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RESUMO

GALVAO, Marcos Aurélio Moraes. Estabelecimento de método por UV/Vis para
controle de qualidade dos frutos e das cascas do caule de Libidibia ferrea
(Mart. Ex Tul.) L.P. Queiroz. 2015. 0080f. Dissertacdo de Mestrado.
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz, o juca, é uma planta medicinal
nativa do bioma caatinga e comumente encontrada na regido Nordeste do
Brasil. A espécie € extensamente utilizada pela populagéo e objeto de interesse
da industria farmacéutica. Porém, ainda n&o possui especificagcdes
farmacopeias. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo geral,
avaliar, padronizar e aperfeigoar a metodologia de Folin-Ciocalteau (FC) para
doseamento de taninos totais aplicada ao controle de qualidade dos frutos ou
das cascas do caule de L. ferrea. Para tanto, trés amostras de cada
farmacdgeno foram analisadas. Apos secagem e moagem, as amostras foram
submetidas a caracterizacdo fisico-quimica segundo metodologias
farmacopeias (FB5, 2010). Os resultados demonstraram que as drogas
avaliadas estdo dentro dos limites especificados pelo compéndio, tal como
auséncia de matéria estranha (< 2%), teor de cinzas totais (< 6,5 %), além de
umidade residual abaixo do limite preconizado (<14%). Para todos os lotes de
ambas as drogas, o teor de extrativos foi de aproximadamente 1%.
Considerando a triagem fitoquimica por CCD foi observada a presenca de
flavonoides, derivados cinamicos, acucares redutores e taninos hidrolisaveis
nos dois farmacdgenos; e, taninos condensados apenas para as cascas do
caule. A metodologia para o doseamento de taninos foi baseada no método da
Farmacopeia Europeia, adotando adequag¢des quando necessarias. Portanto,
durante o processo de padronizagcdo do método foram investigados os
parametros: tempo de reacado, quantidade de droga, agentes precipitantes e
reagente colorimétrico. Em seguida, o método foi validado para cada umas das
drogas em conformidade com a legislagao vigente. De acordo com os dados,
as condicdes otimizadas e padronizadas para analise dos taninos nas cascas
ou nos frutos de L. ferrea foram de 30 minutos de reagao; comprimento de
onda de 760 nm; 1,0 mL do reagente de FC; solugdo de carbonato de sddio
29% (mlv); e, po-de-pele como complexante. Os ensaios de validagao
relevaram que o método mostrou ser adequado para a analise quantitativa de
taninos, cumprindo todos os critérios de validagdo preconizados
(especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez), podendo ser
aplicado com éxito ao controle de qualidade da espécie, garantindo assim a
sua capacidade de avaliar a reprodutibilidade dos atributos de produtos
desenvolvidos a base de matérias primas a partir dos frutos e cascas do caule
de L. ferrea.

Palavras-chave: Libidibia ferrea. Folin-Ciocalteau. Controle de qualidade.
Taninos. Validagao.



ABSTRACT

GALVAO, Marcos Aurélio Moraes. Establishment of method by UV / Vis for
application in quality control of bark and fruits of Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.)
LP Queiroz. 2015. 0080f. Master's thesis. Federal University of Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brazil.

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) LP Queiroz, known as juca, is a medicinal plant
native of Caatinga biome and commonly found in Northeast region of Brazil.
The species is widely used by the population and it is object of interest in the
pharmaceutical industry, however, has not yet quality specifications described
in official compendia. Given these considerations, the objective of the present
study was to evaluate the Folin-Ciocalteau methodology for assay of tannins
applied to quality control of bark and fruits of L. ferrea. For this purpose, three
samples of each pharmacogens were tested. After drying and grinding, the
samples were subjected to physicochemical characterization methodologies
second pharmacopoeia (FB5, 2010). The results showed that the tested drugs
are within the limits specified by the compendium, such as the absence of
foreign matter (<2%), total ash content (<6.5%), and residual moisture below
the recommended limit (<14 %). For all batches of both drugs, the extractives
content was approximately 1%. Considering the phytochemical screening by
TLC was observed the presence of flavonoids, cinnamic derivatives, reducing
sugars and hydrolysable tannins in both pharmacogens; and condensed tannins
only for the stem bark. The methodology for the determination of tannins was
based on the European Pharmacopoeia method, adopting when necessary
adjustments. Therefore, during the optimization process parameters were
investigated: reaction time, amount of drug, precipitants and colorimetric
reagent. Then the method was validated for each one of the drugs in
accordance with current legislation. According to the data, the optimal
conditions for the analysis of tannin in the bark or fruits of the L ferrea is 30
minutes of reaction; wavelength 760 nm; 1,0 ml of FC reagent; sodium
carbonate solution 29% (w/v); and powder-skin as a complexion agent.
Validation tests show that the method proved to be suitable for quantitative
analysis of tannins, fulfilling all the recommended validation criteria (specificity,
linearity, precision, accuracy and robustness) and can be successfully applied
to quality control of the species, ensuring so their ability to assess the
reproducibility of product attributes developed based on raw materials from
pharmacogens L. ferrea.

Keywords: Libidibia ferrea. Folin-Ciocalteau. Quality control. Tannins.

Validation.
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1 INTRODUGAO

As plantas medicinais possuem grande interesse clinico e sao
alternativas terapéuticas extensamente utilizadas na medicina popular ou como
matérias-primas para a produgdo de medicamentos fitoterapicos. Com o passar
dos anos o interesse acerca destes produtos tém crescido exponencialmente,
representando um mercado farmacéutico bastante promissor (COUTO et al.,
2009; KLEIN et al., 2010; MARQUES et al., 2012a).

Em decorréncia do interesse industrial e clinico por algumas espécies
medicinais, o Ministério da Saude do Brasil apresentou em 2008 a Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS), divulgando uma lista contendo 71 espécies vegetais com potencial
terapéutico. Com o objetivo de direcionar pesquisas cientificas estimulando a
produgao nacional de produtos derivados de espécies nativas e a introdugao de
praticas complementares de assisténcia a saude pelo SUS (BRASIL, 2008;
NUNES et al., 2009; MARQUES et al., 2012b).

Presente na lista da RENISUS, a espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.)
L.P. Queiroz tem sido bastante utilizada tradicionalmente devido as suas
propriedades medicinais. A espécie € uma arvore de grande porte que pertence
a familia Fabaceae, conhecida popularmente como juca ou pau-ferro e ocorre
na caatinga nordestina estendendo-se até a regido sudeste (CAVALHEIRO et
al., 2009). As cascas do caule sao extensamente utilizadas pela populagao
como cicatrizante no tratamento de feridas, contusdes, no combate a asma e a
tosse crénica. Os frutos sdo antidiarreicos, anticatarrais e cicatrizantes; as
raizes sao antitérmicas e também possuem usos contra ulceras gastricas,
atividades anti-inflamatodria e analgésica (SAMPAIQO et al., 2009).

Atualmente o Ministério da Saude através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria estabelece uma série de critérios e normatizagbes para
regulamentar o registro de fitoterapicos, sendo assim, as matérias-primas
vegetais utilizadas na produgdo de medicamentos fitoterapicos deverao atender

a uma série de pré-requisitos de qualidade que assegurem a eficacia
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terapéutica e a segurancga clinica do produto (MARQUES; PETROVICK, 2010;
KLEIN et al., 2010).

Dentre estas especificagcbes, devido a complexidade dos insumos
vegetais e as variagdes associadas as condi¢gbes de cultivo, sazonalidade,
operagdes de coleta, variagao intraespécies e tratamentos empregados para
estabilizacdo destes materiais; faz-se necessario a analise de aspectos fisico-
quimicos, fitoquimicos e de marcadores quimicos ou farmacolégicos de drogas
vegetais a fim de garantir a qualidade e autenticidade da matéria prima
utilizada na producdo de medicamentos fitoterapicos (BARNI; CECHINEL;
COUTO, 2009; MARQUES et al., 2012).

As cascas do caule e os frutos de L. ferrea sdo amplamente utilizadas
na fitoterapia e medicina popular, 0 que a torna objeto de grande interesse
cientifico. Entretanto, apesar de toda a sua importancia terapéutica, a droga
ainda ndo consta em monografias e codigos oficiais; além disso, a literatura
cientifica especializada também nao apresenta métodos para o controle de
qualidade aplicado & espécie (BRANDAO, 2006). Nesse contexto, é necessario
a disponibilizacdo de metodologias analiticas validadas para a quantificagcao de
marcadores na droga, garantindo assim, a qualidade e autenticidade da
matéria-prima vegetal, viabilizando o seu uso na fitoterapia. O que podera
agregar valor a espécie e também fortalecer este setor na economia da regiao
Nordeste do Brasil (FRASSON; BITTEMCOURT & HEINZMANN, 2003).

Entre as ferramentas analiticas destinadas a quantificacdo de
compostos quimicos em fitoterapicos se destaca a espectrofotometria no UV-
Vis. A utilizagdo desta técnica para a analise de drogas vegetais esta
diretamente relacionada as crescentes exigéncias legais para o controle de
qualidade destes produtos (WHO, 1998; GAEDCKE; STEINHOFF, 2000;
BRASIL, 2004). Em comparagao com técnicas mais complexas que exigem
equipamentos e consumiveis de alto custo, como as cromatografias liquida,
gasosa e em camada delgada de alta eficiéncia, a espectrofotometria € uma
técnica simples, de baixo custo e dependendo da metodologia empregada
apresenta seletividade e especificidade necessaria para o doseamento preciso
de compostos quimicos e/ou grupos de metabdlitos secundarios em matrizes
vegetais (KLEIN, 2010).
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A grande vantagem da utilizagdo de espectrofotometria em matrizes
vegetais € que em muitos casos o marcador ativo que é a substancia utilizada
como refréncia para o controle de qualidade de produtos vegetais ndo é
conhecido (GAEDCKE; STEINHOFF, 2000), nesse sentido, o emprego de
métodos para quantificagcdo de grupos de compostos traduz com maior
fidelidade a relagéo entre a resposta analitica e a qualidade da droga, como no
caso dos taninos, em que devido a sua grande diversidade estrutural e o alto
peso molecular dos seus polimeros, torna-se bastante dificil a analise total
destes componentes através da cromatografia, sendo por isso, mais apropriado
o doseamento do grupo (SCHMIDT; GONZALEZ ORTEGA, 1993; SOARES et
al., 2003).

Apesar de grandes vantagens, a espectrofotometria apresenta falhas
devido a fendbmenos de sobreposicdo de bandas de absorbancia especificas
por diferentes metabdlitos presentes nas matrizes vegetais podendo
comprometer o sucesso de alguns métodos; Desta forma, torna-se necessario
a avaliacdo de reagentes e novos procedimentos analiticos que confiram a
técnica a especificidade e seletividade necessaria para o objetivo desejado
(PETRY et al., 2001; SOARES et al., 2006; SOLON et al., 2007).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizagao fisico-quimica, a prospeccao fitoquimica e avaliar, otimizar e
padronizar o desempenho do método de Folin-Ciocalteau aplicado as drogas
vegetais constituidas de cascas do caule e frutos de Libidibia ferrea (Mart. ex
Tul.) L.P. Queiroz, uma vez que, o desenvolvimento destes estudos é de
fundamental importancia como instrumento de avaliagdo durante toda a etapa
de desenvolvimento tecnologico de formas farmacéuticas a base de

farmacdogenos desta espécie vegetal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar parametros fisico-quimicos de qualidade, perfil fitoquimico
e realizar o controle de qualidade quimico cascas do caule e frutos da espécie
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (Juca) através da metodologia
analitica espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau (1927) para quantificacao de

taninos totais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar parametros de qualidade fisico-quimicos das matérias-primas
vegetais obtidas a partir de cascas do caule e frutos de Libidibia ferrea
(Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (Juca);

e Estabelecer perfil fitoquimico das matérias-primas vegetais de L. ferrea;

e Estudar, otimizar, validar e padronizar metodologia analitica por
espectrofotometria UV/Vis para o doseamento de taninos presentes nas

cascas do caule e frutos de L. ferrea.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Libidibia ferrea var. Ferrea (MART. EX TUL.) L.P. QUEIROZ.

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz € uma arvore de grande
porte que pertence a familia Fabaceae, conhecida popularmente como juca ou
pau-ferro de basindnimo Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. (CAVALHEIRO,
2009). A espécie € bem adaptada e comumente encontrada em florestas de
clima seco e semiarido, caracteristicas tipicas do bioma Caatinga, onde a
espécie possui ampla distribuicdo (BORGES et al.,, 2012). Na literatura, é
relatada a existéncia de quatro sub-espécies de Libidibia sp: Libidibia ferrea
var. ferrea (Benth) L.P. Queiroz, L. ferrea var. glabrescens (Benth.) L.P.
Queiroz, L. ferrea var. parvifolia (Benth.) L.P. Queiroz (QUEIROZ, 2009) e
Caesalpinia ferrea var. leiostachya, sendo a variacao Libidibia ferrea var. ferrea
e L. ferrea var glabrescens restritas a regidao da Caatinga e as demais restritas
as regides de Floresta atlantica (RIZZINI; MATOS-FILHO, 1968).

A planta possui flores amarelas pequenas em forma de cachos, possui
folhnas compostas e frutos de coloragdo marrom escura em forma de vagens. A
espécie pode chegar a 10-15 m de altura com tronco curto de 40 a 60 cm de
didmetro possuindo manchas claras em sua superficie. A arvore é geralmente
utilizada como ornamental sendo empregada na arborizacdo de ruas e
avenidas, como forrageira na regiao Nordeste, podendo ser aproveitada para
plantio em areas degradadas, além de fornecer matéria prima para a
construcgao civil (P10, 1084; LORENZI, 2002; NASCIMENTO et al., 2002).

Estudos a cerca da composicao quimica de L. ferrea tem evidenciado a
presenca de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e outros
compostos fendlicos (GONZALEZ et al., 2004). Os taninos tém sido
caracterizados como os componentes de maior quantidade e importancia
medicinal na droga vegetal (tanto de cascas do caule quanto de frutos). Além
disso, a esta classe de metabdlitos secundarios, sdo atribuidas diversas
atividades farmacoldgicas e agroindustriais (UEDA et al., 2001).

A espécie vegetal é tradicionalmente utilizada na regido amazonica

para o tratamento de hemorroidas, amebiase, problemas hepaticos,
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tuberculose, disenteria, tosse, bem como contra desarranjos menstruais,
problemas renais e pulmonares (Di STASI, 2002).

As cascas do caule s&o utilizadas como cicatrizante no tratamento de
feridas, contusdes, no combate a asma e a tosse cronica. Nakumura (2002)
testou o extrato desta espécie contra o cancer de pele em camundongos
observando varios estagios da carcinogénese. O extrato alcodlico de L. ferrea
demonstrou atividade antimicrobiana frente a cepas de Staphylococus aureus,
Escherichia coli e E. gergoviae (LM56) (PEREIRA, 2006). No que diz respeito a
atividade antimicrobiana atribuida também as cascas, a maioria dos estudos
com a droga vegetal tem sido justificados pelo alto teor de polifenois em
composi¢ao quimica, fato que confere a espécie elevada atividade antioxidante
(SAMPAIO, 2009; da SILVA PORT’S et al., 2013).

Os frutos sao utilizados como antidiarreicos, anticatarrais e
cicatrizantes e as raizes como antitérmicas, também sdo empregadas contra
ulceras gastricas, além do uso como anti-inflamatorio e analgésico (BACCHI;
SERTIE, 1994; BACCHI et al., 1995; HASHIMOTO, 1996; CARVALHO et al.,
1996; SAMPAIO, 2009). Carvalho (1996) avaliou a atividade analgésica do
extrato alcodlico dos frutos da espécie em camundongo comprovando a
atividade anti-inflamatéria. Além disso, compostos isolados a partir do fruto séo
capazes de inibir a aldose redutase sugerindo a atividade antidiabética da
especie, associada a presenca de taninos hidrolisaveis na planta medicinal
(UEDA et al., 2001).

O extrato metandlico dos frutos de L. ferrea ainda tem demonstrado
forte atividade contra cepas de patdgenos orais como Candida albicans
(SAMPAIO, 2009). Ainda é relatado que extratos hidroalcodlicos contendo
triterpenos apresentaram atividades contra varias bactérias gram-positivas e
gram-negativas (SAEED, 2001; SUDHAKAR, 2006). Sdo também relatadas
atividades do extrato aquoso contra cepas de virus Herpes-virus simple (HSV)
in vitro, atividade possivelmente associada a presenca de polissacarideos
sulfatados no extrato (LOPES et al., 2013).
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3.2 CONTROLE DE QUALIDADE DE DROGAS VEGETAIS

No que diz respeito a fitoterapicos, para obtencdo da eficacia,
segurancga e reprodutibilidade dos efeitos terapéuticos, € necessario garantir a
qualidade tanto da matéria prima como do produto final (KLEIN, 2010).
Atualmente, o controle de qualidade de drogas vegetais é feito com base no
teor de um marcador quimico ou farmacologico, entretanto, diversos fatores
tais como: variagdes climaticas, tipo de solo empregado no plantio, época da
coleta, condigbes de secagem e/ou armazenamento, podem influenciar
diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas, no teor de marcador e na
qualidade final das drogas vegetais e seus produtos derivados (MICHELIN et
al., 2009).

Nesse sentido, € necessario o estabelecimento de protocolos de
identificacdo e caracterizagcdo de matérias primas vegetais definindo
parametros minimos de identidade, pureza e de teor de constituintes quimicos,
facilitando a reprodutibilidade e a credibilidade da matéria prima e/ou produto
acabado e sendo fundamental para assegurar a eficacia terapéutica (WHO,
1991; YUNES; FILHO, 2012). Em principio algumas espécies medicinais
possuem parametros minimos de qualidade especificados em compéndios e
codigos oficiais, entretanto diversas plantas utilizadas tradicionalmente ainda
carecem de informacgdes técnicas na literatura, sendo de extrema importancia o
desenvolvimento e publicagcdo de estudos tanto do ponto de vista quimico
quanto farmacolégico destas espécies (MICHELIN et al., 2009).

A pesquisa fitoquimica visa estabelecer os constituintes quimicos das
espécies vegetais e identificar grupos de metabdlitos secundarios relevantes
(SIMOES, 2010). Dentre os métodos existentes para avaliagdo fitoquimica de
drogas vegetais se destacam as técnicas cromatograficas, pois permitem a
identificacdo e quantificacdo direta de compostos ativos em matrizes vegetais.
A técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) tem sido extensamente
utilizada para analise de ativos em drogas vegetais, principalmente devido a
sua simplicidade, baixo custo e rapidez. A necessidade de processos de
separagao mais eficientes e o avango tecnoldgico na area da cromatografia fez
surgir a cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE), técnica

que é muito semelhante a CCD convencional, mas que difere no aspecto
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pratico, pois € parcialmente ou completamente computadorizada, possuindo
consequentemente maior resolugdo, reprodutibilidade, menor limite de
deteccdo, maior rapidez e eficiéncia nos processos de separagao e
identificacdo de compostos quimicos (KLEIN, 2010; COLLINS, 2011).

3.3 TANINOS

Os taninos sdo metabdlitos secundarios ha muito explorados pelo
homem. A cerca de 200 anos atras, industrias do couro ja utilizavam plantas
que possuiam taninos em sua composigao quimica para realizar o processo de
curtimento do couro (HASLAM, 1989; ARAPITSAS, 2012). Com o passar dos
anos e o avango da tecnologia quimica e também devido a grande variabilidade
do teor de taninos entre espécies vegetais que eram utilizadas no processo de
curtimento do couro, estes metabdlitos foram substituidos por agentes
quimicos inorganicos ou polimeros sintéticos, entretanto a sua utilizagao
impulsionou pesquisas e o desenvolvimento de diversas técnicas analiticas
aplicadas para avaliacdo e padronizacdo de matérias primas taniferas
(ARAPITSAS, 2012).

Os taninos sao polifenois derivados do metabolismo do acido
chiquimico amplamente distribuidos no reino vegetal, sdo caracterizados como
moléculas de alto peso molecular, na faixa entre 500 a 5000 Daltons e soluveis
em solugdes aquosas. Baseado em suas estruturas quimicas os taninos podem
ser classificados em dois grupos principais: taninos hidrolisaveis e taninos
condensados (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; MELLO; HASLAM, 2007;
SANTOS, 2010;).

Os taninos condensados s&o oligbmeros e polimeros formados por
unidades de flavan-3,4-didis (leucoantocianidinas) ou constituidos por dimeros
ou maiores combinacdes de flavan-3-ol (proantocianidinas condensadas), tais
como catequina ou epicatequina, unidas por ligagbes covalentes entre os
carbonos C4 e Cg ou carbono C4 e Cg. Estes compostos podem possuir até
cinquenta unidades de catequina e/ou derivados com estruturas complexas
resistentes a hidrolise acido/base, mas podendo ser despolimerizados através

do emprego de n-butanol e acido cloridrico. A denominagao proantocianidinas
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advém da caracteristica que estas moléculas possuem de formar pigmentos
vermelhos apos degradacdo a quente com acido mineral diluido (MARTINZ,
1998; BRUNETON, 2001; SANTOS; MELLO, 2010; SHOJI et al., 2006;
VERZA, 2006).

Os taninos hidrolisaveis sdo compostos por ésteres de acido galico,
acido elagico e/ou seus derivados (acidos fendlicos) ligados a um acgucar
central, possuem ligagcdes éster-carboxila e podem sofrer hidrélise em meio
acido ou basico produzindo carboidratos e acidos fendlicos (HAGERMAN;
BUTLER, 1981). Nesse sentido, devido a grande diversidade estrutural ha uma
enorme dificuldade no estabelecimento de padrdes de referéncia para a classe,
tornando a identificacdo e quantificacdo destes metabdlitos em matrizes
vegetais uma operagao complexa (NOZELLA, 2006).

De acordo com a composi¢gao dos taninos, estes metabdlitos possuem
hidroxilas fendlicas em quantidades suficientes para formar ligagées covalentes
com proteinas, inclusive com proteinas do couro animal, inibindo a putrefagao e
realizando o processo conhecido como curtimento. Estes também sao potentes
inibidores enzimaticos e possuem a capacidade de formar um complexo entre
suas hidroxilas aromaticas com macromoléculas e metais de transicdo,
produzindo coloragbées ou diminuindo a sua solubilidade em meio aquoso
(MAKKAR, 1987; NACZK et al., 2001).

Muitas caracteristicas atribuidas aos taninos, tais como adstringéncia,
fungitoxicidade, inibicdo enzimatica e proteica estdo relacionadas com a sua
capacidade de formar complexos com ions metalicos e macromoléculas,
especialmente com proteinas. A formacao destes complexos ocorre através de
diferentes mecanismos e/ou condi¢cbes tais como: formacdo de pontes de
hidrogénio, interagdes hidréfobas, tamanho molecular ou grau de polimerizagao
dos taninos, estrutura das proteinas, pH e forga ibnica do meio (HASLAM,
1989; SANTOS; MELLO, 2010).

A producgao e utilizagdo de medicamentos e preparados a base de
extratos de plantas medicinais que contém taninos, se baseiam nas
propriedades adstringentes destes metabdlitos (MONTEIRO et al., 2005).
Estudos mostram que a complexacdo dos taninos com polissacarideos,
proteinas e ions metalicos, conferem atividades antidiarreicas e hemostaticas a

extratos de plantas medicinais que os contém, justificando o uso etnomedicinal
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de plantas taniferas contra tais moléstias (BRUNETON, 2001; MONTEIRO,
2005; SANTOS; MELLO, 2010). Além disto, os taninos por precipitarem ions,
proteinas e enzimas em solugdo conferem atividades antifungicas,
antimicrobiana, antiviral e moluscicida aos extratos que os contém (BRUYNE,
et al., 1999; BRUNETON, 2001; SANTOS; VERZA, 2006; MELLO, 2010).

Apesar de possuirem varios usos benéficos, os taninos também
apresentam efeitos toxicos e nocivos em animais e humanos, principalmente
devido a capacidade de formar complexos com proteinas (LIAO et al., 2003;
MONTEIRO, 2005). Liao e colaboradores (2003) sugeriram que os taninos
hidrolisaveis possuem maior toxicidade quando comparados aos taninos
condensados, devido ao fato de serem facilmente hidrolisados e degradados
em sistemas bioldgicos, sendo os produtos de degradacdo potencialmente
téxicos para 6rgaos como rins e figado. Entretanto ainda n&o existem estudos
que assegurem limites de toxicidade para a utilizagdo de produtos em geral que
contenham estes metabalitos.

Estudos tem mostrado que os taninos podem diminuir a absorgéo de
nutrientes, além de promover a diminuicdo do apetite, ao inibir enzimas
digestivas, afetando a absorgéo e utilizagdo de vitaminas e sais minerais em
animais herbivoros, sendo algumas espécies vegetais classificadas até como
antinutricionais (SILANIKOVE et al., 2001; LIAO et al., 2003; MAKKAR, 2003;
MONTEIRO et al., 2005; NOZELLA, 2006).

3.4 QUANTIFICAGAO DE TANINOS POR UV-VIS

O estudo de taninos pela técnica de espectrofotometria no UV-Vis
muitas vezes utiliza a produgdo ou inclusdo de grupos croméforos nas
moléculas de taninos para que haja uma diferenciagao deste grupo na solugao
contendo a matriz vegetal, proporcionando assim, a identificacdo e
quantificacdo destes metabdlitos. Para isto, sdo comumente utilizados métodos
que incluem a despolimerizacdo oxidativa de taninos condensados, reagdes
com o anel A das proantocianidinas com aldeidos aromaticos, reacdes
enzimaticas, inibicdo microbiana através da comparagao entre o halo obtido

experimentalmente além de reagdes colorimétricas de oxido-redugdo e
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procedimentos gravimétricos através da precipitagdo destas macromoléculas
(HARBORNE, 2000; SCHOFIELD et al, 2001; HARVEY, 2001; MONTEIRO et
al., 2005; VERZA, 2006).

Para a determinagdo de taninos condensados pode ser utilizado o
método butanol-acido cloridrico, onde é feita uma catalise acida oxidativa
causando uma despolimerizacdo dos taninos condensados produzindo uma
coloragdo avermelhada devido a presenca de antocianinas precipitadas na
solugdo. Os taninos hidrolisaveis nao sao reativos a este método (HASLAM,
1989; SCHOFIELD; MBUGUA, 2001). Também pode ser utilizado o método de
reacdo com a vanilina em acido sulfurico ou cloridrico. A vanilina € um aldeido
redutor que possui um anel aromatico e em pH acido reage com as hidroxilas
dos taninos condensados acarretando a formagao de complexos colorimétricos.
Entretanto, a reacao é extremamente sensivel a diversos fatores tais como tipo
de solvente utilizado, tempo de reacéo, tipo de acido utilizado para a catalise
da reacgao, temperatura e concentragdo de vanilina (HAGERMAN, 1998; SUN
et al., 1998).

Dentre os métodos de oxi-reducdo com formagao de complexo, tem
destaque os métodos de Folin-Denis, Folin-Ciocalteau e azul da prussia. Todos
envolvem o doseamento de polifenois mediante a formacdo de complexo de
coloragdo mensuravel no Vis, derivado da reducdo dos reagentes com as
hidroxilas fendlicas sendo a intensidade da coloracédo obtida, proporcional ao
conteudo de polifenois presentes em solucdo. O método de Folin-Ciocalteau é
citado para o doseamento de taninos por alguns compéndios (BP, 2001; DAB,
1998; Ph. Eur., 2002; FB5, 2010)

No método de Folin-Ciocalteau, ocorre uma reacgao de reducao entre o
acido fosfotungstico e as hidroxilas presentes nos polifenois, formando um
complexo cromoforo azulado constituido de acido fosfotungstico-
fosfomolibidénio e polifenois. A absorcdo maxima deste cromoéforo depende do
pH da solucdo e da concentracdo de compostos fendlicos presentes na
amostra. Entretanto, trata-se de uma técnica geral, pois alguns parametros
podem ser modificados, como a quantidade do reagente Folin-Ciocalteu,
concentracdo de carbonato de soédio, padrdo usado e tempo de leitura.

Consequentemente, a reagao nao é especifica para taninos (VERZA, 2006).
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Dessa forma, entretanto, para contornar essa falta de especificidade, o
procedimento é associado ao método de precipitacdo com proteinas ou
polimeros da polvidina, sendo capaz de, mediante a adsorgdo com substratos
proteicos, determinar o teor de taninos totais, sendo este, calculado através da
diferenga entre o teor de polifenois totais e o teor da fragdo polifendlica nédo
adsorvida (VERZA, 2007). Quando utilizado para este fim, o método possui a
desvantagem de fornecer apenas a estimativa do conteudo total de taninos,
pois nao fornece a estimativa individual de cada tipo de taninos. Apesar disto, o
meétodo alcanga grande destaque devido a sua simplicidade, baixo custo e
ampla disponibilidade em laboratérios de pequeno porte que efetuam analises
de controle de qualidade deste tipo de metabolito (SOLON et al., 2007; CUNHA
et al., 2009; FB5, 2010; ADAMCZYK et al., 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 OBTENGCAO E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As amostras de cascas do caule (JUC1) e frutos (JUF1) para a
producao do lote 1 foram coletadas em Limoeiro (Pernambuco — Brasil). Apés a
coleta, o material botanico foi levado para identificagdo no Instituto Agronémico
de Pernambuco, onde foi depositada uma exsicata sob numero de tombamento
88145. As amostras de casca (JUC2 e JUC3) e frutos (JUF2 e JUF3) utilizadas
na preparacao dos lotes 2 e 3 foram adquiridas no mercado publico do bairro
de S&o José na cidade do Recife (Pernambuco — Brasil) e oriundas do
municipio de palmares. As amostras foram submetidas a secagem em estufa, a
temperatura de 45 °C durante 96 horas, e em seguida pulverizado em moinho
de facas da marca Adamo, modelo Wiley®. A tabela 1 relata a data de coleta,

lote e codigo de identificacéo atribuido a cada amostra utilizada no estudo.

TABELA 1 - IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS DE Libidibia ferrea (MART.)
L.P. QUEIROZ

Denominagdao Lote Data de Coleta Lote/Fornecedor Local de Coleta
Jucd Casca

JUC1 001 02/11/2011 Coleta propria Limoeiro, PE
JuC2 002 10/05/2013 Mercado publico Palmares, PE
JUC3 003 10/05/2013 Mercado publico Palmares, PE
Juca Fruto

JUF1 001 02/11/2011 Coleta propria Limoeiro, PE
JUF2 002 10/05/2013 Mercado publico Palmares, PE
JUF3 003 10/05/2013 Mercado publico Palmares, PE

Fonte: Préprio Autor.
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4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

Para o controle de qualidade fisico-quimico das amostras foram
empregados Métodos Gerais em Farmacognosia, secgdo fisico-quimica,
preconizados pela Farmacopeia Brasileira 5 (BRASIL, 2010). Os dados obtidos
para determinacdo do didmetro médio das particulas foram analisados por
meétodos graficos como o histograma de distribuicdo e a curvas de retencado e
passagem. Ainda foi realizado o teste de determinagdo de substancias

extraiveis por agua. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.1 Matéria estranha

A tomada de amostra para o ensaio foi realizada com auxilio da técnica
de quarteamento descrita em compéndio oficial (FB5, 2010), onde foram
coletadas amostras com cerca de 50 g de cada lote (peso médio de 500 g por
lote) de casca e fruto de juca, em seguida estas amostras foram espalhadas
uniformemente em camada delgada. Por fim, os materiais estranhos as
amostras foram separados manualmente, inicialmente a olho nu e, em seguida
com o auxilio de lente de aumento (cinco a dez vezes). O material separado foi
pesado com base no peso da amostra submetida ao ensaio e foi calculada a

percentagem de matéria estranha em porcentagem de massa.

4.2.2 Perda por dessecagado — Método gravimétrico

Foram pesados, em pesa-filtros previamente dessecados, cerca de 2 g
de cada amostra finamente pulverizada. Em seguida, foram submetidos a
aquecimento de 105 °C em estufa durante 5 horas. Os pesa-filtros foram
resfriados a temperatura ambiente em dessecador e pesados. Em seguida
foram recolocados em estufa por mais 1 hora, resfriados e novamente

pesados. O procedimento foi repetido até obtencao de peso constante.
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A percentagem de perda por dessecagao foi calculada segundo a
equacao abaixo:

u l)S

PD = x 100

Em que:

PD = perda por dessecacao; Pa = peso da amostra; Pu = peso do pesa-filtro
contendo a amostra antes da dessecacao; Ps = peso do pesa-filtro contendo a

amostra apos a dessecagao.

4.2.3 Determinacao de cinzas totais

Foram colocados cerca de 3 g dos lotes de casca e fruto de juca em
cadinhos de porcelana previamente dessecados; A droga foi distribuida
uniformemente no fundo dos cadinhos, em seguida, estes foram levados a
aquecimento de 200 °C * 25 °C durante 30 minutos, seguido de 400 °C + 25 °C
durante 60 minutos e 600 °C + 25 °C durante 90 minutos. Apds este processo,
os cadinhos foram retirados da mufla e resfriados em dessecador a
temperatura ambiente, foram pesados e colocados de volta ao aquecimento de

600 °C + 25 °C até obtencgédo de peso constante.

4.2 .4 Determinagao granulométrica

Foram utilizados tamises de abertura: 850, 600, 500, 250, 150 e 90 pym
€ a base sem abertura. Os tamises foram empilhados em ordem crescente e
colocados no tamisador. Para o ensaio, foram pesadas amostras de cerca de
25 g de cada lote e transferidos para o tamis superior de abertura 850 ym, os
pos foram distribuidos uniformemente sobre a superficie do mesmo. Apds
tampar o conjunto de tamises, o aparelho foi ligado durante 15 minutos com a
vibragdo adequada. Apds o término, cada tamis foi pesado e, em seguida,

foram calculados os didmetros médios de cada lote das drogas vegetais.
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4.2.5 Determinacgao de substancias extraiveis por agua — Extragdo a quente

Foram transferidos cerca de 4,0 g das drogas vegetais a erlenmeyers
de 250 mL e foram adicionados 100 mL de agua destilada, em seguida o
conjunto foi pesado, agitado e deixado em repouso por 1 hora. Os
enrlenmeyers foram levados a aquecimento em banho-maria por 1 h, resfriados
e pesados. O peso foi corrigido com o solvente especifico para o ensaio. A
solugao foi misturada e rapidamente filtrada. Em uma capsula de porcelana foi
transferido 25 mL do filtrado e levada a secura em banho de agua. Por fim, as
amostras foram submetidas a secagem em estufa a 105 °C durante 6 horas,
esfriadas em dessecador por 30 minutos e pesadas. Os resultados foram
expressos em porcentagem de materiais extraidos em mg/g de droga vegetal

Seca.

4.3 TRIAGEM FITOQUIMICA

Os metobdlitos secundarios avaliados na elaboracdo do perfil
fitoquimico foram: Polifenois (flavonoides, derivados cinamicos, cumarinas,
derivados antracénicos, taninos hidrolisaveis e condensados), triterpenos,

esteroides, saponinas, agucares redutores e alcaloides.

4.3.1 Obtencao das solugdes extrativas

As condicbes de preparagao das solugdes extrativas foram baseadas
nas metodologias propostas por Wagner & Bladt (2001) e otimizadas de acordo
com a afinidade dos metabdlitos de interesse pelos solventes utilizados nos

processos extrativos (avaliagdo da constante dielétrica).

4.3.2 Sistema cromatografico (CCD)

Foram utilizadas cromatoplacas de silica gel 60 Fys4 com 0,2 mm de
espessura adsorvida em suporte de aluminio (E. Merck) de dimensdes 20 x 10

cm. Para aplicagdo das amostras nas cromatoplacas, foi utilizado um aplicador
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automatico modelo Linomat V da empresa CAMAG (Camag Muttenz, Suiga),
equipado com seringa de 100 yL (CAMAG). A cuba/camara cromatografica
(CAMAG) com as dimensdes 20 x 10 cm foi saturada com o solvente de
eluicdo e uso de papel de filtro contra a parede durante pelo menos 1 hora

antes de cada processo de separagao.

4.3.3 Sistemas de eluicao

Os sistemas de eluigdo foram preparados de acordo com Wagner &
Bladt (2001) e suas polaridades ajustadas de acordo com os fatores de
retencao (Rf) obtidos para os padrdes de referéncia utilizados. Os sistemas de
eluicdo, padrées de referéncia e reveladores utilizados inicialmente para a

obtenc¢do dos cromatogramas estdo apresentados na tabela 2.
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TABELA 2 - SISTEMAS CROMATOGRAFICOS EMPREGADOS PARA A
OBTENGCAO DO PERFIL FITOQUIMICO DAS CASCAS DO CAULE E

FRUTOS DE L. ferrea.

Classe de metabdlito Sistema Padréao Revelador
AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0
Acucares redutores D-maltose Timol 0,5% EtOH
(100:11:11:27)
AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0
Alcaloides Pilocarpina Dragendorff

Antraquinonas

Cumarinas

Derivados Cindmicos

Flavonoides

Taninos hidrolisaveis

Taninos Condensados

Triterpenos/Esteroides

(100:11:11:27)
AcOEt - HCOOH - H,0
(90:5:5)
EtOEt - Tolueno - AcOH 10%
(50:50:50)

AcOEt - HCOOH - AcOH - H,0O
(100:11:11:27)

AcOEt - HCOOH - AcOH - H,O

(100:11:11:27)

AcOEt - HCOOH - H,0
(90:5:5)
AcOEt - HCOOH - H,0
(90:5:5)
Tolueno - AcOEt

(90:10)

Senosideos A e B

Cumarina

Ac. Cafeico

Rutina

Acido Galico

Acido elagico

Catequina

B-sitosterol

AcNO3 (25%)

KOH + UV 250 nm

NEU

NEU

Cloreto Férrico

Vanilina Cloridrica

Lieberman Buchard

Fonte: Préprio Autor.

AcOEt = Acetato de etila; HCOOH = Acido formico; AcOH = Acido acético; AcNO; = Acido
nitrico; EtOH = Alcool etilico; H,O = Agua; KOH = hidréxido de soédio; NEU = acido
etilborilaminoéster a 1% em metanol; UV = ultravioleta.

4.3.4 Teste de afrogenicidade

Foram pesados cerca de 1 g de cada lote e transferidos para
erlenmeyer contendo 50 mL de agua fervente. As drogas foram mantidas em
decoccao por 30 minutos e resfriadas em temperatura ambiente. O conteudo
foi filtrado por papel de filtro para baldo volumétrico de 100 mL e o volume
preenchido com agua destilada, em seguida, o decocto foi distribuido em 10
tubos de ensaio com tampa em série sucessiva de 1 a 10 mL de extrato, o
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volume de liquido foi ajustado para 10 mL utilizando agua em cada tubo. Os
tubos foram tampados e agitados com movimentos verticais por 15 segundos,
foram deixados em repouso por 15 minutos e em seguida a altura da espuma
foi medida. O indice de espuma foi calculado segundo a equacéo 1000/A, onde

A é o volume em mL do decocto utilizado para preparagao do tubo.

4.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA QUANTIFICACAO DO TEOR DE
TANINOS TOTAIS

4.4.1 Solugao estoque

Cerca de 0,5 g da droga moida foi transferida para baldo de fundo
redondo com capacidade para 250 mL e adicionado de 150,0 mL de agua
destilada. A mistura foi mantida sob refluxo em banho-maria durante 30
minutos sob 85 °C e, em seguida, resfriada até temperatura ambiente. Todo o
conteudo foi transferido para baldo volumétrico com capacidade para 250 mL e
o volume completado com agua destilada. A mistura foi deixada em repouso
para decantar, em seguida foi filtrada através de papel de filtro desprezando-se
os primeiros 50 mL. O restante do filtrado constituiu a Solugdo Estoque (SE -
0,002 g/mL).

4.4.2 Solugao amostra para polifendis totais (PFT)

Para preparagao da amostra, 5,0 mL de SE foram tomados e diluidos
com agua destilada em baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, 2,0 mL desta
solugdo, 1,0 mL de reagente Folin-Ciocalteau e 10 mL de agua destilada foram
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e o volume completado com
solugao de carbonato de sodio anidro (Na;COs3) a 29% (m/v). Apdés 30 minutos,
a absorvancia correspondente aos polifendis totais (PFT) foi mensurada em

760 nm (A1) utilizando agua destilada para ajuste do zero.
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4.4.3 Solugado amostra para polifendis ndo adsorvidos por pé de pele (FNT)

Para preparagdo da amostra, 10,0 mL da SE foi adicionado do agente
precipitante (p6é de pele, caseina ou polivinilpirrolidona) e submetidos a
agitagcdo em erlenmeyer de 125 mL durante 60 minutos. A solucao resultante
foi filtrada em papel de filtro e 5,0 mL do filtrado diluidos com agua destilada
em baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, 2,0 mL desta solugéo, 1,0 mL de
reagente Folin-Ciocalteau e 10 mL de agua destilada foram transferidos para
baldo volumétrico de 25 mL e o volume completado com solugdo de carbonato
de sodio anidro (NayCOsz) a 29% (m/v). Apos 30 minutos, absorvancia
correspondente a fracdo nado-tanante (FNT) foi mensurada em 760 nm (Ay)

utilizando agua destilada para ajuste do zero.
4.4 .4 Solugao padrao

Cerca de 50,0 mg de cada padrao de referéncia foram dissolvidos em
100 mL de agua destilada. Em seguida, 5,0 mL da solugdo do padrao foram
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado com o
mesmo solvente. Por fim, 2,0 mL dessa solugdo, 1,0 mL de reagente Folin-
Ciocalteau e 10,0 mL de agua destilada foram transferidos para balédo
volumétrico de 25 mL e o volume completado com solugdo de carbonato de
sédio a 29% (m/v). Apés 30 minutos, a absorvancia da solugdo padrao foi

mensurada em 760 nm (A3) utilizando agua destilada para ajuste do zero.

O teor de taninos totais foi calculado em porcentagem de taninos

(droga seca), expressos em g% de padrao, segundo a Equacgao abaixo:

_ 62,5 X (Al _Az) X mz

TT
Az X my

Onde: TT = teor de taninos totais em g% de pirogalol; A; = absorvancia da solugao amostra
para polifendis totais; A, = absorvancia da solugdo amostra para polifendis nao adsorvidos em
po de pele; A; = absorvancia da solugdo padrao; my = massa da amostra utilizada no ensaio,

em gramas, considerando a determinagéo de agua; m, = massa do padrao, em gramas.
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4.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS E REACIONAIS DO
METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU

4.5.1 Determinagédo do comprimento de onda e do tempo de leitura

Para o estabelecimento do comprimento de onda para a leitura, as
amostras e os padrdes foram submetidos a varreduras na regiao de 400 a 900
nm, apos 30 minutos da adi¢ao do ultimo reagente descrito no procedimento
geral para preparagdo de amostras para PFT. Os dados espectrais foram
usados para a escolha do comprimento de onda de maxima absorvancia e
auxiliaram na avaliagao preliminar das diluigdes.

O tempo de reacao foi investigado através de cinética reacional a partir
da absorvancia lida em fungéo do tempo para as amostras (cascas do caule ou
frutos) e os padrbes (pirogalol, acido galico e catequina). As medidas foram
iniciadas 5 minutos apds a adicdo do ultimo reagente (solugdo de Na,COs.

29%, m/v), e repetidas a cada intervalo de 5 minutos durante 60 minutos.

4.5.2 Determinacao do padrao de referéncia

Para eleicao do padrao de referéncia, curvas de calibragdo para cada
uma das substancias de referéncia (pirogalol, acido galico ou catequina) foram
construidas empregando cinco niveis de concentracao (1,00 a 5,00 pg/mL). As
determinacdes foram realizadas em espectrofotbmetro apdés a execugao dos
procedimentos reacionais para determinacdo de PFT. Os resultados foram
analisados por regresséo linear utilizando o método dos minimos quadrados, e
calculado o coeficiente de determinacao (Rz). A selecdo do padrao de
referéncia para a metodologia foi feita de acordo Bueno (2012) avaliando o
coeficiente angular médio de trés curvas e a absortividade molar de cada
substancia calculada através da equacdo: A = e.b.c, onde A = absorvancia
(U.A); € = absortividade molar (mol/L); b = caminho éptico da célula (cm); ¢ =
concentragdo da amostra (g/100 mL) (PELILLO et al., 2004; BUENO et al.,
2012).
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4.5.3 Avaliagao da proporgao droga:solvente

As amostras foram preparadas empregando quantidades diferentes da
droga vegetal (casca do caule ou fruto) em quantidades de 0,50, 0,75 ou 1,00 g
para 250 mL de agua destilada. Em seguida foram submetidas ao
procedimento geral descrito para quantificagcao do teor PFT (DA COSTA et al.,
2011).

4.5.4 Avaliagao da influéncia do reagente de Folin-Ciocalteau e da solugéo de
N82CO3

A influéncia das condicbes reacionais sobre o teor de polifenois totais
foi avaliada através de um planejamento fatorial 22, utilizando como variaveis
independentes o reagente de Folin-Ciocalteau (1 e 3 mL) e a solugdo de
NayCOs3 (10 e 29%, m/v). A matriz foi adicionada de trés pontos centrais (Folin
=2 mL; Na,CO3= 15%), e os experimentos executados em triplicata (BARROS
NETO et al., 2010). A variavel dependente avaliada no estudo foi o teor de PFT
expressos em g% dos padrdes de referéncia, a partir da absorvancia lida apés
30 minutos da adicdo do ultimo reagente. A analise estatistica dos dados foi
realizada por ANOVA e os dados foram usados para calcular superficies de
resposta com auxilio dos programas Microsoft Excel e STATISTICA 6.0
(StatSoft,EUA).

4.5.6 Avaliagao do agente complexante

Nesta etapa, foram avaliados diferentes tipos de agentes complexantes
para verificar a influéncia destes sobre o teor de taninos totais (MONTEIRO et
al., 2005; SOLON et al., 2007; VERZA et al., 2007). Foram utilizados caseina,
polivinilpirrolidona (PVP) e p6 de pele, em diferentes quantidades (100, 150 e
200 mg), os teores de taninos totais foram calculados e os resultados

expressos como média, desvio padrao e desvio padrao relativo (DPR%).
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4.6 VALIDACAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS ICH (2005) E RE 899
(2003)

O método foi validado de acordo com os parametros preconizados pelo
International Conference Harmonization (ICH) e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), utilizando como parametros: linearidade, especificidade,
limites de deteccdo e quantificagdo, precisdo, exatiddo e robustez. A
confiabilidade estatistica dos resultados foi estabelecida a partir do desvio
padrao relativo (DPR%). Alguns dos resultados foram tratados por analise de
variancia (ANOVA) One-Way ou Two-Way e teste t-student, a fim de verificar

diferencgas significativas entre médias ou variancias resultantes dos ensaios.

4.6.1 Linearidade

As amostras de cascas e frutos foram preparadas conforme descrito
anteriormente, e apos as diluicbes apropriadas, apresentaram faixa de
concentracdes entre 16,0-48,0 ug/mL para cascas, e de 8,0-40,0 pg/mL para
os frutos. Além disso, foram obtidas solu¢gdes dos padrbes acido galico,
catequina e pirogalol, com concentragdes entre 2,0-8,0 uyg/mL, 2,0-7,0 pyg/mL e
1,0-5,0 pg/mL, respectivamente, para construgdo de curvas de calibragdo. Os
resultados foram analisados por regressao linear usando o método dos
minimos quadrados para calcular o coeficiente de determinagdo (R?) e outros

parametros do modelo matematico.

4.6.2 Especificidade

Foram elaboradas curvas de linearidade nas concentragdes descritas
acima para as solugcdes de PFT das cascas e frutos, entretanto, os pontos
utilizados nas curvas foram contaminados com quantidades definidas dos
padrdes de referéncia (25 mg de pirogalol; 50 mg de acido galico e catequina).
Por fim, a especificidade foi avaliada através da comparagdao entre as
inclinagbes das curvas (coeficiente angular) obtidas no ensaio de
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especificidade e as curvas obtidas no ensaio de linearidade (RIBANI et al.,
2004; BUENO et al., 2012).

4.6.3 Limites de deteccao e quantificacéao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram estimados

através das equacgdes abaixo disponiveis na RE 899 (BRASIL, 2003):

DPa x 3 DPa x 10
= - Q= ——

LD IC IC

Onde, DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo do y de, no minimo, 3 curvas de
calibragado construidas para a substancia de interesse e IC é a inclinagdo média das3 curvas de

calibragdo auténticas. Todos os resultados foram expressos em ug/mL.
4.6.4 Precisao

A precisao foi avaliada em dois niveis: intra-corrida, através de analise
de 6 amostras de mesma concentragdo (100%), no mesmo dia e pelo mesmo
operador; e, precisao inter-corrida, através da analise de 3 amostras de mesma
concentragédo (100%), por dois analistas e em dois dias diferentes. Os

resultados foram expressos em g% de cada um dos padrbes de referéncia.
4.6.5 Exatidao

Foi avaliada através de ensaios de recuperacdo, através do qual
amostras da solugéo extrativa de cada farmacdégeno foram fortificadas com o
padrdao em trés niveis de concentracdes. A percentagem de recuperacéao foi
calculada pela razdo entre as concentragcbes médias determinadas
experimentalmente e as concentragcdes tedricas esperadas para a solucao
fortificada. Foram utilizados extratos em concentragbes de 16,0 pg/mL da
casca e 32,0 yg/mL do fruto e a estes foram adicionadas de trés quantidades
de acido galico e catequina (50,0, 75,0 e 100,0 ug); e ( pirogalol (25,0, 50,0 e
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75,0 ug), em seguida o procedimento usual foi realizado para determinagéo das

absorvancias.

4.6.6 Robustez

Para a robustez foi avaliada a estabilidade do produto reacional a
exposi¢cdo a luz ambiente durante todo o processo de manipulagdo das
amostras, bem como a avaliacdo dos parametros de estabilidade das solugdes
extrativas (Oh e 6h) e diferentes equipamentos para a leitura das amostras
(Evolution 60s/Thermo e AJ1900/Micronal).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA

5.1.1 Matéria estranha

A determinagcdo de material estranho em drogas vegetais € um
parametro que visa avaliar se a droga vegetal esta livre de contaminantes
como restos de insetos, fungos, impurezas de origem mineral, tecidos do
mesmo vegetal sem atividade medicinal, partes contaminantes de outras
plantas e outros materiais contaminantes, pois estes sao fatores que diminuem
o rendimento das drogas vegetais (SIMOES, 2010). Através dos resultados
obtidos no ensaio, todas as amostras cumprem as exigéncias legais nao
apresentando valores superiores a 2% m/m de material estranho (casca: 0,25%
1 0,0014; fruto: 0,08% = 0,0039).

5.1.2 Perda por dessecagéo — Método gravimétrico

A avaliagdo da perda por dessecagao do material vegetal visa
quantificar os percentuais de umidade residual contidos na droga vegetal,
sendo este parametro de grande importancia para a garantia e preservagao da
autenticidade da matéria prima vegetal. Nesse sentido, uma elevada
quantidade de agua presente na droga vegetal podera ocasionar a proliferacéo
microbiana, aumento de reagdes quimicas e enzimaticas, processos que
resultam em mudangas quimicas e bioquimicas nas matrizes vegetais,
influenciando diretamente na qualidade do produto final (COUTO et al., 2009;
SIMOES, 2010, MARQUES et al., 2012).

Os lotes de casca apresentaram um percentual de umidade 12,31% =
0,81% e para os frutos foi obtido o teor médio de umidade de 14,64% * 0,84%.
A diferenga entre os dados de umidade de casca e fruto pode ser justificada
devido a grande quantidade de acgucares hidrosoluveis presentes na
composi¢cao quimica do fruto de juca, que favorecem a retencéo e o acumulo

de agua nesse tipo de material (LOPES et al., 2013). Os resultados observados
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para o fruto sdo classificados como desconforme segundo os limites
preconizados pela Farmacopeia Brasileira (8-14%) (FB4, 2000) para umidade
residual presente em drogas vegetais, havendo a necessidade de avaliagdo e

ajuste (aumento do tempo) no processo de secagem deste farmacdgeno.

5.1.3 Determinacéao de cinzas totais

O teor de cinzas totais expressa a quantidade de substancias obtidas
por incineragdao que nao sao volateis, estas, representam a soma do material
inorganico presentes na constituicao da droga vegetal e materiais inorganicos
advindos do ambiente ou na etapa de processamento do material vegetal. A
Farmacopeia Brasileira preconiza o limite maximo de 14% em diversas
monografias oficiais, entretanto quando o teor encontrado esta situado acima
de 8% ¢é necessario realizar o ensaio de determinacao de cinzas insoluveis em
acido para a determinagcdo de materiais silicosos presentes na droga vegetal
(BRAGA et al., 2007; SIMOES et al., 2010).

No ensaio foram obtidos os teores de cinzas totais de 6,27% £ 1,01%
na casca e 3,16% = 0,71% nos frutos. O teor encontrado para a casca do caule
€ proximo ao teor encontrado por Frasson (2003) em seu estudo de qualidade
da droga constituida de caule de juca. O autor também afirmou que o alto teor
de cinzas no caule é justificado pela presenga de sais inorganicos no material
vegetal (FRASSON et al., 2003). De acordo com os valores de cinzas totais
obtidos, ndo houve a necessidade de realizar o doseamento de cinzas
insoluveis em acido uma vez que os teores nao ultrapassaram o limite
preconizado de 8%, estando todos os lotes dentro dos limites de cinzas totais
preconizados pela Farmacopeia Brasileira em varias monografias (<14%),
indicando que n&o possuem contaminagao por terra ou areia (FB5, 2010;
SIMOES, 2010).
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5.1.4 Analise granulométrica

A moagem é um processo que possibilita reduzir mecanicamente a
droga vegetal a fragmentos de granulometria pequena, fina e uniforme para
possibilitar a homogeneidade do material vegetal e reprodutibilidade dos
processos extrativos. A diminuicdo das particulas leva ao aumento na
superficie de contato do material vegetal com o solvente e torna o processo de
extracdo mais eficiente (SONAGLIO et al., 2010; MARQUES, 2012).

A avaliagao granulométrica € um parametro de elevada importancia a
ser determinado, pois representa influéncia direta sobre a eficiéncia da
extracdo. Apos a realizacdo dos processos de tamisacdo, os resultados
observados nas figuras de 1 a 4 mostram que nos diferentes lotes foi possivel
estabelecer um didmetro médio de 611,33 um £ 58,57 ym para as amostras de
cascas do caule e 515,67 um + 91,89 ym para as amostras dos frutos, sendo
todas as amostras consideradas como pés grossos segundo classificacao da
Farmacopeia Brasileira 5 Ed. (FBS, 2010), uma vez que as particulas obtidas

nao passaram em sua totalidade pela malha de 850 um em nenhum lote.

FIGURA 1 - DISTRIBUIGOES GRANULOMETRICAS REFERENTES AS
AMOSTRAS DAS CASCAS DE L. ferrea.
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Fonte: Préprio Autor.
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FIGURA 2 - DISTRIBUIGOES GRANULOMETRICAS REFERENTES AS
AMOSTRAS DOS FRUTOS DE L. ferrea.
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Fonte: Préprio Autor.

FIGURA 3 - CURVAS DE RETENGAO E PASSAGEM REFERENTES AS
AMOSTRAS DE CASCA DO CAULE DE L. ferrea.
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Fonte: Préprio Autor.
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FIGURA 4 - CURVAS DE RETENGAO E PASSAGEM REFERENTES AS
AMOSTRAS DE FRUTOS DE L. ferrea.
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Fonte: Préprio Autor.

5.1.5 Determinacao de substancias extraiveis por agua — Extragao a quente

A determinacdo do teor de substancias extraiveis por agua visa
determinar a presenga de compostos hidrossoluveis presentes no material
vegetal, dentre estes podem ser citados: aminoacidos, agucares, flavonoides
glicosilados, mucilagens e diversos metabdlitos secundarios hidrossoluveis
(BARNI et al., 2009; MARQUES et al., 2012).

O rendimento encontrado foi de 0,856 g% * 0,019 g% para a casca e
1,37 g% + 0,146 g% para o fruto, sendo o teor encontrado nos frutos maior
devido a diversidade de compostos quimicos do fruto em comparagao com a
casca, entre os quais a elevada presenca de acgucares hidrossoluveis em sua

composi¢ao quimica relatada pela literatura (MICHELIN et al., 2010).
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TABELA 3 - ANALISES DE CONTROLE DE QUALIDADE EM CASCAS E
FRUTOS DE L. ferrea.

- Lotes de Cascas Lotes de Frutos ipn "
Analise Especificagdo
JUC1 JUC2 JUC3 JUF1 JUF2 JUF3

Matéria estranha 0,06% 0,06% 0,05% 0,09% 0,09% 0,08% <2% m/m

Umidade 11,25% 12,89% 12,79% 14,51% 15,02% 14,41%  8-14% m/m
Cinzas totais 511% 7,37% 6,34% 2,25% 3,61% 3,61% <14% m/m
Granulometria 568 ym 678 ym 588 ym 577 uym 560 um 410 ym -

Teor de extrativos  0,87% 0,86% 0,84% 137% 1,52% 1,30% -

Fonte: Préprio Autor.

5.2 TRIAGEM FITOQUIMICA

Uma das técnicas mais extensamente utilizadas para o
estabelecimento de perfis quimicos dos metabdlitos presentes em espécies
vegetais € a cromatografia em camada delgada (CCD). Associada a sua
simplicidade, baixo custo e rapidez, destaca-se a facilidade em detectar
qualitativamente a presenca ou auséncia de determinados compostos com
auxilio dos respectivos padroes (KLEIN, 2010; COLLINS, 2011).

O resultado da triagem fitoquimica dos farmacogenos de juca sugeriu a
presenca de flavonoides, derivados cinamicos, agucares redutores e taninos
hidrolisaveis em ambas as drogas; o acido elagico sé foi observado nos
extratos etandlicos dos fruto; derivados da catequina (taninos condensados) s6
foram observados nas cascas do caule. Frasson (2003) analisou drogas
constituidas de caule e folhas da espécie e relatou a presenca de triterpenos e

esteroides (n&o observados neste estudo), flavonoides e taninos hidrolisaveis.

Em relacdo aos taninos hidrolisaveis, foram observadas bandas de
mesma coloracao e deslocamento que a observada para a solugao padrao de
acido galico (Rf 0,75) em todas as amostras analisadas (Fig. 5). Entretanto, na
avaliacao dos frutos, a banda correspondente ao padrao apresentou maior
intensidade em comparagdo com as cascas, indicando maior concentragcao
destes metabdlitos neste farmacdégeno. Além disso, outras bandas detectadas
para o fruto (Rf: 0,16; 0,25) sugerem a presenga de derivados de taninos

hidrolisaveis do tipo galico. Os resultados obtidos corroboram com a literatura
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sendo possivel evidenciar a presenca de taninos hidrolisaveis em

farmacdogenos da espécie L. ferrea (FRASSON, 2003).

FIGURA 5 - PERFIL EM CCD PARA A AVALIAGAO DA PRESENGA DE
TANINOS HIDROSOLUVEIS EM CASCAS DO CAULE E FRUTOS DE JUCA,
UTILIZANDO FASE MOVEL ACOET/HCOOH/H20 (90:5:5), PADRAO ACIDO
GALICO E REVELADO COM SOLUGAO DE CLORETO FERRICO
METANOLICO A 1% (M/V).

-.-';‘:47 o
Jc1 JC2 JC3 JF1  JF2 JF3  AG

Fonte: Préprio Autor.

Na figura 6 ainda pode ser sugerida a presencga de acido elagico de Rf
0,80, este metabdlito consiste em um dimero de acido galico classificado
também como tanino hidrolisavel. O cromatograma nao evidenciou a presenca

de acido elagico na droga JUC3.



43

FIGURA 6 - CROMATOGRAMA PARA A AVALIAGAO DA PRESENGCA DE
ACIDO ELAGICO EM CASCAS DO CAULE E FRUTOS DE JUCA,
UTILIZANDO FASE MOVEL ACOET/HCOOH/H20 (90:5:5) PADRAO ACIDO
ELAGICO E REVELADO COM NEU.

Juc1 Juc2 JUC3  JUF1 JUF2 JUF3  AC.EL.

Fonte: Préprio Autor.

Na figura 7 néo foi possivel visualizar a presenga de catequina (Rf
0,85) nas amostras avaliadas no ensaio, entretanto a coloragdo avermelhada
especifica da reacdo entre os taninos condensados e a vanilina cloridrica,
sugerem a presencga de derivados da catequina nas amostras de cascas do
caule de juca (SCHOFIELD, 2001).
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FIGURA 7 - CROMATOGRAMA PARA AVALIAGAO DA PRESENGA DE
TANINOS CONDENSADOS EM CASCAS DO CAULE E FRUTOS DE JUCA,
UTILIZANDO FASE MOVEL ACOET/HCOOH/H20 (90:5:5), PADRAO
CATEQUINA E REVELADO COM SOLUGAO ETANOLICA DE VANILINA
CLORIDRICA A 1% (M/V).

Fonte: Préprio Autor.

Na figura 8 nao foi possivel visualizar a presenca de rutina (Rf 0,80) ou
acido cafeico (Rf 0,78) nas amostras, entretanto a coloracdo amarelada nas
amostras de JUC1, JUF1, JUF2 e JUF 3 sugerem a presencga de flavonoides,
pois estas desenvolveram coloragdo amarelada quando reveladas com o
reagente natural A (NEU) e também a presenca de derivados cindmicos uma
vez que algumas bandas apresentaram coloragao azul clara quando reveladas
com NEU. Nas drogas constituidas de frutos ainda é possivel verificar a
presenca de diversas bandas de coloracdo parecida com o acido caféico,
entretanto com valores de Rf bem diferentes (0,30, 0,35, 0,50 e 0,60) do
derivado cinamico utilizado como padrdo de referéncia (WAGNER & BLADT,
2001).
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FIGURA 8 - CROMATOGRAMA PARA AVALIAGAO DA PRESENGA DE
FLAVONOIDES E DERIVADOS CINAMICOS EM CASCAS DO CAULE E
FRUTOS DE JUCA, UTILIZANDO FASE MOVEL ACOET/HCOOH/
ACOH/H20 (100:11:11:27), PADROES RUTINA E ACIDO CAFEICO,
REVELADO COM NEU.

JUc1 JUC2 JUC3 JUF1 JUF2 JUF3 RUT. AC.CAF.

Fonte: Préprio Autor.

A figura 9 representa o cromatograma obtido na investigagdo de
acgucares redutores, neste é possivel verificar a presenga de bandas de mesmo
Rf (0,55) do padrdao d-maltose e também a presenca de outros acucares de
mesma coloragao e Rf (0,50) parecidos, entretanto nao foi possivel afirmar qual
a identidade das bandas uma vez que nao foram utilizados outros padrbes de

referéncia nesta analise.
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FIGURA 9 - CROMATOGRAMA PARA A AVALIAGAO DA PRESENGCA DE
AGUCARES REDUTORES EM CASCAS DO CAULE E FRUTOS DE JUCA,
UTILIZANDO FASE MOVEL ACOET/HCOOH/ACOH/H20 (100:11:11:27),
PADRAO D-MALTOSE E REVELADO COM SOLUGAO ETANOLICA DE
TIMOL A 0,5%.

JUC1 JUC2 JUC3 JUF1 JUF2 JUF3 D-MAL.

Fonte: Préprio Autor.

No teste de afrogenicidade é verificada se ha a presenca de saponinas
em solugdes extrativas de drogas vegetais, as saponinas s&o metabdlitos
secundarios que possuem a capacidade de formar espuma abundante quando
agitados com agua, possuem gosto amargo e sdo irritantes para as mucosas.
Devido ao fato de serem irritantes e toxicos estes metabdlitos precisam ser
doseados e se apresentarem em baixa concentragdo em drogas vegetais,
sendo este, um quesito essencial para a avaliacdo da qualidade destas
(SIMOES, 2010). No estudo as solugdes extrativas das cascas do caule e
frutos de L. ferrea nao foram identificadas a presencga de saponinas, uma vez
que os indices afrosimétricos obtidos foram menores do que 100 em todos os
tubos, confirmando assim, a auséncia destes metabdlitos nos farmacogenos

estudados.
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5.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS E REACIONAIS DO
METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU

A metodologia de Folin-Ciocalteau esta descrita para diferentes
espécies vegetais em diversos compéndios e codigos oficiais. Entretanto,
existem diferencas metodolégicas relacionadas a composi¢cao dos reagentes,
tempo de leitura/reagdo e comprimento de onda utilizado nas analises. A
realizacdo de ajustes na metodologia é necessaria em decorréncia das
especificidades de cada matriz vegetal, assim como de cada tecido de um
vegetal que seja submetido a analise. Nesse sentido, todos os passos
analiticos considerados criticos devem ser revisados sistematicamente e
testados experimentalmente com o intuito de padronizar e validar os
procedimentos que assegurardo a confiabilidade e reprodutibilidade
necessarias para a avaliagdo quantitativa especificamente para uma
determinada droga vegetal (VERZA, 2007).

Considerando a reacdo de Folin-Ciocalteau, a presenca de
grupamentos hidroxila nos compostos polifenélicos sdo determinantes para as
reagcoes de oxirreducdo e a formacédo do produto reacional responsavel pela
coloragao proporcional a concentragao do metabdlito, a reagcdo nao apresenta
estequiometria nem tdo pouco €& capaz de diferenciar mondmeros de
compostos poliméricos (AGOSTINI-COSTA et al., 1999).

Segundo a lei de Lambert-Beer a absorvancia €& diretamente
proporcional ao coeficiente de absorgdo molar; moléculas que apresentam alta
absortividade molar possuem a capacidade de absorver a luz de forma mais
precisa devido a alta sensibilidade, pois quando feitas pequenas mudangas na
concentracdo do analito, sdo percebidas grandes mudangas na resposta
obtida. Sendo assim, a avaliacdo do padrao de referéncia utilizado em estudos
por UV/Vis é de extrema necessidade para a obtencdo de resultados
representativos do teor do metabdlito estudado (BUENO, 2012).

Para a selegcao do padrao de referéncia utilizado neste estudo, foram
comparadas as respostas analiticas de diferentes padroes frente a reacdo de
Folin-Ciocalteau e seus respectivos coeficientes de absor¢do molar (PELILLO,
2004; EVERETTE et al., 2010; BUENO et al., 2012). Nesse caso, foram
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avaliados o acido galico, a catequina e o pirogalol por apresentarem elevado
numero de hidroxilas vicinais e pelo fato de serem os principais padrdoes de
referéncia utilizados na literatura para o doseamento de polifenois (SOLON et
al., 2004; VERZA, 2006, BUENO et al., 2012)

Assim, curvas de calibragdo foram construidas para cada um dos
padrdes e, em seguida, calculados os respectivos coeficientes de absortividade
molar (¢) e coeficiente angular (a) para cada substancia de referéncia. Os
resultados apresentados na tabela 4 revelam comportamento semelhante tanto
para o acido galico (¢ = 1045,0; a = 102,52) quanto para a catequina (¢ =
1113,3; a = 101,94), enquanto o pirogalol apresentou valores mais expressivos
para ambos os parametros (¢ = 1462,2; a = 154,00).

De acordo com os resultados apresentados, o pirogalol apresentou
elevado coeficiente de absortividade molar, coeficiente angular e teor de
taninos totais para as duas drogas avaliadas, caracteristicas que, proporcionam
maior sensibilidade deste composto ao método de Folin-Ciocalteau quando
comparado com a catequina e acido galico, pois pequenas variacbes nas
concentracbes de pirogalol representam grandes variagdes na resposta
espectrofotométrica obtida. Nesse sentido foi estabelecido o uso deste como
padrao de referéncia para o doseamento de taninos totais, conforme
preconizado pelas Farmacopeias utilizando a metodologia de Folin-Ciocalteau
(FB5, 2010; Ph. Brit., 2014).



TABELA 4 - RESULTADOS DOS ENSAIOS DE LINEARIDADE, LD, LQ E COMPARAGAO ENTRE A ABSORTIVIDADE
MOLAR, COEFICIENTE ANGULAR LINEAR E TEOR DE TANINOS TOTAIS CALCULADOS DE ACORDO COM CADA
PADRAO DE REFERENCIA PARA CASCA E FRUTO DE JUCA.

Parametro Casca Fruto Acido Galico Catequina Pirogalol
Faixa de concentragao (ug/mL) 16,0-48,0 8,0-40,0 2,0-8,0 2,0-7,0 1,00-5,00
a=0,0134 a =0,0204 a=102,52 a=101,94 a=154,0
Coeficientes do modelo
b=0,1115 b=0,0772 b =0,0072 b = 0,0401 b =-0,0060
Coeficiente de correlagao (R?) 0,9994 0,9988 0,9999 0,9994 0,9996
LD (ug/mL) 1,5302 1,0425 0,1624 0,3094 0,0692-
LQ (ug/mL) 5,1007 3,4751 0,5414 1,0313 0,2308
Absortividade Molar (g) - - 1045,0 1113,3 1462,2
Coeficiente angular (a) - - 102,517 101,940 154,00
8,20 + 0,045 6,99 + 0,063 12,12 + 0,110
Teor médio de TT g% na Casca - -
(0,55) (0,90) (0,91)
. 9,94 + 0,045 8,45+ 0,117 13,90 £ 0,108
Teor médio de TT g% no Fruto - -
(0,45) (1,38) (0,78)

Fonte: Préprio Autor.
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Antes de dar inicio a qualquer estudo de validagcdo de um método
analitico, uma série de ensaios preliminares é necessaria para a verificacdo da
adequabilidade dos passos experimentais entre os quais podem ser
destacados: preparacdo de amostras (solventes, diluicdes, cleanup e etc);
condicbes reacionais (tempo, concentragdes e reagentes); e,
consequentemente, ajustes instrumentais (tal como o Amax). No caso de
meétodos espectrofotométricos aplicados a matrizes bioldgicas, a eleicdo do
comprimento de onda de leitura é determinante para maior especificidade e/ou
seletividade da técnica instrumental. O deslocamento batocrémico promovido
pelo reagente de Folin-Ciocalteau resultante das reagbes de oxiredugédo de
hidroxilas fendlicas podem apresentar desvio de Amax Capazes de comprometer
as respostas experimentais levando a subestimag¢ao dos dados quantitativos.
Tal situagdo pode ser mais complexa em virtude da tipica diversidade de
derivados estruturais para esta classe de metabdlitos. Neste estudo, a
avaliacdo comparativa dos espectros de varredura (500-900 nm) obtidos tanto
para as substancias candidatas a padrao de referéncia (acido galico, catequina,
e pirogalol), quanto para as matrizes vegetais de juca (cascas do caule e
frutos), indicaram maximo de absorvancia em mesmo comprimento de onda
(Amax = 760 nm).

FIGURA 10 - ESPECTROS DE VARREDURA (400-900 NM) DOS PADROES
DE REFERENCIA E DOS EXTRATOS PFT OBTIDOS A PARTIR DOS
FARMACOGENOS DE L. ferrea.
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5 _
S 0800 — JUF 32 ug/mL
© _
S 0,600
& |
§ 0,400 -
: _
20,200 -
< |
0,000

400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Préprio Autor.
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Neste mesmo comprimento de onda, o estudo de cinética reacional
permitiu observar que os dados de absorvancia aumentam durante os 30
minutos iniciais, alcangando breve estabilizagdo seguida de diminui¢do gradual

nas leituras espectrofotométricas (Figura 11).

FIGURA 11 - CINETICA REACIONAL DO METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU
PARA DOSEAMENTO DE TANINOS EM FARMACOGENOS DE L. ferrea.

____________________________ — — —Casca
0,570 .-~ T Fruto
=z 0,520 -
2
©
S 0,470 -
«©
2
20,420 -
< 4
————— AN
0,370 - -7 N
~
e
-
0,320 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Fonte: Préprio Autor.

Em relagdo a quantidade de droga, os resultados estatisticos de
comparagao entre as médias de teores obtidos pelo ensaio ANOVA One-Way
apresentados na tabela 5 confirmaram a hipdétese de diferenca significativa
entre os teores obtidos para as diferentes quantidades avaliadas, pois os
valores de F aicuado (Fruto: 163,04; Casca: 7,47) para os teores médios de PFT
obtidos foram maiores do que 0s Fiapeiado (5,14), sendo escolhida a quantidade
de 0,5 g para as duas drogas devido a obtencdo da maior quantidade de
polifenois totais obtidos, uma vez que a adocgado de 0,50 g de droga vegetal
para 250 mL de liquido extrator apresentou as maiores respostas
experimentais calculadas como PFT e expressas em g% de cada um dos
padrées (Figura 10), independente do farmacdgeno avaliado (cascas do caule
ou frutos).
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TABELA 5 - ANOVA — ONE-WAY PARA A AVALIAGAO DE DIFERENGA
ESTATISTICA ENTRE OS TEORES OBTIDOS PARA AS DIFERENTES
QUANTIDADES DE DROGA UTILIZADAS NO PROCESSO EXTRATIVO.

Farmacogeno Fonte da variagdo SQ gl MQ FeaL
Casca Entre grupos 0,0787 2 0,0394 7,47
Dentro dos grupos 0,0316 6 0,0053
Total 0,1104 8
Fruto Entre grupos 4,3649 2 2,1824 163,09
Dentro dos grupos 00,0803 6 0,0134
Total 4,4452 8

Fonte: Préprio Autor.

F tab(gl1, g2, 0,05) = 5,14
SQ = soma dos quadrados; gl = graus de liberdade; MQ = média quadratica; FCAL = valor de F
calculado.

Na etapa de avaliacdo do agente complexante, a figura 12 mostra que
a Caseina e o PVP apresentam desempenho semelhante em relacdo ao
rendimento de taninos totais. Assim, a medida que ha aumento na quantidade
de agente complexante ha um discreto aumento no rendimento. Por outro lado,
0 po de pele apresentou comportamento inverso aos demais agentes
complexantes proporcionando maior interagdo com os taninos quando em
menor quantidade (100 mg), nesse sentido o pd de pele foi escolhido para ser

utilizado na metodologia.
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FIGURA 12 - TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS DE ACORDO COM A
QUANTIDADE DE DROGA PARA AS CASCAS (A) E FRUTOS (B) E
RENDIMENTO COMPARATIVO EM G% DE PIROGALOL EM CASCAS (C) E
FRUTOS (D) PARA CADA AGENTE COMPLEXANTE.
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Fonte: Préprio Autor.
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As influéncias do reagente de Folin-Ciocalteau e da solugdo de Na,CO3
sobre a resposta do método analitico foram estudadas através de metodologia
de superficie de resposta, onde a matriz do planejamento é apresentada na
tabela 6. Os modelos matematicos usados para gerar as superficies foram
avaliados por ANOVA e os dados estdo apresentados na Tabela 7.

Quanto ao planejamento fatorial, segundo a analise de variancia
apresentada na tabela 7, os valores de Fcacuado SUperiores aos Fiapelado
evidenciaram que ha diferengca estatistica entre os diferentes niveis do
reagente de Folin-Ciocalteau (modelos linear e quadratico), solugdo de
carbonato de sodio e para a regressdo dos modelos matematicos utilizados
para a construcdo das superficies de resposta. Nao foram observadas
significancias estatisticas para as interacbes entre os fatores, replicatas e
residuos. Na analise de falta de ajuste, como os valores de Fcacuado N0 foram
maiores do que os valores de Fipeiado NGO ha evidéncia estatistica significativa
de falta de ajuste para os modelos matematicos utilizados, indicando que, na
regido investigada, as superficies de resposta sdo descritas satisfatoriamente
pelos modelos matematicos utilizados no estudo e que definem as superficies
de resposta.

De acordo com os resultados, a propor¢cdo do reagente Folin-
Ciocalteau ocasionou efeito negativo sobre a resposta analitica reduzindo o
teor de taninos totais. Enquanto que a concentracdo de Na,COgj exerceu
influéncia positiva, favorecendo as respostas em todas as condicbes
estudadas. Desta forma, a maximizagcao das respostas péde ser observada
quando empregados menor volume do reagente de Folin-Ciocalteau e maior
concentracdo de Na,COs (Figura 13), optando-se por utilizar 1 mL de Folin-

Ciocalteau e solucéo de carbonato de sodio a 29% (m/v).
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TABELA 6 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA A
AVALIAGAO DO TEOR DE PFT DE ACORDO COM AS VARIAVEIS.

Variaveis Codificadas Variaveis Naturais
Folin (mL) Carbonato (%) Folin (mL) Carbonato (%)
-1 -1 1 10,75
1 -1 3 10,75
-1 1 1 29
1 1 3 29
0 0 2 15
0 0 2 15
0 0 2 15

Fonte: Préprio Autor.



56

TABELA 7 - ANOVA DA MATRIZ DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 22 APLICADO PARA AVALIAR A INFLUENCIA DO
FOLIN-CIOCALTEAU E NA,CO; NA CONCENTRAGAO DE TANINOS TOTAIS DAS CASCAS DO CAULE E FRUTOS DE

JUCA.

Casca do Caule Frutos
Fatores F (CAT) F (AG) F (PI) F (CAT) F (AG) F (PI) Feritico
Folin (Linear) 15,30* 23,82* 29,23* 27,15* 21,69* 2717
Folin (Quadratico) 24,63* 3,71 19,41* 9,62* 0,15 0,07 5 30
Na,COs; (Linear) 3,14 57,37* 61,01* 22,69* 52,85* 57,91*
Interagéo (Folin x Na;COs3) 0,21 0,27 0,27 3,01 0,21 0,33
Regresséo 14,59* 21,29* 27,48* 15,62* 18,73* 21,37* 4,53
Residuo 0,18 0,20 0,41 0,17 0,18 0,38 5,14
Falta de ajuste 0,21 0,22 1,67 0,20 0,21 1,61 4,15
Fonte: Proprio Autor.
*Significante para a = 0,05.
AG: Acido Galico; CAT: Catequina; PI: Pirogalol
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FIGURA 13 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS PADROES PARA AVALIAGAO DOS REAGENTES FOLIN-CIOCALTEAU E
CARBONATO DE SODIO SOBRE OS TEORES DE TANINOS TOTAIS.
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Fonte: Préprio Autor.



FIGURA 14 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS TT DAS CASCA DO CAULE (A.) E FRUTO (B.) UTILIZANDO DIFERENTES

DE TANINOS TOTAIS.
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PADROES PARA A AVALIAGAO DOS REAGENTES FOLIN-CIOCALTEAU E CARBONATO DE SODIO SOBRE OS TEORES
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5.4 VALIDACAO DO METODO
5.4.1 Curvas de Linearidade, Limites de Deteccgéo (LD) e Quantificagédo (LQ)

Para avaliagao das linearidades das curvas obtidas para as amostras
foram adotados os dados de absorvancia resultantes da diferengca entre
polifenois totais (PFT) e fracdo n&o-tanante (FNT). Os farmacdgenos foram
avaliados nas faixas de concentragdo 16-48 ug/mL e 8,0-40 pg/mL para casca
e fruto; as curvas proporcionaram coeficientes de determinacédo de R?= 0,9994
(y = 0,0134x + 0,1115) e de R?= 0,9988 (y = 0,0204+0,0772) para as cascas
do caule e os frutos, respectivamente, sendo o método avaliado considerado
linear dentro das faixas de concentragao utilizadas com as curvas médias de
calibracdo apresentando R? > 0,99 como preconizado pela RE 899 (2003) e
ICH (2005).

FIGURA 15 — CURVAS DE CALIBRAGAO REFERENTE AO ENSAIO DE
LINEARIDADE DO TEOR DE TANINOS TOTAIS PARA AS AMOSTRAS DE
CASCA E FRUTOS DE JUCA.
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5 0,400 - R2? = 0,9994
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0,000 T T T T T T T T T T T 1
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Concentragéao (ug/mL)
Fonte: Préprio Autor.
Os limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados

através da curva de calibragdo obtida para a solugdo padrdo. Para estes

parametros, os dados encontrados para as cascas do caule e para os frutos



60

foram: de 1,53 e 1,04 pg/mL para o LD; e de 5,10 e 3,47 pyg/mL para LQ;

respectivamente (tabela 4).

5.4.2 Especificidade

Devido a inviabilidade da obtengcdo das matrizes vegetais isentas de
substancias interferentes aos reagentes analiticos, se fez necessario a
avaliagao da especificidade através do método de adicdo do padrao. No ensaio

foi realizada a contaminacdo das amostras de PFT com aliquota
conhecida dos padrdes de referéncia e foram elaboradas curvas de calibragao.

As curvas de especificidade foram elaboradas em triplicata para o
acido galico, catequina e pirogalol. A figura 16 apresenta as curvas médias de
linearidade (Extratos) e as curvas médias da especificidade para cada uma das
substancias de referéncia. A anadlise estatistica dos modelos matematicos
obtidos por regressao linear indica nao haver diferenga significativa entre os
coeficientes angulares das curvas (Tabela 8). Desta forma, a resposta
comportamento da curva de calibracdo das amostras de casca e fruto podem
ser explicadas satisfatoriamente por qualquer um dos trés padrdes de
referéncia avaliados.

Através da comprovacado do paralelismo entre as retas, realizando a
comparagao estatistica e comprovando que nao ha diferenca entre os
coeficientes angulares obtidos nas curvas de calibragcdo da amostra normal e
fortificada foi possivel afirmar que o método é especifico para a finalidade a
que se propde (RIBANI et al., 2004; ICH, 2005; BUENO et al., 2012).
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FIGURA 16 - CURVAS DE LINEARIDADE E ESPECIFICIDADE POR
ESPECTROSCOPIA DOS METODOS PROPOSTOS PARA DOSEAMENTO
DE TANINOS TOTAIS EM CASCA (A.) E FRUTO (B.) DE JUCA.
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TABELA 8 - RESULTADOS DO ENSAIO DE ESPECIFICIDADE
APRESENTANDO A COMPARAGAO ENTRE OS COEFICIENTES
ANGULARES OBTIDOS PARA AS CURVAS DE PFT DAS AMOSTRAS E AS
CURVAS DE ESPECIFICIDADE ELABORADAS PARA CADA PADRAO.

Coeficiente angular (o) média

Farmacogeno Curvas PFT Fealculado
+ DP (DRP%)

Casca Extrato PFT 14,30 + 0,2144 (1,50) -
Cont. Acido galico 14,48 + 0,0641 (0,44) 2,11
Cont. Catequina 14,54 £ 0,0625 (0,43) 3,51
Cont. Pirogalol 14,58 + 0,0816 (0,56) 4,72

Fruto Extrato PFT 20,36 +0,1003 (0,49) -
Cont. Acido galico 20,48 +0,1316 (0,64) 1,71
Cont. Catequina 20,46 +£0,2373 (1,16) 0,49
Cont. Pirogalol 20,44 +0,0282 (1,02) 0,35

Fonte: Préprio Autor.
Fiabit, gi2, 0,05 = 7,71

5.4.3 Precisao, exatidao e robustez

Muitas vezes durante a execugao de procedimentos analiticos podem
ocorrer pequenas variagdes aleatérias oriundas dos equipamentos utilizados,
analistas ou associados ao dia em que o experimento foi realizado. Neste
sentido, o ensaio de precisao pretende avaliar e quantificar tais variagcdes nos
dados obtidos e expressar através do CV% a proximidade entre os resultados
de uma série de medidas. Os dados de precisdo e exatiddao dos métodos estao
resumidos na tabela 9 e os dados referentes a robustez na tabela 10.
Considerado os ensaios de precisao, os resultados revelaram desvio-padrao
relativo maximo de 1,28 % para o ensaio intra-corrida e de 4,9 % para o ensaio
inter-corrida. Neste estudo ndo foram observados valores de desvio padrao
relativo maiores que 5% (BRASIL, 2003), tanto na precisao intra-corrida quanto
inter-corrida, do método em ambas as amostras estudadas (cascas do caule ou
frutos). Nesse sentido, o método de Folin-Ciocalteau foi considerado como
preciso para o doseamento de taninos totais nos dois farmacogenos de juca
avaliados no estudo.



TABELA 9 - RESULTADOS DA PRECISAO (INTRA-CORRIDA E INTER-CORRIDA).

Farmacégeno Teste TT (g%) Média + DP (DPR%) Feare

Casca Precisdo intra-corrida 12,12+ 0,110 (0,91) -
Precisdo inter-corrida Dia 1 Dia 2 -
Analista 1 12,45+ 0,071 (0,57) 11,31 £0,243 (2,15) 0,38
Analista 2 12,49 £+ 0,082 (0,66) 11,38 = 0,094(0,83) 0,38

Fruto Precisdo intra-corrida 13,90 + 0,178(1,28) -
Precisdo inter-corrida Dia 1 Dia 2 -
Analista 1 13,81 £ 0,136 (0,98) 14,16 = 0,081 (0,58) 0,51
Analista 2 13,91 £ 0,080 (0,58) 14,23 £ 0,081 (0,57) 0,02

Fonte: Préprio Autor.

C = concentragdo média em (ug/mL); DP = Desvio Padrao; DPR (%) = desvio padr&o relativo (Preciséo); E (%) = Exatidao.
Fiabgit, gi2, 0,05) = 5,32



64

Para o ensaio de exatiddo, as cascas apresentaram taxas de
recuperacao na faixa de 96,84% a 103,13%, com média de 100,73% (2,14%);
enquanto que para os frutos a recuperacao ficou entre 104,12% e 109,13%,
com média igual a 106,07% (2,53%). De acordo com as taxas de recuperagao
do padrao observadas nos ensaios, o método aplicado as cascas do caule ou
aos frutos de L. ferrea apresenta desempenho dentro dos limites preconizados
pela literatura, indicando que as respostas analiticas sdo decorrentes
principalmente do analito (BRASIL, 2003; ARAUJO et al., 2013).

A robustez de um método avalia a capacidade deste de resistir a
pequenas e deliberadas modificagdes que possam interferir diretamente na
resposta analitica. De acordo com a legislagdo vigente para validagdo de
meétodos analiticos, para considerar um método robusto, 0 mesmo nao pode
apresentar variagdo da resposta analitica maior do que 5% (BRASIL, 2003;
ICH, 2005). Com base nesta evidéncia foram realizadas modificagbes em
parametros considerados criticos para o processo: presenga ou auséncia de
luz, devido a estabilidade dos complexos formados pela oxido-reducao dos
polifenois com o reagente de Folin-Ciocalteau; estabilidade das solugdes
extrativas em 0 e 6 horas apds o processo de extracdo, uma vez que o liquido
extrator utilizado é agua; e, leitura das amostras em equipamentos de marcas
diferentes. Os resultados obtidos apresentaram valores de DPR < 1,65% em
relagdo a casca do caule e DPR < 1,26% quanto ao fruto, podendo considerar
0 método robusto nestas condigdes uma vez que os valores de DPR foram
menores do que 5% em todos os casos conforme exigido pela legislagao
(Tabela 10).
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TABELA 10 - RESULTADOS OBTIDOS PARA ANALISE DE ROBUSTEZ DA
VALIDAGAO DO METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU PARA O
DOSEAMENTO DE TANINOS TOTAIS EM FARMACOGENOS DE L. ferrea.

TT (2%) Média £ DP

Farmacégeno Parametros Variaveis
(DPR%)
Casca o Auséncia de Luz 12,18 £ 0,200 (1,64)
Luminosidade
Presenca de Luz 12,67 = 0,070 (0,55)
Estabilidade das Oh 12,39 £ 0,095 (0,77)
solucoes
. 6h 12,07 £ 0,199 (1,65)
extrativas
Equip. 1 12,39 + 0,094 (0,76)
Equipamento
Equip. 2 12,67 = 0,070 (0,55)
Fruto o Auséncia de Luz 14,06 = 0,178 (1,26)
Luminosidade
Presenga de Luz 14,55 £ 0,156 (1,08)
Estabilidade das Oh 14,59 + 0,148 (1,02)
solugoes
. 6h 13,95 £ 0,027 (0,19)
extrativas
‘ Equip. 1 13,55 £0,047 (0,34)
Equipamento
Equip. 2 13,64 + 0,134 (0,98)

Fonte: Préprio Autor.
DP = Desvio padrao; DPR% = Desvio padrao relativo; TT (ug/mL) = Taninos Totais em pg/mL de
pirogalol.

Apo6s avaliar, padronizar e validar o método de Folin-Ciocalteau para os
farmacogenos de casca e fruto de juca foi possivel realizar o doseamento e
comparacgao do teor de taninos totais nos diferentes lotes utilizados no estudo.
Os resultados sado apresentados na tabela 11 e foi calculada uma média geral
de 11,43% (7,98%) e 13,77% (8,28%) para o teor de taninos totais nos trés
lotes das cascas e frutos respectivamente. Os Fcacuados Mostram que ha
diferenga estatistica nos teores obtidos para os diferentes lotes de cada droga
e 0s baixos CV% obtidos demonstram uma baixa variagéo no teor de taninos
totais nos diferentes lotes avaliados para cada farmacogeno. Por fim, foi
possivel verificar que a quantidade de taninos na droga constituida dos frutos &

ligeiramente maior que a constituida das cascas.
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TABELA 11 - RESULTADOS OBTIDOS PARA ANALISE DO TEOR DE
TANINOS TOTAIS EM DIFERENTES LOTES DAS CASCAS DO CAULE E
FRUTOS DE L. ferrea.

Farmacdégeno Lote Teor (%) Teor Médio Feaicuiado

Casca JUCT 12,12 +0,110 (0,91)
JUC2  12,39+0,120 (0,97) 11,43+ 0,912 (7,97) 387,99
JUC3 10,310,013 (0,13)

Fruto JUF1 13,86 + 0,136 (0,98)
JUF2  12,58+0,042 (0,33) 13,76 + 1,135 (8,25) 398,73
JUF3 14,84 % 0,095 (0,64)

Fonte: Préprio Autor.
Fitab (g1, giz, 0,05 = 5,14
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6 CONCLUSOES

A caracterizagao fisico-quimica contribuiu para a obtencdo de
parametros de qualidade para as drogas constituidas de cascas do caule e
frutos de L. ferrea e os resultados obtidos fornecem subsidios comparativos de
qualidade para posteriores estudos com a espécie vegetal. Além disso, as
amostras avaliadas no estudo se apresentam dentro das exigéncias minimas
de qualidade recomendadas pela Farmacopeia Brasileira e puderam ser
utilizadas com sucesso nos ensaios quimicos de controle de qualidade analitico
das mesmas.

O estudo de otimizacdo e padronizacdo do método analitico
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau aplicado as cascas do caule e frutos
de L. ferrea, proporcionou a avaliagdo de parametros operacionais que
poderiam afetar diretamente o teor de taninos totais nos farmacégenos da
especie vegetal, permitindo assim a padronizagao dos procedimentos analiticos
para a obtencao de resultados confiaveis e representativos. De acordo com a
andlise dos parametros de validacdo foi possivel garantir que o método
proposto possui a especificidade necessaria a 760 nm, também apresentando
linearidade, precisao e exatiddo adequadas, além de ser robusto nas condi¢cdes
estabelecidas de analise.

Por fim, o método de Folin-Ciocalteau pode ser aplicado com éxito ao
controle de qualidade das cascas do caule e frutos desta espécie, devido a
facilidade de execugao dos procedimentos analiticos e a acessibilidade dos
equipamentos/reagentes necessarios, o que torna o método uma importante
ferramenta no controle de qualidade destas drogas alcangadas a partir de L.

ferrea.
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