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RESUMO

Para se conseguir fitoterapicos com qualidade precisa-se

avaliar as diversas etapas de sua obtengao, analisar a da mate-

ria-prima ate a obtengao do produto acabado.

Seguindo esta premissa foi desenvolvida uma preparacio

farmaceutica na forma de extrato hidroalco6lico das raizes de

Liinonium bitasiLLenze (Boiss.) Kuntze, Pitunbaginaceae (Baicuru).

As raizes foram caracterizadas a partir da identificacao

botanica, de metodos fisico-quimicos, avaliagao quantitativa da

composicao quimica por CCD associada a espectrometria no ultra-

violeta, atraves do acid() galico. A influencia dos seguintes fa-

tores tecnolOgicos; teor de etanol no liquido extrativo, tempo

de maceracao e granulometria da droga, foi avaliada atraves da

analise fatorial do tipo 2n .

0 projeto fatorial mostrou-se adequado para avaliagao da

influencia dos fatores tecnolOgicos a producao de fitoterapicos
com o baicuru, pela obtencao de maior rendimento em acid° gali-

co. A concentragao etanOlica do menstruo e o tempo de maceracao

sao os fatores tecnol6gicos com maior influencia sobre rendimen-

to de acid° galico.

A avaliagao de estabilidade do extrato hidroalco6lico es-

tandardizado foi realizada pelo metodo da degradacao termica

acelerada.
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ABSTRACT

In order to obtain phytotherapeutic drugs with quality

it must be important evaluate the raw-matherial and the several

stages of manifacture.

Hydroalcoholic macerates were prepared with roots

from Limonium buaitieue (Boiss.) Kuntze, Ptumbaginaceae

(Baicuru).

The roots were standardized through botanic

identification, physico-chemical methods and quantitative

evaluation by TLC associated to ultraviolet, based on the

contend of galic acid.

The influence of some technological factors such as

ethanol concentration in the extraction liquid, maceration time

and granulometry of the plant matherial was analysed using 2 n

factorial design.

The factorial analysis demonstrated to be suitable to

evaluate the influence of these technological factors to

phytotherapeutic production with the baicuru.

The ethanolic concentration of the menstruum and the

maceration time were the most influents technological factors

on the yield of galic acid.

The evaluation of hydroalcoholic extract stability was

realized under acelerated thermal degradation conditions.
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1. INTRODUCÃO

Embora o uso de plantas medicinais pela populacäonasmais

diversas enfermidades constitua uma praticaantiga, no Brasil a:

desinformacio a respeito do seu uso racional e de aspectos sobre

seu emprego tecnoleigico, constitui uma barreira na introducio des-

tes agentes terapeuticos no sistema institucionalizado de satide.

At o inicio de nosso seculo as plantas medicinais ocupa-

vam uma posicio nobre na prescricäo medica e na auto-medicacao.

Com o avanco da sintese de medicamentos, garantindo doseificacio ,

exata, o uso das drogas de origem vegetal veio a perder o seu lu-

gar na terapia (BERNHARD, 1980; BLUMENTHAL-BARBY, 1986).

A preocupacao em levar a populacio medicamentos que pos-
suam seguranca terapeutica faz com que pesquisadores venham a de-

senvolver e intensificar as pesquisas em produtos naturais

(MENBEN, 1979 e 1982; SPAICH & GRACZA, 1980; BERNHARD, 1980;

STELLMACH, 1980; VAN OS, 1980; BAUER & WAGNER, 1983; SONAGLIO,

1987).

Para assegurar a qualidade de fitoterapicos faz-se neces-

sirio desenvolver tecnicas que garantam a manutencio da qualidade

da materia-prima, do ciclo tecno1Ogico e do produto acabado.

Virios sio os fatores que podem influenciar na preparacio

de um extrato (CLAUS & TYLER, 1965; SIEGFRIED, 1971; HAGER & SEI-

DEL, 1979; MEIER-BRATSCHI, 1979; MENBEN, 1979; BERNHARD, 1980; e

STELLMACH, 1980; BONATI, 1980). Entre eles sio citados:

I
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- A concentracio do principio ativo na planta. Esta variacio

pode ser decorrente de fatores taxoniimicos, geneticos e edit-

ficos. Dai a preocupagio na escolha da ipoca do ano e do lo-

cal de coleta, preferindo sempre o habitat natural ou culti-

vo em locais apropriados onde o terreno, clima, etc., sejam

os mais prOximos do natural.

- Secagem da droga. A escolha do metodo de secagem vai depen-

der muito dos constituintes quimicos da planta, objetivando

sempre a estabilizacio da droga.

- Preparacio da droga. Compreende desde a lavagem do farmacc5-

geno, separacio das partes a serem utilizadas (retirada de

toda a materia estranha que possa levar a adulteragiodopro-

duto acabado) ate a reduce° da mesma.

- Extragio. Com liquido extrator adequado empregando metodo

com maior seletividade extratora e menor custo.

0 largo emprego do Lanonitun but4i.ti.en6e pela medicina po-

pular, despertou interesse de virios pesquisadores, levando a

sua incluse() na primeira edicio da farmacopeiabrasileira (PHAR-

MACOPEIA, 1929). Sua indicacio pela populace° a muito vasta,

sendo empregada nas formas de infuso e decocto, como antissep-

ticos nas infeceies genito—urinarias, adstringente, depurativo,

►  normalizador nas dismenorreias, diuretico, no tratamentode

ceras, de reumatismo, artritismo, hidropsia, diarreia criinica e

engorgitamentos glandulares (COIMBRA, 1958; REITZ, 1965; LIF-

CHITZ, 1968; CRUZ, 1979).

0 emprego do baicuru como materia-prima na inchistria

farmaceutica carece de informacOes quanto aos criterios de qua-
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lidade a serem seguidos. Embora sejam comercializadas especia-

lidades na forma de tinturas e elixires nio se encontram indi-

cacOes quanto aos cuidados tecnológicos para a obtencio de ex-

tratos padronizados, nem de mitodos de verificacio da qualidade

do produto final. Esta situacio compromete o produto, levando

a crer que deva existir no mercado especialidades com grande

disparidade de acio biolOgica.

Para justificar sua grande utilizacio popular foramrea-

lizados alguns estudos, constatando-se que extratos dioxinicos

das folhas do baicuru apresentavam acio antibicitica contra Ba-

attu4 mycoidez, Ezcitivazhia cotL, Sarno net& typhi e Smatia maxmcen6

(MOTA, 1963).

ROSITO (1975), detectou uma acao bacteriostatica, "in

vitro", do extrato hidroetanOlico das raizes do baicuru para

Rta alb vatgaiuA, E fi vac hia cat i., Stapi* o cmut4 maw , entre outros.

JAHNS & CRESCENTE (1976) observaram em ensaios farmaco-

fOgicos e clinicos atividade antagOnica a bradicinina e a oci-
tocina, quando da associacio do extrato fluido de Limo &Ulm

buwiti.emse a paracetamol.

MOURA (1984) determinou, para o extrato etaneilico das

raizes do baicuru, acio antiinflamatOria e antibacteriana, sen-

do os taninos e acid° gilico, respectivamente, responsiveis pe-

las mesmas. Toxicidade .excessiva foi detectada em doses eleva-

das do extrato etancilico (superiores a 2,0g/kg).

Quanto a composicio quimica, poucos foram os trabalhos

realizados com este vegetal, no entanto, sabe-se que os maiores

responsiveis pelas awes biolOgicas do baicuru sio os taninos e

seus precursores. DALPE (1884) ji havia relatado a presenca de

taninos, de uma substincia com reacio positiva para
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cuja presenca ate hoje nio foi comprovada e oleo essencial. Em

1920, DIAS DA SILVA relatou, alem da presenca de taninos,

volatil, substancia resinosa, silicato soluvel e cinzas com teor

de 4,5%.

A presenca de taninos hidrolisiveis, condensados, icido

4-metoxi-galico, B-sitosterol e saponinas triterpenicas foram

descritas por ROSITO (1975).

Mais recentemente MOURA (1984) isolou do extrato das

raizes icido galico, seu ester etilico, acid° el:4Jc°, B-sitos-

terol, benzoato de benzila, sacarose, miricetina, uma cumarina e

saponinas triterpenicas.

Na indlistria farmaceutica sac) produzidas varias especia-

lidades que contem plantas medicinais. 0 que se constata porem

que existem na area da analise farmaceutica grandes problemas

ainda nä° sobrepujados, ligados ao ensaio das preparaaies, das

quais ainda nao se consegue analisar de modo total e significan-

te seus componentes declarados (HALBACH, 1983).

Na lei dos medicamentos da Alemanha de 1976 (AMG) os fi-

toterapicos sao medicamentos e por isto, estao sujeitos ao con-

trole como qualquer outro de origem sintetica. De acordo com

a AMG a qualidade, a seguranca e o controle de qualidadesiopre-

-requisitosfundamentaisparaummedicamento. A lei define qualida-

de como as condicEies que um medicament° possui paraquesejam deter-

minadas por ensaio de identidade, doseamento, pureza, propriedades

quimicas, fisicas e biolOgicas ou atraves do processo de produ-

cao (HALBACH, 1983).

Se as substancias ativas sao desconhecidas a necessirio

tentar achar um componente que seja o mais tipico possivel para

esta materia-prima e que na producio do extrato primirio seja
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tambem extraido. A essa substincia se di o nome de referencia

ou guia, (HALBACH, 1983; FROHNE, 1984; LIST & SCHMIDT, 1984).Nes-

te caso procura-se identificar a materia-prima de forma incon-

testivel.

Com a introdugio de tecnicas cromatogrificas conseguiu-

-se um elevado progresso na avaliacio quimico-analitica de fito-

teripicos. A cromatografia em camada delgada pode ser empregada

como metodo de escolha, por ser ripida e eficiente, requer pe-

quena quantidade de material, alem de possuir maior diversidade

de utilizacio do que a cromatografia em coluna e maior poder de

separac5o do que a cromatografia em papel (RIBtREAU-GAYON, 1968;

FRANIAU & MUSSCHE, 1972).

A vantagem das tecnicas cromatogrificas esta na pratici-

dade das mesmas, permitindo isolar, identificar e quantificar os

componentes de interesse, como na cromatografia liquida de alta

eficiencia (CLAE), cromatografia gasosa (CG), cromatografia em

camada delgada por remissio (CCD/REM), cromatografia contra cor-

rente (CCC), alem da separacio e extracio por cromatografia em

papel e camada delgada com quantificacio por metodos quimicos

(volumetria) ou fisico-quimicos (espectrofotometria no UV, foto-

colorimetria) (BERNHARD, 1980; MENOEN, 1981).

A separacgo ou quantificacio de taninos se consegue com

o auxilio de cromatografia em papel, metodos colorimetricos ba-

seados na susceptibilidade dos fent-As a oxidacio por certos rea-
gentes, como o de Folin-Denis (A.O.A.C., 1955); tecnicas que se

baseiam na adsorcio dos taninos em gelatina, caseina, soroal-

bumina bovina e mais comumente p6 de pele cromada, para isolar

p
	 as fracilies tanantes das nio tanantes (SCHMIDT, 1955; 	 HAGERMAN,

1978; BUNDESVEREINIGUNG, 1979).



6

A quantificagio pelo mitodo indireto em cromatografia em

camada delgada (CCD) ou cromatografia em papel (CP), requer

apOs desenvolvimento do cromatograma, eluigio das manchas croma-

togrificas de interesse, com solventes adequados para posterior-

mente determinar a absorvincia por espectrofotometria no UV. A

aplicagio deste metodo pode envolver perdas e erros conseqtentes

da aplicagio, desenvolvimento, detecgio e eluigio (SRIVASTAVA &

KISHORE, 1985) exigindo experimentagio previa extensiva e rigo-

roso controle das condigaes de ensaio para que o metodosejavifi-

vel (TYMAN, 1978).

A CLAE tem encontrado aplicagio crescente na separagio e

quantificagio das mais diversas misturas em extrativos vegetais

(ZIEGLER et alii, 1975; WULP & NAGEL, 1976; ROSS & BRAW, 1977;

BEASLEY et alii, 1977; GALENSA & HERRMANN, 1980; REVILLAetalii,

1986).

Como as condicOes de extraceo podem influenciar conside-

ravelmente o produto final, devem ser conhecidas quantitativa e

qualitativamente estas influencias, a fim de obter reprodutibi-

lidade de resultados entre os lotes.

Na extragio nem sempre utiliza-se um so eluente, mas sim

misturas como etanolrigua e para a extragio seletiva geralmente

uma seqtencia de solventes. 0 solvente ideal deve reunir as se-

guintes caracteristicas:

- alto poder de dissolucio;

baixo ponto de ebuligio;

- pequena solubilidade em 'aqua;

- sem residuo de destilacio;

- nio inflamfivel; e

- se permanecer no produto, adequabilidade

1
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A aparelhagem para a extracio vai depender do metodo em-

pregado. Os apareihos descritos na Farmacopeia sio empregados

na obtencio de pequenas quantidades de tinturas ou extratos. Li-

mitantes sio as dimensOes dos frascos agitadores e percoladores.

Para produciies maiores sio usados apareihos especiais.

Os metodos de extracio mais utilizados fundamentam-se na

maceracio e na percolagio (VOIGT & BORNSCHEIN, 1982).

A maceracio é um procedimento simples de extracio, con-

sistindo no contato prolongado da droga com o liquido extrator,a

temperatura ambiente, durante um tempo determinado, que varia com

a droga, com agitagio freqUente. A separacio entre o liquidoe o

residuo se faz porfiltragao e prensagem. E considerado um meto-

do de extracao nao exaustivo, pois leva ao equilibrio de concen-

tracao dos solutos entre a droga e a micela.

Na turbolizacao, •um metodo derivado da maceracao, a

droga e o liquido extrator sao submetidos a 'nä° de rotores de
grande velocidade. A ruptura da droga e a constante agitacio

elevam o rendimento, considerando-se o tempo de extracio. A tem-

peratura nio deve ultrapassar os 40 0C, devendo excluir a perda

de solvente por fechamento hermêtico do recipiente (DARR, 1979;

VOIGT & BORNSCHEIN, 1982).

A percolacio se caracteriza pela renovacio constante do

solvente na extracio. E uma tecnica de extracio onde se conse-

gue um miximo de substincias extraiveis em torno de 95% sendo

considerado um metodo exaustivo.

A anilise fatorial vem sendo empregada na ciencia farma-

cautica como um piano de otimizacio de experimentos (LIST &

SCHMIDT, 1984; GOLD, 1984; PLAIZIER-VERCAMMEN & DE NEVE, 1980).

Inclui a combinacâo de vfirios conjuntos de tratamentos ou
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fatores, permitindo a avaliacio das respostas obtidas simulta-

neamente para os diversos fatores e tambêm do efeito das altera-

Oes nos niveis de cada fator. YATES (1937) descreve as aplica-

ciies e as limitacales do delineamento fatorial. Na otimizacio e

na avaliacio de experimentos objetivando a obtencio de fitoteri-

picos tem-se, no entanto, pequena experiencia, embora amesmate-

nha apresentado resultados altamente satisfatórios (MELLO,

1989).

Outros metodos estatisticos, como Tukey e Duncan permi-

tem verificar os contrastes significativos quando em experimen-

tos que conduzam a an'ilise de variância e o teste F apresenta o

valor significativo, que indica haver diferenca significativa

entre medias de tratamentos (Tukey) e/ou blocos (Duncan) (RO-

DRIGUES, 1986).

Partindo de estudos fitoquimicos realizados para algumas

plantas de largo emprego na medicina popular, dentre elas o

Limonium buziiiense (Boiss.) Kuntze, desenvolNieu-se extratos va-

riando a granulometria, tempo de maceracio e teor alcoOlico, no

intuito de obter um extrato otimizado que preencha os requisi-

tos de qualidade e seguranca terapeutica.



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAL

2.1.1 Materia-prima vegetal

As raizes do Limoraum b)uthitieroe foram coletadas no munici-

pio de Rio Grande, RS, em julho de 1986, no Campus do Museu Ocea-

nografico da Fundagao Universidade de Rio Grande pelo Prof. Mario

Junges da referida Universidade. 0 material vegetal foi lavado

com aqua corrente e cortado grosseiramente para a secagem.

A identificagao morfolOgica das raizes do Limortiwm

(8oiss.) Kuntze foi realizada a partir da comparacao com ex-

sicatas depositadas no herbario da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, sob nlimero ICN - 53433, descrita por MOURA (1984)

e identificada pela profD Lilian Auler Mentz, do Departamento de

Botanica da UFRGS.

2.1.2 Aparelhos e eguipamentos

- Aparelho de tamisagao vibratOrio Retsch com tamises segundo DIN

12791 - sarie 4188

- areametro DIN 12791 - serie M100

- balanca analitica - Sartorius tipo 2402

- banho de aqua - Fanem
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- bombe de vicuo - Fanem modelo Cal com vacuOmetro de 0-760mm

Hg (0-101kPa)

1
	 - espectrofot6metro Perkin-Elmer Colemam-124 com registrador

Perkin-Elmer-56

- estufa de ar circulante Memmert modelo Tv 60PL

- estufas teimostatizadas Biomatic.

- estufas a vacuo Heraues RVT 360 -

- evaporador -rotatOrio:Bechi - RV 2

- lampada universal de quartzo Fluotest 254 e 366nm

- moinho de discos

- prensa hidr&ulica manual Hafico para 5 1

- turbolizador Arno super

2.1.3 Reagentes, solucaes, substencias referencia

Todos os reagentes empregados nas extrac6es e anilises

foram de grau prO-analise, a menos que indicado diferentemente.

Foi utilizado etanol comercial 93,6°GL (aproximadamente 96,6

INPM) (firma PEREIRA).

SOLUCOES

- Soluctio de acetato de chumbo a 10% (m/V);

- solucio de ficido cloridrico IN
I

- solucio de acid° sulffirico 0,1N

- solucio de carbonato de scidio R (EUROPEAN Pharmacopoeia, 1975)

- solucio de cloreto firrico 1 e 2% em metanol (m/V);

- solucao de cloreto de aluminio 5% em etanol (m/V);

- solucio de ferricianeto de potassio 1% (m/V);

- solucio de hidróxido de scidio 1% em metanol (m/V);
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- solucio de vanilina cloridrica: (HASLAM, 1966);

- Reagente Folin R (EUROPEAN Pharmacopoeia, 1975);

- safranina e azul de Astra (BOMTEMPI, 1988);

- solucio tampio acetato CI pH 5,1 (EUROPEAN Pharmacopoeia, 1975);

- solucio tampio acetato pH 4,0;

- solucio tampio fosfato pH 7,0;

- reagente natural A (RIBEREAU-GAYON, 1968).

Substincias Referencia*

- Acido Odic° - Catequina - Epicatequina.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Caracterizacio da materia-prima vegetal

2.2.1.1 Caracterizacio botinica

A caracterizacao das raizes foi feita atraves de obser-

vacOes macrosceTica direta com o material fresco.

A observacio microscOpica foi executada em cortes histo-

lOgicos feitos atraves de micrOtomo, do material seco submetido

a um banho de egua. Empregou-se como corantes a safraninae azul

de Astra.

2.2.1.2 Caracterizacio quimica preliminar

Para deteccio de taninos foram empregadososmetodos des-

critos por SCHMIDT (1955) e HASLAM (1966).

Para a realizacio dos testes preparou-se um decocto a 10%

(m/V) com a droga seca e rasurada segundo a Farm. Bras. II (FAR-

* Substincias fornecidas pelo Curso de P6s-Graduacio em Farmicia - UFRGS.
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MACOPEIA, 1959).

Reagio cam acetato de chumbo e Etc/do aeitico. A 2m1 do

extrato, adicionou-se 10m1 de icido acatico e 5m1 de acetato de

chumbo a 10%.

Reagio cam vanilina cloridrica. Foram adicionados a 5m1

do extrato 0,5m1 de solugio de vanilina a 1% (m/V) e 1,0m1 de fici-

do cloridrico 37% (V/V).

Teste de Procter - Paessler. A 5m1 do extrato, adicio-

nou-se alguns cristais de nitrito de seidio e cinco gotas de icido

sulffirico 0,1N.

Reagio com sais de ferro. A lml do extrato diluido com

aqua a 50% juntou-se duas gotas de solucio de cloreto ferrico a

1% (m/V) em metanol.

Reagio com icido cloridrico. A 10m1 do extrato, adicio-

nou-se 5m1 de icido cloridrico 1N. Esta solucão foi submetida a

refluxo por 2h.

2.2.1.3 Tratamentos prOvios da. droga

As raizes ape's separadas das partes aereas e lavadas com

aqua, foram cortadas em pedalos de cerca de 1-2cm, dividindo-se em

teas partes. A primeira foi destinada a estabilizacio por des-
truivao enzimatica segundo o metodo de Perrot e GOris (HELMAN,

1984), atraves do tratamento com vapores de etanol, em'autoclave

a 80-90°C, durante 60min a uma pressao de 10 a 15kPa. Adroga tra-
tada foi conduzida a estufa de ar circulante a cerca de 40°C, Pa-

ra eliminar o ilcool residual, ate tornar-se quebradica. A segun-

da parte foi mantida em estufa de ar circulante a 32°C ± 2°C du-

rante 5dias, quando apresentou-se quebradica. A Ultima parte da

droga rasurada foi mantida em estufa a v&cuo por 120h entre 50 a

60°C. Ape's a secagem o material vegetal foi acondicionado e ar-
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mazenado separadamente em sacos de papel ao abrigo da luz. A se-

guir foi reduzido em moinho de discos e classificada granulome-

tricamente em tamisador vibratOrio a 50 vibracOes por minuto por

30min.

2.2.1.4 Perda por dessecacio (WOJAHN, 1951)

Em pesa-filtro, previamente tarado, foram pesados exata-

mente cerca de 2,0g da droga rasurada em pedacos de 1 a 2cm e co-

locados em estufa a 105°C por 2h, deixando-se esfriar em desseca-

dor e pesando-se a seguir. Repetiu-se o procedimento em interva-

los de 30min ate peso constante.

Os resultados foram expressos em porcentagem ponderal

(m/m) sobre a quantidade da droga atraves da media de tres deter-

minacOes.

2.2.1.5 Anfilise granulometrica por tamisacio (VOIGT & BORNSCHEIN,

1979)

A droga após rasurada em moinho, pesando cerca de 100g,

foi passada atraves de uma serie de tamises. Apias serem tamisa-

das por 30min, determinou-se gravimetricamente as fraciiesretidas.

Os valores obtidos serviram para tracar a curva caracteristica de

retencio e passagem.

Para esta analise utilizou-se uma bateria de tamises com

abertura de malha de 2,000; 1,600; 1,250; 1,000; 0,800; 0,630;

0,500; 0,315; 0,200; 0,090mm, segundo DIN 12791 tarados indivi-

dualmente.
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2.2.1.6 Teor de extrativo (BUNDESVEREINIGUNG, 1979)

Cerca de 1,0g da droga moida (0,315-0,630) exatamente pe-

sado, foi levado a fervura com 100g de aqua por 10min. ApOs res-

friamento foi completado o volume de aqua e filtrado, desprezan-

do-se os primeiros 20m1. 0 residuo seco foi determinado a partir

de 20g do filtrado, segundo o item 2.2.1.7.

O teor de extrativo foi calculado pela seguinte formula:

t
P " m/m)

	
(1)

onde:

g = residuo seco (g)

p = massa da droga (g)

2.2.1.7 Residuo seco (BOHME & HARTKE, 1981)

Em pesa-filtro previamente tarado foram pesados exatamen-

te cerca de 20,0g do extrato e evaporado a secura em banho-maria.

0 residuo foi colocado em estufa a 105 ± 5°C por 2h e deixado es-

friar em dessecador, pesando-se a seguir.

O resultados foi expresso em porcentagem ponderal sobre

100g do extrato, atraves da media de 5 determinacOes.

2.2.1.8 Determinaciio de taninos 	 precipitfiveis por caseina

(BUNDESVEREINIGUNG, 1979)

Solna° teste: 0,300g da droga pulverizada (0,315-0,630),

exatamente pesados foi aquecida a fervura sob refluxo por 15min,

com 40,0m1 de uma mistura de 18,0m1 de metanol R e 42,0m1 de aqua.

ApOs resfriamento colocou-se a mistura, sem filtrar, em balio vo-

lumetrico e completou-se o volume, a 50,0m1 com a mistura meta-

nol-igua.
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Quantificagio: cerca de 20,0m1 da solugio teste foram

filtrados, desprezando-se os 10m1 iniciais. Do restante, 5,0m1

foram adicionados de 25,0m1 do tampio acetato CI pH 5,1 e dilui-

do a 50,0m1 com aqua (solugio 1). Adicionou-se 100,0mg de ca-

seina R a 20,0m1 da solugio 1, agitou-se por lhefiltrou-se (so-

lugio 2). Em balio volumetric° de de 50m1 foram colocados 5m1

da solucio 1 e da 2, adicionado de 2m1 de reagente de Folin R e

20m1 de aqua, completando-se o volume com solugiodecarbonato de

sc5dio R (solugio la e 2a).

Branco: em balio volumetric° de 50m1 foram colocados

2,5m1 de tampão acetato CI, pH 5,1; 2,0m1 de reagente de Folin R

e 22,5m1 de aqua completando-se o volume com solugio de carbona-

to de sOdio R.

Solucio comparativa: cerca de 50,0mg de acid° gfilico R

dessecado em estufa a 80°C por 2h, exatamente pesados, foramdis-

solvidos em 50,0m1 dd aqua e o volume .completado a 100,0m1 com

tampeo acetato CI pH 5,1. Desta solugio, 0,5m1 foi tratado com

2,0m1 de aqua e o volume completado a 50,0m1 com solugio de car-

bonato de sEidio R.

As absorvfincias das solugaes la, . 2a e comparativa foram

lidas apps 40min a 720nm em cubeta (d = 1,000cm) contra obranco.

A concentragio foi calculada pela seguinte equagfio

- 
(Ala - A2a) . 5000 ev (2)

e.Av (100-t)

onde:

Q = %(m/m) taninos calculados como ficido gfilico

Ala = absorvfincia da solugio la

A2a = absorvincia da solugio 2a

Av = absorvfincia da solugio comparativa

e = massa da droga (mg)
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ev = massa do ficido gilico (mg)

t = perda por dessecacio (%)

0 resultado expressa a media de 4 experimentos.

2.2.1.9 Avaliacio da estabilidade durante armazenamento

Para avaliar a estabilidade das raizes doLinuntiam Mat>itien-

4e, apEis terem sido submetidas ao processo de secagem e moagem,

quantidades suficientes da droga pulverizada foram colocadas em

frascos de vidro incolor, fechados com tampas rosquefiveiseexpos-

tos a luz solar e a temperatura ambiente por 10dias.
Passado o tempo supra-citado as amostras foram submetidas

a anilise qualitativa segundo item 2.2.1.2.

2.2.2 Anilise cromatogrifica

Com o intuito de caracterizar as raizes do Limonium buiti-

enze, preparou-se extratos a partir do decocto a 10% (m/V)daplan-

ta obtida pelo aquecimento sob refluxo durante lhora, do extrato

turbolizado bruto e purificado, preparados segundo os itens 2.2.3

e 2.2.4.4 respectivamente. Cromatografaram-se os mesmos comsubs-

tfincias autenticas de ficido gfilico (AG), catequina (CA) e (-)

epicatequina (EP).

Os cromatogramas foram desenvolvidos em placas de vidro

(10 x 20cm e 20 x 20cm) em sistema saturado, ate altura de 16cm

aproximadamente com fases estacionfirias descritas abaixo, com es-

pessura de 0,25mm. As fases =Weis utilizadas foram preparadas

p
	 em proporcEes volumetricas (V/V).
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Sistema 1

- Fase estacionaria: celulose microcristalina para CCD (AVICEL).

- Fase 	 I (10 diregio) aqua

II (20 diregao) B.A.W. (n-butanol):

acid° acetico: aqua (4:1:5)

- Deteccao: UV254 ; vanilina cloridrica e cloreto ferric°.

Sistema 2

- Fase estacionaria - Silicagel 60 GF 254 (MERCK)

- Fase mOvel: diclorometano: etanol: icido fe5rmico (40:4:10)

- Deteccao: 	 UV254 ; UV365 , vapores de amania, solugao meta-

nOlica de NaOH 1% e vanilina cloridrica.

Obs.: Placas ativadas a 100 0C por 10minutos.

Sistema 3 (HASLAM, 1966)

- Fase estacionaria: silicagel G60 (MERCK)

- Fase mOvel: benzeno: metanol: acid° acetic° (45:8:4)

- Deteccao: cloreto ferrico/ferricianeto de potissio.

Sistema 4

- Fase estacionaria: silicagel 60 GF254 (MERCK)

- Fase mOvel: acetato de etila: acid° fOrmico: 	 aqua 	 (90:5:5)

(HASLAM, 1966; HARBORNE, 1967)

- Deteccao: UV254 , cloreto ferric°, vanilina cloridrica.
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Sistema 5

- Fase estacioniria: silicagel 60 GF254 (MERCK)

- Fase mOvel: acetato de etila: icido fOrmico: aqua 	 (90:5:5)

HASLAM, 1966; HARBORNE, 1967)

- Deteccio: UV254 , 	 cloreto ferrico, vanilina cloridrica.

1	 Sistema 6 (MARINI-BETTOLO, 1981):

Para a realizacio do cromatograma, quantidadeda droga se-7

ca, aproximadamente 1,0g foi tratada em banho de aqua quente a 50°C

com 10m1 de eter de petrOleo e posteriormente com uma mistura de

10m1 de clorofOrmio: 'acid° acetico (99:1) (V/V). Ambas as fra-

cOes orginicas foram descartadas. X droga apOs tratamento, foram

adicionados 10m1 de uma mistura de metanol: clorofOrmio: ficido

acetic° (49,5:49,5:1) (V/V/V), desta solucao aplicou-se na placa

aproximadamente 0,1m1 (solucio B)

- Fase estacionaria: silicagel 60 GF 254 (MERCK)

- Fase mOvel: acetato de etila: acido fOrmico: 'aqua (90:5:5)

- Deteccao: UV, cloreto ferrico 2% com metanol e ferricianetode

potissio 1% em aqua.

As placas com suporte de silicagel foram ativadas a 110°C

por 20min antes do uso.

Sistema 7 (MOURA, 1984):

- Fase estacioniria: papel Watman no 1

- Fase =Wel: acid° acetic° 5%

- Deteccio: UV254 , UV366 e reagente natural A.
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Sistema 8

- Fase estacioniria - Silicagel 60 GF254 (MERCK)

- Fase mOvel: diclorometano: etanol: acid° fOrmico (40:10:4)

- Deteccio: UV25 .4 . UV565 , vapores de amOnia, solucgto meta-

neilica de NaOH 1% e vanilina cloridrica.

2.2.3 Mitodos de extragio

Os extratos trabalhados durante as anilises, foram ob-

tidos por turbolizaceo e maceraao das raizes secas e moidas do

Umo niwn bnasiliera e.

2.2.3.1 Turbolizacio (ETB)

Foram turbolizados 10,Og da droga tamisada ( 0,800) com

100,0m1 de uma mistura hidr6lcemlica 50% (V/V) por 30min, ve-

locidade ae 1400 rotacCies por minuto, com intervalos de repou-

so para evitar a elevacao de temperatura acima de 40 0C. Os tur-

bolizados foram filtrados e o marco prensado em prensa hidriu-

lica.

Este extrato foi empregado como extrato referencia (ER).

2.2.3.2 Maceracio (EMB)

Foram macerados 10,Og da droga de diferentes faixas gra-

nulometricas (0,315-0,630 e 0,630-0,800) com 100,0m1 de mistu-

ras hidroalcoi5licwide 50 e 70% (V/V), durante 5 e 10 dias, em

frascos embar ao abrigo da luz e calor, com agitaceo ocasional.
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MATERIA-PRIMA VEGETAL
10%

MARCO'

1 PRENSADO

EXTRACAO POR MACERACAO/TURBOLIZACAO
FILTRACAO

PRENSAGEM

RESIDUOLIQUIDO

EXTRATO BRUTO

FILTRACAO A vAcuo

EXTRATO BRUTO2

10m1
EVAPORACAO DO ETANOL EM bm (40°C)

EXTRATO AQUOSO

EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO
4 x 30m1 gTEX ETILICO

I RES/DUO

LAVAGEM COM 0
ANSTRUO

I FILTRADO

FASE AQUOS1 --, DESPREZADAEXTRATO
ETEREO

RESIDUO SOB PRESSAO REDUZIDA

RESIDUO PURIFICADO

ACETATO DE MLA
FILTRACAO COM MEMBRANA MILLIPORE

EXTRATO PURIFICADO
(macerado/turbolizado)

I SOLUCCIES AMOSTRA

ESQUEMA 1 - Processo de extragio e purificagio dos extratos.

I
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Os macerados foram filtrados e o residuo prensado atra-

yes de papel filtro em prensa hidrAulica.

2.2.4 Caracterizacio dos extratos

2.2.4.1 Determinacio do pH

0 pH dos extratos (ETB) foi determinado segundo a

Farm. Bras. II (FARMACOPEIA, 1959) em pHmetro calibrado com so-

lug6estampio fosfato e acetato, pH 7,0 ± 0,02 e 4,0 ± 0,02, res-

pectivamente.

2.2.4.2 Determinacio da densidade

Os extratos, al:6s completado o volume,foram filtrados.

A densidade foi determinada atraves de areemetro, a 25°C. 0

resultado expreisa a media de 3 determinagOes.

2.2.4.3 Anilise cromatogrifica

Para o desenvolvimento das condigOes cromatograficas em

camada delgada foram empregados extratos purificados (EMPeETP)

contra os padrOes de 'acid° gelico (AG) e catequina (CA).

Para a cromatografia em camada delgada foram utilizadas

placas de vidro (20 x 20cm) com suporte de silicagel GF254 numa

espessura da camada de 0,25mm, empregando como fase m6vel mis-

tura de diclorometano: etanol: icido fOrmico (40:10:4), em pro-

porgOes volumetricas. As placas de silicagel foram previamente

ativadas a 105°C por 2h.

I



22

Desenvolveram-se os cromatogramas em cimara saturada,

ate aproximadamente 16cm de altura. Ap6s secagem dos cromato-

gramas, as manchas foram detectadas a luz ultravioleta (254 e

366nm) e apOs nebulizagio com solugio de cloreto ferrico/ferri-

cianeto de potfissio, vanilina cloridrica, vapores de amOnia e.

hidrOxido de sOdio a 1%.

2.2.4.4 Purificacio dos extratos

Para a anfilise cromatogrfifica das substincias polifen6-

licas foi necessiria a purificagäo previa dos extratos.

Mktodo A:

Aliquotas de 10,0m1 dos EB foram evaporados ate metade

do volume em banho-maria entre 40-60°C, com posterior esgota-

mento corn quatro fracOes de 30m1 de eter etilico. As fragOes

etereas foram reunidas e levadas a residuo sob pressfio reduzi-

da. 0 residuo foi retomado com acetato de etila e filtrado por

filtro de membrana de politetrafluroetilenodeporosidade 0,25pm

(FALP, MILLIPORE), sendo o volume completado a 5,0m1.

Witodo R:

Aliquotas de 10,0m1 do extrato bruto foram previamente

tratadas com 10m1 de n-hexano. A tragic) n-hexinica foi despre-

zada. A fracio aquosa foi levada a residuo em banho-maria fer-

vente e retomada com 10,0m1 de acetato de etila. Esta solugio

foi filtrada em papel de filtro comum e levada novamente a re-
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siduo em banho-maria. A seguir foi retomada com metanol e fil-

trada por filtro de membrana de politetrafluoretileno de poro-

sidade 0,25pm (FALP, MILLIPORE). 0 volume foi completado

5,0m1.

Os extratos purificados foram reservados para aria-Use

cromatografica

2.2.4.5 Anilise quantitativa

2.2.4.5.1 Curva de calibracio: preparo da solucio padrio 	 de

icido gilico

Para o desenvolvimento da curva de calibragao pelo me-
I 	 todo da cromatografia em camada delgada associada a espectrosco-

pia no ultravioleta (CCD/UV) utilizou-se solucao padrao 	 de

1,0mg/m1 de acid° galico em metanol, aplicada na forma de linha

com icm de comprimento com auxilio de microsseringa 100111 de ca-

pacidade, nos volumes de 50, 70, 90, 110, 130 e 150111.

ApOs desenvolvimento, areas de 6,0cma correspondentes as

manchas do padrao foram raspadas do cromatograma. A extracao do

padrao foi realizada com metanol a frio em agitador mecanico por

60min.

As solugOes foram filtradas por filtros de membrana de

politetrafluoroetileno de porosidade de 0,2511m (FALP, MILLIPO-

RE), completando-se a 10,0m1 com o mesmo solvente.

Paralelamente ao desenvolvimento cromatografico, diluiur

-se 50, 70, 90, 110, 130 e 150m1 da solugao padrao de acid() gi-

lico a 10,0m1 com metanol e determinaram-se as absorvancias em

espectrofotOmetro UV a 273nm.
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2.2.4.5.2 Doseamento do EMP e ETP

Solucóes amostras obtidas dos turbolizados e macerados,

preparadas segundo item 2.2.4.4, foram aplicadas seguindo-se a

mesma metodologia utilizada para cromatografar e dosear a solu-

cio padrio, aplicando-se porêm um volume de 400p1.

As concentracOes de icido gilico nos EMP e ETP foram

calculadas a partir das equacOes da reta determinada pelas cur-

vas padrio, atraves da equacio

CAG = 
(A - a) 	

(3 )

b

onde:

CAG = concentracio de &cid° gilico nas amostras (pg/ml)

A = absorvincia do AG na amostra

a = interseccao da reta com o eixo Y
(

b = inclinacao da reta.

Os resultados correspondem a media de 5 determinacOes.

0 metodo CCD/UV foi validado pela anilise estatistica

das absorvincias do padrio.

2.2.5 Estandardizacao,do extrato

2.2.5.1 Avaliacio do comportamento do extrato em relacio 	 ao

tempo de maceracao

Os extratos obtidos a partir de lOg de raizes moidas

(0,315-0,630) com etanol a 50% (V/V) foram macerados em tempe-

ratura ambiente, 22°C ± 4°C, nos seguintes tempos de maceracio:
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3, 5, 7, 9, 10, 14, 15, 19, 21 dias. A avaliagio do comporta-

mento dos extratos foi realizada atravês do doseamento do AG por

CCD associada a espectroscopia do UV, utilizando-se o mesmo sis-

tema empregado no item 2.2.4.3 e 2.2.4.5.

2.2.5.2 Análise fatorial

2.2.5.2.1 Projeto fatorial

A partir dos experimentos realizados procurou-se avaliar

a influencia de certos fatores sobre a qualidade de extratos de

Limon.ium bluzail-Zenze (Boiss) Kuntze. Para tal, utilizou-se projeto

fatorial do tipo 2n, empregando-se 3 fatores, onde cada fator

recebe dois niveis, denominados de nivel superior (+) e nivel in-

ferior (-).

Para o procedimento deste projeto fatorial escolheram-se

3 fatores, como segue:

FATOR	 Teor etancilico do liquido extrativo (%; V/V);

FATOR B: Granulometria da materia-prima vegetal (mm);

FATOR C: Tempo de maceragao (dias).

Para cada um dos 3 fatores, estabeleceram-se 2 niveis,

como sendo:

FATOR A: 50 (-) e 70% (+)

FATOR B: 0,630-0,315 (-) e 0,800-0,630mm (+)

FATOR C: 5 (-) e 10 dias (+).

Com os fatores e niveis pre-estabelecidos fez-se o pla-

nejamento para a realizacao dos experimentos como demonstra a

Tabela 1.
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A ordem de sucessio que se segue para a realizagio des-

tes experimentos foi determinad4 ao acaso, para evitar uma

possivel aparigio de erros sistemeticos (LIST & SCHMIDT, 1984).

Cada experimento foi realizado com n = 5.

TABELA 1 - CombinagOes dos fatores para realizagao dos experi-

mentos.

EXPERIMENTO
NQ COMBINACAO A B C

1 (1) - - -

2 a + - -

3 b - + -

4 ab + + -

5 c - - +

6 ac + - +

7 be - + +

8 abc + + +

2.2.5.2.2 Avaliacio do projeto fatorial

Para avaliagao dos efeitos dos fatores foram empregados

os seguintes par5metros nos extratos macerados:

- Determinagao do pH: como descrito em 2.2.4.1.

Os resultados correspondem a media de cinco determina-

cOes.

- Densidade: como descrito em 2.2.4.2.

Sendo que os resultados correspondem a media de cinco

determinagOes.

- Residuo seco: como descrito em 2.2.1.7.
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Os resultados foram calculados com relayOes a 100g do

extrato, representados pela media de cinco determinagOes.

- Quantificagio do AG por CCD/UV a partir dos macerados

purificados como descrito nos itens 2.2.4.4 e 2.2.4.5.2.

Os valores obtidos na determinagio quantitativa repre-

sentam a media de cinco determinagiies por extrato.

0 cilculo dos efeitos e de um ou mais fatores sobre ca-

da parimetro do macerado foi realizado empregando-se a forma

padrio do projeto fatorial (Tabela 2) e considerando-se que:

efeito de um fator sobre a caracteristica resulta da diferenga

da media aritmetica entre os tratamentos com nivel superior

nivel inferior deste fator (equagaes 4, 5 e 6).

As interagOes (efeitos entre os fatores) duplassiocal-

culadas atraves da metade da diferenga entre o efeito do pri-

meiro fator no nivel superior do segundo fator e o efeito do

primeiro fator no nivel inferior do segundo fator (equagaes 7,

8 e 9).

A interagio tripla calcula-se como a metade da diferen-

ga entre a interagio dos primeiros dois fatores com o terceiro

fator nos niveis superior e inferior (equagio 10) (LIST &

SCHMIDT, 1984; MELLO, 1989).

1. Efeito de A (EA):

EA ■ 1/4(Y2 + Y4 + Y6 + Y8 ) - 1/4(Y1 + Y3 + Y5 + Y7 )
	

( 4)

2. Efeito de B (EB ):

EB ■ 1/4(Y3 + Y4 + Y7 + Y8) - 1/4(Y1 + Y2 + Y5 + Y6 )
	

( 5 )
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3. Efeito de C (Ec ):

Ec ■ 1/4(Y5 + Y6 + Y7 + Y8) - 1/4(Y1 + Y2 + Y3 + Y4 )
	

(6)

I
4. Interaao entre os fatores A e B (IAB ):

1AB 1/81(Y1 Y4 Y5 Y8 ) - (Y2 Y3 Y6 Y7 ) I
	

(7)

5. Interaao entre os fatores A e C (Im):

IAc 1/81(Y1 4. Y3 Y6 Y8 ) - (Y2 Y4 Y5 Y7 ) I

	
(8)

6. Interaao entre os fatores B e C (IBC):

/BC = 1/8 I (Y1 Y2 Y7 Y8 ) - (Y3 Y4 Y5 Y6 ) I
	

(9 )

7. Interaao entre os fatores A, B e C (IABc ):

'ABC = 1/81(Y2 Y3 Y5 Y8 ) - (Y1 4. Y4 Y6 Y7 )1

	
(1 0)

2.2.5.2.3 Anilise de variincia do projeto fatorial

Para a avaliacao estatistica, foram utilizados os valo-

res de concentraao de AG obtidos na quantificaao por CCD/VV.

Foi empregado na anfilise de variincia o teste F, segui-

do do metodo de TUKEY (GUPTA & MATHAI, 1980).

Para a confecao do quadro de anfilise de variäncia,efe-

tuou-se os cfilculos para os contrastes dos efeitos obtendo-se a

soma dos quadrados (SQ) e o quadrado medio (414), alcancando o

valor de F, que entio, foi comparado com o valor de F tabelar.

Os calculos acima, foram baseados no projeto matriz

apresentado na Tabela 2.

O programa STATITCF de anilise de variância foi utili-

zado para obtenao do teste F, dos residuos suspeitos 	 (metodo
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de GRUBBS) (THE UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 1980). Este pro-

grama oferece ainda o teste de NEWMAN-KEULS cujo objetivoemos-

trar a presenca ou nio de grupos homogeneos.

TABELA 2 - Forma padrio para avaliacio dos efeitos principais e

interagOes em um projeto fatorial 2'.

TRATAMENTOS EFEITOS	 INTERACOES	 RESULTADO DO
A B C	 AB AC BC ABC	 EXPERIMENTO

(1) 	 + 	 + 	 + 	 -	 Y1

a 	 + - - 	 - - + 	 + 	 Y2

b 	 - + - 	 - + - 	 + 	 Y3

ab 	 + + - 	 - - 	 -	 Y4

c	 - - + 	 + - - 	 + 	 Y 5

ac 	 + - + 	 - + - 	 - 	 Y 6

be 	 - + + 	 - - + 	 - 	 Y7

abc 	 + + + 	 + + + 	 + 	 Y8

Para a realizacão do teste de TUKEY verificou-se inici-

almente a diferenca entre as medias obtidas nos tratamentos ou

seja: X
1

- 
3 a ; 311  3Cb ;

 "" Xbc 5abc* Determinada a dife-

renca entre as referidas medias, observou-se quais as diferen-

cas iguais ou superiores ao valor encontrado em relacao a dms,

cuja formula empregada encontra-se a seguir:

dms = q. 	 (diferenca minima significativa) 	 (11)

onde:

qr,n-r; a= valor da tabela onde:

r = niimero de niveis empregados
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n = ntimero de macerados, e

a = nivel de significincia (0,05);

s = /QM dos residuos do teste F

r = nlimero de repeticiies em cada tratamento.

2.2.5.3 Cilculos estatisticos

Para analise estatistica dos pares de variaveis entre os

quais presumiu-se haver dependancia linear, calculou-se os coe-

ficientes de regressao linear e a correlacao linear de Pearson

(r). Sobre esta foram testadas as hipOteses atravis da distri-

buicao t de Student.

Utilizou-se ainda a distribuicao t para comparar as me-

dias de amostras independentes.

Todos os calculos citados acima, foram elaborados utili-

zando-se os programas, escritos em linguagem BASIC, compativeis

com o microcomputador PC-1211 - RP da Sharp (MELLO, 1989).

2.2.6 Ensaios preliminares para o estudo da estabilidade do ex-

trato estandardizado

Amostras contendo 10m1 do extrato estandardizado, obtido

a partir de lOg (m/V) de raizes moidas (0,315-0,630) e maceradas

com etanol 50% (V/V), durante 10 dias, foram acondicionadas em

frascos ambar com tampa de plistico rosqueivel e submetidas as

temperaturas de 400 e 60°C em estufas termostatizadas, mantendo

um grupo controle em geladeira a 4°C.

A avaliacao da estabilidade do extrato foi realizada, em

periodos estabelecidos de 0, 1, 6, 8, 10, 14, 20, 21 dias de ar-
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mazenamento, atraves da quantificacio de icido galico por CCD/UV.

SolucEies de icido gilico a 1,0mg/m1 em etanol a 50% (V/V)

armazenadas a 4°C foram analisadas em paralelo aos zero, 10 e 22

dias de armazenamento.

Para cada extrato bem como solucio padrio foram observa-

das variacOes de pH e coloracio, sendo que para a coloracio foram

designadas quatro faixas de coloracio:

castanho avermelhado

- castanho claro

- castanho escuro

- vermelho acastanhado.



3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

3.1.1 datacterizagio botinica

A raiz do Limonium boumiti.ert6e (Boiss.) Kuntze a cilindro-

-cOnica, tortuosa, de 5 a 10mm de diimetro, sua superficie ex-

terna, de cor pardo-chocolate, e enrugada no sentido longitudi-

nal, mais ou menos profundamente estriada e apresenta numerosas

cicatrizes verrugosas deixadas pela queda das radiculas. Sua

secao transversal apresenta quatro camadas bem distintas: uma

fina camada suberosa pardo-negra; uma zona cortical, de cor par-

do avermelhada, bastante espessa, salpicada de pequenos pontos

pardos; uma zona lenhosa, separada da casca por um linha escura

e dotada de estrias radiais muito aparentes, que vao da medula,

geralmente um pouco excentrica, volumosa e da mesma cor que a

zona cortical.

Esta raiz possui sabor salgado e fortemente adstringen-

te. A superficie interna apos coleta apresentou coloraao es-

branquicada, tomando em seguida (minutos) coloracio rosada, que

vai intensificando ate rosa-escuro. Esta observaao jfi havia si-

do feita por MOURA (1984).

Atraves da analise microscOpica da raiz (Figura 1) 	 foi

possivel definir as camadas supra-citadas, onde se verifica uma



33

fina camada suberosa pardo-negra formada de celulas tabulares e

regularmente superpostas em filas radiais. 0 parenquima corti-

cal é de cor pardo avermelhada de paredes espessas e canicula-

das, isoladas ou reunidas em pequenos grupos, salpicada de pe-

quenos pontos pardos e constituido por celulas irregulares apre-

sentando raras celulas esclerosas. 0 liber a dividido em fei-

xes cuneiformes compostos de vasos disseminados, ora em tecido

fibroso ora em parinquima lenhoso; esses feixes sio separados

por largos raios medulares, que se separam da medula e vio se

perder no parenquima cortical. A medula apresenta a mesma es-

trutura que o parenquima cortical e encerra tambem algumas celu-

las esclerosas (PHARMACOPEIA BRASILEIRA, 1926; DIAS DA SILVA,

1920 e REITZ, 1965).

3.1.2 Caracterizacio quimica preliminar

Reacio com aceltato de chumbo eicido acittico: precipita-

do branco gelatinoso quando adicionado o acid° acetico, indican-

do a presenca de taninos hidrolisfiveis.

Testa de Procter-Paessler: a solucio corou-se de rosa

comprovando a presenca de icido elägico ligado.

Reacio com vanilina cloridrica: a coloracio rOseo-aver-

melhada formada imediatamente apois adicio do acido cloridrico

caracteristica para taninos condensados.

Reacio com sais de ferro: com a adicio de cloreto ferri-

co a soling°, inicialmente houve o aparecimento de coloracio
azul. Deixando em repouso esta solucao, observou-se a formacio

de um precipitado azul com solucio sobrenadante verde amarelada.



FIGURA • l - Corte transversal da raiz do Lirnomiurn bta6ZE,Lenze.

(1) Suber; (2) paranquima cortical.
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FIdUkk- 2 - Corte transversal da raiz do Limon-Zum bnaziLi.enze. (2) Parenquima cortical; (3)
celulas esclerosas; (4)_cimbio vascular; (5) lenho; 46) medula.



(8)
(9)

(7)

FIGURA 3- Corte transversal da raiz do Limoniurn imasZtAlenze. Lenho, mostrando um

feixe cuneiforme, com vasos disseminados entre tecido fibros.o

parenquima lenhoso, separados por rains medulares. (7.) vasos; (8)

feixes; 	 raiósinedulares e (10) parenquima lenhoso.



(2) e (3)

FIGURA 4; - Corte transversal da raiz do Limonium buziLtepoe. (2) parenquima

corticalr (3) celulas esclerosas.
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A coloragio azul a prOpria de taninos hidrolisiveis e a verde de

taninos condensados.

Reagio com icido cloridrico: formagio de precipitado ró-

seo-avermelhado indicativo da presenga de taninos condensados.

As reaches acima citadas, foram utilizadas para caracte-

rizar a presenga de taninos no extrato. Observou-se a presenga

tanto de taninos hidrolisiveis como taninos condensados.

3.1.3 Tratamentos previos da droga

As raizes cortadas foram submetidas a tees diferentes en-

saios com a finalidade de determinar qual e o melhor procedimento

para inativagao enzimitica e secagem.

A porgio inicial submetida a vapores etanOlicos, em auto-

clave, apresentou-se no final dos 60min com coloragäo vermelho-

-violiceo escurecida, mantendo esta coloracao apOs secagem em es-

tufa de ar circulante.

Foi possivel ainda observar a presenga de fungos neste

material, decorridos dois dias do termino da secagem.

A segunda parte submetida a secagem em estufa de ar cir-

culante nio apresentou nenhuma alteragio na cor e cheiro, mos-

trando-se inalterada, sem ser visivel ataque de fungos, no passar

dos dias.

A terceira parte submetida a estufa a vficuo apresentou

grande dificuldade de secagem com formagio de fungos e leve alte-

raga° na coloragio, passando a rOseo-violâceo.
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3.1.4 Perda por dessecagio (WOJAHN, 1951)

TABELA 3 - Perda por dessecacio do material fresco.

MATERIAL VEGETAL
	 PERDA POR DESSECACAO

(%; m/m) 	 CV (%)

Raizes
	

3	 70,45 ± 0,54 	 0,77

3.1.5 Teor de extrativos

O teor de extrativos obtido aplicando a formula dada no

item 2.2.1.6, a partir de 1,010g da droga, resultante de um re-

siduo seco de 0,0715g foi de 35,4% (m/m), ±s=0,2500e CV%= 0,71.

t _g 
p

	(%; mim)

O resultado expressa a media de 5 determinac6es de resi-

duo seco.



3.1.6 Anilise granulamitrica

TABELA 4 - 	 Anilise granulometrica por tamisagio das raizes de

Kuntze, rasuradas.

bEmomiumfoutbiti.en6e. 	 (Boiss.)

ABERTURA
DE MALHA

m
0m0

CLASSE
GRANULOMETRICA
m min - m max

(m)

ABERTURA
MEDIA

m
(mm)

FRACAO
RES1DUO

FR
(%)

FRACAO
RETIDA

R
(z)

FRACAO DE
PASSAGE/4

P
(%)

2,000 2,000 H 2,500 2,2500 2,30 2,30 97,70

1,600 1,600 H 2,000 1,8000 11,00 13,30 86,70

1,250 1,250 F- 1,600 1,4250 19,10 32,40 67,60

1,000 1,000 1-- 1,250 1,1250 15,50 47,90 52,10

0,800 0,800 H 1,000 0,9000 9,40 57,30 42,70

0,630 0,630 I-- 0,800 0,7150 9,70 67,00 33,00

0,500 0,500 I--- 0,630 0,5650 5,00 72,00 28,00

0,315 0,315 I-- 0,500 0,4080 8,00 80,00 20,00

Coletor 0	 I--- 0,315 0,1580 20,00 100,00 0
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3.1.7 Determinacio de taninos precipitfiveis por casein

A concentracio de taninos calculada como icido galico,

Q = 11,78%(m/m), t s = 0,1202 e CV% = 1,02 foi obtida empregan-

do-se a equacio (2), a partir dos seguintes dados obtidos:

- A1a720nm = 0,326

- A2a720nm = 0,029

=Av720nm 	 0,711

- e = 300mg

- ev = 50mg

- t = 70,45%.

3.1.8 Avaliacio da estabilidade durante armazenamento

ApOs sete dias de acondicionamento, as amostras torna-

ram-se escurecidas (castanho avermelhada). As mesmas quando

avaliadas qualitativamente em paralelo com a droga acondiciona- 1

da em sacos de papel pardo ao abrigo da luz, apresentaram redu-

gao na formacio de precipitados e uma menor intensidade na co-

loracSo das solucOes quando comparada a segunda.

3.2 ANALISE CROMATOGRAFICA

A caracterizagio da droga atraves da cromatografia em

camada delgada esti representada nas Figuras 5 e 6.
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3.2.1 Anilise cromatogrifica da materia-prima
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Fronts

0.50

FIGURA 5- Anelise cromatoqrafica, no sistema 3, do decocto 10%

e das substincias referencia, ecido gilico (AG)

catequina (CA); go Azulp 	 Verde•quando revelados
com cloreto ferrico/ferricianeto de potissio.
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FIGURA 6 - Analise cromatogrfifica, no sistema 6 da solucio B e

das substancias referencia acido Olico (AG), 	 cate-
--••

quina (CA), epicatequina (EP) e extrato bruto (EXT)

Visivel no UV355 , ❑ Visivel no UV2 5 4, 	 Azul com

cloreto ferrico/ferricianeto de potassio,,INS 	 Verde

com cloreto ferrico/ferricianeto de potassio, 1- ama-

rela, 2 - branco, 3 - azulado.
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3.2.2 Análise cromatografica do turbolizado, segundo o isetodo de

purificagio

EPR AG 	 CA

co

0

0.83

0.77

C

I

I
0.5 0 —I                                

FIGURA 7 - Anfilise cromatogrfifica no sistema 4, do turbolizado

purificado pelo metodo R (EPR) e das substincias re-

ferencia ficido Olico (AG) e catequina (CA),: :Visi-

vel no UV; XX Azul com cloreto ferrico; Rosea

com vanilina cloridrica.
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FIGURA 8 - Anilise cromatogrifica no sistema 5 do turbolizado pu-

rificado pelo metodo A (ETPA) e das substencias 	 refe-

rencia icido gelico (AG) e catequina (CA); 	 in ROsea

com vanilina cloridrica; \ 1 Azul com cloreto ferric()

e 	 escura 	 no 	 UV254; T !!! Azul claro apOs ativaceo

da placa nebulizada com vanilina cloridrica UV366.

I
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FIGURA 9 - Anilise cromatogrifica, no sistema 2, do turbolizado

purificado pelo método A (ETPA) e das substancias

ferancia acido gilico (AG) catequina (CA);% 	 .
._/

vel UV254 ;(2)Azul UV3 66 ; e com NH3/NaOH 0,1 N obte-

ve-se os seguintes resultados: 	 Azul esverdeado;

Vermelho tijolo; MM Castanho; • Laranja;

Salmao.
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ET PA	 AG

0.50

FIGURA 10 - Anilise cromatogrifica, no sistema 8, do turbolizado

pelo metodo A (ETPA) e substincia referencia acido

g&lico (AG). CondigOes cromatogrificas segundo Ta-

bela 5.



3.2.3 Espectros no ultravioleta de ficido gfilico obtido por dois nietodos de purificagio do ETB

0116(x0 00 )

4.0

3A

2 	 3

>d in)

1

FIGURA 11- Espectros no ultravioleta de acid() galico al:6s separacao por CCD e extracao com me-

tanol. 1. Acido galico padrao, 2. acid° galico isolado do extrato purificado

pelo metodo R, 3. acid() galico isolado do turbolizado purificado pelo metodoA; an-

tes (--) e apOs (---) adicao de NaOH.
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3.2.4 Espectro no ultravioleta da substincia R nos ET purifi-

cados pelo metodo R

L0

ID1

1

0

500 300 • CO

).tom)

FIGURA 12- Espectro no ultravioleta da substincia R, isolada do

turbolizado purificado pelo metodo R apOs separacäo

por CCD e extracio com inetanol; antes (---) e apeis

adicao de NaOH (—).

0 espectro ultravioleta da substincia R mostra Me0H
Max

273nm, com deslocamento tipico para compostos fenOlicos em meio

alcalino, apresentando Amax
0H+ NaOH ; 320, 274, 235 e 218sh nm.
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3.2.5 Cromatografia em camada delgada em celulose microcrista-

lina, do ETP

0 	 cu
PI 	 on

0 	 0

B

FIGURA 13 - Cromatografia bidimensional, sistema 1, do ETP, das

substincias referencia catequina (CA), epicatequina

(EP) s Azul no UV254; • Rosa com vanilina clo-

ridrica; 	 = Azul com cloreto ferrico.
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3.2.6 Cromatografia em papel do ETP

FIGURA 14 - Anilise cromatogrifica, no sistema 7, do turbolizado

purificado (ETP) e das substincias referencia icido

gálico (AG), catequina (CA); azul no UV 366 ;  

Visivel em UV254;	 Azul brilhante com reagente na-

tural A e Más no UV254'
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3.2.7 Anitlise cromatogrifica dos macerados
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FIGURA 15 - Anilise cromatogrifica dos macerados 70% (EMP1)

50% (EMP2) e substancia referencia icido galico (AG),

em Silicagel GF2 5 4, eluente: diclorometano: 	 ficido

fOrmico: etanol (40:4:10). Veja explicagOes na Ta-

bela 5.



TABELA 5 - Comportamento das zonas cromatogrificas dos EMP 1 , EMP 2 (veja Figura 12) e 	 ETP

iFigura 7) frente a diversos sistemas de deteccao.

Sistema cromatogrifico: Diclorometano: icido fOrmico: etanol (40:4:10), CCD 	 em

silicagel GF 254 .

SPOTS NH3 /UV UV366 UV254
SOLUCAO METANOLICA

DE 	 NaOH/UV
NaOH/FeC13 A1CL3

UV
VANILINA VIS1VEL

1 Verde Verde Amarelo liMio - -

2 Amarelo Amarelo
fosco

- Amarelo fosco Salm5o Salmi°

3 Azul
claro

Azul
claro

Azul claro Verde

4 Azul es-
verdeado

Azul claro Escura Azul esverdeado Amarelo pilido

5 Azul Azul
intenso

Escura Amarelo fosco Azul amarelado Azul es-
verdeado

levemente .ama-
relado apos lh

6 Branco
amarelado

7 Violeta Escura Verde
azulado

Azul claro ROseo averme-
lhado

8 Violeta Violeta Escura Verde azulado Azul escuro Rosa torte

9 Violeta Violeta Escura Verde azulado Azul Rosa claro

10 Violeta Violeta Escura Verde azulado Azul violeta - Rosa claro

11 Violeta Violeta Escura Verde azulado Azul acinzentado Rosa claro

Acido Azul es-
gilico Azul Azul Escura Amarelo fosco Azul amarelado verdeado
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3.3 METODOS DE EXTRACAO

TABELA 6 - Coloragao dos extratos em fungao do metodo extrativo,

concentragao etanOlica e tempo de extragao.

EMB
	

castanho castanho vermelho castanho
claro 	 escuro 	 acasta- averme-

nhado 	 lhado

ETB
	

castanho
escuro

Passados os 5 e 10 dias de maceracao, os extratos foram

acondicionados em vidros com tampa de borracha hermeticamente

fechados. Nao foram observados turvagao e sedimentagao ate 4

il}eses de armazenamento em geladeira. A partir deste tempo o se-

dimento formado naoultrapassou2mm de altura.

Para o turbolizado (ETB) o sedimento formado foi isolado

e submetido a uma anilise qualitativa com os reagentes ji cita-

dos no item 2.2.1.2 apresentando reacao positiva para vanilina

cloridrica dada pela coloracgo "pink" intensa passando a verme-
lha.

I
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3.4 CARACTERIZACAO DO TURBOLIZADO (ET)

3.4.1 Determinacio do pH

TABELA 7 - Valores do pH para o turbolizado (ETB) e para os

solventes, n = 5.

AGUA 	 ETANOL 	 AGUA: ALCOOL(50%) 	 ETB
s (CV%)	 X ± s (CV%) 	 X ± s (CV%) 	 X ± s (CV%)

5,55±0,0707 	 6,2±0,1414 	 5,30±0,0000 	 5,43±0,01607

(1,27) 	 (2,28) 	 (0,31)

3.4.2 Determinacao do residuo seco

TABELA 8 - Residuo seco para o turbolizado (ETB), n = 5.

EXTRATO PESO DO EXTRATO
(g)

RESfDUO 	 RESIDUO
(g) 	 SECO

X ± s (CV%) 	 (%;m/m)

ETB 	 20,0g 	 0,746±0,0010 	 37,30

(0,134)

3.4.3 Determinacio da densidade do turbolizado (ETB) atravegde

areilmetro - F. Bras. III (FARMACOPEIA, 1977)

Para oETB obteve-se uma densidade de 0,920 (0,01%), n=3.
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3,5 DETERMINACAO QUANTITATIVA (CCD/UV)

3.5.1 Curva padrito de absorgio de icido

TABELA 9 - Valores de absorcao da solucao padrao de icido gi-

lico determinados diretamente por UV, a 273nm,

(n = 5).

Concentracio de
icido gilico

(pg/m1)
A

UV
+ s CV(%)

5,0 ,0,246 ± 0,0002 0,08

7,0 0,362 ± 0,0011 0,31

9,0 0,455 ± 0,0010 0,21

11,0 0,563 ± 0,0026 0,46

13,0 0,685 ± 0,0009 0,13

15,0 0,790 ± 0,0020 0,25

TABELA 10 - Valores de absorcgo da solucao padrgo de icido gi-

lico determinados por CCD/UV, a 273nm, n = 5.

Concentracäo de
icido gälico

(ug/ml)
A + S

UV
CV (%)

5,0 0,218 ± 0,0013 0,60

7,0 0,319 ± 0,0014 0,45

9,0 0,404 ± 0,0053 1,32

10,0 0,445 ± 0,0021 0,47

11,0 0,507 ± 0,0080 1,58

13,0 0,594 ± 0,008 1,35



VOLUME
EXTRATO 	 APLICADO

(111)

ACIDO GALICO
A ± s 	 Pg/ml I s
(CV%) 	 (CV%)

A
(mm)

1
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3.5.2 Determinagio quantitativa do ETP

TABELA 11 - Concentracäo de acid() gilico no turbolizado purifi-

cado (ETP) pelo metodo CCD/UV, (n = 5).

ETP
	

400 	 273 	 0,340 ± 0,010 	 6,74 ± 0,010

	

(2,94) 	 (0,15)

3.6 ESTANDARDIZACAO DO TEMPO DE MACERACAO

TABELA 12 - ConcentracSo de icido gilico nos macerados obtidos

com etanol a 50% (V/V), apOs purificagao em funcão

do tempo de maceracao, pelo metodo CCD/UV, (n=3).

Tempo de
Maceragäo

(dias)
A ± s CV(%) ACIDO GALICO

Pg/m1 -± s

3 0,210 	 ± 	 0,001 0,48 4,81

5 0,246 ± 0,004 1,63 5,57

7 0,350 	 ± 0,180 2,31 7,79

8 0,414 ± 0,001 0,24 9,16

9 0,453 	 1 0,003 0,66 10,00

10 0,481 	 ± 0,123 1,18 10,60

14 0,534 ± 0,002 0,32 11,73

15 0,525 ± 0,200 1,90 11,55

19 0,528 ± 0,330 2,84 11,60

21 0,523 ± 0,190 1,72 11,50
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3.7 ANALISE FATORIAL DOS MACERADOS (EM)

TABELA 13 - Valor do pH dos liquidos extratores e dos macerados

(EM) a temperatura ambiente pela media de 5 deter-
minacOes.

EM
NO AGUA ETANOL AGUA:ETANOL X ± s 	 (CV%)

1 5,35 4,60 4,25a 5,23 ± 	 0,027(0,52)

2 5,35 5,20 5,151' 5,33 ± 	 0,064(1,21)

3 5,20 4,75 4,90a 5,10 1 0,000

4 5,35 5,20 5,15b 5,17 t 	 0,058(1,12)

5 5,42 4,72 4,30a 5,18 ± 0,000

6 6,15 5,20 5,05b 5,62 ± 	 0,029(0,51)

7 6,00 4,80 5,00a 5,22 ± 	 0,029(0,55)

8 5,65 5,20 5,50b 5,71 ± 	 0,010(0,18)

a = concentragao etanOlica de 50%
b = concentracao etanOlica de 70%.

TABELA 14 - Densidade dos extratos em funcao do metodo extrativo

e das variiveis tempo de extracao, granulometria e

concentracäo etanOlica, (n = 5).

EM
No

DENSIDADE
X ± s CV(%)

1 0,943 ± 0,0024 0,25

2 0,901 ± 0,0010 0,11

3 0,940 ± 0,0006 0,06

4 0,903 ± 0,0015 0,17

5 0,940 ± 0,0011 0,12

6 0,902 ± 0,0000

7 0,943 1 0,0006 0,06

8 0,904 1 0,0005 0,06

I
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TABELA 15 - Residuo seco dos macerados brutos (E M B) em funcao

da concentracao etaneilica do liquido extrator, da

granulometria e do tempo de maceracao, (n = 5).

EMB 	 MASSA DO EXTRATO (g) 	 RESfDUO SECO (g)
NQ 	 X± s (CV%) 	 X ± s (CV%)

1 	 20,0015 ± 0,0048 	 0,832 ± 0,0128

	

(0,024) 	 (1,54)

2 	 20,0210 ± 0,0122 	 0,797 ± 0,0116

	

(0,061) 	 (1,45)

3 	 20,0067 ± 0,0070 	 0,864 ± 0,0346

	

(0,035) 	 (4,01)

4 	 19,2214 ± 0,1229 	 0,857 ± 0,0131

	

(0,639) 	 (1,53)

5 	 19,9987 ± 0,0072 	 0,818 ± 0,0260

	

(0,036) 	 (3,18)

6 	 20,0009 ± 0,0126 	 0,810 ± 0,0268

	

(0,063) 	 (3,31)

7 	 20,0041 ± 0,0050 	 0,880 ± 0,0376

	

(0,025) 	 (4,27)

8 	 19,4935 ± 0,1100 	 0 776 ± 0,0164

	

(0,564) 	 (2,11)
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TABELA16 - Concentragao de acid() galico nos macerados purifica-

dos, (EMP) em fungao dos fatores de extragaopelo me-

todo CCD/UV (n = 5).

EMP
NO

Abs

(IC) pg/ml t s CV(%)

1 0,288 6,46 0,243 3,76

2 0,198 4,54 0,176 3,87

3 0,277 6,21 0,142 2,29

4 0,140 3,31 0,106 3,20 .

5 0,487 10,67 0,195 1,82

6 0,290 6,51 0,137 2,10

7 0,378 8,38 0,082 0,98

8 0,258 5,82 0,189 3,25

TABELA 17 - Efeitos e interagOes principais (E/I) calculados 	 a

partir da forma padrao sobre o pH, densidade (d), re-

siduo seco (RS) e concentragao de acid° galico (AG),

nos macerados.

E/ I PH
(.10 3 )

d
(,103)

RS
(.103)

AG
(.10)

EA +275 -39 -38,5 -28,85

EB - 40 +1 +30 -11,15

EC +225 +0,5 -16,5 +27,15

IAB +2,5 +0,5 -8,5 +0,775

IAC +95 +0,25 -8,75 -2,375

IBC +52,5 +0,75 -8 -1,875

IABC +10 -0,75 -15,5 +3,225
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3.7.1 Anillise de Variincia

TABELA 18 - Concentragao de acid° gilico (AG) nos macerados pu-

rificados (EMP), por CCD/UV para analise de variin-

cia.

EMP
NQ

AG
(ug/m1)

EMP
NQ

AG
(pg/ml)

1 a 6,27 5 a 4,54

1 b 6,17 5 b 4,54

1 c 6,72 5 c 4,39

1 d 6,47 5 d 4,82

1 e 6,66 5 e 4,39

2 a 10,47 6 a 6,70

2 b 10,71 6 b 6,44

2 c 10,68 6 c 6,59

2 d 10,96 6 d 6,36

2 e 10,51 6 e 6,44

3 a 6,12 7 a 3,15

3 b 6,12 7 b 3,37

3 c 6,12 7 c 3,28

3 d 6,27 7 d 3,30

3 e 6,44 7 e 3,43

4 a 8,37 8 a 5,72

4 b 8,24 8 b 6,12

4 c 8,39 8 c 5,65

4 d 8,44 8 d 5,74

4 e 8,44 8 e 5,85
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3.7.2 Testes Fisher (Teste F)

p

Empregou-se o programa STATITCF, obtendo-se dados apresen-

tados na Tabela 19.

TABELA 19 - Dados do Teste F para o &cid° Odic() nos 	 macerados

purificados, pelo metodo CCD/UV.

1 EFEITOS SOMA DOS
QUADRADOS

-GRADS DE
LIBERDADE

QUADRADO
MEDIO

TESTE

A 83,43 1 83,43 3055,10

B 12,42 1 12,42 454,82

C 73,52 1 73,52 2692,15

AB 0,24 1 0,24 8,74

AC 2,22 1 2,22 81,40

BC 1,41 1 1,41 51,63

ABC 4,17 1 4,17 152,57

RESIDUO 0,87 32 0,03
I

TOTAL 178,29 39 4,57

Ftab 0,05; 1,32 = 4,17

Todas as diferengas sac) significativas.

3.7.3 Metodo de Tukey

A partir dos valores de desvio padrao de todo o conjunto

e do niimero de repetigOes de cada tratamento, aplicou-se a equa-

c5o 11 para obter o valor dms.

dms = g.
VT
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sendo:

q = 2,86

s = ✓QM residuos = 0,173205

r = 5

dms (diferenca minima significativa) = 0,2216

As medias obtidas no tratamento foram:

X1 = 6,46

- Xa = 4,54

- Xb = 6,21

- Xc = 10,67

Xab = 3,31

Xac = 6,51

Xbc = 8,38

Xabc = 5,82

TABELK20 - Diferenga entre as medias obtidas nos tratamentospa-

ra o teste de Tukey referentes a concentragäo de aci-

do Olico no EMP pelo metodo CCD/UV.

No IDENTIFICACAO
DIFERENCA
ENTRE AS
M2DIAS

No IDENTIFICACAO
DIFERENCA
ENTRE AS
rieDIAS

1 )71 - )7a 1,92 15 Xb - Xab 2,9

2 X1 - Xb 0,25 16 Xb - Xac -0,3

3 X
1 

- X
c

-4,21 17 Xb - Xbc -2,17

4 X1 - Xab 3,15 18 Xb - X
abc 0,39

5 X1 - Xac -0,051."8 19 Xc - Xab 7,36

6 X1 - Xbc -1,92 20 Xc - Xac 4,16

7 X1 - Xabc 0,64 21 Xc - Xbc 2,29

8 Xa - Xb -1,67 22 Xc - Xabc 4,85

9 Xa 
- Xc -6,13 23 Xab

- X
ac -3,2

10 Xa - Xab 1,23 24 Xab - X
bc -5,07

11 Xa - Xac -1,97 25 Xab- Xabc -2,51

12 Xa - Xbc -3,84 26 Xac 	 Xbc -1,87

13 Xa - Xabc -1,28 27 Xac - X
abc 0,69

14 Xb - Xc -4,46 28 Xbv - Xabc 2,56
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3.8 ESTDDO DA ESTABILIDADE

TABELA 21 - Comportamento do pH do extrato estandardizado (EE) e

da solucio de 'acid° gilico a 1,0mg/m1 em etanol a

50% (V/V), (SP) em funcao do tempo e da temperatura

de armazenamento.

TEMPO DE ARMAZENAMENTO (dias)

1
	 AMOSTRA
	 Oc	

0 	 3 	 6 	 9 	 14 	 21 	 26

EE 	 4°C 	 - 	 5,27 	 - 	 5,30 	 - 	 - 	 5,14

EE 	 40°C 	 - 	 5,22 	 5,17 	 5,22 	 5,09 	 5,05 	 4,80

EE 	 60°C 	 - 	 5,16 	 5,07 	 5,22 	 5,01 	 5,16 	 5,10

SP 	 4°C 	 4,71* 	 4,83

I
	 60°C 	 4,00** 	 4,43**

Mgnstruo 	 60°C 	 6,60** 	 6,89**

ambiente 	 7,76

* SP a 4°C foi analisado no dia seguinte a sua preplragio.

**SP a 60°C e manstruo foram analisados nos dias 10, 22 apOs preparagio.
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TABELA 22 - Concentragao de 5cido gilico no extrato estandardi-

zado em funggo do tempo e temperatura de armazena-

mento, (n = 3).

p

TEMPO
(dias)

TEMPERATURA(oc)
Abs
(X)

ACIDO GALICO
pg/ml ± s CV(%)

0 amb. 0,515 11,33 ± 0,044 0,39

1
6 4 0,521 11,46 ± 0,332 2,9

40 0,273 8,21 ± 0,122 1,48

60 1,438 29,72 ± 	 0,588 1,98

8 4 - -

40 0,738 16,09 ± 	 0, 	 245 1,52
1

60 1,454 31,43 ± 	 1,389 4,42

9 4 0,528 11,61 ± 	 0,347 2,99

40 0,756 0.6,49 ± 	 0,322 1,95

60 1,528 33,73 ± 1,643 4,87

14 4 - - -

40 0,897 19,51 ± 0,064 0,33

60 1,681 36,29 11,372 3,78

21 4 0,530 11,65 ± 0,026 0,22

40 1,109 24,05 ± 0,142 0,62

60 1,620 34,53 ± 0,881 2,55
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TABELA 23 - Concentraggo de icido Olio° na solucao hidroalcocili-

ca a 50% (V/V) de acid() Olio° a 1,0mg/m1 em func5o do

tempo e temperatura de armazenamento, (n = 3).

TEMPO 	 TEMPERATURA 	 Abs 	 ACIDO GALICO
(dias) 	 (°C) 	 00 	 Pg/m1 ± s 	 CV(%)

0	 amb. 	 0,440 	 9,11 	 0,160 	 1,24

25+50C

10 	 60°C 	 0,310 	 6,33 	 0,089 	 1,40

21 	 4°C 	 0,437	 9,05 	 0,272 	 3,00

	

60°C 	 0,235 	 4,73 	 0,132 	 2,80
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FIGURA 16 - Anilise cromatografica, no sistema 8, do extrato estandardizado submetido a degra-
gao termica nos tempos 1, 10 e 21 dias (D) as temperaturas de 40°C e 60°C acompa-

nhadas de um extrato controle a 4°C nos tempos: zero, 10 e 21 dias. nVisivel no

03

UV254; I ,Visivel no '366%C acid° galico do extrato obtido por comparacao da

substancfa referencia de acid° galico.



4. DISCUSSAO

0 emprego de preparados galgnicos de origem vegetal ob-

jetiva levar a populagao medicamentos que possuam eficicia e se-
guranga na terapeutica. Para isto torna-se necessirio, empre-

gar tecnicas que garantam a qualidade da materia-prima, de ex-

tratos derivados e do produto acabado.

Para comprovar a autenticidade da materia-prima utiliza-

da neste trabalho, foi realizada inicialmente a caracterizagao

bot&nica atraves de comparagao morfolögica das raizes, comas ex-

cicatas depositadas no Herbirio ICN da UFRGS sob n12 53433.

MOURA (1984) ja havia verificado a existencia de outro

vegetal comercializado pelos lervateiros com a denominagao de bai-

curii branco, atribuindo as mesmas propriedades da especie em es-

tudo. A diferenciagao entre os dois vegetais a feita macrosco-

picamente apiis um corte transversal realizado na raiz. A raiz

fresca do limoniLun bna,iti.ende quando cortada apresenta coloragao

rOsea, que logo intensifica-se devido a oxidagao de seus compo-

nentes polifeneilicos, enquanto que o baicuru branco mantem uma

coloragao esbranquigada.

A impossibilidade de efetuar a identificagao botanica

do baicuru branco, bem como a obtengao deste vegetal fresco Pa-

ra a realizagao da analise microscOpica de suas raizes, inviabi-

lizou uma comparagao mais detalhada entre as duas espécies.

As propriedades terapeuticas descritas nos trabalhos de

COIMBRA (1958), REITZ (1965), LIFCHITZ (1968), CRUZ 	 (1979) 	 e
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MOURA (1984) referem-se a especie Limon-Zuni Ioumi.U.enze 	 constante

na PHARMACOPEIA brasileira (1929).

A caracterizacgo anatOmica da raiz, foi realizada atra-

yes de cortes transversais, mostrando quatro camadas bem distin-

tas como descritas nas Figuras 1, 2, 3 e 4. Estas camadas con-

juntamente caracterizam a droga LimomiimbAtaaAlenze da PHARMACO-

PEIA brasileira (1929).

Avaliacao qualitativa realizada com reativos gerais de

precipitacao e coloracao para substancias tanicas, demonstrou

que o vegetal analisado apresenta na sua composicao quimica ta-

ninos hidrolisaveis e taninos condensados. Estes ensaios nao

sao seguros o suficiente para a identificacao Unica do Limorfraun

bAz[zit6nue ja que outras especies tambem podem apresentar estes

constituintes quimicos.

Para se trabalhar com drogas vegetais, faz-se necessa-

rio levar em consideracao as possiveis alteracaes que as mesmas

sofrem no processo de ,ecagem. Desde o momento da coleta ini-

cia-se no interior celular um lento processo de deterioracao

promovido por uma paulatina evaporacao de aqua. Com a destrui-

cao das estruturas celulares ocorre a desorganizacao dos siste-

mas, favorecendo reagOes de oxidagao, reducao, hidrOlise, etc.,

alterando muitas vezes a estrutura quimica de seus constituin-

tes, explicada por trocas em suas caracteristicas organolepti-

cas, como cor, odor e tambem o sabor (HELMAN, 1981).

Face as caracteristicas do vegetal, que se desenvolve em

terrenos alagados, ja havia sido constatado o crescimento de

fungos nas raizes que nao tinham sido submetidas rapidamente a

uma secagem. Tambem hi alteracao da coloracao quase que imedia-

ta do farmacOgeno.

Estes fatos indicam que a droga deve ser classificada
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como material altamente perecivel, cuja conseqtencia pode ser a

da sua inutilizacao como insumo farmaceutico. Com o intuito de

conservar integros na materia-prima os constituintes quimicos

que caracterizam a planta fresca partiu-se para estabilizacao

desta, atraves de processos de inibicao e/ou destruicao enzima-

tica. Dos metodos utilizados, apenas aquele em que os fragmen-

tos das raizes foram levados diretamente a estufa de ar circu-

lante a 32°C ± 2°C durante cinco dias, motrou-se eficaz, sem

prejuizo as caracteristicas organolepticas bem como dos consti-

tuintes quimicos, avaliados por caracterizacao quimica prelimi-

nar e analise cromatografica.

0 metodo de Perrot e GOris da exposigao a vapores de

etanol embora sendo um bom metodo de inativagao enzimatica, nä°

se mostrou adequado para a materia-prima utilizada.

A raiz do Limorti.urn fouizi-Uenze, rica em constituintes poli-

fenOlicos (taninos) responseveis pela acao farmacolOgica, quando

submetida ao metodo de Perrot e GOris tornou-se escurecida (vio-

lácea) devida a formacao de polimeros conhecidos por flobafenos,

ocorrendo tambem esterificacao do acido galico, substancia majo-

ritaria da materia-prima e escolhida como referencia na padroni-

zacao do baicuru. Estas alteracEles sao devidas particularmente

a elevada temperatura, favorecida pelo meio etanOlico (HASLAM,

1966).

A secagem em estufa a vacuo, empregada na tentativa de

estabilizagao em condicOes estabelecidas em 2.2.1.3, nao impediu

o crescimento de fungos, indicando nä() ser adequada. Alem disto

devido as caracteristicas do material, para uma secagemmais efi-

caz, haveria necessidade de elevagao consideravel de temperatu-

ra, o que tornaria o metodo nao apropriado aos objetivos estabe-

lecidos.



1

111

71

Um fator relevante a considerar é a forma de armazena-

mento da droga ape's a secagem. Ja foram encontradas no mercado

drogas como Rata►vizt (raizes) , Getanium e Rizoma tcounemtittae com re-

ducao e ate mesmo isentas de taninos hidrolisaveis. Para evi-

tar esta ocorrencia, drogas contendo taninos devem ser armaze-

nadas em quantidades minimas necessarias ao uso imediato, espe-

cialmente aquelas que se encontram sob a forma de p6 (GSTIRNER,

F.; BOPP, A.; HORMANN, H., 1956).

Para testar a estabilidades das raizes do Limovitun btaoi-

LiAwe, apOs secagem e moagem, colocou-se pequena quantidade da

droga pulverizada em frascos de vidro incolor com tampa ros-

queavel, expostos a luz solar e a temperatura ambiente. As amos-
tras, no tempo de 7 dias tornaram-se escurecidas. Realizou-se

um teste qualitativo comparando-se estas amostras com a droga

acondicionada ao abrigo da luz, calor e umidade e moidaporoca-

siao do uso. Os metodos de analise qualitativa empregados na

realizacao deste teste sao os descritos em 2.2.1.2, cujo resul-

tado foi uma diminuicao na formacao de precipitados e uma menor

intensidade na coloracao da amostra devido provavelmente ao

acondicionamento de maneira inadequada.

0 valor de perda por dessecacao encontrado para vegetal

fresco (Tabela 3), se deve em grande parte a fatores climäti-

cos; periodos de muita chuva e local de coleta em terreno ala-

gado.

A distribuicao granulometrica e um fator importante na

obtencao de um extrato, ja que uma maior ou menor extracao esta

intimamente relacionada com a area da superficie e espessura das

particulas em contato com o liquido extrator.

A Figura 17, representada pelo histograma e curva de
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distribuigao da droga rasurada, mostra que a maior porcentagem

de particulados encontra-se numa faixa granulometrica entre

0,900-2,0mm. Embora o maior porcentual encontra-se nesta

faixa preferiu-se trabalhar com as faixas granulometricas com-

preendidas entre 0,315-0,630mm e 0,630-0,800mm, por fornecerem

maior rendimento de substancias extraiveis e serem estas reco-

mendadas pelas farmacopeias. Foi possivel, ainda, um aprovei-

tamento dos particulados com granulometria superior a 1,0mm,

passando-os novamente no moinho, obtendo-se uma porcentagem de

aproximadamente 25% em torno de 0,315mm.

0.5 	 1,0 	 1.5 	 2,0
	

2,5

ASERTURA DE IAA L HA

Im m )

FIGURA 17 - Histograma e curva de distribuiao granulometrica

da droga rasurada.

A Figura 18 representa graficamente as fracOes de reten-

cao e passagem da droga rasurada obtida por tamisacao a partir

dos dados fornecidos pela Tabela 4. 0 diametro mediodasparti-

culas calculado graficamente a partir do ponto de intersecao das
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retas, foi de 0,955mm.

Ainda a possivel caracterizar materiais particulados cal-

culando-se o ingulo de inclinagio destas retas, que neste caso

foi de aproximadamente 26°.

A determinagäo do teor de extrativos oferece um dado im-

portante no controle da materia-prima, embora nao avalie indivi-

dualmente os principios ativos da droga e sim todas as substan-

cias soliiveis no liquido extrator empregado. A legitimidade do

teste consiste, em manter-se inalteradas as condiciies do ensaio

o que poderia levar a alteracao dos resultados (ZHI-CEN, 1980).

FIGURA 18 - Curvas caracteristicas de retencao e passagem de uma

anilise por tamisacao da materia-prima vegetal.

Considerando os taninos como substäncias responsiveis pe-

la acgo terapeutica do baicurii e sendo o icido Olio° o composto

majoritirio (MOURA, 1984), procurou-se utilizes-lo como substin-

cia referencia naestandardizagEodes extratos das raizes. Deter-

minou-se ainda, o teor de taninos totais da droga atraves do me-
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todo colorimetrico (item 2.2.1.8) por ser este o metodo preconi-

zado pelas farmacopeias.

GSTIRNER, BOPP & HOPMANN (1956) ao analisar diferentes

metodos de dosagem para taninos em sete drogas vegetais e tintu-

ras, observaram valores marcantemente maiores na Gatta.e e tintura

Gahm= para o metodo colorimetrico. 0 icido galico presente em

ambas, reage com o icido fosfotiingstico de coloracao azul forne-

cendo um produto que a determinado juntamente com os taninos. Jg

que o acid° gglico quimica e fisiologicamente estfi relacionado

com os galotaninos, pode ser considerado tambem na avaliacao de

taninos, quando apresenta a mesma coloracgo que os mesmos) desde

que qualitativamente. Segundo os autores supracitados, as cur-

vas de acido galico apresentam diferentes percursos do que as de

taninos, de tal modo que na determinagao conjunta de taninos

acid() gilico uma determinada quantidade de icido galico 	 simula

quase o dobro da quantidade de taninos. Portanto o metodo colo-

rimétrico seria impróprio na determinacgo de taninos no Limon.ilun

Face a estas dificuldades, o metodo colorimetrico tor-

na-se inviavel na estandardizacao dos extratos limitando-se a

avaliacao da materia-prima associada a outras tecnicas de carac-

terizacao, para garantir a qualidade final.

No intuito de assegurar a constituicao quimica da mate-

ria-prima vegetal, torna-se indispensavel a analise cromatogri-

fica, tanto na caracterizagao da materia-prima quanto na quanti-

tificacao dos extratos ET e EM. 0 metodo cromatografico esco-

ihido foi a cromatografia em camada delgada (CCD), visando 0

aproveitamento pelas indlistrias farmacauticas de pequeno porte

dotadas de laborateirios de controle com equipamentos menos so-

fisticados, com a utilizacao de sistemas empregados por MOURA
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(1984) na elucidacao e controle dos constituintes quimicos 	 do

baicuru.

Para avaliacao quimica da droga e extratos pelos metodos

cromatograficos, utilizou-se padrOes autenticos de acid() gilico,

catequina e epicatequina.

Dos polifenOis identificados no vegetal em estudo veri-

ficou-se a presenca do acido galico e derivados catequicos, sen-

do o icido galico encontrado em maior quantidade (MOURA, 1984).

Para melhor resolucao dos sistemas cromatograficos em-

pregados tornou-se necessario a purificacao dos extratos, como

descrito em 2.2.4.4.

HASLAM (1966) obteve a separacao de polifenOis utilizan-

do a silicagel G60 com o sistema eluente benzeno: metanol: icido

acetic() (45; 8; 4; V/V/V).

Empregando-se este sistema (Figura 5) para o decocto das

raizes do Limon.itan Mazii-Lenze observou -se nitida separacao entre as

manchas cromatograficas com valores de Rf inferiores a 0,50.

Os sistemas 2, 4 e 6, citados como clissicos na separa-

cao desta classe de compostos, nao se mostraram apropriados para

acid° gilico e catequina, pois como pode-se observar nas Figuras

6, 7 e 9 as manchas correspondentes, encontram-se em zona de

baixa resoluao (Rf superior a 0,7).

MOURA (1984) empregando a CCD com celulose microcrista-

lina em sistema alcoOlico (BAW), com tecnica bidimensional de-

tectou a presenca da epicatequina e acid° galico emextratos ace-

tato de etila. Na tentativa de reproduzir este sistema para

ETP foi possivel sugerir a existencia da epicatequina (mancha

A) e acid° galico (mancha B)tracando um espectro no UV e compa-

rando com a literatura, alem de tr'e's manchas com'reacao positiva
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ao reagente vanilina (Figura 13), tratando-se provavelmente

proantocianidinas condensadas (HASLAM, 1981; MOURA, 1984).

A cromatografia em papel foi empregada sem sucesso na

caracterizagao do ET (sistema 7 da Figura 14,), dificultada pela

formagao de cauda e sobreposigao das manchas, inviabilizando a

utilizagao deste metodo na quantificagao dos extratos, além de

nao ter ocorrido diferengas significativas nos valores de Rf

entre as substancias referencias AG e CA (0,67 e 0,70) respec-

tivamente.

Para melhor separagao dos extratos testaram-se dois me-

todos de purificagao com o ETB. 0 metodo A, que apenas reduziu

a 50% o volume do extrato em bm, em temperatura igual ou infe-

rior a 40°C obtendo-se boa resolugao entre as manchas, com con-

cordancia nos valores de Rf entre mancha do ET com o padrao ici-

do galico admitindo ser um bom sistema na caracterizagao do ET

(Figura 8).

0 mesmo nao foi observado com o ET purificado pelo me-

todo R. 0 aquecimento em temperatura superior a 40°C propiciou

a formagao de uma mancha de Rf aproximadamente 0,77 chamada de

substancia R (Figura 7) inexistente nos extratospurificadospe-

lo metodo A.

A comparagao direta do comportamento no UV da substan-

cia R com o ester etilico do acido galico isolado por MOURA

(1984) do extrato acetato de etila hidrolisado em meio etanol:

aqua, mostrou grande coincidencia (Figural2).

HASLAM (1966) e BALANSARD (1976) ja haviam relatado a

formagao de esteres do acid° galico durante o processo de ex-

tragao a quente em meio etanOlico, comprovando queoêsterobtido

deva ser um artefato formado durante o processo de purificagao

pelo metodo R.
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Para o metodo R de purificacao os valores de Rf obtidos

para AG e CA encontram-se em zona de baixa resolucao (Rf> 0,7),

impossibilitando assim, seu emprego como metodo de caracteriza-

cao e de quantificagao do extrato.

Ainda a possivel observar na Figura 7 a formagao de uma

cauda entre as substancias com caracteristicas de taninos con-

densados com valores de Rf inferior a 0,50.

Outros sistemas eluentes, em proporcOes volumetricas co-

mo: acetato de etila: tolueno; aqua (10: 40: 50); acetato de

etila: isopropanol: aqua (44: 45: 11); clorofOrmio: acetato de

etila: acid° fOrmico (50: 40: 10); n-butanol: acid°	 acetico:

aqua (40: 10: 50); acid° fOrmico: aqua (2: 98); acid°	 acetic°

10%; metanol: clorofOrmio: acid° acetic° (49,5: 49,5: 1) cita-

dos como sistemas classicos para esta classe de composto, foram

testados neste trabalho sem resultados satisfatOrios.

A impossibilidade de trabalhar com condicOes estaveis

de temperatura, pressao, luminosidade da sala, grau del satura-

cao da camara cromatografica, uniformidade da camada de fase es-

tacionaria, igual grau de ativacao das placas cromatográficas

inviabiliza a comparagao direta dos valores de Rf obtidos expe-

rimentalmente com os valores da literatura (RIBgREAU-GAYON,

1968). Face a instabilidade dos fatores acima listados utili-

zou-se sempre substancias de referencia nos cromatogramas.

Para visualizacao dos taninos e substanciasprecursoras,

foram utilizados solugao de cloreto ferric°, ferricianeto de

potissio e vanilina cloridrica. Os taninos por apresentaremca-

racteristicas polifenOlicas coram-se de azul ao reagir com clo-

reto ferric°. Para diferenciar taninos hidrolisaveis de tani-

nos condensados utilizou-se uma mistura de solucao de cloreto
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ferrico/ferricianeto de potissio preparada por ocasiao do uso.

Os taninos condensados coram-se de verde diferenciando-se dos

hidrolisaveis que apresentam a coloracao azul.

Outro revelador utilizado na caracterizacao de taninos

condensados é a vanilina cloridrica formando um complexo, que

passa da coloracao rOsea ao "pink".

A Tabela 5 e Figura 15 apresentam um perfil cromogenico

do EMP atraves de diferentes reveladores utilizados. 2 impor-

tante salientar que as manchas 1, 2, 3 e 4 apresentam uma forte

fluorescencia sob luz ultravioleta de longo comprimento de onda

(UV366nm) intensificada quando expostas a vapores de amOnia,re-

versivel em poucos minutos. 0 comportamento destas manchas

caracteristico de substancia com grupos hidroxila livres, 	 que

na presenca de amOnia formam anions fenOlicos (RIBEREAU-GAYON,

1968).

As manchas 2 e 3 formaram complexos coloridos quando re-

velados com cloreto de aluminio sob luz UV, send8 que a mancha

2 corou-se de salmao tambam na luz ordinaria.

A mancha 8 presente no EMlidesaparece no EMP 2 (Figura

15).

Outros metodos podem ser empregados para avaliar os ex-

tratos produzidos. Dentre estes, destaca-se a determinacao do

pH que pode auxiliar na qualidade do produto final.

A Tabela 7 mostra os valores de pH para o turbolizado

(ETB) e liquidos extratores. Apesar da caracteristica acidadas

substancias extraiveis nä° houve um abaixamento do pH do extra-

t.. Ja era esperado que o pH do extrato fosse superior aos dos

liquidos extratores, explicado pela tendencia das substanc.ias

extraidas atuarem como tamponantes da solucao extrativa.
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Sabe-se entretanto, que, alem do tipo do solvente, o pH

dos extratos pode sofrer alteragao devido ao contato prolongado

I com o vidro e/ou a concentragao das substancias extraidas (PAL &
NANDY, 1983). A primeira suposigao pode ser descartada, ji que

a determinagao do pH do ETB ocorreu logo ap6s suapreparagao. Su-

gere-se que a concentragio e/ou tipo de substancias extraidas

sejam fatores determinantes do pH.

Para os macerados (Tabela 13) tambem foi observada

elevagao do pH dos mesmos em relagao as misturas hidroalcoOli-

cas; porem estas diferengas tornaram-se mais acentuadas para os

extratos preparados com 50% de mistura hidroalcoOlica, com 5

10 dias de maceragao, respectivamente, ambos com baixa granulo-

metria. A elevagao do pH a menos acentuada para o extrato pre-

I 
parado com 70% de teor alcoOlico; 10 dias de maceragao e baixa

granulometria.

Aliando-se ao fato que o ET foi preparado com o mesmo

teor alcoOlico, ou seja 50%, poder-se-ia presumir que o metodo

extrativo tambem influi no valor de pH.

Ainda que a literatura aponte a turboextragao como sendo

o metodo eletivo na produgao de extratos de melhor rendimento,n5o

se pode confirmar no presente trabalho tal afirmagao.

Na determinagao do residuo seco e densidade os valores

obtidos para o ET (Tabela 8 e item 3.4.3 respectivamente), mos-

I traram-se inferiores aos conseguidos para os EMB preparados a

partir de misturas hidroalcoOlicas a 50% (V/V), chegando-se a uma
diferenga de aproximadamente 12% a favor dos macerados na deter-

minagao do residuo seco (Tabela 15).

I Uma caracteristica dos extratos a ser considerada e a

coloragao que estes apresentam logo apiis sua preparagao.
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Os extratos apresentaram diferenga de cor quando modifi-

cado o metodo de extragao. Observa-se na Tabela 7 que o ETB

apresentou coloragao castanha escura. Da mesma forma, o EMB ob-

tido a partir de 50% da concentragao etanOlica com 10 dias de

maceragao. Comparando os EMB preparados com o teor alcoeilico de

50% e 70% constata-se que a intensidade de cor aumenta a medida

que se diminui a concentragao etancilica das misturas extratoras,

e se eleva o tempo de contato da droga com os referidos solven-

tes.

Os EMB e ETB seguindo-se seu preparo, foram filtrados

atraves do papel filtro comum, acondicionados em vidros de cor

ambar hermeticamente fechados e armazenados em geladeira. No de-

correr do tempo de armazenamento, verificou-se intensificagao da

cor inicial em todos os extratos, com aparecimento de pequenos

sedimentos, nao chegando a ultrapassar 2mm de altura. Os sedi-

mentos isolados foram submetidos a uma analise qualitativa com

reagentes de precipitagao e colorag5d. Uma forte coloragao r6-

sea foi notada quando adicionou-se vanilina cloridrica, levando

a crer que este sedimento seja de origem catZquica, devido a rea-

gao ter sido positiva para taninos condensados.

Os testes organolepticos, embora sirvam como caracteri-

zagao de extratos mostram-se insuficientes para o controle das

substancias extraidas, acontecendo o mesmo com os testes fisicos

(pH, densidade, residuo seco, etc.).

Para avaliagao quantitativa utilizou-se da cromatografia

em camada delgada associada a espectrofotometria no ultravioleta

empregando como eluente a mistura diclorometano: Acido feirmico:

etanol (40: 4: 10; V/V/V) por ter sido o sistema eluente que me-

lhor separou a mancha de acid° galico, escolhida como substancia
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referencia na padronizageo dos extratos.

Determinou-se uma curva padreo a 273nm em espectrofotii-

metro (FRANIAU, 1972) apresentando linearidade entre absorven-

cia e concentrag5o de icido galico na faixa de concentragio que

vai de 5 a 13pg/m1 (Figura 19).

Para a realizacao das curvas padräo utilizou-se as me-

dias das absorvencias e das concentragOes de acid° gilico obti-

das experimentalmente por UV direto e CCD/UV (Tabelas 9 e 10).

A linearidade das curvas padre() de acid° gilico, foi

comprovada atraves da correlagao significativa (a < 0,001) para

as faixas de 5pg/m1 a 13pg/ml.

0 .20

10 	 15
ACiDO GALICO (pp/ml)

FIGURA 19 - Curvas padre() de absorgeo de ecido gilico a 273nm

pelos metodos direto e CCD/UV, respectivamente.

I
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Para avaliar a perda do metodo, fez-se uma comparacao

entre os valores medios obtidos pelo UV e CCD/UV, demonstrando

haver uma perda de aproximadamente 13% de acido gilico quando

doseado por CCD/UV. Esta perda pode ser atribuida principal-

mente a retengao da substancia na silica, possiveis perdas na
aplicacao, eluigao, deteccao e ainda retirada incompleta daman-

cha face a delimitacao da area raspada. (Figura 20).

Embora exista uma perda de acido galico, o metodo em-

pregado nao fica invalidado (TYMAN, 1978; SRYVASTAVA & KISHORE,

1985). A viabilidade do metodo indireto pode ser comprovada pe-

la correspondencia linear altamente significativa entre as duas

curvas (a S•0,001, tc = 36,3371).

Para analise quantitativa fez-se necessario a purifica-

cao previa dos extratos, com o intuito de retirar substancias

lastro que poderiam interferir na analise cromatografica.

Produziu-se um extrato turbolizado hidroalcoOlico a 50%

para servir como extrato referencia frente as anilis(hs e testes

desenvolvidos. Com os macerados, entretanto, procurou-se ava-

liar o comportamento quanto a variagao no tempo de extracao, da

concentracao etanOlica do liquido extrator e da granulometria

da materia-prima vegetal.

Para a determinagao do tempo Otimo de extragao do AG,

os extratos foram analisados nas seguintes condicOes: teor al-

coOlico de 50% (V/V), baixa granulometria (0,315-0,630mm) num

periodo de 21 dias.

Os resultados referentes as concentracCies de acido ga-

lico obtidas por CCD/UV (Figura 21) mostram uma ripida elevacao

nos 9 primeiros dias tendendo a estabilizar-se em torno do 104

dia. A partir do 14Q dia de maceracao ocorre leve declinio nos
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valores de concentragäo. 0 tempo que apresenta o melhor rendi-

mento e o de 10 dias. ApOs este periodo a manutengao da extra-

gao torna-se desvantajosa dado ao pequeno acrescimo no valor da

concentracão.

Empregou-se a anilise fatorial do tipo 2 n para avaliar

a influencia das variaveis tempo de macerag5o,concentracao eta-

nOlica do liquido extrator e granulometria sobreorendimento de

extragao.

A partir da forma padrao foi possivel fazer uma anilise

inicial do tipo dos efeitos e de suas interagOes (Tabela 	 17),

levando em consideragao as caracteristicas dos extratos, tais

como: densidade, residuo seco, pH e concentragao de &cid° gall-

co nos macerados preparados a partir de 10% (m/V) de raizes do

Limo►iwn bta4iii.enze.

0 pH dos extratos e influenciado pelos fatores analisa-

dos. 0 efeito calculado para concentragao etanolica (E A) e tem-

po de macerag5o (EC) influenciam positivamente 6 valor de pH

quando se eleva a concentragao etaneilica e aumenta o tempo de

contato, respectivamente, comprowndo o que PAL & NANDY (1983)

ja haviam observado quando estudavam o efeito do alcool dilui-

do, duragao da maceragao e sOlidos totais em tintura de Eugenia

jamboLana Lam. sobre o pH dos extratos. 0 E B (granulometria) nao

influencia significativamente o valor de pH. Portanto o pH

pode servir como metodo indicativo no controle da qualidade do

extrato final.

0 efeito do etanol (EA) sobre a densidade do extrato

explicado pela prOpria diferenga de densidade do menstruo. 	 Os

demais efeitos e interagOes ngo influenciam significativamente

a densidade do extrato.
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0 residuo seco (RS) 6 caracterizado pelo poder de extra-

ca.° do liquido extrator empregado, permitindo avaliar o rendi-

mento do metodo de extracao utilizado (VOIGT, 1982).

OS EA e EB sao fatoresdeterminantesparao rendimento do

RS. 0 EA demonstra pela magnitude do valor obtido que a extra-

cao mais eficiente 6 conseguida com a diminuicao do teor etanO-

lico, ou seja, concentracao etaneilica de 50%. Embora as carac-

teristicas das substancias presentes nas raizes do Limoraian butsi-

LiAwe demonstram alta solubilidade em meio aquoso, uma diminui-

gao da concentracao etan6lica abaixo de 50% nao 6 aconselhavel e tao

pouco utilizada, dada as solugOes aquosas sofrerem com facilida-

de contaminagao microbiana, alem do fato da farmacopeia brasi-

leira nao apresentar nenhum extrato preparado com concentracao

etaneilica inferior a 50%. Por outro lado, uma elevacao excessi-

va do teor etanOlico provoca um abaixamento no valor do pH do

liquido extrator em virtude de ocorrer um aumento da concentra-

cao hidrogenianica do menstruo, dando lugar a processo de de-

gradacao dos taninos hidrolisaveis (HASLAM, 1966).

O efeito granulometria influencia positivamente o ren-

dimento do RS.

Sabe-se que para a elaboracao de um extrato requer uma

adequada reducao da materia-prima, nao sendo possivel a utiliza-

gao da droga intacta devido ao seu volume excessivo e escassa

superficie (VOIGT, 1982). Com a trituragao progressiva se in-

crementa a superficie, e com ela a area de influencia do liqui-

do extrator. No entanto, o emprego da droga com baixa granulo-

metria (0,315-0,630mm), diminui o rendimento do residuo seco se

comparado com a granulometria superior (0,630-0,800mm). Isto po-

deria ser explicado pela interferencia das substancias lastro
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(resinas, mucilagens, gomas, etc.) que dificultam o processo de

filtracao ficando retidas no filtro.

Em menor proporgao, o tempo de maceragao (EC) interfere

na determinacao do RS, provavelmente isto ocorre por um equili-

brio de concentracao no interior e exterior das celulas.

0 rendimento em acid() gilico depende dos tres fatores

analisados sendo que os EA e EC sao os que apresentam maior sig-

nificado. As interacOes de primeira e segunda ordem nâo inter-

ferem significativamente no rendimento de acid° galico.

A solubilidade de acido gilico a aumentada quando se

eleva a polaridade do liquido extrator. Como era esperado, a

maior concentracao foi conseguida a partir da mistura hidroal-

coOlica a 50%, comprovada pelo sinal negativo.

Ainda foi possivel avaliar a concentracao de icido gá-

lico pelo metodo de Tukey, representado pelo calculo da dife-

renca minima significativa (dms). Analisando os dados ofereci-

dos na Tabela 20 pode-se observar a diferenca significativa en-

tre todas as medias com excessao da diferenca entre as medias

X1 e Xac (-0,05), cujo valor mostrou-se inferior ao da dms cal-

culada. Observa-se ainda que a maior diferenca significativa

esta entre as medias Xc e Xab' apresentando um valor de 7,361.

A diferenca entre a maior media e a segunda maior media resulta

num valor superior ao da dms calculada, permitindo afirmar que

o tratamento Xc o mais vantajoso, ou seja, o tratamento que

apresenta maior rendimento em acid° galico quando os fatores

tecnolOgicos, teor etanOlico, granulometria da droga e tempo de

maceracao sao respectivamente 50%, faixa granulometrica entre

0,315-0,630 e 10 dias de maceracao.

6
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pode-se considerar como ao acaso, isto é, nao significantes.

Aliado aos resultados obtidos no metodo de Tukey pode-se con-

firmar a aplicabilidade da forma padrao como sendo o metodo mais

recomendado na analise dos efeitos e/ou interagOes (MONTGOMERY,

1984).

Foi realizado o teste de correlagao entre os parametros

pH, densidade, RS e a concentragao de acido galico chegando- se

aos seguintes resultados: a correlagao entre pH/AG (Tabela 13 e

16) demonstrou ser significativa (tcalc = 5,3014) para um valor

de t = 4,785.0,001;7

Observou-se correlagao significativa entre densidade

concentragao de acid° galico (Tabela 14 e 16) obtendo-se um va-

lor de 1,985 para tcalc comparado ao t 0,05;7 = 1,895.

Apresentando correlagao significativa entre RS/AG obte-

ve-se um valor de tcalc = 2,2630, para um t 0,05;7 = 1,985, per-

mitindo o emprego da determinagao do residuo seco como metodo

de avaliagao previo ou indicativo da concentragao de acid° gi-

lico (Tabelas 15 e 16).

Embora exista uma correlagao entre pH e densidade com o

teor de acid° galico, nao a adequado empregar estes ensaios iso-

ladamente na substituicio da determinagao da concentragao de

acid() gilico, face as dificuldades encontradas na manutengao

das condigOes de ensaio (temperatura ambiente, umidade relati-

va, precisao do operador, estabilidade da balanga empregada bem

como do pHmetro). Outrossim, estes ensaios avaliados juntamen-

te com o valor de RS oferecem um conjunto de dados importantes

na manutengao da qualidade final do extrato.

Atraves da analise da Tabela 19, observa-se a partir do

programa STATITCF, aplicando-se o metodo de GRUBBS, a ausencia
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de residuo suspeito ou fora da normalidade para a concentragao

de acid() galico, ressaltando a validade das analises estatisti-

cas realizadas por este matodo, referente aos dados tabelados

pela analise de varifincia.

Desenvolvidas estas analises e considerando o teor de

acido galico no extrato, o melhor resultado é o que corresponde

a maceragao em 10 dias, com uma faixa granulomfitrica 0,630-

0,315mm e etanol 50%.

No intuito de prever a estabilidade deste extrato rea-

lizou-se ensaios preliminares de envelhecimento acelerado me-

diante degradagao termica.

Dada a grande quantidade de extrato necessario a reali-
zagao destes ensaios, a agitagao mecanica foi imprescindivel pa-

I  ra uma boa extragao. Manteve-se o extrato sob agitagao por uma

hora diariamente.

Passado os dez dias de maceragao o extrato foi filtra-

do completando-se o volume. Nesse tempo, determinou-se a con-

centragao de acid° galico no extrato estandardizado purificado.

Obteve-se valores de aproximadamente 7% superior aos ex-

tratos submetidos a agitagao manual, levando-nos a crer que

modo de agitagao tambem influi no rendimento final do extrato.

0 BE foi submetido as temperaturas de 40 e 60°C, man-

tendo-se um grupo controle a 4°C e avaliado em fungao da con-

centragao de acid() galico pelo mfitodo CCD/UV no sexto, oitavo,

nono, dficimo quarto e vigésimo primeiro dias de armazenamento.

Dos resultados apresentados na Tabela 22 verifica-se

aumento na concentragao de acid() galico, passado de 11,3311g/111

(m/V) no tempo zero chegando a maximos de 24,05pg/p1 (m/V) na

temperatura de 40°C em 21 dias e de 36,29pg/p1 na temperatura
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de 60°C apOs 14 dias de armazenamento. Exceto valores encontra-

dos para o extrato armazenado a 40°C em 6 dias, os demais valo-

res foram significativamente superiores ao encontrado no tempo

zero (a <-0,025).

0 grupo controle mantido em geladeira a 4°C nao apresen-

tou variacao estatistica significativa.

Na tentativa de explicar o que aconteceu com o extrato,

submeteu-se uma solugio hidroalcoOlica (50:50; V/V) de ácido gi-

lico padrio as temperaturas de 4°C e 60°C fazendo-se uma deter-

minacäo no tempo zero a temperatura ambiente, no decimo dia na
temperatura de 60°C e al:6s 21 dias nas temperaturas de 4 e 60°C

(Tabela 23).

As solugOes mantidas a 60°C apresentaram reducao de mais

de 50% ate o vigesimo primeiro dia quando comparados ao valor en-

contrado no tempo zero.

Juntamente com a reducao do teor de acid() galico, quando

submetido a elevacäo da temperatura e tempo de armazenamento, ob-

servou-se um progressivo escurecimento da solucgo, fato este ji

evidenciado para o extrato. Esta substancia apresenta-se alta-

mente hidroxilada, favorecendo reagOes de oxidacio com alteracâo

quimica, levando assim, ao escurecimento da solucao.

Em paralelo com a determinac5o do teor de acid° gilico,

foi verificado o comportamento do pH do EE e SP a medida que se

eleva a temperatura e tempo de armazenamento. Para as tempera-

turas de 40 e 60°C houve um declinio nos valores de pH do extra-

to ate o sexto dia elevando-se no nono dia. Para a temperatura

de 40°C, o pH retornou ao declinio do nono dia ate o vigesimo

sexto dia, entretanto o extrato mantido a 60°C apresentou uma

elevacao no valor de pH no vigésimo primeiro dia e a partir de
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entao voltou a decrescer (Figura 22).

0 mesmo näo foi observado para a solugao hidroalcoOlica

de acid() galico, que apresentou um decrescimo ate o nono dia

quando comparado com a solucao controle, elevando-se progressi-

vamente a partir do decimo dia. Para efeito de observacao sub-

meteu-se o menstruo as mesmas condigOes que SP, constatando-se

igual comportamento para ambos.

Os taninos hidrolisiveis sao formados de esteres de gli-

cidios de acidos fencilicos facilmente hidrolisados, 	 liberando

moleculas de acido galico e/ou acid° elagico 	 (RIB2REAU-GAYON,

1968).

Partindo deste conceito, sugere-se que o aumento da con-

centragao de acid° gilico nos extratos submetidos as condigOes

extremas de armazenamento, deve-se a sucessivas hidrOlises dos

galotaninos liberando moleculas de &cid° gilico (Tabela 22).

Com bases nesses resultados, poder-se-ia explicar, que

um aumento da concentracao de icido galico provocaria um abai-

xamento do pH do extrato, devido as caracteristicas icida desta

substancia.

0 gradual desaparecimento das manchas com valores de

Rf inferiores a 0,5 (Figura 16) no decorrer do periodo de arma-

zenamento provavelmente esteja relacionado com o aumento da con-

centracao de acid° galico. Para comprovagao deste fato seria

necessario uma identificacao destas substancias.

Embora, fosse esperado este comportamento para o extra-

to (EE) faz-se necessario um estudo mais detalhado requerendo

um periodo de armazenamento maior. SO assim poder-se-ia con-

firmar as suposigOes feitas para o referido extrato e determi-

nar um piazo de validade para os extratos do baicuru.
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Sugere-se ainda o desenvolvimento de extratos com adicao

de agentes antioxidantes e comparacao dos resultados com os ob-

tidos no presente trabalho e tambem o desenvolvimento de

II■

	

	 extrato seco na tentativa de aumentar a estabilidade dos consti-

tuintes quimicos do Limonium bitaziti.enze.

Vale ressaltar, que so foi possivel o desenvolvimento

deste trabalho gracas as pesquisas realizadas anteriormente com

as raizes do Limorawn Evutaitienze, com parte da composicao quimica
1

elucidada e caracteristicas botanicas definidas.

I

i

I



5. CONCLUSOES

- As raizes do Limoniwn bouzzLtienze (Boiss.) Kuntze, conservam

melhores as caracteristicas organolepticas e quimicas quando

estabilizadas em estufa de ar circulante a 32°C durante 5
dias.armazenadas ao abrigo da luz e moidas na ocasiäo do uso.

- Os extratos das raizes do Limoni.urn bnasitienze (Boiss.) Kuntze

podem ser caracterizados pela cromatografia em camada delga-

da, atraves dos constituintes polifenOlicos especialmente o

acido galico.

- A substancia precursora dos galotaninos - acido galico -

adequada como substancia marcadora na quantificacao dos ex-

tratos hidroalcoOlicos das raizes do Limon.ium bitaziti_enze.

- A cromatografia em camada delgada associada a espectrometria
no ultravioleta, empregada como método de quantificacao, de-

monstrou-se viavel, apresentando exatidao e reprodutibilida-

de.

- 0 residuo seco mostrou correlacao significativa com a con-

centragao de acido gilico, viabilizando-o como metodo de

quantificacao para acido galico.

I

- A analise fatorial demonstrou que o teor etaneilico do mens-

truo e o tempo de maceracao da droga sao os fatorescommaior
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influencia sobre o rendimento de &cido gilico.

- As condigOes estandardizadas para a obtencio de macerados pre-

parados com 10% (m/V) das raizes do baicuru foram: 50% de eta-

nol, 10 dias de maceracgo e 0,315-0,630mm de granulometria.

- 0 estudo da degradacio termica acelerada, nas condicilies utili-

zadas, permite sugerir que a reacão de hidrOlise resultando em

&cid° Olico a uma das alteracOes mais caracteristicas do ma-

cerado hidroalcoOlico das raizes de baicuru.

R

1
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