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1 - INTRODUCAO

A historia das plantas com potencial terapéutico
confunde-se com a histéria do proprio homem. No momento em que este
foi capaz de se estabelecer como uma comunidade fixa, o Reino Vegetal
passou a ser o recurso natural mais observado e participante do cotidiano.
E natural, pois, que os vegetais tenham sido o primeiro alimento a ser
usado na terapéutica.

Tanto para medicamento como para cosmético, os
produtos naturais (principalmente os de origem vegetal) sdo importantes
ingredientes.

As plantas elaboram varios principios ativos que
apresentam propriedades definidas, ressaltando-se que seus extratos sao
amplamente utilizados pelas industrias.

Atualmente, tem-se um problema muito grande para
controlar a qualidade desses extratos vegetais, pois sdo vendidos as
industrias sem qualquer especificagdo que permita estabelecer a sua
qualidade.

| Os chamados extratos glicolicos, por exemplo, nao
estao inscritos em nenhum compéndio oficial e nao ha literatura disponivel
sobre sua composi¢do, modo de fabricagdo, liquido extrator e método de

analise.



Somente no dia 6 de fevereiro de 1995, foi publicada
no Diario Oficial, uma portaria com normas para registro de fitoterapico.(6)

A publicagcdo dessa portaria aumenta a importancia de
um controle mais efetivo por parte dos fabricantes e revendedores de
fitoterapicos pois institui novas normas e regras para producdo desse
medicamento. '

Consta na mesma que a fabricacgdo e a
comercializagdo de produtos fitoterapicos serdo efetuadas somente apéds a
autorizagao de funcionamento da empresa e registro de produtos junto ao
6rgdo competente do Sistema Unico de Saude. Para esse registro devera
ser elaborado um reiatério técnico que contenha informagdes sobre a
matéria prima vegetal, droga vegetal, preparo de fitoterapico intermediario
produto fitoterapico,seguranga e eficacia terapéutica, como por exemplo:

- Dados sobre a planta fresca(nomenclaturas botanica
oficial e popular teste de pureza, identificagdo de matéria prima vegetal
com métodos empregados e laudo do profissional responsavel, parte
usada para preparagdo do fitoterapico, obtencdo do vegetal(indicando
metodo de cultivo e de coleta),.caracteristicas  organolépticas,
macroscopica e microscopica, testes de pureza, analise quantitativa e
qualitativa dos principios ativos, entre outros.

-Dados sobre a droga vegetal (todos os itens citatos
para planta fresca), operagSes empregadas como metodo de secagem,
estabilizagio, conservagio e tamisagao,etc.

- Dados sobre o produto fitoterapico intermediario.



Também, define termos usados na fitoterapia como
matéria prima vegetal, droga vegetal, produto fitoterapico, preparado
fitoterapico intermediario, principio ativo e marcadores.

Com essas novas normas, obriga-se o fabricante a
exercer um controle mais efetivo em seus produtos,como teor de ativos,
efeitos colaterais,agéo terapéutica ,entre outros.

As industrias intermediarias como, por exemplo, a
industria cosmética, que compra os extratos vegetais para aplicagdo em
cremes e xampus, muitas vezes recebem esse material sem comprovar as
especificacdes apresentadas pelos fabricantes.

Ainda nao houve, por parte da fiscalizagcdo, uma
atuacdo efetiva e a comercializagdo dos fitoterapicos continua a ser feita
sem os parametros de qualidade.

Para comecar esse controle seria mais facil iniciar com
a analise de grupamentos conhecidos e com métodos ja inscritos em
farmacopéias. Temos, como exemplo, a determinagao de taninos, o qual é
encontrado em extratos vegetais bem conhecidos e amplamente utilizados
como os de Alfazema, Alecrim, Barbatimdo, Castanha da india, Confrei,

Hamamélis e Salvia.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Generalidades sobre as plantas estudadas

2.1.1. Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

Seu nome latino ros mannus significa:*orvalho que vem
do mar’(5).

Na antiglidade, era considerada uma planta com
poderes misticos, usada para protegdo contra maus espiritos nos
casamentos e funerais (43, 45).

Em geral, € uma planta de 0,5 a 1,0 m de altura,
podendo chegar a 2 m. Floresce durante quase todo o ano (22).

O Alecrim & nativo da regido mediterrdnea, mas é
cultivada em varias partes do mundo (Califérnia, Inglaterra, Franga,
Espanha, Portugal, lugosiavia, Marrocos, China, etc.) (29).

Sua composi¢do quimica € bem variada, mas ela se
destaca pelo dleo essencial, que é utilizado em medicina popular para
preparagao de banhos aromaticos e linimentos estimulantes(23).

As folhas e extremidades contém tanino,

0,15%(derivado do acido rosmarinico) de saponina acida e pequenas

quantidades de glicosideos (22).



Possui propriedades antiespasmodica, ligeiramente
diurética, sendo também utilizada nas dores articulares com compressas e
massagens e dores de cabega (22, 45,53 ).

E um estimulante cardioténico, anti-séptico pulmonar e
aumenta a secreg¢ao biliar (28). Pode promover crescimento capilar (53).

Em cosméticos, 0 déleo essencial &€ muito usado como

aromatizante, principalmente em sabonetes, detergentes, cremes, logbes e
perfumes (29).



2.1.2. Alfazema (Lavandula officinalis Chaich syn)

O nome latino vem do “lavare” que significa lavar. Os
romanos a utilizavam em banhos, pois transmite uma imagem de asseio e
frescor natural (28, 49).

Para se desenvolver, a lavanda prefere lugares
arejados, luminosos, espagosos, de temperatura média e, seqgundo Marcel
Lavabre, possui agcdo calmante por isso € um excelente tratamento para o
sistema respiratério como bronquite, asma, gripe e catarro (28,45, 55 ).

Planta origindria da regidao mediterranea, &€ mais
cultivada no sul da Franga. Alcanga aproximadamente 1 metro de altura
(8). As flores tém varios tons e se comprimem em volta de uma unica haste
(59). A parte utilizada sao as flores frescas, as quais contém até 3% de
6leos essenciais, constituidos por mais de 100 componentes, como linalol,
geraniol, cineol, canfora, limoneno e sesquiterpenos (8, 23, 29, 43).

A alfazema possui outros componentes importantes
como os taninos ( 5-12%)derivados do acido rosmarinico, cumarinas,
flavonodides e triterpenos (29,55 ).

Possui efeito carminativo, espasmaodico,
antidepressivo, rubefaciente, diurético, anti-reumatico, cicatrizante,
sedativo e bactericida. Também, é utilizada como aromatizante para
cremes, perfumes e sabonetes (8, 29, 49, §9).

O dleo essencial pode ser usado externamente, em
tratamentos de acne, dermatites, queimaduras, picadas de insetos e
xampu para cabelos oleosos (28,55 ).

Sua infusdo é empregada para dores de cabega
(53).Pode ser usado em tratamento da sindrome pré-menstrual e contra os
sintomas da menopausa ( 45 ).Usado em banhos para relaxamento, contra

depresséo e cansago, artrite e dores musculares (43).



2.1.3. Barbatimao (Stryphnodendron barbatiman Mimosa barbatiman Vell.)

Pequena arvore de caule e ramos tortuosos, dotada de
casca espessa que existe em todo o cerrado central, Amazonas, bem
como na regidao compreendida entre Piaui e Sergipe. A exploragdo é
puramente extrativa, embora a arvore cresga com extrema lentidao (13, 27,
47).

Popularmente também €& conhecido como Barba-de-
timao, barbatimao verdadeiro, choraozinho-roxo, casca-da-virgindade ou
da mocidade, Iba-timao, Paricarana (Pard), Vabatima e Vabatimo (27).

A casca produz tinta vermelha que, se precipitada
adequadamente, produz tinta de escrever (13).

Contém cerca de 20 a 35% de tanino condensado,
mas, possui também, amido, resinas, mucilagem, acido galico, acido
elagico e corantes (12, 27, 47).

As formas farmacéuticas habituais sado: infuso,
decocto, extrato fluido, po, tintura, elixir, vinho e xarope (12).

Devido a grande quantidade de tanino, possui
propriedades anti-hemorragica, antidiarreica, antigonorreica, adstringente,
tdnica e antiemética. Muito utilizada, também, nas anemias, fraquezas
gerais, debilidades, escorbuto ,hemorragias uterinas, leucorréias € nos

tratamentos de ulcera, e feridas (12, 27).



2.1.4. Castanha da india (Aesculus hippocastanum L.)

Originaria dos Balcas e cultivada na india, Pérsia e
alguns outros paises da Asia, estende-se agora por toda a Europa (11).

E uma arvore de grande porte cujas flores sdo brancas
e muito vistosas. O fruto & grande, globuloso, e libera a castanha de sabor
muito amargo (22).

A composicdo quimica da Castanha da india é um
pouco complexa, contendo taninos até 2%, heterosideos cumarinicos
(esculosideo), saponinas triperpénicas (8 - 28%), principalmente aescina e
aescigenina, pectina, flavondides, alantoina, aminoacidos, fitosterol e
vitaminas B, K1, C, pro-vitamina D. (11, 30, 38, 55).

Possui inumeras aplicagbes terapéuticas como
antitérmica, anti-hemorragica, antiinflamatéria e diminuidora da fragilidade
capilar (11). Externamente, pode ser usada no tratamento de lupus
eritematoso (52).

Sua caracteristica adstringente esta fortemente ligada
a presencga de taninos (11).

Um estudo de 4 semanas com o uso de extrato de
Castanha da india, em 40 pacientes com insuficiéncia venosa cronica,
confirmou o efeito antiedema e a diminui¢do da dor e do cansago (38).

Como excelente vasoconstritor, € também utilizado no
tratamento de hemorrdidas dolorosas, ndo s6 acalmando a dor, mas,
também, diminuindo o didmetro das veias, agindo como vasoprotetor(10,
22).Sua tintura preparada com flores frescas € um excelente tratamento
contra reumatismo (52).

Na cosmética, pode ser usada para queda de cabelo

em forma de xampu ou ténico capilar. ( 55 )



2.1.5. Confrei (Symphytum officinale L.)

E uma planta com caule angulosos e ramosos de 40 a
80 cm de altura (22).

Nativa da Europa e Asia, foi naturalizada na América
do Norte (29).

Rica em proteina, é utilizada como alimento para
animal e como adubo organico (43).

O Confrei contétm 0,75 a 2,55% de alantoina,
aproximadamente 0,30% de alcaléide pirrolizidinicos ( sinfitina e
equimidina) , 29,00% de mucopolissacarideo, 0,63% de caroteno,
glicosideos , agucares e triterpenos (29,55 ). Quanto ao tanino, o
pirocatecol tanino tem uma concentragdo de, aproximadamente, 2,4%
(16,29, 38) e o pirogalol de 5 a 10% (22).

Um estudo inorganico analitico de plantas medicinais
feito no Ceara, com amostras de cha de Confrei, encontrou, como
resultado, 204,18 mg de tanino em 100g de amostra (34).

Muitos efeitos sdo atribuidos ao Confrei, como
estimulador da proliferagdo celular, adstringente, anti-hemorragico,
antiinflamatoério, emoliente, hemostatico e expectorante (22, 29, 38).

Usado externamente para ulceras, fraturas e luxagao
muscular e psoriase. (43, 55).

Na cosmetica, é indicado para rejuvenescimento e na
revitalizag&o das células e seu extrato é aplicado em cremes de 10 a 15%
(55).
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2.1.6. Hamamélis (Hamamélis virginiana L.)

Seu nome se origina do grego hama que significa ao
mesmo tempo e melis que significa fruto, devido a frutificagdo ocorrer
ainda quando a planta esta florida. Virginiana refere-se ao local do Estados
Unidos que foi encontrado (55).

Arvore que floresce no outono, mede cerca de 7,5 m
de altura. Nativa da Ameérica do Norte, distribui-se de Quebec até Gedrgia
e oeste de Minesota (29).

Droga quase inodora,de sabor adstringente, levemente
amarga e aromatica (19). A parte mais utilizada séo as folhas (55).

O total de tanino ascende a 8%. As folhas contém um
tanino cristalizavel,0 hamamelitanino, que por hidrolise resuita a
hamamelose e acido galico. Reconheceram-se, ainda, acido galico livre e
um tanino amorfo (14,29). Em analise dos polifendis, contidos em folhas de
Hamamélis, foram encontrados 9,6% de tanino (11). Outros constituintes
estdo presentes, como o acido galico, saponinas, resinas, flavondides,
oleos essenciais 0,5% , proantocianidina e acido fendlico (8, 11, 29, 38).

Possui propriedades adstringente, anti-hemorragica e
antiinflamatoéria. Tradicionalmente, tem sido usado como antidiarréico e,
externamente, para hemorroidas, varizes, inflamagoes localizadas e contra
picadas de insetos (8, 29, 38, 52).

Externamente, também é utilizado para reumatismo
muscular, pequenas erupgdes na pele e queimaduras (43, 52).

As preparagbes sdo as mais diversas, variando desde
extratos e tinturas até pomadas e remédios homeopaticos (43).

Em cosmetologia é usado em foérmulas de logoes

capilares e xampus ( 55 ).
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2.1.7. Salvia (Salvia officinalis.L.)

Planta com aproximadamente 80 cm de altura, é nativa
da regido mediterrdnea, mas cultivada em varias regides como lugosiavia,
Albania, Turquia, Grécia, ltalia, Estados Unidos, etc. (29).

A Salvia tem sido vista como um “cura tudo” desde o
comego da histéria. Seu nome genérico vem do termo “to be saved’(estar
salvo) (43).

S&o tantas as suas propriedades que existe um ditado
que diz: “De que podera morrer um homem que tenha Salvia plantada em
sua horta?” (21).

Trabalhos efetuados com Salvia comprovam a
presenga de 8 a 10% de tanino (50, 54) e de 1 a 2,8% de Odleos volateis
como 1,8 cineol, borneol, canfora e triterpenos como acido ursdlico e
oleandlico (38, 55).

Muito utilizada em cosméticos como fragrancia em
sabonetes, cremes, logbes e perfumes bem, como, em produtos anti-caspa
e estimulante do crescimento capilar, cremes e logdes para peles oleosas
e acnéicas (21, 55 ).

Em medicina, & usada como tbnico, digestivo, anti-
séptico, adstringente e antiespasmodico, antiperspirante e antitérmico.
Além do odor aromatico, possui um sabor adstringente e amargo (20, 21,
29). Normaliza as fungdes menstruais tanto na quantidade do fluxo quanto
na duragao e regularidade do periodo (21).

Como remédio caseiro, sdo utilizadas as folhas para
calmante das afecgdes da mucosa bucal (23).

Antigamente, a Salvia era a planta particularmente indicada para induzir e

promover a gravidez (28).
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2.2 - Taninos

O tanino compreende um amplo grupo de composto polifendlico
largamente difundido em todo o reino vegetal ( 41 ).

Nos ultimos 30 anos, a literatura tem acumulado trabalhos
sugerindo que muitos metabdlitos secundarios estdo intimamente ligados
com 0 meio ambiente. Ha evidéncias que os taninos tém muitas fungdes
no processo fisiologico das plantas sendo, uma delas, a defesa das
mesmas. (26).

Ele inibe o ataque ao 6rgao vegetal por parte dos fungos e
bactérias na defesa contra a depredagao de herbivoros conseguidas
através da reducdo do poder nutricional de proteinas e da atividade de
enzimas digestivas (2, 24) assim como sensagdo de constricdo devido ao

poder de adstringéncia (26).

2.2.1. - Estrutura, classificagao e propriedades fisico-quimicas

A palavra tanino compde-se de tan, de origem incerta, provavelmente da
Inglaterra (to tan = curtir) e do sufixo in que, na época, usava-se para
denominar compostos organicos naturais (14). Deve-se essa palavra a
Seguin, que introduziu esse termo para descrever substancias que
convertiam pele em couro (26).

A sugestido dada por Freudenberg para divisao de taninos

hidrolisaveis e taninos condensados € a mais aceita (2, 25) (Figura 1).
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Os taninos hidrolisaveis, mais numerosos e melhor conhecidos,
tiveram suas estruturas elucidadas durante 1950-1980 no periodo de
Schmidt, Mayer e colaboradores (14, 44).

Suas estruturas poliesteres sdo prontamente hidrolisaveis por
acidos (ou enzimas), geralmente os acidos galicos ou elagicos,
considerando-se respectivamente os subgrupos galotaninos e elagitaninos
(14, 25).

Os galotaninos sdo ésteres do acido galico de alguns dos seus
derivados e de poli-alcoois alifaticos. Revelam-se aptos a curtir peles de
animais. Encontram-se em muitas espécies e acumulam-se
particularmente nas galhas (14, 44).

Os elagitaninos caracterizam-se pela presenca do acido elagico
integrado em suas moléculas, e sdo encontrados com frequéncia na
natureza (por vezes percentagens elevadas) (14).

Os taninos condensados, ou proantocianidinas, formam um grupo
numeroso, mas de constituicdo pouco conhecida: sdo amorfos, vermelhos
ou castanhos, pouco soluveis em agua, soluveis em alcool, alcalis,
sulfetos etc.

Sao produtos condensados de precursores simples, com ligagoes
diretas dos nucleos por intermédio de atomos de carbono, também, de
oxigénio sob a forma de éteres, de estrutura muito estaveis e dificilmente
destruidas (14).

A mais importante reagdo da proantocianidina € sua divisao
(quebra) em solugdo levemente acida para formar um “flavan-3-ol- e
quinona methide”, que esta em equilibrio com “carbocation” em solugdo

fortemente acida (44).
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Antigamente, chamavamos taninos a todos os compostos que
reagiam com pele para formar couro e resultassem em cor azul, negra ou
verde, quando, em contato com sais de ferro (11).

Os taninos vegetais ndo se definem pela sua composigao quimica,
mas por um conjunto de propriedades: compostos nao nitrogenados,
amorfos, adstringentes, precipitam com sais de ferro formando compostos
azuis, negros e verdes, pela presen¢a de hidroxilas fendlicas em suas
motéculas (11, 14).

Industrialmente, sao utilizados como mordente em tintura, na
fabricacdo de tinta, para engomar papel e seda, na estampagem em
tecidos, na curticdo de couro, como substancia coagulante, na fabricagao
de borracha, em fotografia, entre outros (29, 33).

Para uso terapéutico, sao utilizados como ingredientes em
supositorio para tratamento de hemorrdida (29), adstringente hemostatico
e, em solugbes para queimaduras e diarréia (33).

Sao solluveis em alcool, agua, acetona, glicerol, pouco soluveis em
éter de petréleo, cloroformio, benzeno e hexano. Escurecem gradualmente

em exposicdo ao ar e a luz (9, 11, 29, 33, 42).
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TANINOS HIDROLISAVEIS ( 25)

RELACAO ENTRE ACIDO GALICO E ACIDO ELAGICO

OH

HOOC OOH —_—

OH

ACIDO GALICO

ACIDO ELAGICO BIFENILO-HEXAHIDROXI DICARBOXILICO



TANINOS CONDENSADOS (14,25)

PRECURSORES:

OH
OH

HO

OH

OH
Flavan-3,4-diol

OH H
OH OH

Pentahidroxi-2,4,6,3'.4'-benzofenona



18

2.2.2. - Metodologia analitica para determinagao de tanino

2.2.2.1. - Métodos de identificagdo

Com albumina, gelatina e alguns alcaldides produzem precipitados
insoluveis (33).

Com sais de chumbo formam precipitados volumosos e densos.
Reagem com metais resultando compostos geralmente coloridos e, muitas
vezes, insoluveis (14, 32).

Com cianeto de potassio, formam precipitado amarelo e reduzem
o reagente de Fehling (11, 14).

Com sais de ferro, obtém-se combinagdes coloridas, de natureza
coloidal (14, 32, 33).Com alcaléides, formam precipitados cristalinos e
amorfos (11).

O dicromato de potassio e o acido crébmico precipitam os taninos
(14).

Uma de suas principais caracteristicas € a de converter pele de
animais em couro. Essa operagéo era efetuada nas regides mediterraneas
aproximadamente 1500 a.C., como relatam os arquedlogos (26).

Estudos feitos com Gomidesia palustris utilizaram a cromatografia
em camada delgada, utilizando n-butanol/acido acético/agua (4:1:5-fase
superior) como eluente, celulose como suporte e como agentes de
detecgdo, a luz ultravioleta 360 nm e cloreto férrico (31).

A Farmacopéia Brasileira 4% ed. emprega a cromatografia em camada
delgada, utilizando silica-gel GF-254 com espessura de 250 um, como
suporte, e mistura de acetato de etila-acido formico-agua (80:10:10), como
fase mével. E aplicada na cromatoplaca, separadamente, 10 pl da solugao

amostra e da solucdo referéncia (19).
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2.2.2,2, - Métodos de determinagio quantitativa

2.2.2.2.1. - Hemoanalise

Método proposto por Bate-Smith, também chamado de método do
eritrécito, esta baseado na formagdo de um complexo tanino-hemoglobina.
A quantidade de hemoglobina complexada é calculada a partir da diferenga
das absorbancias obtidas por leitura espectrofotométrica a 578 nm da
solugcdo nao tratada e da solugdo tratada com acido tanico. Os resultados
sao expressos em miligrama de acido tanico por mililitro de extrato (31).

Kobert baseia-se na aglutinagao dos eritrocitos suspensos em
soro fisioldégico. Usa-se tanino puro para comparagao (14).

PORTER (44) descreve o trabalho de Bate-Smith também em

doseamento de tanino, usando sangue humano .

2.2.2.2.2. - Precipitagdao por um sal metalico

Essa técnica baseia-se na formagdao de complexos insoluveis
reagindo o tanino com sais diversos como cobre, chumbo, estanho, ferro,
aluminio, etc. (14).

Existem varias maneiras de se dosar o tanino, como, por exemplo,
A) pesagem dos precipitados obtidos
B) volumeétrica: por processo de diferenga

C) técnica de dosagem limite: verifica-se se contém um minimo

estabelecido de taninos (14)
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2.2.2.2.3. - Método Colorimétrico

A maioria dos testes usados nos laboratérios envolve a
colorimetria (44).

A reagao mais conhecida € a formagdo do composto. de cor azul,
resultante da redugdo do acido fosfotlingstico a azul de tungsténio por
hidroxilas fendlicas, em solugdes alcalinas (46, 51). Esse método &

chamado de método Folin-Denis (37).

Reagao:
e
(+6) iransferenci de cargs | (+6) (+9)
H; [P? (W3040)s] + € =H;[P*(W,WO,,)4]-
acido fosfotungstico azul de tungsténio
incolor azul

Como essa reagdo nao é especifica para taninos, faz-se uma
primeira leitura da amostra em um espectrofotébmetro (760nm) para
determinagdo de todos os componentes redutores (hidroxilas fendlicas) e,
a seguir, coloca-se essa mesma amostra em contato com a proteina (a
mais usada €& o pé de pele cromado). Filtra-se e também adiciona-se o
acido fosfotingstico. E feita, entdo, uma segunda leitura no mesmo
comprimento de onda e, através da diferenga das absor¢des, calcula-se a
porcentagem de tanino. (17).

Pode-se, também, precipitar previamente com acetato de zinco ou

de chumbo. Decompde-se esse precipitado pelo acido sulfaurico e, s6

depois, adiciona-se o reagente (14).
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2.2.2.2.4. - Reagao com substancias protéicas

Os reagentes mais usados sao: a gelatina, albumina do ovo, cola
de peixes, tripa e pele de animais (14). Conhecem-se varios métodos, mas
somente um gravimétrico indireto, inscrito na Farmacopéia Européia, que
utiliza o pd de pele para reagao com o tanino da amostra. (14, 17).

Pode-se precipitar o extrato contendo tanino com mucoproteina da
saliva, mas torna-se dificil quantificar pois, o precipitado € em forma de gel

e nao é facil filtra-lo ou centrifuga-lo (3).

2.2.2.2.5. - Método da afinidade relativa pelo azul de metileno

Nao é sempre conveniente usar sangue ou outro método de
precipitacdo de proteina, portanto, este método apresenta-se como
alternativa. Consiste em adicionar uma amostra da solugdo contendo
tanino ao azul de metileno, previamente quantificado, e tampéao de fosfato
pH=7,0. A mistura & vigorosamente agitada por 30 minutos, centrifugada,
determinando-se a absorbancia do sobrenadante.

Okuda e seus colaboradores, em 1985, mostraram que a relativa

afinidade pelo azul de metileno e o valor da adstringéncia relativa foram

altamente correlacionados (44).
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2.2.2.2.6. - Métodos que empregam alcaldides e métodos que se

baseiam na oxidagao de taninos

Precipitam-se solugbes de tanino com alcaldides e, pesa-se o
precipitado (14).

No meétodo pela oxidagdo utiliza-se o dicromato de potassio ou
acido iddico e doseia-se o excesso do reagente com hipoclorito, em

presenca do verde de metileno (14).

2.2.2.2.7. - Método Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

A determinagao de tanino por HPLC é descrita por Vennat em
trabalho publicado em 1992, feito em Hamameélis virginiana. O método
desenvolvido deriva da combinagido de alta resolugao e velocidade: os
compostos sdo separados claramente em aproximadamente 12 minutos. O
doseamento, no entanto, torna-se um pouco complexo devido a mistura de

varios componentes presentes no extrato (57).
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3 - OBJETIVOS

O mercado farmacéutico de fitoterapicos sempre foi muito
vulneravel a presenc¢a de produtos cada vez menos controlados e contendo
poucas informagdes como: teor, efeito, composigao, etc.

O aumento, no entanto, de produtos dessa categoria, vem
crescendo cada vez mais, talvez motivado pelo “marketing do natural” e
pela cultura popular. A publicagdo da portaria n° 6, que institui e normatiza
o registro desses produtos junto ao sistema de vigilancia sanitaria, vem
tentar regularizar essa situagao.

A caréncia de métodos analiticos eficientes e a falta de
fiscalizacdo, resultam em produtos sem nenhuma especificagao, o que
motivou o presente trabalho que determina a qualidade de extratos
vegetais e compara com o mercado atual, utilizando o tanino, um marcador
conhecido e inscrito na farmacopéia, o qual € encontrado em extratos
vegetais amplamente utilizados como Alfazema, Alecrim, Barbatiméo,

Castanha da india, Confrei, Hamamélis e Salvia.



4 - MATERIAIS

4.1. - Drogas vegetais

Alecrim - (Rosmannus officinalis L.) (36)
Parte usada: folha
Procedéncia: Quimer - Sdo Paulo (S.P.)

Alfazema - (Lavandula officinalis Chaich Syn) (36)

Parte usada: flor
Procedéncia: Paul Miggemburg - Alemanha

Barbatimao - (Stryphnodendron barbatiman M.) (12)

Parte usada: casca
Procedéncia: Ervanario - Sdo Gongalo (RJ)

Castanha da india - (Aesculus hippocastanum L.) (22)

Parte usada: semente
Procedéncia: Paul Miiggemburg - Alemanha
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Confrei - (Symphytum officinale L..) (16)
Parte usada: folha

Procedéncia: Juquitiba - Sdo Paulo

Hamameélis - (Hamameélis virginiana L.) (19)
Parte usada: folha

Procedéncia: Paul Miggemburg - Alemanha

Salvia - (Salvia officinalis L.) (7)
Parte usada: folha
Procedéncia: Paul Miggemburg - Alemanha

Essas drogas foram analisadas, identificadas e correspondem a

descricao da literatura.



4.2. - Extratos vegetais do mercado

Empresa A

Extrato glicélico de Alecrim
Extrato glicdlico de Confrei
Extrato glicélico de Hamameélis

Extrato glicélico de Salvia

Empresa B

Extrato glicélico de Alecrim
Extrato glicdlico de Salvia

Empresa C

Extrato fluido de Alecrim 30%
Extrato fluido de Alfazema 30%
Extrato fluido de Barbatimao 30%
Extrato fluido de Confrei 30%
Extrato fluido de Hamameélis 30%

Extrato fluido de Salvia 30%

BiBLlOTECA o
C (inacias Faneacoulivar
Faculdede de Cigncias Farir ‘
Uaiystsidade de Sao Paulo
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Empresa D

Extrato fluido de Alecrim 10%

Extrato fluido de Alfazema 40%

Extrato fluido de Barbatimao 50%
Extrato fluido de Castanha da india 40%
Extrato fluido de Confrei 50%

Extrato fluido de Hamamélis 40%
Extrato fluido de Saivia 50%

4.3.- Solventes e Reagentes

Glicerina P.A. - Synth

Etanol 95% P.A.- Synth

Carbonato de sodio anidro P.A. - Merck
Tungstato de sodio dihidratado P.A. - Merck
Acido fosfomolibdico P.A. - Merck

Acido fosférico P.A. - Merck

Pé de pele cromado - Sigma

4.4. - Substincia de referéncia

Acido pirogalico P.A. - Anidrol produtos quimicos
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4.5. - Equipamentos

A - Vidrarias empregadas em laboratério

B - Espectrofotometro Hitachi modelo U-2000 com cubeta de

quartzo com 1cm de caminho o6tico.
C - Balanga Analitica eletronica CG Libror 210

D - Condensador a vapor Precision Scientific C.O
CAT n°, 65486

E - Rota-vapor Blichi R-124 com banho Biichi B-480
F - Agitadores eletronicos Fisaton modelo 753 A e modelo 702

G - Banho-maria SOC.FABBEL LTDA modelo 110 com escala de
temperatura 0-110°C

H - Manta Fisaton modelo 22 n°® 78422

| - Percolador - dimensao diametro maior 17cm e diametro menor

10cm

J - Refluxo
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5 - METODOS

5.1. - Preparacgao dos extratos fluidos (18)

5.1.1 - Processos Gerais de Preparagio

Processo A — Nesta classe estido incluidos os extratos fluidos
obtidos pelo processo comum de percolagdo, sendo o liquido
extrator o alcool ou uma mistura de alcool e agua.

Umedega uniformemente mil gramas da droga pulverizada com q.s.
do liquido extrator prescrito e deixe em maceragao durante 6 horas
em percolador e junte-lhe mais liquido extrator de acordo com as
regras da percolagdo. Deixe, entdo, escoar vagarosamente (10
gotas por minuto), juntando mais liquido extrator até completo
esgotamento da droga (teste feito com cloreto férrico). Separe os
primeiros oitocentos e cinqienta cm?® do percolato (ou a quantidade
indicada na formula), destile o restante deste para recuperar o alcool
e concentre o residuo até consisténcia xaroposa em temperatura
inferior a 60°C; dissolva este na porgac previamente separada,
misture bem e adicione q.s. do liquido extrator para obter mil
centimetros cubicos de produto ou o volume determinado por calculo

pelo doseamento.



30

Processo B — Estao incluidos nesta classe os extratos fluidos em
cuja extragdo sao empregados a glicerina e usados sucessivamente
dois liquidos extratores; liquido extrator | contém glicerina na
proporgao exigida para a quantidade de droga empregada e o liquido
extrator |l, uma mistura de alcool e de agua, na proporg¢ao indicada,
para completar o esgotamento da droga.

Umede¢a uniformemente mil gramas da droga pulverizada com q.s.
do liquido extrator I, deixe em maceragdo durante 6 horas em
percolador; adicione-lhe, entao, o resto do liquido extrator | e, quando
este tiver desaparecido da superficie, junte, aos poucos, o liquido
extrator |l, mantendo sempre excesso de liquido sobre a droga.
Continue entido a percolagdo com o liquido extrator Il, separe os
primeiros oitocentos e cinqienta cm® de percolato (ou o volume
especificado na férmula), esgote completamente a droga, destile este
resto de percolato para recuperar o alcool e evapore até consisténcia
xaroposa em temperatura inferior a 60°C; dissolva esse residuo na
porcao posta de parte, misture bem e adicione q.s. do liquido extrator
Il para obter mil centimetros cubicos de produto ou o volume

determinado por calculo pelo doseamento.

BioLIUTECA
Fuculdade de Ciencias Fopmacéniicay

Universioaca ga Tio fovio



- 5.1.2. - Preparacgao dos extratos de referéncia.

Alecrim
Alecrim.................... 1.000g
Alcool.......ccvveun, q.s.

Agua destilada......_qg.s.
1.000cm®

Processo A:

Liquido extrator = 2 volumes de alcool

5 volumes de agua

Alfazema

Agua destilada.................... q.s.

Alfazema........c..ccoevevriecenns 1000g

Glicerina.....ccuovvveeeereeeeeeenn. 100cm?®

AlCool.....cocvreirercsiinan, a.s.
1000cm’

Processo B:

Liquido extrator | = Glicerina....................
AlCOOL ..,
Agua destilada................
Liquido extrator Il = 2 volumes de agua
1 volume de alcool
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Barbatimao

Barbatimao.........cccooeeecvninninnenee 1000g

GliCeriNG......eevverreeeeeieeereeeans 100cm?

AICOON. .o, q.s.

Agua destilada.........ccovveenn..... g.s.

1000cm®

Processo B:

Liquido extrator | = Glicerina........c.coccceevneennee
AICOOL.....eooeeerieeeeeeerenn,
Agua destilada................

Liquido extrator Il = Alcool 50%

Castanha da india

Castanha da india...........ccccoeieniiinnnienns 1000g

AICOO . e e eeerseere s s e emeesans q.s.

Agua destilada........c.ccoeeeeernriiriirennns Q.s.
1000cm?

Processo A:
Liquido extrator = 2 volumes de alcool
1 volume de agua
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Confrei

Confrei.................... 1000g

Glicerina............... 100cm’®

Alcool.......ooevevenn., g.s.

Agua destilada...... a.s.

1000cm?®

Processo B:

Liquido extrator | = Glicerina..................... 100cm®
AlCOOl.....vvrierrenees 300cm?®
Agua destilada............ 600cm®

Liquido extrator Il = 2 volumes de agua

1 volume de alcool

Hamamélis

Hamamélis .......ccccecevienveviieecneen, 1000g

Glicerina.......ccccccevecvnveeeiciiee e, 100cm®

AICOOL..c..eeseeeereeeereereseeseess e q.s.

Agua destilada..........cccocooeeue..... a.S.

1000cm®

Processo B:

Liquido extrator | = Glicerina.............. 100cm?®
AlCOOl.....cverrnnn. 300cm®

Agua destilada....600cm®

Liquido extrator Il = 2 volumes de agua
1 volume de alcool

33
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Salvia
SalVia ... 1000g
Glicerina........ccccceeuuivneee..... 100cm?
AICOOL.......oieecrereesreers. q.s.
Agua destilada................... a.s.
1000cm?
Processo B:
Liquido extrator | = Glicerina.......................... 100cm?®
AICOO.......coocrrrernnn, 300cm’®
Agua destilada................. 600cm?

Liquido extrator Il = 2 volume de agua

1 volume de alcool

Observagdo:. Os extratos que nao constavam na Farmacopéia

Brasileira 1% ed. seguiram o método de preparagdo do extrato de

Hamamélis.

5.2. - Densidade dos extratos (18)

Densidade relativa através do picnémetro a temperatura de 25°C

utilizando agua destilada

m = peso aparente
v = peso de igual volume de agua destilada
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5.3. - Determinagao do teor de tanino segundo Farmacopéia Européia

2° ed. e Farmacopéia Brasileira 4° ed. (17,19)

5.3.1 - Preparo do Acido Fosfotingstico R ou Reagente Folin Denis (1)

Ferver 10,0 g de tungstato de sédio a refluxo, com 5,0 ml de acido
fosforico, 2,0 g de acido fosfomolibdico e 75 mi de agua durante 2 horas.
Resfriar e completar o volume para 100,0 ml com agua destilada.

5.3.2. - Preparagao e doseamento do padrao (17,19)

Dissolver 50,0 mg de pirogalol R em agua destilada e diluir para
100,0 ml. Diluir 5,0 ml dessa solugao para 100,0 ml com agua. Misturar 5,0
ml desta solugdo com 1,0 ml de solugdo de acido fosfotungstico R e diluir
para 50,0 ml com uma solugdo de carbonato de soédio (15% p/v).
Exatamente 2 minutos apés a adigao do carbonato de sédio, medir a

absorbancia a 715nm em espectrofotémetro (As), usar agua como branco.
5.3.3. - Solugao de Carbonato de Sédio R

15% p/v em agua

Pesar 15,0 g de Carbonato de Sédio R e diluir em um baldo

volumétrico com agua destilada até 100,0 mi.
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5.3.4. - Doseamento de polifendis totais

Misturar 5,0 ml da amostra ja diluida com 1,0 ml de solugdo de
acido fosfotlingstico R e diluir para 50,0 ml com solugdo de carbonato de
sodio R 15%(m/v).

Exatamente 2 minutos apds a adigdo do carbonato de sodio,

medir absorbancia a 715nm (A,), usando agua como branco.

Doseamento de polifendis que nao precipitam com o po de pele.

A 10,0 ml da amostra ja diluida, adicionar 0,10g de pé de pele
SCR e agitar vigorosamente em um agitador mecanico, durante uma hora.
Filtrar.

Adicionar 1,0 mi de sdlugéo de acido fosfotungstico R a 5,0 ml do
filtrado (com papel de filtro quantitativo ) e diluir para 50,0 mi com solugao

de carbonato de sadio R (15% m/v).
Exatamente 2 minutos apés a adigdo do carbonato de sddio,

medir a absorbancia a 715nm (A), usando dgua como branco.

. vyl
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5.3.5. - Calculo do teor de tanino (51)

13,12-(A:1 - A:)
m- As;

Y% tanino =

A1 = Absorbancia medida antes da adigdo do pé de pele.
A = Absorbancia medida apés adigao do pé de pele.
A; = Absorbancia medida com o pirogalol

13,12 = 3,125 x 4.2 que sao respectivamente a constante resultante da

quantidade de tanino determinada em pirogalo! multiplicado pelo fator

obtido em comparagao com o método gravimetrico (51).

M = Tomada de ensaio (quantidade de droga usada em g).
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5.4. - Aplicagao do método em extratos comerciais e de referéncia

Os extratos foram diluidos em agua, partindo-se de uma tomada
de ensaio numa seqiéncia de balGes volumétricos até atingirem as

diluigdes indicadas nas tabelas 1, 2, 3, 4 e 5.

Tabela 1 - Diluigbes empregadas nos extratos da empresa A:

Extrato Diluigao
Extrato glicélico de Alecrim 5.000
Extrato glicélico de Confrei 2.500
Extrato glicolico de Hamamélis 5.000
Extrato glicdlico de Salvia 5.000

Tabela 2 - Diluicdes empregadas nos extratos da empresa B:

Extrato Diluigao

Extrato glicélico de Alecrim 5.000

Extrato glicolico de Salvia 5.000




Tabela 3 - Diluigbes empregadas nos extratos da empresa C:

Extrato Diluigao
Extrato fluido de Alecrim 30% {(p/v) 20.000
Extrato fluido de Alfazema 30% (p/v) 12.500
Extrato fluido de Barbatiméo 30% (p/v) 40.000
Extrato fluido de Confrei 30% (p/v) 1.000
Extrato fluido de Hamamelis 30% (p/v) 40.000
Extrato fluido de Saivia 30% (p/v) 2.000

Tabela 4 - Diluigdes empregadas nos extratos da empresa D:

Extrato Diluigao
Extrato fluido de Alecrim 10% (p/v) 5.000
Extrato fluido de Alfazema 40% (p/v) 5.000
Extrato fluido de Barbatimao 50% (p/v) 100.000
Extrato fluido de Castanha da india 40% (p/v) {  3.125
Extrato fluido de Confrei 50% (p/v) 1.250
Extrato fluido de Hamamélis 40% (p/v) 40.000
Extrato fluido de Salvia 50% (p/v) 25.000
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Tabela § - Diluigbes empregadas nos extratos de referéncia

Extrato Diluigao
Extrato fluido de Alecrim 100.000
Extrato fluido de Alfazema 50.000
Extrato fluido de Barbatimao 250.000
Extrato fluido de Castanha da India 12.500
Extrato fluido de Confrei 12.500
Extrato fluido de Hamamélis 250.000
Extrato fluido de Salvia 100.000

5.5. - Pesquisa de interferéncia nos veiculos

Aplicamos o mesmo método para doseamento de tanino nas

seguintes amostras:

1 - Alcool/Agua 2:1

2 - Glicerina 70% (p/v) em agua
3 - Glicerina pufa

4 - Glicerina 50% (p/v) em agua



6. - RESULTADOS

Tabela 6 - Densidade dos extratos a 25°C *
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Extrato Empresa A | Empresa B | EmpresaC | Empresa D Padrao
vegetal

Alecrim 1,1811 1,0306 0,9415 0,8904 1,0386
Alfazema —_ — 0,9458 0,8691 1,0551

Barbatimao — — 0,9697 0,9750 1,0771

Castanha — — — 0,9120 1,0993
da [ndia

Confrei 1,1871 — 0,9458 0,9585 0,9952
Hamamélis 1,1867 —_ 0,9218 0,9562 1,0466
Salvia 1,1815 1,0304 0,9231 0,9358 1,0528

* Média de 3 determinagdes



6.1. - Teor de Tanino

Tabela 7 - Porcentagem de tanino nos extratos de referéncia

Tanino % | A média antes do p6 de
pele
Extrato fluido de Alecrim 717 0,197
Extrato fluido de Alfazema 3,93 0,190
Extrato fluido de Barbatimao 31,16 0,220
Extrato fluido de Castanha da India | 0,87 0,205
Extrato fiuido de Confrei 1,35 0,218
Extrato fluido de Hamameéiis 9,15 0,178
Extrato fluido de Salvia 8,62 0,175

Média de 4 determinagbes

Tabela 8 - Porcentagem de tanino nos extratos da empresa A:

Tanino %
Alecrim 0,34
Confrei 0,10
Hamamélis 0,35
Salvia 0,25

Média de 4 determinagdes
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Tabela 9. - Porcentagem de tanino nos extratos da empresa B:

Tanino %
Alecrim 0,42
Salvia 0,38

Média de 4 determinagées

Tabela 10 - Porcentagem de tanino nos extratos da empresa C:
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% tanino encontrada | % tanino para um extrato a 100%
Alecrim 30% 1,31 4,36
Alfazema 30% 0,75 2,49
Barbatimao 30% | 3,44 11,45
Confrei 30% 0,22 0,73
Hamamélis 30% | 3,57 11,88
Salvia 30% 0,19 0,63

Média de 4 determinagdes



Tabela 11. - Porcentagem de tanino nos extratos da empresa D:

Tanino % |% tanino para um extrato a 100%
Alecrim 10% 0,40 4,00
Alfazema 40% 0,30 0,75
Barbatimao 50% 14,40 28,80
Castanha da India 40% | 0,25 0,62
Confrei 50% 0,06 0,12
Hamameélis 40% 2,90 7.25
Salvia 50% 1,50 3,00

Média de 4 determinagées
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Espectro de absor¢cao da reacao do extrato Jde
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6.2. - Pesquisa de interferéncia nos veiculos

6.2.1. - Solugdo alcoollagua 2:1

Nao ocorreu reagao

6.2.2. - Solugdo glicerina 70% em agua

N&o ocorreu reagao

6.2.3. - Glicerina pura

Nao ocorreu reagao

6.2.4. - Glicerina 50% em agua

Nao ocorreu reagao

Os resultados obtidos com o pd de pele foram praticamente

idénticos nos trés casos em que a glicerina estava presente.

oLl un
Facudacw e Cocndan b o cuvying oy
Lodwrsd fade de 230 Paulo
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6.3. Calculo do coeficiente de variagado e limite de confianga ( 58, 60 )
EXTRATO FLUIDO DE ALECRIM

Amostra Concentragao A AZ
(n°) (x%) — —
(x—x) (x-x)?
1 7,14 - 0,03 0,0009
2 7,15 - 0,02 0,0004
3 7,20 0,03 0,0009
4 7,21 0,04 0,0016
Média x= 7,7 Y A=0,02 |TA? =0,0038

A variancia é dada pela expressao

V=3 (x-x)? sendon=4

n-1
V =0,0038 V=0,0013

3
O desvio padréo S foi calculado :
s=VV s=+v 0,0013 S =0,036
O coeficiente de variagdo foi calculado por expressao:
Cv=(100x S) CV = 0,50%

X

O limite de confianca da média para 95% de confianga, foi calculado:

LC=X + txSm ondet=3,182 para 3 graus de liverdade e Sm=S/Vn
LC= 7,17+ (3,182x0,018)

LC= 7,17t 0,06
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EXTRATO FLUIDO DE ALFAZEMA

Amostra Concentragao A A2
™ ) (x-%) (x-% )

1 3,95 0,02 0,0004

2 3,96 0,03 0,0009

3 3,89 -0,04 0,0016

4 3,92 0,01 0,0001
Média X= 3,93 TA=0 > A? = 0,003

A variancia é dada pela expressao

V=% (x-X) sendon=4

n-1
V = 0,003 V = 0,001

3
O desvio padrao S foi calculado :
s=+VV s=v 0001  S=0,0316
O coeficiente de variagéo foi calculado por expressao:
CV=(100x S) CV =0,80%

X

O limite de confianga da média para 95% de confianga, foi calculado:

LC=X + txSm ondet= 3,182 para 3 graus de liberdade e Sm= S/ vn
LC = 3,93+ (3,182x0,0158)

LC= 3983+ 0,05
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EXTRATO FLUIDO DE BARBATIMAQ

l:rr:::stra :ic::)centragéo A Az
(x-x) (x=X%)
1 30,91 -0,25 0,0625
2 31,16 0 0
3 32,30 1,14 1,2996
4 30,27 -0,89 0,7921
Média x= 31,6 TA=0 > A? =0,3603
A variancia é dada pela expressao
V=X (x-x)? sendo n =4
n-1
V =0,3603 V =0,1201
3
O desvio padrao S foi calculado :
s=vV s=v 01201  $=0,3466
O coeficiente de variagao foi calculado por expressao:
CV=(100x S) CV=1112%
X

O limite de confianga da média para 95% de confianga, foi calculado:

LC=X + txSm ondet=3,182 para 3 graus de liberdade e Sm=S/ ‘Jn—
LC= 31,16 + (3,182x0,1733)

LC= 31,16+ 0,55



EXTRATO FLUIDO DE CASTANHA DA iNDIA

Amostra Concentragdo A Az
0 0
(n°) (x %) (x=X) X% )
1 0,90 0,03 0,0009
2 0,88 - 0,01 0,0001
3 0,85 - 0,02 0,0004
4 0,84 -0,03 0,0009
Média X= 0,87 TA=-003 [T A?=0,0023
A variancia é dada pela expressao
V=% (x =% )? sendon=4
—
V =0,0023 V =0,00077
-3
O desvio padrao S foi calculado :
s=vV  s§=VY7000077  $=0,0277
O coeficiente de variagao foi calculado por expressao:
CV=(100x S) CVv=318%
X

O limite de confianga da média para 95% de confianga, foi calculado:
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LC=X + txSm ondet= 3,182 para 3 graus de liberdade e Sm=S/ vn

LC = 0,87 + (3,182x0,01385)
LC = 0,87 + 0,044
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EXTRATO FLUIDO DE CONFREI

Amostra Concentragao A Az
0

() (x%) (x-x) (x-x )’
1 1,31 - 0,04 0,0016
2 1,38 0,03 0,0009
3 1,37 0,02 0,0004
4 1,34 -0,01 0,0001

Media x= 1,35 >A=0 > A* =0,003

A variancia é dada pela expressao

V=3 (x-X)? sendo n = 4

n-1

V =0,003 V =0,001
3

O desvio padrao S foi calculado :
s=vVV s=v0,001 = S=00316
O coeficiente de variagio foi calculado por expressao:
CV=(100x S) CV=234%

X

O limite de confianga da média para 95% de confianga, foi calculado:

LC=X + txSm ondet= 3,182 para 3 graus de liberdade e Sm =S/ vn
LC = 1,35 + (3,182 x0,0158)

LC= 135 + 0,05
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EXTRATO FLUIDO DE HAMAMELIS

Amostra Concentragdo A Az
™ o) (x-X) (x-% P

1 9,26 0,11 0,0121

2 9,18 0,03 0,009

3 9,06 -0,09 0,0081

4 9,10 -0,05 0,0025
Média X= 9,15 TA=0 ¥ A%=0,0317

A variancia é dada pela expressao

V=3 (x-X) sendon =4

n-1
V =0,0317 VvV =0,0105

3
O desvio padrao S foi calculado :
S=+vVV S =v0,0105 S =0,1024
O coeficiente de variagdo foi calculado por expressao:
CV=(100 x S) CV=112%

X

O limite de confianga da média para 95% de confianga, foi calculado:

LC=X + txSm ondet= 3,182 para 3 graus de liberdade e Sm = S/ vn
LC= 9,15 + (3,182x0,0512)

LC = 9,15+ 0,163
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EXTRATO FLUIDO DE SALVIA

Amostra Concentragao A A2
o o
(n°) (x%) x—%) "3
1 8,61 -0,01 0,0001
2 8,54 - 0,08 0,0064
3 8,66 0,04 0,0016
4 8,67 0,05 0,0025
Média X= 8,62 TA=0 ¥ A* =0,0106

A variancia é dada pela expressao

V=% (x =% ) sendon=4

n-1
VvV =0,0106 V =0,00353

3
O desvio padrao S foi calculado :
s=vV S=v0,00353  §=0,05944
O coeficiente de variagdo foi calculado por expressao:
CV=(100x S) CV =0,69%

X

O limite de confianga da média para 95% de confianga, foi calculado:

LC =X + txSm ondet= 3,182 para 3 graus de liberdade e Sm =8/ VA
LC = 862 + (3,182x0,02972)

LC = 8,62+ 0,095
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7. - DISCUSSAO

Inicialmente sabiamos que iriamos encontrar, na execugio desse
trabalho, muitas dividas, muitos problemas, mas nao imaginavamos que a
maior dificuldade seria a obten¢ao das amostras dos extratos.

Primeiramente, encontram-se no mercado as mais diferentes
concentragoes dos extratos e tinturas.

O comércio é livre e visa somente a satisfagdo do consumidor,
sem a preocupagao com qualidade.

Por outro lado, algumas empresas ndo fabricam certos
fitoterapicos, 0 que impossibilitou a complementagao da amostragem.

Para determinagao de tanino, foi utilizado o método inscrito na
Farmacopéia Européia 2* ed. e Farmacopéia Brasileira 4° ed.(17,19). que
baseia-se na precipitagdo de tanino por proteinas.( ver 2.2.2.2.3 método
colorimétrico )

Como descrito na revisdo bibliografica, existem varios métodos
para doseamanto de tanino , como o método de doseamento por
hemoglobina, diversas proteinas, ou com HPLC. A escolha do meétodo
utilizado deveu-se ao seu amplo emprego em pesquisa e rotina, sem
esquecer o seu baixo custo-beneficio. Além disso os outros citados
poderiam nos trazer dificuldades na obtengdo, por exemplo, de
determinadas proteinas {quanto a sua qualidade) e amostras de sangue.
Ja o uso do HPLC limita a reprodugao do metodo em empresas menores e

que nao possuem o aparelho acarretando problemas de custo.
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No meétodo espectrofotométrico utilizado, duas aliquotas dos
extratos sdo submetidas a duas situagbes diferentes. No primeiro caso,
ocorre a reagao entre o acido fosfotungstico e todos os produtos redutores
existentes no extrato, inclusive o tanino.

No segundo caso, adiciona-se, previamente, uma quantidade de
p6 de pele, que tem como finalidade reagir com o tanino e exclui-lo da
reagdo com o acido fosfotungstico. Portanto, a diferenga na leitura das
absorbancias, uma vez que as reagbes sdo conduzidas nas mesmas
condi¢bes, sera devida somente aos taninos, podendo-se, entao, calcular
o teor existente na amostra.

Apesar do método ja ser conhecido houve a necessidade de
adaptacdo, como no caso das diluigoes.

O po de pele cromado (tratado antecipadamente com alumen de
cromo) recebeu esse tratamento com o objetivo de reduzir, ao minimo, as
substancias sollveis da pele e assegurar a sua conservagao.

O espectro de absor¢do da reagdo do extrato de barbatimao
padrdo com reagente de Folin Denis, mostra o comportamento do extrato
antes e depois do contato com o p6 de pele. A leitura da absorbancia foi
feita no comprimento de onda 715nm. (Figura 9).

De inicio, foi constatado que, para o sucesso da reagdo, a
quantidade de pdé de pele necessaria deveria ser proporcional a
quantidade de tanino existente na amostra analisada. De fato, o pd de
pele, dependendo da quantidade de tanino presente no extrato, poderia
ser insuficiente para precipitar todo o tanino.

Portanto, a grande dificuldade analitica foi determinar qual seria a
quantidade ideal de p6é de pele a ser adicionada a uma determinada
tomada de ensaio do extrato.

BIGLIOTECA

Facuidade da Ciéncias Fars.aceuu a-
Uaivorsidade de Sao Paulo
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Apos varias tentativas, foi observado que o melhor procedimento
foi fixar em 0,1g,conforme indica o método farmacopeico (17,19), a
quantidade de pé de 'pele e empregar diferentes diluicdes dos extratos
para ajustar a rea¢do em funcdo da concentragao de tanino e de fendis
totais.

As dilui¢bes variaram de um produto para outro, em fungao do
teor de tanino, porque houve necessidade de ajustar as reag¢des
colorimétricas. Ensaios preliminares foram conduzidos e concluiu-se que,
em alguns casos, as condi¢cdes experimentais previstas no método
farmacopeico, caso fossem obedecidas, ndo permitiiam o calculo da
concentracdo de tanino porque as absorbancias ficariam préximas,
indicando que o p6 de pele nao seria suficiente para precipitar uma
razoavel quantidade de tanino.

Tratando-se de um método espectrofotomeétrico, sabe-se que no
intervalo entre 20% e 65% de transmitancia (0,7 e 0,2 de absorbancia), o
erro devido a medida experimental € o menor possivel. 1sso acontece
porque, para altos valores de transmitancia (baixos valores de
absorbancia), as poténcias radiantes incidente e transmitida sao
aproximadamente as mesmas.

Por outro lado, para baixos valores de T, pouca poténcia radiante
alcanca o detetor, limitando a exatidao da medida (39).

Em razao disso, todo o trabalho que utiliza espectrofotometria
devera ser adequado de tal maneira que as absorbancias lidas estejam
dentro do intervalo acima indicado. Para podermos seguir 0 método
sugerido, foi necessario trabathar um pouco fora do limite inferior de
absorbancia, de maneira que nao comprometesse a validade dos

resultados (Figura 10).
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Com o objetivo de avaliar a dispersao dos resuitados para cada
extrato, a determinagao foi repetida quatro vezes, para o calculo da media.

Os resultados obtidos, como se pode ver nas figuras 2, 3, 4, 5, 6,
7 e 8, mostram a falta de padronizagdo ocorrida no mercado. As analises
feitas com extrato de Alecrim, mostram que empresas comercializam o
mesmo extrato com até 20 vezes menos tanino que o extrato padrao.

Os extratos de Alfazema, Barbatimdao e Castanha da india foram
os mais homogéneos e, mesmo assim, apresentaram resuitados até 5
vezes menor que o esperado.

Nos extrato de Confrei € Hamamélis, as empresas, exceto a
empresa A, apresentaram resultados mais préximos do esperado.

Como ja é conhecido, o teor de um principio ativo numa droga
vegetal pode variar em fungdo de diversos fatores tais como: a época da
colheita, a regido da plantagao, a temperatura, a iluminagao, o ritmo das
marés, a umidade atmosférica , a pluviosidade , o processo de extragao, a
armazenagem, entre outros fatores ( 4, 15).

isso explica o porqué de uma quantidade maior de tanino no
extrato de Hamamélis da empresa C, em comparagdo com O extrato
padrao (figura 7). Por outro lado, os baixissimos teores encontrados em
alguns casos nao poderiam ser atribuidos a esses fatores.

No caso da Salvia, todas as empresas analisadas comercializam
extratos com baixo teor de tanino, podendo-se observar variagbes na
quantidade do mesmo, de 3 a 34 vezes menor que o teor encontrado no
extrato padrao.

As plantas utilizadas para aplicagdo do método nem sempre
possuem o tanino como principio ativo principal e muitas vezes nao sao

usados como marcadores para identificar a qualidade da mesma.
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Dentro da diversidade encontrada cita-se o exemplo do confrei,
uma planta muito conhecida e utilizada devido as propriedades da
alantoina. A alfazema é outro exemplo a ser citado pelo uso dos éleos
essencias ,nesse caso, mesmo contendo a quantidade esperada de tanino,
nao podemos garantir suas qualidades pois os 6leos essenciais (que sao
utilizados como P.A) sdo volateis e degradam-se mais facilmente.Por essa
razao é do conhecimento gue se torna inviavel o uso do tanino como
marcador para avaliar a qualidade da mesma.Temos ainda a castanha da
india ,0 alecrim e a salvia.

Nao foi por acaso que foram escolhidas as plantas constantes no
estudo, pois as mesmas apresentam diversidades de concentragdo de
tanino (0,8 - 31% ) o que torna os exemplos mais evidentes, podendo, com
isso, verificar a eficiéncia do método empregado em concentragdes bem

diversificadas,como se pode notar no quadro abaixo.|

Extrato em ordem decrescente | Valor tedrico de tanino|Teor de tanino %
de concentragdo de tanino % |% encontrado nas|encontrado nos
esperado literaturas extratos de referéncia
Barbatimao 20 -35 31,16

Hamamélis 8 —10 9,15

Salvia 8 -10 8,62

Alfazema 5 -12 3,93

Confrei 2 -3 1,35

Castanha da india maximo 2 0,87




As tabelas 10 e 11 mostram que os extratos das empresas C e D
n&o sdo 1:1. Portanto, para se comparar com o padrao, faz-se a projecao
para 100% como os demais extratos. As diluicdes em que se encontravam
esses extratos foram fornecidas através de laudos pelas empresas
respectivas.

Para observacdo de possiveis interferéncias dos veiculos, a
reacao colorimétrica foi aplicada, nas mesmas condigdes ja descritas para
glicerina, agua e alcool, com e sem adig¢o do po de pele. Os resultados da
leitura das absorbancias demonstraram que ndo houve diferenca nos
valores, indicando que a reacdo ndo ocorreu em nenhum dos casos e,
assim, nao ha possibilidade de interferéncia desses componentes.

Na determinagao da densidade, os valores encontrados para os
extratos que foram preparados nas condigbes previstas na farmacopéia, e
que constitui as amostras do presente trabalho, apresentaram-se
compativeis com os valores esperados. Entretanto, com as amostras
comerciais, houve grande discrepancia. E provavel que ndo exista
padronizacdo do liquido extrator nas diferentes industrias e, nem tao
pouco, da relagdo concentracdo do droga x liquido extrator.

Para o consumidor, a ma qualidade do extrato, ou seja, uma
menor concentragdo de principio ativo ( no caso o tanino ) quando
aplicado em medicamento ou cosmético acarreta uma queda na eficiéncia
no tratamento. Por tanto, ha necessidade que seja obrigatéria a
implantagdo do controle da fabricagdo e da qualidade nos laboratdrios

produtores de fitoterapicos.



O Sindicato da Industria de Produtos Farmacéuticos do Estado de
S&o Paulo publicou um artigo em que comenta que, a publicagdo da
portaria S.V.S. n°6, desencadeou no Brasil um processo de readequacgao
do mercado de fitoterapico em todos os aspectos.

Grupos de empresas realizam reunifes periddicas semanais e
promovem debates e cursos sobre a legislagcdo e as formas de seu
cumprimento (35).

Desta maneira, pressupde-se que o préprio mercado preocupa-se
com a normalizagdo dessa importante atividade e, assim, havera menor

risco de desobediéncia as exigéncias técnicas e legais.



8. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos na pesquisa, pode-se concluir que:

1. Pelo método proposto pela Farmacopéia Européia 22 ed. e Farmacopéia
Brasileira 4* ed. é possivel determinar quantitativamente o tanino
também em extratos vegetais.

2. O método proposto pela Farmacopéia Européia 2* e Farmacopéia
Brasileira 4 ed. para determinagdo de tanino, apresentou boa
reprodutibilidade e precisao.

3. O método pode ser utilizado no controle de quaiidade de fitoterapicos
por ser de facil execucgdo e apresentar baixo custo/beneficio.

4. As diluigdes devem ser modificadas e proporcionais & quantidade de
tanino presente na amostra.

5. A determinagdo da densidade nao pode ser utilizada para

caracterizacdo dos extratos comercializados.
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RESUMO

No dia 06/02/95 foi publicada uma portaria que normatiza e
institui o registro de produtos fitoterapicos, junto ao Sistema de Vigilancia
Sanitaria. Em razao disto, o trabalho adaptou o método de doseamento de
tanino, um marcador encontrado largamente no reino vegetal.

Os extratos elaborados para o estudo foram os de Alfazema,
Alecrim, Barbatimao, Castanha da india, Confrei, Hamameélis e Salvia por
possuirem teores variados de tanino.

No método espectrofotométrico utilizado (inscrito na F.B. 42 ed.
e F.Européia 22 ed.) a reagao colorimétrica deve-se a redugdo do acido
fosfotungstico pelas hidroxilas fenélicas formando um composto de cor azul.

Os extratos produzidos foram comparados com extratos do

"mecado obtendo-se resultados nao muito proporcionais.
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SUMMARY

On February 6™ 1995 was published a decree establishing the
rules for the registration of Herbal Medicines in the Sanitary Vigilance.
According to this new regulation, this research adapted the tannin dosing
method as parameter. Tannin is a substance largely found in the plant
kingdom.

The extracts used for this study were Aesculus hippocastanum L.,
Lavandula officinalis Chaich syn, Hamamelis virginiana L, Rosmannus
officinalis L.,Salvia officinalis L., Stryphnodendron barbatiman Mimosa
barbatiman Vell.,Symphytum officinalis L. for possessing different quantities
of tannin.

In the spectroscopy method utilized (inscribed on the 4™ edition of
the Brazilian Pharmacopoeia and on 2™ edition of the British
Pharmacopoeia) the colorimetric reaction is due to the fosfotungstic acid
redudtion by fenolic hydroxyl making a composed of blue color.

The produced extracts, were compared with the trade market

extracts, which results were not quite proportional.



