

3-0-metilquercetina (3MQ) e da mistura ST + 3MQ

nos sistemas II-3-1 (sentido 1) e II-3-2 (sentido

2).
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FIGURA 17

- Cromatografia bidimensional da substancia T (ST),

3-0-metilquercetina (3MQ) e da mistura

nos sistemas II-4-1 (sentido 1) e II-4-2

2).

ST

+ 3MQ

{sentido
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3.3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

P2

30
TEWPO DL RETENCAO (minvies)

L L

-4 10 o (-}
- -~ -
(A®) TYNIS 3¢ 3QVQISNIIM

FIGURA 18 - Cromatogramas CLAE do macerado purificado (1), do
macerado purificado adicionado de 3-0-metilquerce-
tina (2), adicionado de 3-0-metilquercetina e eu-
patorina (3), adicionado de quercetina, 3-0-metil-
quercetina e eupatorina (4) e das substadncias re-
feréncia quercetina (5), 3-0O-metilquercetina (6) e
eupatorina (7).



TABELA 16 - Tempo de retencao (TR), largura da base
co (W),
cos (A) dos macerados purificados e das substan-

cias referéncia 3-0-metilquercetina (3MQ) e eu-

fator de resolucao (Ri) e area dos

patorina (EUP) em relacao a quercetina (Q).

SUBSTANCIA/ TR W
PICO (cm) (cm)
Q 3,2 1,12
3MQ 4,5 1,20
EUP 12,4 1,40
(l)a 3,1 0,82
(1)b 4,1 0,81
(l)c 12,0 2,00
(2)a 3,0 0,27
(2)b 3,7 0,79
(2)c 12,1 1,41
(3)a 3,4 0,80
(3)b 4,4 0,85
(3)c 12,3 2,00
(4)a 3,6 0,90
(4)b 4,7 0,92
(4)c 12,5 2,50

(é;,) Ri
5,15 -
3,72 1,12
2,80 7,30
1,63 =
4,38 1,23
0,73 6,31
0,17 -
5,45 1,32
1,38 10,83
1,60 -
8, 80 1,21
9,30 6,35
6,12 -
8,37 1,21
4,63 5,24

do pi-
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3.4 ANALISE QUANTITATIVA

3.4.1 Estudo do Comportamento Espectroscopico no UV das Subs-
tancias Referéncia 3-0-metilquercetina (3MQ) e Eupato-
rina (EUP)
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FIGURA 19 -~ Espectros UV das solug¢Oes metandlicas de 3~0-metil-

guercetina. 1 =padrao; 2 =padrao eluido do croma-

tograma; 3 = substancia T eluida do cromatograma do
extrato turbolizado e 4 = do extrato turbolizado pu-

rificado apOs cromatografia.
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FIGURA 20 - Espectros UV das solugOes metandlicas de eupatori-

na. 1 = padrao; 2 = padrao eluido do cromatogra-

ma; 3 = de eupatorina do extrato turbolizado e 4 =

do extrato turbolizado purificado apds cromatogra-

fia.
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3.4.2 Metodo CCD/UV

3.4.2.1 Para 3-0O-metilquercetina (3MQ)
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TABELA 17 - Valores de absorc¢do da solucdo metanblica padrdo de

3-0-metilquercetina (3MQ), determinados diretamente

e apOs separacao cromatografica (CCD/UV), a 358nm.

CONCENTRACAO DE
3MQ (mg/ml)

CCD/UV
Abs. = s (CV%)

0,005

0,010

0,015

0,020

0,123 + 0,0045
(3,66)

0,256 * 0,0087
(3,40)

0,419 * 0,0211
{(5,04)

0,500 = 0,0090
(1,80)

UV DIRETO
Abs, + & (CV%)

0,232 + 0,0017
(0,73)

0,462 + 0,0060
(1,30

0,693 + 0,0032
(0,46)

0,923 + 0,046
(0,50)

3.4.2.2 Para eupatorina (EUP)

TABELA 18 - Valores de absorcao da solucac metandlica padrido de

eupatorina (EUP), determinados diretamente e apOs
separacao cromatografica (CCD/UV,, a 342nm.

CONCENTRACKO DE
EUP (mg/ml)

CCD/UV
Abs. + s (CV%)

UV DIRETO
Abs. + s (CV%)

0,004

0,008

0,012

0,016

0,020

0,090 * 0,0042
(4,67)

0,182 * 0,0080
(4,40)

0,266 * 0,0040
(1,50)

0,362 + 0,0055
(1,52)

0,449 = 0,0065
(1,45)

0,186 * 0,0025
(1,34)

0,359 * 0,0066
(1,84}

0,540 * 00,0056
(1,04)
0,715 + 0,C%°
(0,90)

0,880 = 0,00 &
(0,40)
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TABELA 19 - Concentracdo de 3-0O-metilquercetina (3MQ) e eupato-
rina (EUP) nos extratos turbolizado (ET) e
zado purificado (ETP) pelo método CCD/UV segundo a

equagao (6)

(2.2.17.2).

turboli-~

VOLUME A 3M EUP M EUP
EXTRATO  APLICADO  n . Q Q
(o1) (nm) Abs, + s (CV%) Abs. + s (CV%) (%.10° (%).103
ET 0,4 3 358 0,330 0,018 39,75
(5,45)
ETP 0,4 3 358 0,272 * 0,005 32,74
(1,88)
ET 0,4 3 342 0,171 * 0,006 23,76
(3,53)
ETP 0,4 3 342 0,135 + 0,001 18,74
(0,74)
3.4.3 Metodo CLAE
3.4.3.1 Para 3-0-metilquercetina (3MQ)
TABELA 20 - Area dos picos da substdncia referéncia 3-0-metil-

guercetina (3MQ) para a curva padrao por CLAE,

CONCENTRACXO 3MQ 0 AREA (uv.s).10°
(mg/ml) X 2 s (CV%)
0,05 3 0,375055 * 0,013 (3,47)
0,10 3 0,768454 * 0,008 (1,05)
0,20 3 1,796666 * 0,009 (0,05)
0,40 3 2,748268 * 0,008 (0,30)
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3.4.3.2 Para eupatorina (EUP)

TABELA 21 - Area dos picos da substancia referéncia eupatorina
(EUP) obtida por CLAE,
CONCENTRAGCAO EUP n AREA (uV.s).lo6
(mg/ml) ' X t s (CVe)
0,0512 3 0,266596 + 0,0026 (0,98)
0,1280 3 0,767424 + 0,0016 (0,21)
0,3200 3 1,932926 + 0,0130 (0,67)
0,8000 3 4,790655 + 0,0024 (0,05)
TABELA 22 - Concentracao de 3-0O-metilquercetina padrdo (3MQp),
mo extrato turbolizado purificado (3MQe), de eu-
patorina padrao (EUPp)e no extratoturbolizado puri-
ficado (EUPe) sequndo a equacgao (7) (2.2.17.3).
AREA DO PICO CONCENTRACAO
SUBSTANCIA n Co’“iﬁg'ﬁﬁ?m _ (cm2?) CALCULADA
X +s (CV8)  (3; m/V).10°
3MQp 3 0,2 4,45 + 0,099
(2,23)
3MQe 3 4,22 + 0,044 94,83
(1,04)
EUPp 3 0,0512 0,96 + 0,044
(4,58)
EUPe 3 1,08 + 0,074 28,80

(6,83)




3.5 ANALISE FATORIAL DOS MACERADOS (MC)
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TABELA 23 - Valor do pH dos liquidos extratores e dos macera-

dos (MC) & temperatura ambiente pela média de trés

determinacoes.

MC . _ MC

NG AGUA ETANOL AGUA:ETANOL X ¢s (CVI)

1 5,50 * 0,070 6,84 * 0,006 4,80% * 0,010 5,74 *0,025
(1,27) (0,09) (0,21) (0,44)

2 5,83 % 0,025 6,83 * 0,000 4,77% £ 0,000 5,76 *0,028
(0,43) (0,49)

3 5,59 % 0,000 6,80 * 0,000 5,50° % 0,000 5,98 0,021
(0,35)

4 5,60 * 0,000 6,80 * 0,000 4,60% 0,000 5,77 *0,015
(0,26)

5 5,43 * 0,029 6,63 * 0,029 5,61° £ 0,017 6,04 *0,020
(0,53) (0,44) (0,30) (0,33)

6 5,78 * 0,000 6,75 * 0,000 4,77 % 0,000 5,74 * 0,046
(0,80)

7 5,50 % 0,006 6,83 * 0,006 5,50 % 0,000 6,00 *0,011
(0,11) (0,09) (0,18)

8 5,87 * 0,058 6,85 * 0,000 5,60° * 0,000 6,00 *0,022

(0,99)

(0,37)

Solucao extrativa hidroalcoolica a = 50:50 e b = 70:30 (V/V)



79

TABELA 24 - Teor alcodlico dos macerados (MC) a 15°C e a 20°C
determinado respectivamente, por aredmetro (A) e

por alcoometro de Gay-Lussac (B) (n = 3).
MC _(a) 15°C (B) 20°cC
Ne x + 58 (CVs) x &+ 5 (CVs) (A)Y(B)
(8; V/V) (8; V/V)
1® 47,67 * 0,58 (1,22) 45,67 + 0,58 (1,27) 2,00
va 45,33 + 0,58 (1,28) 42,67 + 0,58 (1,36) 2,66
ks 69,67 + 0,58 (0,83) 67,33 + 1,15 (1,71) 2,34
4° 48,33 + 0,58 (1,20) 45,67 *+ 0,29 (0,64) 2,66
5® 68,67 + 0,58 (0,85) 65,67 + 0,58 (0,88) 3,00
6° 45,67 + 0,58 (1,27) 43,33 + 0,58 (1,34) 2,34
Yie 69,00 + 0,00 65,67 + 0,58 (0,88) 3,33
g® 68,00 * 1,00 (1,47) 65,00 + 1,00 (1,54) 3,00

TABELA 25 - Residuo seco total (RST) para os macerados (MC)

{n

= 9).

MC PESO EXTRATO (g) RESIDUO SECO (g) RST
NO x = s (CVy) x s (CVe) (8; m/m)
1 18,5797 + 0,331 (1,78) 0,5171 = 0,0134 (2,59) 4,18
2 18,8616 + 0,029 (0,15) 0,5449 + 0,0088 (1,62) 4,33
3 17,7401 + 0,044 (0,25) 0,5484 + 0,0041 (0,75) 4,64
4 18,6647 + 0,023 (0,12) 0,5019 + 0,0072 (1,44) 4,03
5 17,8493 + 0,015 (0,08) 0,5495 + 0,0067 (1,22) 4,62
6 18,8151 + 0,024 (0,13) 0,4869 + 0,0090 (1,85) 3,88
7 17,8010 + 0,034 (0,19) 0,4902 + 0,0072 (1,47) 4,13
8 17,9268 + 0,040 (0,22) 0,4453 * 0,0046 (1,03) 3,73
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TABELA 26 - Residuo seco purificado (RSP) para os macerados

(MC) (n = 3).

MC RESIP_UO SECO TOTAL (g) RESIDUO SECO PURIFICADO RSP
NO x+ 8 (CV2) () x s (CVY) (2; m/m)
1 0,5548 + 0,003 (0,54) 0,0407 + 0,002 (4,91) 0,33
2 0,5875 +0,008 (1,36) 0,3420 + 0,011 (3,22) 2,72
3 0,5821 +0,007 (1,20) 0,1397 + 0,011 (7,87) 1,18
4 0,5337 +0,005 (0,94) 0,0884 + 0,007 (7,92) 0,71
5 0,5759 + 0,003 (0,52) 0,1525 + 0,008 (5,25) 1,28
6 0,5162 + 0,014 (2,71) 0,0748 + 0,002 (2,67) 0,60
7 0,5073 + 0,006 (1,18) 0,0865 + 0,008 (9,25) 0,73
8 0,5053 + 0,014 (2,77) 0,1403 + 0,012 (8,55) 1,17

TABELA 27 - Concentracgao de 3-0-metilquercetina (3MQ) para os
macerados purificados (MCP) utilizando-se da equa-

cao (7) (2.2.17.3).

%&f n Aﬁﬁi;flgﬁﬁ? (%ix%n
x + s (CVs) !
1 3 1,074047 * 0,026 (2,42) 69,88
2 3 6,743045 * 0,072 (1,07) 438,74
3 3 1,417015 * 0,030 (2,12) 92,20
4 3 0,706766 * 0,043 (6,08) 45,99
5 3 1,276932 + 0,122 (9,55) 83,08
6 3 0,627309 * 0,020 (3,19) 40,82
7 3 1,154231 + 0,136 (11,78) 75,10
8 3 1,174158 * 0,024 (2,04) 76,40




81

TABELA 28 - Concentracao de eupatorina (EUP) para os macerados
purificados (MCP) utilizando-se da equagdo (7)
(2.2.17.3).

6

MCP n AREA DO PICO (uV.s).1l0 EUP
Ne x + s (CV%) (¢; m/V)
1 3 0,217977 + 0,017 (7,80) 20,93
2 3 0,435980 + 0,005 (1,15) 41,87
3 3 0,254598 + 0,021 (8,25) 24,45
4 3 0,126456 + 0,017 (13,44) 12,14
5 3 0,227720 + 0,020 (8,78) 21,87
6 3 0,106547 + 0,007 (6,57) 10,23
7 3 0,167405 + 0,016 (9,56) 16,08
8 3 0,272157 + 0,009 (3,31) 26,13

TABELA 29 - Efeitos e interacOes (E/I) calculados a partir da
forma padrao sobre o pH, teor alcoolico (TA), re-
siduo seco total (RST), residuo seco purificado
(RSP) e concentracao de 3-0O-metilquercetina (3MQ)
e eupatorina (EUP) nos extratos macerados.

E/I 303 (.102)  (.103) (.10%) Mo EUP
E, + 12,50 -183,50 -7,75 +88,58  +88,97 +6,63
Eg +252,50  +2183,50 -4,35  -6,73  -66,94 +0,84
Eq ~2,50 -25,00 -58,90 -71,23 -111,40 -11,14
Ip +8,75 +37,50 ~7,08 -27,64  -46,44 -1,45
I,c -13,75 +8,25 ~11,10 -34,24  -45,45 -1,28
I -3,75 -33,25 -11,15 +19,26  +49,75 +4,54

IABC -1,25 +4,00 ~0,40 +44,49 +48,06 +4,44




3.5.1 Calculos para Analise da Variancia

82

TABELA 30 - Areas dos picos das substdncias 3-0-metilquerceti-

na (3MQ) e eupatorina (EUP) dos macerados
cados (MCP) por CLAE para analise davariancia (av).

purifi-

MCP
NQ

3MQ

(uV.s).lO6

1,098180
1,046554

1,077407.

6,729665
6,820387
6,679082

1,383426
1,440373
1,427246

0,665563
0,752091
0,702644

1,142117
1,309023
1,379656

0,650704
0,612635
0,618588

1,072442
1,078621
1,311629

1,195034
1,179876
1,147564

EUP

(Ww.s).106

0,205195
0,211112
0,237625

0,430937
0,435670
0,441333

0,234977
0,252791
0,276025

0,114650
0,118718
0,146001

0,204303
0,239084
0,239774

0,102090
0,114930
0,102621

0,176631
0,148736
0,176848

0,270848
0,263570
0,282052




3.5.1.1 Teste Fisher (Teste F)

3.5.1.1.1 Para 3-0-metilquercetina (3MQ)

83

ApOs a entrada dos dados, utilizando o programa STATITCF,

obteve~se os seguintes dados.

TABELA 31 - Dados do teste F para 3-0O-metilquercetina obtidos
por CLAE dos macerados purificados.
EFEITOS SOMA DOS GRAU DE QUADRADO TESTE
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO F

A 11,22 1 11,22 2084,67
B 6,39 1 6,39 1187,99
C 17,59 1 17,59 3268,59
AB 12,23 1 12,23 2271,88
AC 11,71 1 11,71 2176,41
BC 14,03 1 14,03 2607,96
ABC 13,09 1 13,09 2432,81
RESIDUO 0,09 16 0,01

TOTAL 86,35 23 3,75

Feab 0,05; 1,16~ 449
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3.5.1.1.2 Para eupatorina (EUP)

TABELA 32 - Dados do teste F para eupatorina obtidos por CLAE

dos macerados purificados.

EFEITOS SOMA DOS GRAU DE QUADRADO TESTE
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO F
A 0,03 1 0,03 123,37
B 0,00 1 0,00 1,98%*
C 0,08 1 0,08 348,33
AB 0,01 1 0,01 23,41
AC 0,00 1 0,00 18,30
BC 0,05 1 0,05 231,70
ABC 0,05 1 0,05 221,22
RESIDUO 0,00 16 0,00
TOTAL 0,23 23 0,01
Eiab 0,05; 1,16 - 4,49 * pDiferenga nao significativa

3.5.1.2 Metodo de Yates (GUPTA & MATHAI, 1980)

Utilizou-se para o método de YATES, além da somatoria
das areas dos picos das substancias 3-0-metilquercetina (3MQ)
e eupatorina (EUP), a Tabela 4 e a equacao (15), obtendo-se os

valores estimados (?).



TABELA 33 - Valores estimados (i) para as areas dos picos

tratamentos das substancias

(3MQ) e eupatorina (EUP).
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nos

3-0-metilquercetina

TRATAMENTOS (uv.s;y.lo6
3MQ

1 3,543376
a 1,367346
b -1,032208
ab -1,427424
& -1,712144
aé -1,397111 |
bé 1,529365
abc 1,477116

-

¥
(uv.s) .106
EUP

0,452210
0,068992
0,008730
-0,030055
-0,115928
-0,026571
0,094549
0,092385

3.5.1.3 Método de Tukey (método T)

Com os valores estimados (?)

(GUPTA & MATHAI,

1980)

(Tabela 33), aplicou-se a

equacao (16) para o método T obtendo-se os valores

estimados

dos picos da 3-0-metilguercetina (equacao 17 e Tabela 34):

¥y =¥
n

¥ = ¥
n

¥ o= ¥

1+

1+

+

L
73

(0,57735026) .

+ 92, 24-2; 0,05

0,123348

(2,92) .

. v5,3532864.10-3"

(0,073166156)

(17)




e para os
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valores estimados de eupatorina (equacdao 18 e Tabela

35):
- es——
Y= . 5+ 92, 24-2; 0,05 ° v0,000139"
¥ =¥ + (0,57735026).(2,92).(0,011790)
¥ =¥ +0,019876 (18)
TABELA 34 - Valores de ¥ do método de TUKEY (método T) através
da equagao (17) para as areas de 3-0-metilquerceti-
na obtidas por CLAE.
No IDENf%FfCACAO ‘+0,123348 ~0,123328
n
1 l1-a 2,299378 2,052682
2 1-b 4,698932 4,452236
3 l1-ab 5,094148 4,847452
4 l1-c¢ 5,378868 5,132172
5 1l - ac 5,063835 4,817139
6 1 - be 2,137359 1,890663
7 1 - abc 2,189608 1,942912
8 d -b 2,522902 2,276206
9 a ~ &b 2,918118 2,671422
10 a - c 3,202838 2,956142
11 a - ac 2,887805 2,641109
12 a - be -0,038671 -0,285367
13 a - abc 0,013578 -0,233118
14 b - &b 0,518564 0,271868
15 % - C 0,803284 0,556588
6 D = ac 0,488251 0,241555
i; g - ggc -2,438225 -2,684921
19 - 2 -2,385976 -2,632672
D ” £ 0,408068 0,161372
gg I 0,093035 -0,153661
52 5 - b -2,833441 -3,080137
o PO -2,781192 -3,027088
" sl -0,191685 -0,438381
oe S b -3,118161 -3,364857
e o -3,065912 -3,312608
57 o - ate -2,803128 ~3,049824
28 b‘- _ S '21750879 '2,997575
¢ - abc 0,175597 -0,071099




TABELA 35 - Valores de ¥ do método de TUKEY (método T)

da equacdo (18) para as areas de eupatorina obtidas
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atraveées

por CLAE.
No IDENTIFICACKO +0,019876 -0,019876
n
1 1-3a 0,403094 0,363342
2 1-b 0,463356 0,423604
3 1 - al 0,502141 0,462389
4 1-28 0,588014 0,548262
5 1 - ac 0,498657 0,458905
6 1~ be 0,377537 0,337785
7 1 ~ abc 0,379701 0,339949
8 i-b 0,080138 0,040386
9 i - ab 0,118923 0,079171
10 g -¢ 0,204796 0,165044
11 i - ac 0,115439 0,075687
12 i3 -~ bc -0,005681 -0,045433
13 3 -~ abc -0,003517 -0,043269
14 b ~ ab 0,058661 0,018909
15 b - & 0,144534 0,104782
16 b - dc 0,055177 0,015425
17 b - bc -0,065943 -0,105695
18 b - abc -0,063779 -0,103531
19 ab - & 0,105749 0,065997
20 ab - dc 0,016 392 -0,023360
21 ab - bc -0,104 728 -0,144 480
22 ab - abc -0,102564 -0,142316
23 & - dc -0,069 481 -0,109 233
24 & - bc -0,190 601 -0,230 353
25 & - abc -0,188 437 -0,228189
26 ac - bc -0,101 244 -0,140 996
27 ac - abc -0,099 080 -0,138832
28 bc - abc 0,022 040 -0,017 712




4. DISCUSSAO

Face aos diversos fatores que influenciam a qualidade
final de um medicamento, somente o planejamento adequado de to-
das as fases de producao, iniciando com a avaliagdo beneficio/
risco do produto e seguindo com os demais passos de producgao,
garantira o alcance e a manutencdao da qualidade pretendida.

Dentro do ciclo de processamento, a qualidade & deter-
minada pelas caracteristicas da matéria-prima e, no caso de fi-
toterapicos, pela correta qualificacao da droga vegetal.

Ponto de partida para alcangar estes objetivos € a cor-
reta classificacdo botanica, para em seguida determinar outros
parametros como as caracteristicas fisico-quimicas, quimicas e
tecnologicas.

A monografia existente na PHARMACOPEIA (1929), enfocan-
do as caracteristicas morfologicas, é suficiente para identifi-
cagdo segura das partes aéreas de Bacchanis trimera (Less.) DC.,
permitindo diferencia-la de outras espécies do mesmo género, co-
mo Bacchanis michocephala (Less.) DC., por apresentar-alas mais estrei-
tas com pontuagdes glandulares e flores aglomeradas nas termi-
nacbes dos ramos, Bacchanis cridpa Sprengel que se caracteriza pe-
la presenga de alas ondulares e ramos de sequndo grau e com
Baccharis cylindrica (Less.) DC. e Baccharnis myriocephala DC. pela dis-~
tinta disposicdo dos capitulos nos ramos (CABRERA, 1974; BARRO-

SO, 1976). Nota-se que € importante que -esta " avaliacao seja
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feita com exemplares floridos.

Convém lembrar que a denominagdo Bacchanis genisteffoides
Persoon var. fnuimera Backer que consta da monografia farmacopéi-
ca ndo &€ mais atual, tendo sido sinonimizada para Baccharnis
tuimera (Less.) DC. (BARROSO, 1976).

A avaliacdo botanica n3o assegura per si a constancia
do efeito terapéutico (ligada & composicdo quimica do vege-
tal). As plantas sofrem influéncias do meio e estas podem tra-
duzir-se em alteracao quali- e gquantitativa dos seus consti-
tuintes, sendo portanto, imprescindivel considerar fatores de
clima, solo e estagio vegetativo, quando do controle de quali-~-
dade de uma matéria-prima vegetal isto, no entanto, foge aoces-
copo deste trabalho (MENBEN, 1979; FEHR, 1984).

Nao foram diferenciados os exemplares masculinos e fe-
mininos do vegetal, conforme pratica corrente na’ indastria
farmaceéutica.

Entre os diversos métodos aplicaveis a avaliacao qui-
mica de matérias-primas vegetais, a andlise cromatografica &
indispensavel.

O estabelecimento de um perfil cromatografico em cro-
matografia em papel (CP) e cromatografia em camada delgada
(CCD) foi utilizado, como meio de caracterizacdo para as par-
tes aéreas de Bacchanis thimera (Less.) DC..

O perfil cromatografico, entendido como o comportamen-
to dos valores de Rf de manchas selecionadas em diversos sis-
temas cromatograficos, permite, além da montagem de wuma "im-
pressao digital" para a droga, a possibilidade de emprego da

computacao, como método auxiliar na identificacdo rapida da

mesma.
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A cromatografia em papel (Figura 8), mostra claramente
as dificuldades que se tem na separacaoc do extrato turbolizado
(ET), onde este apresenta a formagdao de uma cauda desde o
ponto de aplicagdo até proximo ao fronte da fase mdvel, sem zo-
nas delimitadas, nao permitindo sua utilizacdo como método de
caracterizacdo. Embora a CP tenha sido utilizada na avaliagdo
de matérias-primas cbm sucesso (SONAGLIO, 1987), neste caso nao
foi viavel.

As cromatografias em camada delgada, nos sistemas 1I-1,
I-2, I-3 e I-4 com reveladores Rl e R2, foram mais promissoras
(Figura 9) demonstrando para o ET manchas com valores de Rf su-
periores a 0,68, que pelo comportamento frente aos reveladores,
assemelham-se as dos componentes do Oleo essencial extraido da
matéria-prima vegetal. O sistema I-5 (Figura 9) apresentou ni-
tida ‘separacdao das manchas, caracterizando-o como o melhor sis-
tema para o 6leo essencial. O sistema I-6 (Figura 9) mostrou-
-se viavel na separac¢do das manchas, mas apresentou problemas
na reprodutibilidade dos valores de Rf. O uso da celulose mi-
crocristalina (sistemas II-1 e II-2) nao reproduziu a mesma si-
tuacdao de concorddncia entre mancha do ET com o padrdo 3-0-me-
tilquercetina, observada quando da CCD sobre silicagel, des-
cartando a possibilidade de seu‘:emprego na caracterizacao do ex-
trato. |

Utilizando-se os sistemas I-7, I-8, I-9 e I-10 (Figuras
9 e 10) e considerando-se a 2ona vermelha,»inferior a zona ama-
relo~clara a luz visivel, escura sob luz UV366nm que passa a ama-
rela brilhante apds exposicao a vapores de amdnia sob luz UV36é6nm
e a mancha superior amarelo-clara, € possivel tracar um perfil

cromatografico para o extrato turbolizado (ET) (Figura 21).
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FIGURA 21 - Perfil cromatografico para o extrato turbolizado
por CCD. 62 = mancha vermelha; () = mancha amarela

3-0-metilquercetina (3MQ); Q = eupatorina.

A presenc¢a de saponinas na carqueja (PAVAN, 1952) 1le-
vou a realizagido do teste de espuma para sua confirmacdo e da
determinacao do indice de espuma que podem servir como método
auxiliar de identificacao da matéria-prima.

Convém lembrar porém que a presenca de substadncias co-
mo proteinas, pode provocar aumento da tensdo superficial le-
vando a formacao de espuma (SHAW, 1975).

A diferenca observada do extrato turbolizado (ET), on-
de obteve-se indice de espuma menor que 100, em relacao ao ex-

trato aquoso, leva a crer que isto seja causado pela presencga
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de etanol, cuja atividade antiespumante é conhecida (SHAW,
1975a).

A determinacao dé extrativos & uma técnica auxiliar no
controle de matéria-~prima, tendo grande importancia quando ndo
existem métodos quimicos ou bioldgicos para avaliar os consti-
tuintes ativos. A validade desta determina¢dao se prende ao fa-
to de se manter as mesmas condicoes do ensaio, ja que fatores
como granulometria da droga, temperatura de aquecimento e,
especialmente, a escolha do liquido extrator podem levar a re-
sultados diferentes (ZHI - CEN, 1980).

A carqueja pode ser incluida entre as drogas denomina-
das amargas. A diversidade estrutural das substancias que pro-
duzem este sabor faz necessaria a utilizacao de um teste ge-
ral, com caracteristicas semi-quantitativas.

ARAGJO (1957) em seu trabalho com a Bacchanis
niograndensis Teodoro & Vidal, pressupde ser a absintina (muito
soluvel no alcool) a substancia amarga, afirmando ser este o
principio amargo estimulante do apetite.

Por se tratar de uma planta com caracteristicas amar-
gas, PAVAN (1952) empregou o indice de amargor, concluindo que
a Bacchanis trnimera (Less.) DC. possui este indice bastante ele-
vado, se comparado com o de outras plantas usadas com 0 mesmo
fim.

O valor do indice de amargor encontrado para o decocto
foi muito inferior ao apresentado por PAVAN (1952). No entan-
to, o coeficiente de variacao de 183% (Tabela 9) impede
que este ensaio tenha validade para o ET. A diferenga
observada entre o DE e ET parece ter como responsavel o alcool,

por este lesar as células precipitando e desidratando o proto-
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plasma, além de ser irritante As mucosas e sensibilizar as pa-
pilas linguais (fungiformes e valadas), tornando-as mais sensi-
veis ao amargor, se comparado com a agua utilizada na prepara-
¢ao do DE (GUYTON, 1977; RITCHIE, 1985).

A distribuicao granulométfica influi na reprodutibili-
dade da extracao, ja que este fendomeno esta relacionado com a
superficie (fase de lixiviacao) e espessura (fase de difusao)
das particulas em contato com o ligquido extrator.

A Figura 22 representa as curvas caracteristicas de re-
tencdao e passagem da droga rasurada através da andlise granulo-
métrica por tamisacao, empregando-se os dados fornecidos pela
Tabela 8 (VOIGT & BORNSCHEIN, 1982). O diadmetro médio, calcu-
lado graficamente a partir do ponto de interseccdao das retas,
foi de 0,640mm. Outro parametro para caracterizaciao de mate-

riais particulados calculado a partir destas retas € o do an-

gulo de inclinacao, que neste caso foi de aproximadamente
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FIGURA 22 - Curvas acumulativas de retencdao e passagem apds ta-

misacdo da matéria-prima vegetal.
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Dentre as condi¢oes que influenciam a qualidade da ma-
téria-prima vegetal deve-se analisar sua estabilidade frente ao
tempo de armazenamento.

Considerando~-se a quantidade de Oleo essencial na plan-~
ta durante um periodo de armazenamento de 20meses apds a seca-~
gem, pode-se observar na Figura 23 gue a gquantidade de 6leos es-
senciais sofre um decréscimo acentuado nos primeiros cinco meses
de armazenamento, mostrando até o vigésimo més uma tendéncia de
reducao mais lenﬁa. No periodo observado a diminuigdao do volu-
me de Oleos essenciais chegou a 74,36%.

Ja a perda por desseca¢ao que considera a retirada de
substancias volateis pelo calor, tem um comportamento semelhan-
te (Figura 23) acompanhando quase que paralelamente o teor de
6leo essencial. No tempo de estudos & perda total por dessecacao
foi de 68,58%, o que sugere uma estabilizagdo no periodo apés o
nono més, em virtude do armazenamento.

No periodo - que vai da coleta até o nono dia de seca-
gem em estufa de ar circulante, quando o material vegetal en-
contra~se totalmente quebradigo, a relacao entre o vegetal fres-
co e vegetal seco € de aproximadamente 28%. Para -se ' conseguir
o mesmo volume de O6leo essencial é necessario cerca de 3,55 ve-
zes, teoricamente, mais matéria-prima fresca.

O valor do pH das solugOes extrativas pode servir tam-
bém como critério de qualidade.

Além do tipo do solvente, as condi¢des de sua obtencao
podem influir no pH final, como observa-se nas Tabelas 11 e 23
para a agua obtida de dois destiladores diferentes.

PAL & NANDY (1983) observando o efeito do alcool dilui-

do, duracao da maceracdao e sOlidos totais em tintura de Eugenia
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jambofana Lam. sobre o pH dos extratos verificaram que o mesmo po-
deria sofrer alteracgoOes devidas ao contato prolongado com vidro
ou também & concentracdo das substancias extraidas.

Tanto para o decocto como para o extrato turbolizado a
determinacdao do pH ocorreu, por conseguinte, logo apds a sua
preparacao (Tabela 11).

A diferenca de pH entre os dois extratos (15%) nao pode
ser explicada pela variacdao do valor da concentracao hidroge-
nionica da agua ou através da influéncia do etanol, levando a
crer que esta seja devido a concentracdao e/ou ao tipo de subs-
tancias extraidas.

Para os macerados (Tabela 23), as misturas hidroal-
codlicas mostraram-se com valores de pH mais acido que os ex-
tratos. Considerando-se as duas concentrag¢Oes etandlicas usa-
das, nota-se que ndo houve correlacdo estatisticamente signifi-
cante entre o incremento do teor alcodlico e o pH dos extratos
referentes, sugerindo assim que a variagdo destes valores seja
devido a natureza dos extrativos contidos nos extratos.

Através dos valores apresentados na Tabela 24 pode-se
constatar que nao houve diferenca significativa quando do em-
prego do aredmetro ou do alcodmetro de Gay-Lussac. O teor eta-
nolico dos extratos no entanto diferencia-se dos valores obti-
dos para as misturas hidroalcoolicas I e II. Este fato & pos-
sivel de ‘se explicar pela umidade residual existente na droga apos
secagem (Tabela 5).

A maior diferenca numérica dos teores alcodlicos entre
os pares extrato/mistura etandlica II e o extrato/mistura eta-

nolica I ndo subsiste a uma analise estatistica (tc = 2,7761/

tc = 4,81351II).
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O residuo seco como medida do poder extrativo do sol-
vente e da metodologia de extracao, mostra, na comparacao en-
tre o ET e o DE, que a turbolizacao em meio hidroalcodlico foi
praticamente duas vezes mais eficiente do que a decoccgéo.

Este resultado, embora esperado, demonstra que a conti-
nua agitacdo do meio assim como a constante reducdo das parti-
culas da droga entre os rotores, aumentando as superficies de
contato s6lido/liquido, elevam drasticamente o rendimento. De-
ve ser considerada ainda que a turbolizacdao & uma operacdo de
extracdao menos drastica aos constituintes do vegetal do que a
exposigdao ao calor quando da decoccao.

A desvantagem da turboextracao consiste no entanto na
producao de particulas finissimas, que podem passar através do
filtro, falseando deste modo o valor do rendimento.

Para a avaliagao quantitativa de misturas complexas
tem-se como alternativa mais viavel aqueles métodos que permi-
tam concomitantemente a separacao e o doseamento dos diversos
componentes. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
além de cumprir este requisito alia uma grande exatiddo e ele-
vada reprodutibilidade.

Os cromatogramas obtidos por CLAE na analise dos ex-
tratos purificados do DE e ET apresentam uma diferenca signi-
ficante entre os picos correspondentes a 3-0O-metilquercetina
na ordem de 19,0 vezes (Figuras 6 e 11). Demonstra-se certa
correlacao entre os valores dos residuos secos dos extratos
(cerca de 52%), como ja foi discutido acima, reforcando a van-
tagem do emprego da turbolizacao em meio hidroalcodlico, com

relacao a decocc¢ao em agua.
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Os altos custos de aquisicao e de manutencao de um cro-
matografo liquido de alta eficiéncia devem ser considerados
guando da realizacdo de uma rotina de qualificacao e doseamen-
to. Alternativamente a cromatografia em papel e a cromatogra-
fia em camada delgada acopladas a um método de quantificacao
podem ser empregadas. Convém lembrar que'na caracterizacao a-
través destes dois métodos cromatograficos n3o &€ recomendavel
comparar os valores de Rf obtidos experimentalmente com os ci-
tados na literatura sem considerar o desenvolvimento concomi-
tante de substa@ncias de referéncia. Devido a influéncia de fa-
tores tais como reprodutibilidade da camada da fase estaciona-
ria, temperatura ambiente, grau de saturacdo da camara por exem-
plo, podem afetar a reprodutibilidade do valor do Rf (RIBEREAU-
-GAYON, 1968)..

No decorrer da otimizacdao cromatografica em camada del-
gada (Figura 9), o sistema I-7 demonstrou nitida separacdao das
zonas cromatograficas. A diferenca na fase movel entre os sis-
temas I-7 e I-8, substituindo o benzeno pelo tolueno, nao pre-~
judicou a resolugdo do cromatograma, tendo a vantagem da utili-
zacao do tolueno por ser menos toxico que o benzeno (LARINI,
1987).

O aumento da polaridade entre os sistemas I-10 e I-12
provocou perda de resolu¢dao. Enquanto que o sistema menos po-
lar I-10, apresentou boa resolu¢ao entre as manchas, o sistema
I-12 produziu uma Gnica mancha do ponto de aplicacado ao meio da
placa, nao sendo possivel verificar a presenca das substancias
referéncia (Figura 9). Decidiu-se nas anilises de caracte-
rizacao, seja para ET, DE ou MC, ou mesmo de quantificagao em-~
pregar o sistema: cromatografico . I-8 (silicagel 60 GF g4}

tolueno: acetato de etila: metanol (75: 25: 5; Vv/v/V)).
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Outro método cromatografico utilizado, qualitativamen-
te, foi a cromatografia liquida a vacuo (CLV).

Esta metodologia apresentou boa capacidade de separa-
¢do para eupatorina e 3-0-metilquercetina (Figura 10), aliada
as vantagens de utilizacdo do extrato bruto sem prévia purifi-
cacao, baixo custo do equipamento, uso de quantidades reduzi-
das de fase fixa e solventese da rapidez na obtencao de resul-
tados. Como ndo existe nenhuma referéencia na literatura é pos-
sivel sugerir a sua utilizacgdo na separag¢io de misturas de
compostos flavonoidicos e também como método auxiliar ou de
escolha no controle de extrativos vegetais. A possibilidade
de uma avaliac3o gquantitativa parece ser viavel.

Buscando-se um método para validar o processo de ca-
racterizacao e até quantificac¢do, por CCD, optou-se pela cro-
matografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A prévia purificacdo do ET para uso na CLAE, € neces-
saria para asseqgurar uma eficiente separacdo das substancias
e evitar por conseguinte que a coluna sofra saturagdao e possa
vir a prejudicar a eficiéncia e a resolucao dos cromatogramas.

No desenvolvimento das condi¢Oes de separagao para
CLAE, do ETP, utilizou-se o sistema eluente metanol: acido fos-
forico a 1% (V/V) em diversas proporcoes de volume e variando
a velocidade de fluxo, obtendo-se uma boa resolucao (Tabela
14), para as substancias flavonoidicas, com metanol: &acido fos-
forico a 1% (V/V) na proporcao de 40: 60 (V/V) e velocidade de
fluxo de 2,0ml/minuto (Figura 11).

Comparando-se os cromatogramas representados na Figu-
ra 11 e os dados calculados para o fator de resolucao (Ri) de

3-0-metilguercetina e eupatorina com relacao a quercetina
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(Tabela 14), observa-se a coincidéncia dos tempos de retencao

e o aspecto dos picos das substancias referéncia com picos do
extrato turbolizado purificado. Os valores de Ri superiores a
1,00 (Tabela 14) demonstram haver uma separac¢ao nitida entre
os picos, com sobreposicao inferior a 2%, permitindo assim sua
quantificacdo (HAMILTON & SEWELL, 1977a; MEYER, 1979%9a; SRIVAS-
TAVA & KISHORE, 1985a).

Com a finalidade de se determinar quais os picos do
extrato corresponderiam as substancias flavonoidicas referén-
cia; foi realizada CLAE do extrato e do extrato adicionado des-
tas substancias (Figura 18 e Tabela 16).

A adic3o das mesmas ndo levou ao surgimento de novos
picos, nem a alteracOes da aparéncia dos ja existentes, aumen-
tando especificamente a intensidade daqueles com TR semelhante
ao da substancia referéncia correspondente. Através desta ana-
lise cocromatografica pode-se certificar a identidade dos pi-
cos do extrato como sendo as mesmas substancias cocrométogra-
fadas.

Através do comportamento espectroscépico no UV e cro-
matografico (CP, CCD, CLV e CLAE) procurou-se identificar a
substancia T (ST).

A espectroscopia no UV &€ uma pratica comum na identi-
ficacdo de flavonoides. O espectro apresenta dois maximos de
absorcao, um na regiao de 300-400nm (denominado de banda I) e
outro na regiao de 240-285nm (denominado de banda II). Aliado
a este fator considera-se como outras vantagens deste método o
emprego de pequena quantidade de substancia referida e o vo-
lume de informacOes obtidos também pela adicdo de rea-

gentes especificos de ionizacdo e/ou quelacdaoc (MARKHAM &
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MABRY, 1975a).

O comportamento espectroscopico no UV, tanto da 3-0-me-
tilquercetina como da substancia T, apresentado pela Tabela 15,
foi obtido experimentalmente, em solugao metandlica, e a es-
ta adicionaram-se, separadamente, os reagentes especificos, ti-
rando-se a cada adigdo o espectro da solugao. Conseguiu-se des-
ta maneira um perfil espectroscopico no UV, ocasionado pelos
deslocamentos estruturais significatiﬁos, mostrado na Figura 12,

O espectro da ST (Figura 12) apresentou dois maximos
(257 e 357nm) sugerindo a presenga de um flavonol com grupo me-
toxila em C-3 e anel B dihidroxilado em posicdao "orto" (C-3' e
C-4'). Da adicdo separadamente dos reagentes especificos foram
calculados os desvios produzidos (Tabela 15 e Figura 12). o
desvio batocromico de 47nm da banda I sugere hidroxila livre em
C-4' para a solugao metandlica acrescida de metoxido de sodio.
0] dgsvio batocromico de 35nm na banda Ia ocorrido entre a solu-
¢do metandlica acrescida de cloreto de aluminio e acido clori-
drico em relacao a esta solucao sem o acido cloridrico pressu-
poe dihidroxilacdo no anel B. Um desvio batocromico de 46nm da
banda I da solucgdao metandlica em relacdo a banda Ia namesma soO-
lucdo anterior permite supor a presenca de hidroxila em C-5 e
substituicdo em C-3. A solucado metandlica acrescida de acetato
de sb6dio com desvio batocrdmico de 17nm na banda II sugere hi-
droxila em C-7 e nesta solucao acrescida de acido borico com
desvio batocromico de 20 nm na banda I indica substituicdo "or-
to" no anel B, em relacdo a solucadao metandlica.

A coespectroscopia no UV das substancias T e 3-0-metil-
quercetina resultou num espectro idéntico ao das substancias
isoladas (Figura 13). N&o existe a possibilidade de mascara-

mento do padrdao de 3MQ pela ST ou vice-versa, em virtude da
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concentracao da solucdo destas substancias estarem muito proé-
ximas.

A utilizacao da CP na busca da caracterizacdo da ST,
demonstrado na Figura 14 nos diversos sitemas eluentes, sempre
cocromatografados, forneceu dados que somados a8 CCD utilizan-
do-se como adsorventes silicagel 60GF254 e celulose microcris-

talina (Figura 15) foram de extrema valia, obtendo-se assim

um perfil cromatogrdfico da ST e 3MQ gue permite sua identifi-
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FIGURA 24 - Perfil cromatografico da substadncia T (.), do fla-

vonol 3-0O-metilquercztina (A) e da sua mistura (O).
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cacdo (Figura 24).

Os 11 sistemas apresentaram coincidencia “nos -valores
dos Rf.

Os sistemas cromatograficos II-3 e II-4 (2.2.13.2) uti-
lizados por SIMDES (1984) na caracterizac¢do e identificac¢ao de
3~-0-metilquercetina foram processados, em CCD com celulose mi-
crocristalina, pela técnica bidimensional contra padrio de 3MQ
e com cocromatografia (Figuras 16 e 17), apresentando coinci-
déncia de comportamento entre as substancias.

A cromatografia liquida a vacuo complementou a avalia-
¢do cromatografica na determinag¢ao da substincia T. Apds fra-
cionamento com acompanhamento por CCD, demonstrou-se sua pre-
senca nas fracoes 22 e 23, do extrato turbolizado (Figura
10) . |

A substancia T,eluida com metanol do sistema cromato-
grafico III-1, apresentou somente uma mancha quando recromato-
grafada no sistema I-6 (Figura 15).

A CLAE foi também empregada como método  auxiliar na
confirmacao da estrutura da substancia T. A aplicacéo ércta
técnica cromatografica permite relacionar o tempo de retencao
com o padrdo e tipo de subst!tuicdo (VILLAR et alii, 1985;
SONAGLIO, 1987; SIMOES et alii, 1988).

Como a permanéncia sobre o suporte cromatografico,
neste caso octadecilsilano, € func¢do da interacd3o dos grupos
funcionais da substancia com a molécula hidrofdébica da fase es-
tacionaria e cresce com o nimero e existéncia de radicais hi-
drofébicos, €& de se esperar que a substancia relativa ao pri-
meiro picé majoritario, com um tempo de retencao de 1,3minu~

tos, seja algo mais polar do que o pico b, correspondente a
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ST e bem mais polar que a substancia com o maior tempo de re-
tencao (Figuras 1l e 18). Como em flavonéides um aumento da
hidrofobicidade pode estar relacionada com a substituicdo do
hidrogénio hidroxilico por um grupo metila, tal resultado su-
gere a existéncia de padrdes de metoxilacaoc mais elevados nas
substancias com maior tempo de retencao.

A comparagao entre os cromatogramas antes e apds a adi-
cao das substadncias referéncia, quercetina, 3-0-metilquerceti-
na e eupatorina, ao e#trato, citada anteriormente, vem refor-
car a correlacdo de que os picos modificados correspondem as
substancias referéncia.

Deste modo aliando o aspecto da influéncia da estrutu-
ra sobre o tempo de retencao e os dados da cocromatografia com
substancias referéncia, evidencia-se gue a substancia T seja
idéntica a 3-0-metilquercetina. Explica-se com isto o tempo
de retencao algo maior do gque para a quercetina ja que a dife-
renca entre as duas situa-se no substituinte da posigdo 3, pa-
ra a quercetina o grupo presente é a hidroxila e paraa 3-0-me-
tilquercetina, o grupo mais hidrofobico, metoxila. A substin-
cia responsavel no extratb pelo pico de maior tempo de reten-
cao coincide com a eupatorina, trimetoxilada nas posigoes 6,
7, e 4', logo muito mais hidrofdbica que as anteriores.

Com a utilizacgado da espectroscopia no UV e dos dife-
rentes métodos cromatograficos (CP, CCD, CLV e CLAE) e verifi-
cando-se os dados de literatura (LEBRETON et alii, 1967; MAR-
KHAM et alii, 1969; MABRY et alii, 1970a; SWAIN, 1976; SIMDOES,
1984; SONAGLIO, 1987), ficou evidenciada a coincidéncia estru-
tural entre a substancia T e 3-0O-metilguercetina. Vale res-
saltar que até o presente momento ndo foi relatada a presenca

do flavonol 3-0O-metilquercetina para o género Baccharis.
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Procurando metodologia adequada que pudesse ser utili-
zada na padronizacdo dos extratos das partes aéreas da carque-
za, utilizaram-se dois métodos de quantificacao, sendo um deles
indireto (CCD/UV) e o outro a CLAE, pela injecao direta dos ex-
trativos.

A presenga de flavonbides no vegetal tais como eupafo-
rina, quercetina, luteolina, nepetina ou eupafolina, apigenina
e hispidulina (VICHNEWSKI et alii, 1976; HERZ et alii, 1977;
SANTOS FILHO, 1979; SOICKE & LENG-PESCHLOW, 1987) ede 3-0-m=2til-
quercetina, como demonstrado acima, pode servir como argumento

para classificar o vegetal em estudo entre as drogas flavonoidicas.

Seguindo monografias para esta classe de compostos, foi
determinado o teor de flavonoides totais calculados como ' quer-
cetina. Face as limita¢des deste método, o resultado nao ex-
pressa as diferentes concentracdes das substincias ‘isoladamente
considerando sim a concentracao global, servindo assim como pa-
rametro de avaliacdao da qualidade. Entretanto a determinacéo
quantitativa de uma classe de compostos de interesse farmacolo-
gico € pratica comum nos meios oficiais.

Em virtude disto utilizaram-se os flavorndides 3=-0~me-
tilquercetina (3MQ) e eupatorina (EUP), ccmo substdncias refe-
réncia, por terem apresentado boa resolucdo na CCD e CLAE (Fi-
guras 9 e 11).

Para a otimizacdo da técnica de doseamento CCD/UV para
o extrato turbolizado (ET), o extrato turbolizado purificado
(ETP) e para os padroes de 3MQ e EUP em solucaometandlica, pro-
cedeu-se uma analise preliminar do comportamento no UV d-as man-
chas correspondentes aos padroes (Figuras 19 e 20). Tanto os
padroes como as substancias eluidas das manchas cromatografi-

cas correspondentes dos extratos nao sofreram qualquer tipo
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de alteracao nos maximos de absorcao. Além disto observou-se uma
manutencao das intensidades relativas das bandas de absorcao pa-
ra eupatorina entre a EUP-padrao e EUP-CCD e entre a EUP-ET e
EUP-ETP (Tabela 36). As intensidades relativas semelhantes para
a 3-0-metilquercetina ocorrem entre o padrao eluido do cromato-
grama (3MQ-CCD) com a substancia eluida do extrato turbolizado
purificado (3MQ-ETP) e com menor aproximacao entre a 3MQ-padrao
com a substancia extraida do extrato turbolizado (3MQ-ET) (Tabe-
la 37). Isto demonstra a inexistencia de interacao entre as
substancias e a fase estacionaria ou uma possivel instabilidade

causada pela metodologia.

TABELA 36 - Intensidade relativa percentual de eupatorina (EUP)

no UV.
A INTENSIDADE RELATIVA (%)
(nm) EUP-padrao EUP-CCD EUP-ET EUP-ETP
~-342 100,00 100,00 100,00 100,00
=276 71,69 70,92 78,34 76,09
~254 69,86 68,79 76,77 74,72
~243 72,14 71,16 86,61 84,24

TABELA 37 - Intensidade relativa percentual de 3-0O-metilquerce-
tina (3MQ) no UV.

INTENSIDADE RELATIVA (%)

(ﬁh) 3MQ-padrao 3MQ-CCD 3MQ-ET 3MQ-ETP
~255 100,00 100,00 100,00 100,00
~267sh 89,18 91,04 88,39 89,37

~358 92,26 85,07 75,72 82,67
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As curvas padrao da 3-0-metilquercetina (3MQ) e eupato-
rina (EUP), seja através do Uvdireto ou CCD/UV, foram determi-
nadas a 358 e 342nm respectivamente, observando-se linearidade
entre absorvancia e concentracdo na faixa de 0,005 a 0,020mg/ml
para 3MQ e 0,004 a 0,020mg/ml para EUP (Figuras 25 e 26). As
Tabelas 17 e 18 mostram os valores médios obtidos experimental-
mente tanto no UVdireto como na CCD/UV. Nas absorvancias do
método CCD/UV para 3MQ, o terceiro valor com coeficiente de va-
riacdo porcentual (CV%) 5,04 ndo prejudicou a linearidade da
curva, nao sendo necessario corrigir os valores. O mesmo acon-
tece no método CCD/UV para a EUP, onde o primeiro e segundo va-
lores apresentam CV% de 4,67 e 4,40 respectivamente, no entanto
sem prejudicar a linearidade da curva, dada serem estas dife-

rencas estatisticamente aceitas para d = 0,001.
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FIGURA 25 - Curvas padrao de 3-0-metilquercetina no UV a 358nm.
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FIGURA 26 -~ Curvas padrao de eupatorina no UV a 342nm.

Da comparac3do entre as retas obtidas pelas duas técnicas
de quantificacdo tanto para a 3MQ como para a EUP nota-se que
para a mesma concentragdo de partida obtém-se um valor cerca de
44% menor para a 3MQ e cerca de 50% menor para a EUP quando do-
seadas por CCD/UV. Esta diferenca € devida a perda do método
que & influenciada pelos seguintes fatores: 1) retencdo da subs-
tancia na silica e 2) retirada incompleta da mancha pela de-
limitacao da area de raspagem. Devido a estes fatores, e im-
portante aplicar junto, na analise dos extratos, um padrdao para
evitar estes erros. A aplicacao de volumes diferentes do pa-

drao e/ou dos extratos em analise pode provocar erros gue nhao



109

sdo passiveis de correcdo, a nao ser por nova aplicacdo. Esta
relacdo permanece constante mesmo com o aumento da concentra-
¢ao existindo uma correlacao altamente significante (a=0,001)
entre o guociente das absorvancias e a concentracao. A repro-
dutibilidade do método €& aceitavel considerando-se para os pa-
droes 3MQ e EUP coeficientes de variacdo médio de 3,48% e 2,71%
respectivamente, para n = 12 e 15 (Figura 27).

As diferencas observadas nas concentracoes de 3MQ e de
EUP entre os extratos e extratos purificados, de 17,63% para
3MQ e 21,13% para EUP, demonstra que a purificacdao do extrato
conduz a perda de substancia. Considerando este problema, a
opcao pela purificacgao justifica-se através da eliminacdo de
substancias de polaridade extrema que viriam a interferir a
analise cromatografica.

A analise estatistica da reprodutibilidade reforcga a
opcao feita. Enquanto que os coeficientes de variacdao meédio
para 3MQ e EUP dos extratos e extratos purificados (respecti-
vamente 3,67% e 2,14%) nao diferem significativamente dos re-
sultados dos padrGes, os CV% entre os extratos (4,49) e ex-
tratos purificados (1,31) diferem estatisticamente entre si,
demonstrando a menor reprodutibilidade dos valores resultantes
do doseamento CCD/UV.

A eliminacao de interferentes através do fracionamento
do extrato por cromatografia em coluna segundo preconiza STRACK
& KRAUSE (1978) foi rejeitada face ao consumo excessivo de tem-
po e de solventes.

Embora a qguantificacao por CCD/UV tenha comprovado a sua
aplicabilidade nas condiglOes estudadas neste trabalho, € ne-
cessaria sua validacao por outro método com a finalidade de ve-

rificar sua exatiddao e reprodutibilidade (TYMAN, 1978; JONG
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FIGURA 27 - Relacao entre absorvancia do padrdao e absorvancia do

padrao apds eluicdo da silicagel.

et alii, 1978; SRIVASTAVA & KISHORE, 1985).

Com o intuito de validacao de metodologia optou-se pe-
la CLAE que se caracteriza por sua reprodutibilidade, sensibi-
lidade e exatidao (GALENSA & HERRMANN, 1980; ASEN, 1984; McNAIR
& LANCAS, 1985; DI BUSSOLO, 1986).

Para a quantificagao por CLAE utilizou-se da comparacao
com padrao externo em técnica isocratica, coluna de fase rever-
sa (RP-18) e fase movel hidrometandlica acidificada com acido
fosforico a 1%, dificultando a ionizacdo de grupamentos acidos

para evitar anomalias nos picos (assimetria) como 'tailing' ou
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'fronting' (HAMILTON & SEWELL, 1977; MEYER, 1979%a), conforme
desenvolvido quando da analise qualitativa (Figuras 11 e 18 e
Tabela 14).

A linearidade das curvas padrao de 3-0-metilguercetina
(3MQ) e eupatorina (EUP) entre as suas concentracdes e as
areas dos picos (Tabelas 20 e 21) foi comprovada através da
correlacado significativa (a < 0,001) para as faixas de 0,05 a

0,40mg/ml para 3MQ e de 0,0512 a 0,800mg/ml para EUP (Figuras
28 e 29).
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FIGURA 28 - Curva padrao de 3-0-metilquercetina (3MQ) por CLAE.
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Para a avaliacadao da influéncia do tempo de maceracdo, da
concentracao etandlica da mistura extratora e da distribuicio
granulométrica sobre as caracteristicas dos macerados contendo
10% (m/V) de partes aéreas de Bacchanis tnimera foi empregada a
analise fatorial do tipo 2" (Figura 30). As vantagens e des-
vantagens deste método de experimentacao foram discutidas no
capitulo de introducdo deste trabalho (pagina 9).

Para avaliacdo foram consideradas as seguintes caracte-
risticas dos extratos: teor etandlico, residuo seco total, re-
siduo seco purificado e as concentracdes de 3-0-metilquercetina
e eupatorina.

A analise dos dados obtidos diretamente da forma padr3o
(Tabela 29 e Figura 30) permite wuma avaliac¢ao inicial do tipo
dos efeitos e de suas interacgodes.

Embora, o valor do pH nao seja uma caracteristica de-
terminante da eficiéncia de extracao, serve, indiretamente, co-
mo um indicativo da qualidade do produto.

Era de se esperar entretanto, que ocorresse uma reducao
do pH da micela, mas a falta de um estudo da estabilidade pre-
judica e reflete-se sobre esta caracteristica.

O teor etandlico dos extratos € influenciado pelos fa-
tores analisados. Como as maceracoes foram realizadas em reci-
pientes fechados exclui-se que as condig¢Oes do meio ambiente te~
nham exercido algum efeito. Na procura de uma explicacao nes-
tes sistemas fechados, aceita~se a passagem da &agua residual
contida no material vegetal para o meio extrativo. Se tal fato
for real um aumento do tempo de contato entre a droga e o sis-
tema extrator devera conduzir a uma diminuicdo do teor etandli-

co na micela. O efeito calculado para o tempo de maceracio (EA)
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FIGURA 30 - Projeto fatorial ortogonal do tipo 23 das substan-

cias 3MQ e EUP, obtidas por CLAE, dos macerados pu-

rificados (MCP).

veio a confirmar esta explicacdo. Ja os demais efeitos nao tém
significado com relacao ao efeito do tempo de maceracao sobre
esta caracteristica.

A analise estatistica demonstra também, que a influeéen-
cia do tempo de maceragao € cercade 12 vezes menor do que a in-
fluencia da concentracao etandlica do liquido extrator, indi-
cando a necessidade de cuidados especiais durante o periodo de
extracao, quanto a manutencao do teor alcodlico desejado do pro-
duto.

A maior_ou menor quantidade de substancias obtidas na

analise do residuo seco total (RST) se refere a maior facilida-
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de delas passarem ao liquido extrator. Para que isto ocorra é
necessario levar em consideracao 5 fatores basicos: 19) tamanho
das particulas (granulometria); 2@) caracteristicas do liguido
extrator; 39) tempo de extracdao; 49) temperatura de extracao
e 52) solubilidade das substancias no liguido extrator. Destes
fatores enumerados, 3 estao em analise (19, 20 e 39).

Pode-se observar pela Tabela 29 que a diminuicao do fa-
tor granulometria (Ep) édeterminante para o rendimento do RST,
confirmando que a eficiéncia da extracao s6lido-liquido, que no
caso de drogas vegetais, ocorre através da lixiviacao das célu-
las fraturadas e da permeacao através da parede celular, cresce
com a diminuicdao do tamanho das particulas, isto é, com o au-
mento da sua area especifica.

A diminuta influencia dos fatores concentracdo etandli-
ca do menstruo (Eg) e tempo de maceracao (E,) indica respecti~
vamente, que a gama de substancias extraidas ndo é afetada quan-
titativamente pela polaridade da mistura extratora e que o equi-~
librio da concentracdo do soluto na micela e no interior das cé-
lulas foi alcancado.

O efeito predominante da granulometria determina também
o sentido e a grandeza das interagOes AC e BC, 0 que € possivel
comprovar comparando-se com o resultado obtido para a interacao
AB, que nao possui significado sobre o rendimento de substan-
cias extraidas.

O residuo seco purificado (RSP) obtido através do tra-
tamento do residuo seco total (RST) sofre igualmente influéncia
dos fatores galénicos estudados. Como pressupde-se que a puri-
ficacdo conduziu a uma selecdo dos componentes extraidos, dan-

do~se eénfase aos produtos de polaridade média, espera-se ter uma
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visdo mais real da eficiencia da extracdo deste tipo de substan-
cia. Os fatores mais significantes, gue conduziram ao aumento
do RSP, foram o prolongamento do tempo de maceragao (BA) e a
diminuicao da granulometria (EB), indicando respectivamente, que
o equilibrio entre a concentracao destas substancias extraidas
na micela e no material vegetal & alcancado com a extensao do
tempo de contato e que a superficie especifica tem igual impor-
tancia no rendimento. O diminuto efeito da concentragdo etand-
lica no RST (EB) indica, por sua vez, que, devido a polaridade
das substancias contidas na droga, a extracao nao é afetada nes-
ta faixa de polaridade das misturas solventes.

O rendimento de 3-~0-metilquercetina (3MQ) &€ depeandente
dos trés fatores estudados, sendo que a intensidade maior é de-
vida ao efeito da granulometria (EC) seguindo-se o tempo de ma-
ceracao (E,) e o efeito da concentracao etandlica (Eg). As in-
teragbes possuem importancia secundiria sobre este  parametro,
possuindo quase 0 mesmo significado. O efeito negativo do au-
mento da concentracao etandlica sobre a extensdo do rendimento
de 3-0-metilquercetina esta de acordo com sua polaridade, isto
é, de acordo também com a polaridade do solvente.

Ja para a eupatorina (EUP) houve um comportamento par-
cialmente diferenciado da 3-0-metilquercetina. O efeito da
granulometria (EC) foi predominante, possuindo quase duas ve-
zes a intensidade do efeito do tempo de maceragao (EA)' Ja a
alteracdao da concentracao etandlica ndo conduziu a modifica-
coes significativas na concentracao de EUP. Ja foi discutido
qguando da avaliagao da analise dos extratos por CLAE sobre o
carater sensivelmente menos polar de EUP com relacdo a 3MQ,

0 que explicaria o comportamento daguela substancia com rela-
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¢ao aos sistemas extratores.

Face a estas observag¢Oes, pode-se notar que as intera-
¢0es ganham em importancia na avaliacdo estatistica e aqui es-
pecialmente a interacdo binaria BC e ternidria s3o as de maior
importancia, reforcando a falta de dependéncia entre a faixa de
polaridade escolhida para a mistura solvente e o rendimento de
EUP.

Naavaliacao dessas concentrac¢des pelo método de Tukey
(método T) analisando-~se dois a dois os valores estimados obti-
dos das Tabelas 4 e 34 e equagbes 15 e 16, para a 3MQ, observa-
-se que os efeitos e/ou interacdes entre &4 - abc, ab - ac e
bc - abc n3o se mostraram superiores uns aos outros. Que entre
os efeitos e/ou interacdes & - bc, b - be, b - abc, ab - be,
ab - abc, & - ac, ¢ - bc, ¢ - abc, ac - bc e ac - abc, sempre
os sequndos valores estimados foram melhores que os primeiros e
para todas as outras interacdes os primeiros valores foram su-
periores aos segundos.

Ja naavaliacdo que se faz para a EUP (equagdes 15 e 16
e Tabelas 4 e 35), demonstra-se que somente em duas situacdes niao
existe superioridade de uma interacdo sobre outra (ab - ac e
bc - abc). Em 11 casos os efeitos e/ou interacdes, os segundos
valores mostram-se superibres sobre os primeiros valores esti-
mados (a - bc, a - abc, b ~ bc, b - abc, ab - bc, ab - abec,
€ -ac, ¢ - bc, ¢ - abc, ac - bc, ac - abc) e nas outras .si-
tuacOes todos os primeiros valores estimados sdo superiores aos
segundos.

Na andlise feita portanto, pode-se avaliar o efeito e/
ou interacdo entre dois extratos na verificagdo das concentra-

¢Oes obtidas. Entretanto como se aplicam valores estimativos,
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no método T, os calculos pela forma padrao tornam-se mais reais
para analise, com a desvantagem de ndo poderem ser avaliadas
duas situacOes ao mesmo tempo (0 que faz o método T).

A forma padrdo também ndo permite extrapolar a anadlise
para uma terceira situacao, isto &, generalizar dizendo que uma
diminuicdo mais intensa da granulometria levarda a um maior ren-
dimento, tendo validade somente na regido estudada.

Os valores apresentados pelo método de Tukey (método
T) (Tabelas 34 e 35) confirmam, com menor grau de exatiddo, a
validade da forma padrao como o método mais recomendado na ana-
lise dos efeitos e/ou interacdes (DAVIES, 1956; BOX et alii,
1978; MONTGOMERY, 1984).

Embora estes dados possibilitem a visualizag¢do numéri-
ca dos efeitos e interacdes dos fatores sobre as caracteristi-
cas dos extratos, as observagOes precisam ser validadas atra-
vés de teste de significancia. Para tanto centrou-se a anali-
se estatistica nos rendimentos de 3-0-metilquercetina (3MQ) e
eupatorina (EUP).

Antes da aplicacao destes testes foram verificadas al-
gumas dividas sobre o relacionamento entre o residuo seco to-
tal (RST), residuo seco purificado (RSP) e as concentracdes dos
flavonoides marcadores.

O teste de correlacao experimentado para - RST/3MQ e
RST/EUP (Tabelas 25, 27 e 28) démonstrou ser nao signifi-

cativo (t = 1,1466 e 1,0142, respectivamente para 3MQ e

calc
EUP) para um valor de t0'05;7 = 2,365.

Da mesma maneira avaliou-se o comportamento para a cor-
relacdo RST/RSP (Tabelas 25 e 26) obtendo-se um valor de 1,1044

para t demonstrando ndo haver correlaciao entre eles para
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t0'05:7 = 2,365,

A falta desta correlacao, entre o residuo seco total
(RST) e as concentracoes das substdncias marcadoras 3-0-metil-
gquercetina e eupatorina, indicam que, devido ao espectro dos
compostos extraidos, a sua utilizacdo nao é adequada como méto-
do indicativo ou prévio de quantificacao das mesmas. Com o ob-
jetivo de melhorar a seletividade de extracao e possibilitar um
método de quantificacao mais simples, foi feita a purificacao
do RST, através do tratamento com acetato de etiia e clorofor-
mio (Figura 3). Na Figura 7 fica demonstrado que o emprego
deste procedimento eliminou muitas das substancias presentes,
preservando, no entanto os compostos de interesse.

No entanto o estudo da distribuicdo t de Student de-
monstrou ser significativa a correlacao RSP/3MQ e RSP/EUP (Ta-
belas 26, 27 e 28) com valores calculados para t de 6,4375 e
44,6361, respectivamenté, péra t0'01;7 = 3,499, sugerindo que o
emprego da determinacao do RSP pode ser aceito como método de
avaliacao prévia ou indicativo da concentracadao dos dois flavo-
noides no controle de qualidade (Figuras 3 e 31).

Com as analises da Tabela 29 feitas anteriormente, va-
le destacar que a aplicacao do método de GRUBBS, que detecta a
presenca de residuos que se encontram fora da distribuicdo nor-
mal de uma populagao, nao apresentou nenhum residuo suspeito ou
fora da normalidade para as concentracoes de 3MQ ou EUP, o que
vale dizer que todas as analises estatisticas realizadas estao
validadas por este método, no que se refere aos dados tabulados
pela andlise de variancia.

De posse destas informacdes e considerando-se a con-

centracdo de 3MQ, determinada por CLAE, o macerado mais apro-
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FIGURA 31 - Correlacao entre o residuo seco purificado (RSP) e

as concentracoes de 3-0O-metilquercetina (3MQ)
e eupatorina (EUP) (--A4--) dos macerados.
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priado corresponde ao experimento numero 2 obtido com 12 dias
de maceracao, mistura extratora hidroalcodlica a 50%, partin-
do-se da droga de faixa granulométrica de 0,400-0,315mm.

Observa-se que o Ep para EUP (Tabelas 29 e 32), nao é
significativo, embora sendo positivo, logo a concentracao eta-
ndlica nao influencia no rendimento de EUP. A Tabela 28 deno-
ta a maior concentracao para o experimento nimero 2, gue esta-
tisticamente esta comprovado e nao é um valor fora da normali-
dade (método de GRUBBS).

Baseado nestas informagdes e objetivando-se rendimen-
to de EUP, o0 melhor resultado foi obtido no experimento 2, cor-
respondendo a maceracao por 12 dias, com etanol a 50%, da dro-
ga de faixa granulomeétrica 0,400-0,315mm.

Com os resultados e analise critica destes, espera-se
poder servir de auxilio na preparacao de formas farmaceuticas
derivadas de Bacchanis trnimera (Less.) DC..

Face as potencialidades do emprego terapéuticoe o uso
difundido na medicina popular de Bacchanis trimera (carqueja)
este trabalho procurou, ao avaliar a metodologia disponivel,
verificar a sua adequabilidade quanto ao aspecto fisico-quimi-
co e tecnologico.

Esta dissertacao, que apresenta suas limitacoes in-
trinsecas, ligadas principalmente quanto ao tempo de execucéao
e a restrigbes quanto & abrangéncia do tema, procura através
de seus resultados, servir de base e estimulo a novas pesqui-
sas complementares. Faz-se mister analisar o vegetal durante
seu ciclo vegetativo, comparando as variacOes decorrentes do
local de coleta, avaliar a atividade farmacoldgica e determi-
nar sua estabilidade, a fim de conceder a droga ou seus prepa-

rados a seguranca de uso condizente.



5. CONCLUSOES

- Os extratos das partes aéreas floridas de Baccharis
trimera (Less.) DC. podem ser caracterizados pelas cromatogra-
fias em camada delgada, liquida de alta eficiéncia e liquida a
vacuo pelos constituintes flavonoidicos: 3-0-metilquercetina
e eupatorina.

- O Oleo essencial presente nas partes aéreas pode au-
xiliar na caracterizacdo da matéria-prima vegetal, através da
cromatografia em camada delgada.

- A decoccdo n3ao mostrou ser um método de extracao
adequado para as substancias 3-0-metilquercetina e eupatorina.

- A presenca do flavonol 3-0-metilquercetina contri-
bui ao estudo quimico dos flavondides encontrados no género e
espécie.

- Por terem apresentado sensibilidade, exatidao e re-
produtibilidade, os métodos de quantificacdao - cromatografia
em camada delgada associada a espectrometria no ultravioleta
e cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstraram viabi-
lidade quanto a aplicacao.

-~ A obtencdo de macerados otimizados pode ser feita
utilizando-se analise fatorial, procurando adequar antes . do
planejamento, as condi¢Oes de processamento.

- A demonstracao de existéncia de correlacao entre re-

siduo seco purificado 3-0-metilquercetina e eupatorina demons-
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tra que a determinacao do residuo seco purifiéado € adeguada
como método quantitativo para estes dois flavondides.

- Para os macerados contendo 10% (m/V) das partes
aéreas, as condi¢Oes otimizadas para 3-0-metilquercetina fo-
ram: 12 dias de maceracao, 50% de etanol no liquido extra-
tor, 0,400-0,315mm de granulometria.

- Para os macerados contendo 10% (m/V) das partes
aéreas, as cohdicées otimizadas para eupatorina foram: 12

dias de maceracao, 50% de etanol, 0,400-315mm de granulome-

tria.
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