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Determinagcao de Guaco em Mel por
Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Determination of Guaco in Honey by
High Perfomance Liquid
Chromatography

Resumo

O guaco (Mikania glomerata) é uma planta originada do Brasil e é
conhecida por suas propriedades expectorantes. O Departamento
de Inspegéo Federal de Produtos de origem Animal (DIPOA) vinculado
ao Ministério da Agricultura, publicou uma resolucdo de 19/06,/20083,
relativa a méis compostos com extratos vegetais, em concomitancia
a resolugcao RDC 48 da ANVISA, que regulamenta o uso de extratos
vegetais. Estas considerag6es levaram a necessidade de se elaborar
procedimentos analiticos para este controle de qualidade, baseados
na literatura. Foi entéo desenvolvida uma metodologia para determinar
a presenca de cumarina (marcador quimico do guaco) em méis
compostos, empregando-se a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com um detector de rede de diodos. Este método foi
considerado adequado para a determinagdo da cumarina do guaco
em méis comerciais contendo extratos de Mikania glomerata.

Abstract

The guaco (Mikania glomerata) is a plant originated from Brazil that
is known by its expectorant properties. The Department of Inspection
of Products from Animal Origin, linked to the Agricultural Ministry of
Brazil, has made a resolution on 19/06/2003, related to honey that
have vegetal extracts aggregated to it. Also, the Sanitary Vigilance
National Agency of Brazil (ANVISA) has made a public consult in
06/11/03 regarding to the regulation of products for phytotherapeutic
products. These considerations take into account the necessity of
to elaborate legal rules and legal analytic procedures based on
scientific literature. These considerations led us to develop a
methodology to detect the coumarin in honey that has guaco
aggregated to it. The method uses a High Performance Liquid
Chromatography with diode-array detector equipment. This method
may be a reliable qualitative method to detect and quantify the guaco
coumarin in commercial honey claiming to have Mikania glomerata
plant extract in them.

Introdugao

Dentro do Ministério da Agricultura, o DIPOA é o departamento
encarregado de inspecionar produtos de origem animal. Os produtos
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elaborados pelas abelhas, tais como mel, prépolis,
poélen e geléia real se enquadram entre estes
produtos. Sendo assim, existe um consenso so-
bre a necessidade de orientar produtores no sen-
tido de garantir a seguranca do consumidor e a
qualidade do produto. Dentro do nicho em que se
insere o mel, surge uma nova categoria referente
aos méis que possuem extratos vegetais com ca-
rater fitoterdpico agregado a eles. Dentro desta
categoria se encontram os chamados méis
compostos tais como: Mel com guaco, mel com
geléia real, Mel com eucalipto, etc. Embora ja
exista uma legislacdo que trate dos requisitos béa-
sicos para controle de mel, sé agora surge a ne-
cessidade de se criar normas que orientem os
produtores destes méis compostos. O DIPOA
publicou uma resolugédo em 19/06/2001 em que
se levanta a necessidade de se elaborar métodos
analiticos especificos baseados em literatura cien-
tifica (DIPOA, 2003). Nesta Resolugdo N-01, o
Departamento de Inspecédo de Produtos de
Origem Animal do Ministério da Agricultura tece
uma série de consideracgoes referentes a neces-
sidade de se efetuar um controle de qualidade de
méis que apresentem extratos vegetais agregados
a eles (méis compostos).

Estas consideragdes levam em conta a necessidade
de se elaborar uma regulamentagao legal especifica
para estes produtos e procedimentos analiticos
padronizados baseados na literatura cientifica.
Tendo em vista estas necessidades foi desenvolvido
um método que permite a deteccdo da cumarina
(substéancia marcador quimico do guaco) em Mel
com guaco. As determinagoes foram feitas em um
equipamento de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com deteccdo com luz UV. A metodo-
logia é bastante simples, permitindo detectar as
substancias consideradas benéficas para a saide
de forma inequivoca em trés amostras de Mel com
guaco.

O guaco (Mikania glomerata Spreng.) é uma planta
originaria do Brasil que se desenvolve bem em
locais com clima ameno como o clima da regiao Sul
e o clima de boa parte do Sudeste. O nome do
género Mikania foi dado em homenagem ao
boténico Mikan, de Praga, morto em 1814 e os
efeitos terapéuticos do guaco sdo amplamente
conhecidos ha longo tempo (CORREA, 1984); como
erva recomendada na forma de chés e xaropes
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expectorantes, gracas a sua riqueza em cumarina
(FARMACOPEIA, 1996). Celeguini et al. (2002) j&
identificaram e quantificaram a cumarina em
extratos de guaco, empregando a CLAE.

Materiais e Métodos
Reagentes

Metanol grau HPLC e acetonitrila foram adquiridos
da Merck (Darmstadt, Germany). O padréo
certificado de cumarina foi adquirido do LabSynth
Produtos para Laboratérios Ltda. (Diadema -SP,
Brazil). As solucdes estoque de cumarina foram
feitas em metanol.

Preparagdo da amostra de mel

Uma amostra de mel contendo extrato de guaco
(Apiéarios Baldoni) na quantidade de 2 g (+0.5) foi
acondicionada em um tubo de vidro, misturada com
10 mL de agua e agitada até que o mel fosse
dissolvido.

Condigbes cromatogréaficas

O sistema cromatografico LaChrom L-7000 HPLC
consistiu de uma bomba L-7100, forno de coluna
da Merck Hitachi L-7300 e interface D-7000,
equipada com um amostrador automético L-7200
e um detector de rede de diodos L-7455, pré-
coluna Lichro CART® 4-4 LiChrospher® RP-18. Os
dados foram coletados e intergrados através do
programa Chromatography Data Station
Software-HSM-Syst.1- Merck, verdo 4.1. As con-
dicdes de anélise, foram: coluna 125 x 4 mm |.D.
LiChro CART® LiChrospher® 100 RP-18 (5 um)
da Merck (Darmstadt, Germany), fase movel:
Metanol-Acetonitrila (60:40 v/v) e fluxo de 1,0
mL/min; volume de injecdo de 20 I, com detecgao
em 274 nm.

Resultados e Discusséao

Para verificar a adequagao dos procedimentos
analiticos, foram injetadas amostras de mel consi-
deradas como "branco". A figura 1 mostra um
cromatograma tipico obtido na anélise. Pode-se
observar que nao héa a interferéncia de picos co-
eluindo com a cumarina (tempo de retengao de 3,0
minutos).
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Figura 1 - Cromatograma tipico em CLAE para uma amostra de mel, nas condigoes descritas.
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Para a detecgao da cumarina, foi construida uma curva
padrao de calibragao (A = 3555 C, R?2 = 0,9963; A =
Area do pico e C = concentracdo em mg/mL). Os
cromatogramas das trés amostras de méis comerciais

contendo extrato de guaco sdo mostrados nas Figuras
2, 3 e 4. A quantidade média de cumarina identificada
em méis foi de 0,05%. A coluna foi lavada com agua
apos cada série injetada.

Figura 2 - Cromatograma obtido de uma amostra de mel contendo extrato de folhas frescas de guaco, indicando o tempo de

retengdo da cumarina (tR 2,95 min).
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Figura 3 - Cromatograma obtido de uma amostra de mel contendo extrato de folhas secas de guaco, indicando o tempo de

retengédo da cumarina (tR 2,95 min).
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Figura 4 - Cromatograma obtido de uma amostra de mel contendo guaco e agrido, indicando o tempo de retengédo da

cumarina (2,95 min).
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Como caracteristicas analiticas: em 274 nm, a faixa
de calibrago foi linear até 20 mg / mL (r?=0.99, pelo
menos). O limite de deteccéo, calculado para uma
amostra de 2 g de mel em um volume final volume de
10 mL, foi sempre menor do que 10 mg/L. Nos
cromatogramas, embora aparentemente haja uma
quantidade de substéncias co-extraidas, a fase movel
metanol-acetonitrile (60:40, v/v) foi adequada para a
determinacéo da cumarina em mel.
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