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1. Introducéo

As plantas sGo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a
sintese de um grande nimero de farmacos (SIMOES et al., 2002).

A utilizac8o de plantas medicinais tornou-se um recurso em terapéutica que apresenta uma grande aceitagdo pela populagéo, segundo
dados da Organizagdo Mundial da Salde (OMS), cerca de 80% da populagdo mundial utilizam produtos de origem natural para
combater problemas como pressdo ata, queimaduras, gripe, tosse, prisdo de ventre, entre outros (CAFITO, 2009; OLIVEIRA, 2005).
Os métodos analiticos permitem a avaliagdo da qualidade do produto fitoterdpico, garantindo a constancia de acdo terapéutica e
seguranca de utilizag8o, fatores necessarios para a transformagéo de uma planta em medicamento (OLIVEIRA, 2005).

Pretende-se com este projeto desenvolver uma metodologia prética de quantificar os principios ativos em tinturas (forma de extragéo
mais préxima da popular) e extratos secos, bem como desenvolver um estudo de estabilidade em farmacos, conforme Resolucéo RE
n° 1, de 29 de julho de 2005 - ANVISA. Paratanto, serdo estudados os parametros espectrof otométricos para quantificar os principios
ativos nas amostras, e a manutencdo da proporcionalidade quantitativa nas diversas manipulagdes realizadas a partir das amostras
mée. Visando uma futura aplicagéo do procedimento desenvolvido em farmacias de manipul agéo.

DETERMINACAO DE PRINCIPIOSATIVOS POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Os principios ativos sdo substancias presentes nas plantas responséveis pelo seu efeito terapéutico, sendo assim, a qualidade das
plantas medicinais esta rel acionada ao seu teor de principio ativo e, portanto, a sua eficiéncia terapéutica (MENDES et a., 2005).

A determinagao do teor de principio ativo se faz muito importante, uma vez que a quantidade de substancias ativas presentes em uma
determinada planta varia de acordo com as caracteristicas climéticas-edéficas a que esta se expde no seu local de cultivo (habitat,
regime de chuvas, insolagao, tipo de solo, sazonalidade, etc.), além daidade da espécie, época da colheita e condicdes de estocagem.
Portanto, a avaliagdo e determinacdo desses principios sdo tarefas indispensaveis para a obtencdo de produtos de boa qualidade
(HUBINGER, 2009; OLIVEIRA, 2005).

A espectrofotometria naregido UV-VIS do espectro eletromagnético é uma das técnicas analiticas mais empregadas, em funcgéo de
sua robustez, custo relativamente baixo e grande niimero de aplicagbes (POZZI, 2007). Porém, a determinag&o de principios ativos
por Espectrofotometriaem Ultra Violeta-Visivel (UV-VI1S) sb € possivel quando estes possuem grupos cromaforos (grupo insaturado
covalente responsavel pela absorgéo da radiacdo eletromagnética) na sua estrutura molecular (SOBRINHO et a., 2008).



FLAVONOIDES

Entre os diversos principios ativos existentes na natureza, os flavondides constituem um dos mais importantes, denominados
metabolicos secundarios (VIEIRA et al., 2008; SIMOES et al, 2002).

Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavondides nas plantas, garantindo o equilibrio ecolégico. Entre elas podemos citar a protecéo
dos vegetais contra a incidéncia dos raios ultravioletas e visivel, além de protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; atraentes
de animais com finalidade de polinizaco e antioxidantes. (SIMOES et al., HUBINGER, 2009).

Esses metabdlicos podem ser encontrados nas frutas, vegetais, sementes, flores e cascas de arvores, também no vinho, em cereais e
ocasionalmente em corantes alimentares. Dessa forma, tornam-se parte integra da dieta humana (SIMOES et al ., 2002; VIEIRA et al.,
2008).

A espectroscopia no ultravioleta é a principa técnica utilizada na determinacédo de flavonoides, declara Simdes et al. (2002). A

complexacdo desses metabdlicos com metais, principalmente com o fon AI®*, é comumente empregada nos seus estudos pela anélise

da absorgdo UV-Visivel, os deslocamentos s&o devidos & formagdo do complexo Al**-flavonéide (POZZI, 2007).

2. Objetivos

Determinacdo de uma metodologia viavel para quantificacdo de flavonoides totais em tinturas e extratos secos.

3. Desenvolvimento

AMOSTRAS

Foram utilizadas amostras de Prépolis, Cassau (Aristolochia cymbifera Mart & Zucc) e Arnica, sendo que esta Ultima corresponde a
combinagdo de dois tipos de Arnica, a Arnica Imperial (Arnica Montana L) e a Arnica Nacional (Solidago microglossa DC), em
proporc¢do de 50% p/p.

As amostras foram fornecidas pel o laboratério da Farmécia de Manipulacdo Prof. Accorsi — Plantas Medicinais/ Piracicaba-SP, sob a
forma de tinturas e extratos secos das mesmas.

Astinturas foram preparadas em solugdes etandicas, sendo que a propolis foi preparada a 30% com etanol a 85%, e as duas Ultimas a
20% com etanol a 70%.

Os extratos secos foram moidos em moinho Marconi — MA 345, até uma granolumetria de 0, 250 mm.

EQUIPAMENTOS

* Espectrofotémetro UV-VIS Femto modelo 800 X, localizado no laboratério de Engenharia de Alimentos, da FEAU — UNIMEP
* Espectrofotémetro UV-VIS Femto 800 X, localizado na Farmécia de Manipulacdo Prof. Accorsi — Plantas Medicinais
* Espectrofotémetro UV-VIS Jasco model o 7800, localizado no laboratério de Quimica, da FEAU — UNIMEP

METODOS

PROCEDIMENTO 1: Determinacédo do teor de Flavondides Totais em Quercetina nas tinturas (Método descrito por Park et al.,
1995).

Preparacéo da curva padr &o de Quer cetina

ConcentragOes crescentes de quercetina foram preparadas em solugdo etandica. Em duas séries de tubos de ensaio, com e sem nitrato
de aluminio, adicionou-se 0,5mL da amostra (quercetina) em cada um.

Nos tubos que receberiam nitrato, adicionou-se 4,3mL de etanol a 80% e nos demais, 4,4mL de etanol a 80%.

Em todos os tubos adicionou-se 0,1mL de acetato de potéssio. E, apenas nos que receberiam nitrato, adicionou-se 0,1mL de nitrato de
aluminio.

Preparou-se o branco com 4,9 mL de etanol a80% e 0,1mL de acetato de potéssio.

Apbs 40 minutos medir absorbancia em 415nm, zerando com o branco.

Preparacéo das amostras:



A preparacdo das amostras foi executada da mesma maneira que a curva padrdo de quercetina. No lugar das solucfes de quercetina,
adicionou-se 0,5mL das tinturas de prépolis, cassau e arnica, nas suas respectivas diluictes. Posteriormente seguiu-se a mesma
seguéncia citada anteriormente.

A Arnica e a Cassau foram utilizadas nas diluicdes de 1:5 e 1:10 em solucdo etandica, porém, a Prépolis apresentou melhores
resultados nas proporcdes de 1:25, 1:50 e 1:100.

Célculos:

A partir da curva padréo de quercetina realizou-se o seguinte célculo:
Y=(A.?)+B, sendo ?=C-S

X=(y.0,8936.2.F)/1000

[%] FLAVONOIDES TOTAIS = (X.1000/CONC.AMOSTRA).100

Onde:

A: Fator A, obtido a partida da equacéo da curva padréo de querceting;

B:Fator B, também obtido a partir da curva padréo de querceting;

C: Absorbancia da amostra Com Nitrato;

S: Absorbancia da amostra Sem Nitrato;

X: Concentragéo de Flavondides expresso em quercetina em mg/mL da solugao;
F: Fator de Diluicéo (ex: 1.5, 1:50);

Conc. da Amostra: Concentracdo inicial da amostra (ex: 20% =200);

Fator de Correcéo (quercetina): 0,8936.

PROCEDIMENTO 2: Determinacao do teor de Flavondides Totais em Hiperosideo (Metodologia interna descrita pelo laboratério
Santosflora, 2009) e | soquer cetina (Farmacopéia Portuguesa 62 ed. — Supl. 1998), nos extratos secos.

Ambas as metodologias sdo idénticas, diferenciando apenas na preparacdo do Branco. Apéds a andlise de estruturas do Hiperosideo e
da Isoquerceting, verificou-se que ambos apresentam o mesmo grupo cromoforo, portanto podem ser identificados pela mesma
metodologia:

Realizou-se a extragdo da amostra seca em acetona, sob refluxo. Denominou-se o extrato obtido de solucdo-estoquel. Posteriormente
preparou-se a solugdo-estoque2, submetendo o extrato em acetato de etila, em funil de separacdo, lavando com &gua destilada e
filtrando em sulfato de sddio anidro.

A amostra foi preparada adicionando-se 10mL da solugéo-estoque2 em bal&o volumétrico de 25 mL, 1mL de solugéo reagente de
cloreto de aluminio e o volume completado com solugéo de acido acético 5% em metanol.

Ap06s 30 minutos medir a absorbancia em 425 nm, zerando com o branco.

Branco:

Transferir 4 mL de acetona para baldo volumétrico de 10 mL e completar o volume com solucéo de acido acético 5% em metanol.
Célculo:

[%] Flavonoides = (Abs/p).1,25

Onde:

Abs = absorbancia medida;

P = peso dadroga (g);

PROCEDIMENTO 3: Adaptacdo do PROCEDIMENTO 2 nastinturas.

Escol heu-se empregar tinturas de Arnica e Cassau has proporcdes de 1:10, e a Prépolis, na proporcéo de 1:50.
Aplicou-se 0 PROCEDIMENTO 2 apartir da preparacéo da solucdo-estoque 2, exatamente como descrito.

PROCEDIMENTO 4: Aplicacéo da solucgéo-estoque 1 (obtida no segundo procedimento) no PROCEDIMENTO 1.



Utilizou-se a solugdo-estoquel como amostra, pura e diluida em solucdo etandica. Porém, as amostras puras apresentaram melhores
resultados.
O procedimento foi realizado exatamente como o primeiro.

PROCEDIMENTO 5: Determinacéo do teor de Flavondides Totais em Rutina (Metodologia descrita por Santos e Blatt, 1998) nas
tinturas e extratos secos.

Utilizou-se neste procedimento as tinturas e a solucéo-estoque 1 de Prépolis, Cassau e Arnica.
As tinturas foram diluidas nos respectivos acodis em que foram preparadas, nas proporcdes de 1:50 para a Prépolis e 1:10 para as
duas Ultimas. J& a solucdo-estoque 1 foi utilizada sem diluir.

Preparacéo da curva padr&o de Rutina:

Aliquotas de 3,5 a 7,5mL da solugdo de Rutina 100 pg/mL (com intervalos de 0,5 mL) em bal&o volumétrico de 50 mL, acrescidas de
1 mL de cloreto de aluminio 5% em metanol, completando com metanol a 70%.

Preparou-se 0 branco com 1 mL de cloreto de aluminio 5% em metanol, acrescido com metanol a 70% em bal&o volumétrico de 25
mL.

Apés 30 minutos mediu-se a absorbancia em 425nm, zerando com o branco.

Preparacéo das amostras:
A preparacdo das amostras foi realizada da mesma maneira citada acima, adicionando-se 15mL das mesmas em bal&o volumétrico de

50mL. Procedeu-se o restante de formaidéntica
Os célculos sao os mesmos realizados no primeiro procedimento, com excegdo ao fator de corregéo daruting, que éigua a0,94427.

4. Resultado e Discussao

Todos os procedimentos apresentaram-se viavei s paraa quantificagdo de flavonoides totais nas condi ¢des dos |aboratérios disponiveis
parao mesmo. Os métodos sdo simples e requerem o uso de poucos reagentes e de baixo custo.

Os procedimentos 3 e 4 foram realizados apenas para verificar a versatilidade dos procedimentos 1 e 2, pois 0 que se busca é uma
metodologia que quantifique flavondides totais em diferentes tipos de amostras (no caso, tinturas e extratos secos). Ambos os
procedimentos foram realizados com sucesso, comprovando esta versatilidade.

A Tabela 1 apresenta os resultados das trés principais metodol ogias — quercetina, hiperosideo/isoquercetina e rutina — para cada tipo
de amostra (tintura e solugdo-estoque 1), da Prdpolis, Cassau e Arnica, asssm como o desvio padrdo entre elas. Posteriormente
aplicou-se nos resultados o teste F, teste t, teste de Tukey e de Duncan, verificando se ha significancia nos resultados (Tabela 2).
Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia de 1%. O valor de F na tabela é 30,8, logo, para este teste os desvios néo
foram significativos. No testet e de Duncan, o procedimento de quantificacdo de flavondides totais por rutina apresentou significancia
nas amostras de Propolis, demonstrando uma diferenca média significantemente maior que o valor absoluto da diferenca média
(d.m.s).

O doseamento de fitotergpicos é feito através de um ou mais marcadores, que sdo substancias quimicas definidas presentes no
fitoterapico e que o caracteriza. Sendo assim, o procedimento de rutina tem menor sensibilidade para quantificacdo de flavonoides
totais na Prépolis e ndo pode ser considerado, portanto, como uma metodologia viavel, pois ndo quantifica qualquer espécie de
amostra.

Entre os tipos de amostra, a diferenca entre os resultados n&o foi significativa, ou sgja, a quantificagdo de flavondides totais pode ser
realizada tanto em tinturas quanto em extratos secos (solucéo-estoque 1).

5. Consider agbes Finais

Este projeto realizou a aplicagcdo dos trés principais procedimentos para a quantificacdo de flavondGides totais — quercetina,
hi perosideo/isoquercetina e rutina. Comparando-os verificou-se que o procedimento rutina ndo é versdtil, pois apresentou menor
sensibilidade para a andlise de Prépolis. Os procedimentos de determinacdo por quercetina e hiperosideo/isoquercetina, por sua vez,
apresentaram bons resultados entres as diferentes condi¢des de amostra e nenhuma significancia.

Levando em considerag@o as condicdes de laboratdrio, os reagentes e 0 tempo para realizagdo dos procedimentos, conclui-se que o
PROCEDIMENTO 1 que faz quantificagdo de flavondides totais em quercetina (método descrito por Park et a., 1995) é vidvel para
guantificac8o de qualquer tipo de amostra, seja esta em forma de tintura ou extrato seco.
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