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RESUMO

Com a promulgacao do decreto presidencial n® 5813 de 22 de junho de 2006
foi aprovada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Como
desdobramento desta politica é esperado um aumento do numero de pedidos de
registro de produtos tendo plantas medicinais como base. Neste contexto é papel da
Vigilancia Sanitaria zelar pela qualidade destes produtos. Um dos pontos criticos
neste controle € a indisponibilidade de substancias de referéncia certificadas, em
funcdo da dificuldade de se certificar novas substancias para as quais ndo ha
substancia de referéncia prévia. Este trabalho elaborou uma proposta de protocolo
para certificacdo de substancias de origem vegetal para o controle da qualidade de
plantas medicinais e fitoterapicos. O protocolo elaborado tem como base o ISO Guia
35, documento elaborado pela ISO que descreve os requisitos gerais e estatisticos
para a certificacdo de materiais de referéncia. Também foram consultadas uma série
de referéncias sobre o estado da arte das principais técnicas a serem aplicadas em
certificacdo de substancias. Por fim as principais dificuldades na certificacdo de
substancias de origem vegetal também foram discutidas. O protocolo proposto foi
testado parcialmente com quatro substancias: os acidos oleandlico e betulinico; e
com os tetranortriterpenoides isolados de Carapa guianensis, 7-desacetoxi-7-
oxogedunina e 6a-acetoxigedunina. Para estes Uultimos foi desenvolvido um
processo de isolamento que se mostrou satisfatorio inclusive com seu aumento de

escala, o que subsidia no futuro um teste para a sua certificagcao.

Palavras-chave: Controle da Qualidade. Certificagdo de Material de Referéncia.
Plantas medicinais.



ABSTRACT

The National Policy for Medicinal Plants and Herbal Medicines was approved
in june 22 2006. As a result it is expected an increase on the registration of herbal
medicines based of Brazilian native medicinal plants, in this context regulating
authorities must ensure the quality of this products. One of the key points of herbal
medicines quality assurance is the low availability of certified reference substances,
mainly because of the difficulties in certifying new substances for which there are
none previous reference. This work elaborated a protocol proposal to the
certifications of substances from plant origin for the quality assurance of herbal
medicines. The proposal was based on ISO GUIDE 35, the ISO document that
describes general and statistical requisites for the certification of reference material.
References on the state of the art of the recommended techniques for the
certification of substances were also consulted and main difficulties on the
certification of substances isolated from medicinal plants were delineated. The
proposal was partially tested with 5 substances: Oleanolic acid, ursolic acid, 7-
deacetoxy-7-xogedunin and 6a-acetoxygedunin. This last two tetranortriterpenoids
from Carapa guianensis for which an isolation process was developed, including an
improvement on the process scale that will allow the complete certification of this

substances in the future.

Key-words: Quality Control. Reference Material Certification. Medicinal Plants.
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1. INTRODUGAO
1.1 POLITICA NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

O mercado brasileiro de fitoterapicos esta avaliado em cerca de US$ 540
milhées anuais, um montante ainda modesto levando-se em conta que o mercado
nacional de medicamentos gira em torno de US$ 22 bilhdes anuais (Freitas, 2007).
Além de uma oportunidade de crescimento econdmico, isto representa uma
oportunidade de desenvolvimento estratégico para o pais, principalmente
considerando-se a vantagem intrinseca de ter uma das maiores reservas de
biodiversidade do mundo. Por outro lado, o desenvolvimento da industria de
fitoterapicos no pais, principalmente centrado em plantas nativas, acarretaria, pelo
menos em parte, na necessidade de cultivo de espécies para suprir a demanda,
trazendo uma alternativa para o desenvolvimento da agricultura familiar com
consequente desenvolvimento social (Laurenzani, Laurenzani e Batalha, 2004).
Neste contexto, em 22 de Junho de 2006 foi publicado o Decreto n° 5813, que
instituiu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos — PNPMF (Brasil,
2006), resultado do trabalho do grupo interministerial para a formulagcdo desta
politica. Entre os objetivos especificos da PNPMF destacam-se dois: o
desenvolvimento tecnolégico da industria farmacéutica nacional, com base na
producao de medicamentos fitoterapicos € o acesso a instrumentos terapéuticos

eficazes e seguros por populag¢des de baixa renda (Brasil, 2006).

1.2 DESAFIOS PARAA VIGILANCIA SANITARIA

No desenvolvimento de produtos derivados de plantas medicinais,
principalmente medicamentos fitoterapicos, a Vigilancia Sanitaria tem um papel
fundamental no cumprimento de suas atribuicdes dispostas na Lei n° 6360 de 1976.
A propria PNPMF destaca que o desenvolvimento tecnoldgico deve ser promovido
com a garantia da qualidade dos produtos desenvolvidos. Cabe a Vigilancia
Sanitaria assegurar esta qualidade, aplicando os instrumentos legais de que dispde,
como a regulacédo de registro de medicamentos fitoterapicos (Brasil, 2010). O
Decreto n° 5813 ainda estabeleceu a necessidade de regulacdo de produtos que
sejam constituidos apenas pela planta fresca ou estabilizada (Brasil, 2006), ja
presente na legislacdo atual (Brasil, 2010). Por outro lado, a maioria dos
medicamentos fitoterapicos registrados tem como base plantas exdéticas ao pais,

como arnica (Arnica montana), ginseng (Panax ginseng) e ginkgo (Ginkgo biloba).
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que sdo amplamente estudadas, tanto em relagdo a sua eficacia e seguranga como
no estabelecimento de padrdes de qualidade. Com o aumento esperado de pedidos
de registro de produtos com base em plantas nativas, a avaliagdo das informacoes
de registro deve ser feita com cautela. A comprovagdo de eficacia e seguranca
dificilmente terd como base a Lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos
presente IN n° 5 (Brasil, 2008) ou a Lista de Referéncias Bibliograficas para a
Avaliacdo de Sequranca e Eficacia de Fitoterapicos, que constitui a IN n® 05 (Brasil,
2010), ja que em ambas as listas predominam as plantas exdticas. Ao contrario, a
comprovagao sera realizada por ensaios clinicos. O estabelecimento de padrdes de
qualidade para plantas nativas requer também uma analise cuidadosa. Se, por um
lado, testes gerais para matérias-primas vegetais e de medicamentos fitoterapicos ja
sdo bem estabelecidos (WHO, 1998; Farmacopeia Brasileira, 2010), o
estabelecimento de marcadores para o controle da qualidade e/ou principios ativos &
dificultado quando se trata de produtos com base em espécies vegetais para as

quais nao ha referéncias disponiveis — a maioria destas nativas no territério nacional.

1.3 SUBSTANCIAS QUIMICAS DE REFERENCIA

A industria farmacéutica tem grande impacto na saude publica, ndo apenas
porque os medicamentos que produz promovem a saude, mas também porque a
modernizacdo da industria leva a producao de quantidades cada vez maiores de
medicamentos por lote. Para o controle da qualidade de medicamentos, a industria
farmacéutica utiliza técnicas analiticas modernas como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) ou a cromatografia com fase gasosa (CG), dentre outras, que
dependem de padrbes de referéncia, seja para o uso em rotina ou mesmo para o
desenvolvimento e validacdo de meétodos. Portanto, uma parte importante da
qualidade repousa nos padroes de referéncia ou Substancias Quimicas de
Referéncia (SQR), cujo propdsito € alcangar a exatiddo e a reprodutibilidade
requeridas para o controle da qualidade de produtos farmacéuticos (WHO, 2007). A
producdao de SQR para farmacos sintéticos € bem desenvolvida, e é assistida e
realizada por instituigdes como a OMS através do Collaborating Centre for Chemical
Reference Substances (CCCRS), a US Pharmacopeia (USP), o European
Directorate for the Quality of Medicines and Health (EDQM). No Brasil, oficialmente,
esta fungdo cabe ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da

Fundacédo Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ), em associagdo com a Farmacopeia
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Brasileira.

Contrastando com essa realidade, a produ¢do de SQR para produtos a base
de plantas medicinais € incipiente, concentrando-se nas espécies vegetais mais
utilizadas pela industria farmacéutica e de suplementos alimentares. Para espécies
que nao se encontram neste grupo, caso da maioria das plantas nativas, as
referéncias disponiveis ndo tém, em geral, a qualidade necessaria para um SQR. A
baixa disponibilidade de SQRs para plantas medicinais e produtos derivados ja foi
abordada por Reif, Sievers e Steffen (2004). Os autores sustentam a produgéo e
utilizagcao destas substancias como a melhor forma de se assegurar a qualidade de
produtos de plantas medicinais e derivados. Da mesma forma, a OMS indica a
necessidade de se apontar marcadores de qualidade para plantas medicinais (WHO,
2007). llustrando a situagéo atual, a Figura 1 mostra a disponibilidade de SQRs para
as espécies vegetais presentes na lista de registro simplificado da IN n°® 5 (ANVISA,
2008).

Figura 1- SQRs de plantas na Lista de Registro Simplificado da IN n® 5 (ANVISA, 2008) por instituicao

produtora.
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O avango da USP em relagao a certificagdo de SQRs é facilmente explicavel
pelo mercado americano de suplementos nutricionais e também € movido por uma
sinalizagao do FDA quanto a tornar mais rigorosos os requisitos para estes produtos
(Tappin e Lucchetti, 2007). Vale destacar que das substancias fornecidas para USP,
trés substancias ndo foram certificadas objetivando produtos de plantas medicinais
(cafeina, utilizada para Paulinia cupana, e os acidos palmitico e oleico, considerados

para quantificagdo de acidos graxos em Serenoa repens). O mesmo motivo explica
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porque o CCCRS tem SQR apenas Paulinia cupana (cafeina). Dois dos SQRs
fornecidos pelo EDQM também se enquadram nessa categoria: cafeina e acido
palmitico. Além disso, alguns destes materiais de referéncia sdo extratos
padronizados e néo propriamente SQRs, seguindo uma linha sustentada por alguns
autores que apregoam que, para plantas medicinais, principalmente para
suplementos alimentares, ndo seriam necessarias referéncias mais elaborados
(Sander, Sharpless e Wise, 2006). A USP tem dois SQRs deste tipo, para Panax
ginseng e para Piper methys; o EDQM outros dois, para Senna alexandrina e
Valeriana officinalis.

Sobre a lista presente na IN n° 5 vale apontar que mesmo considerando estes
extratos padronizados, ainda ha sete plantas da lista sem nenhum tipo de SQR, o
que dificulta seu controle da qualidade. Além disso, da perspectiva de exploracao da
biodiversidade brasileira no desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos, chama
a atencao o fato da lista presente na IN n° 5 ser formada, principalmente, por plantas
de origem europeia e asiatica. Isto € uma consequéncia da grande disponibilidade
de informagdes sobre eficacia e seguranga para estas espécies e ainda reforca a
necessidade da realizagdo de pesquisas cientificas sobre espécies vegetais nativas,
associadas a atividades de desenvolvimento tecnolégico, como a produgido de
SQRs.

1.4. SUBSTANCIAS QUIMICAS DE REFERENCIA CERTIFICADAS

Em um mundo cada vez mais globalizado, as analises quimicas e fisico-
quimicas desempenham um papel fundamental e diverso como, por exemplo, na
analise de poluentes atmosféricos e de rios transnacionais; ou na analise da
qualidade de produtos comercializados entre paises. Este contexto indica a
necessidade de materiais de referéncia estabelecidos e certificados que permitam a
comparagao de resultados obtidos em diferentes laboratérios (Walker, 1999). A
principio, no controle da qualidade farmacéutica, este papel € desempenhado pelos
SQRs produzidos pela USP e pelo EDQM. Contudo, para assegurar a
comparabilidade interlaboratorial € necessario utilizar materiais de referéncia
certificados ou, mais especificamente neste caso, substancias quimicas de
referéncia certificadas. Segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia (Inmetro,

2009), a definicdo de material de referéncia certificado é:
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* “Material de referéncia acompanhado de documentagdo emitida por um
organismo com autoridade, a qual fornece um ou mais valores de
propriedades especificadas com as incertezas e rastreabilidades associadas,
utilizando procedimentos validos”.

Dessa forma, as substancias quimicas de referéncia certificadas tem
conhecidas, além da pureza, sua incerteza, e a declaragao de sua rastreabilidade ao
sistema internacional de medidas (Sl) fornecida por uma cadeia de rastreabilidade.
Os SQRs da USP e do EDQM fornecem apenas o valor da pureza, ndo se
prestando, portanto, para a comparacao interlaboratorial.

Os principios gerais e estatisticos para a certificagdo de materiais de
referéncia estdo apresentados no ISO Guia 35 (ISO, 2006). Nele estdo descritos, de
forma resumida, como calcular a incerteza associada a materiais de referéncia
certificados, assim como estratégias para a quantificacdo da propriedade do MRC,
neste caso a pureza.

Portanto, a garantia da qualidade de produtos farmacéuticos, na qual se
incluem os derivados plantas medicinais, passa pela certificacdo de seus materiais
de referéncia. A situagao se torna mais critica para espécies medicinais nativas, pois
para estas ndo ha materiais de referéncia disponiveis. Neste contexto, a
implementagdo da PNPMF, ao induzir um aumento no uso de plantas com fins
terapéuticos, torna evidente a necessidade de se produzir SQRs certificados para as
espécies nativas. Neste processo de obtencdo de SQR certificados, € crucial o
estabelecimento de um protocolo de certificagdo que leve em consideragao as
particularidades dessas substancias, tendo em vista, em ultima instancia, a garantia

da qualidade de produtos de base vegetal.

1.5 AESPECIE Carapa guianensis

A espécie Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae), conhecida popularmente
como “andiroba”, € uma arvore de grande porte. Seu fruto, com a forma de capsula
globosa deiscente de 6-8 cm de diametro, apresenta em seu interior 6 a 8 sementes
que fornecem cerca de 70% de um o6leo espesso, de cor amarelo-escura. Ocorre em
toda a Amazobnia, em matas de varzeas ou regides alagadigas dos rios, as vezes
formando pequenas aglomeracgbes. Existe ainda nas Antilhas, Nicaragua, Peru,

Suriname, Guianas, Africa tropical, Coldmbia e Venezuela (VIEIRA et al., 2004).
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A C. guianensis é usada tradicionalmente no tratamento de moléstias
diversas. Alguns trabalhos etnograficos, envolvendo uma série de entrevistas em
comunidades de caboclos da ilha de Marajoé sobre plantas utilizadas com objetivos
medicinais, relatam inumeros usos para a C. guianensis (HAMMER e JOHNS,

1993), conforme descritos no Quadro 1.

Quadro 1 - Usos medicinais da Carapa guianensis.

Moléstia ou agdo Parte da planta utilizada

Artrite Oleo de “andiroba” aplicado diretamente sobre as
juntas.

Inflamacao da Garganta Uma colherada de 6leo de “andiroba” com fruta

de “cabacinha”: gargarejar uma vez ao dia. Se

nao ha “cabacinha”, tomar apenas o 6leo ou 6leo

com mel.
Repelente de insetos O dleo é aplicado diretamente sobre a pele.
Cicatrizante O oleo é aplicado diretamente sobre a ferida ou

um decocto do cértex € preparado, e o liquido
aplicado sobre a ferida.

Diarreia O decocto do cortex é bebido trés vezes ao dia.

Diabetes Um copo do decocto do coértex € bebido trés

vezes ao dia.

Infeccao de ouvido O dleo é colocado em agua quente e misturado

ao leite humano e pingado no ouvido.

Estimulante digestivo O coértex é macerado e seco durante 15 dias; este
material entdo € misturado com agua e tomado

antes das refeicdes.

Cancer uterino O dleo ¢ aplicado diretamente na regiao vaginal e

nas paredes cervicais.

Coerentemente com os resultados relatados, as propriedades da C.
guianensis no combate a insetos tém sido um dos principais objetos de estudo com
a arvore. Pereira (1998) demonstrou o poder de repeléncia a mosquitos, exercido
pelo bagaco resultante do processo de extragdo do 6leo de “andiroba”, chegando a
desenvolver uma vela repelente a partir deste material, para a qual se depositou
uma patente (FIOCRUZ, 2000). O mesmo trabalho indicou que as substéncias
presentes no bagaco, responsaveis por essa atividade sao os tetranortriterpendides

(TNTPD). Por outro lado, a atividade repelente a Aedes sp do 6leo de “andiroba” foi
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comparada a do N,N-dietil-3-metilbenzamida (ou DEET), repelente sintético
largamente utilizado e, ao contrario do bagago, aquele apresentou uma atividade
repelente discreta, muito inferior (MIOT et al.,, 2004). Em outra abordagem,
Mendonga e colaboradores (2005) demonstraram a atividade toxica contra larvas de
Aedes sp de varias plantas dentre as quais se incluia o dleo de andiroba (500 pug/l).
Silva e colaboradores (2006) avaliaram diferentes doses de 6leo de andiroba (de 15
a 700 ppm) contra larvas de duas linhagens de Aedes aegypti em diferentes
estagios evolutivos. Os resultados mostraram uma relagdo entre a dose e a
atividade toxica do oleo, sendo esta dependente também da linhagem. A atividade
toxica do bagaco da C. guianensis contra larvas de Aedes albopictus também foi
demonstrada por Silva e colaboradores com doses variando de 0.5 a 4% (SILVA et
al., 2004). Ambrozin e colaboradores (2006) isolaram alguns tetranortriterpenoides
também demonstraram uma moderada atividade tdxica destes (100 pg/ml) contra
formigas da espécie Atta sexdens rubropilosa.

Um alvo terapéutico que tem sido explorado, também coerente com o saber
popular, € o efeito anti-inflamatorio da andiroba. A atividade anti-edematogénica,
analgésica e anti-alérgica do o6leo de andiroba foram comprovadas (100 a 400
mg/kg) e dos tetranortriterpenoides (12,5 a 100 mg/Kg) isolados desta espécie
(Penido et al., 2005). Estudos mais detalhados da atividade anti-inflamatoéria dos
tetranortriterpenoides demonstraram sua acao terapéutica em modelos in vivo de
artrite com doses de até 200 mg/Kg (Penido, 2006a), assim como a atividade anti-
alérgica em modelos mais especificos em doses de até 200 mg/kg (Penido, 2006b).

Costa-Silva e colaboradores (2007) realizaram um estudo toxicolégico em
ratas Wistar prenhas. Os autores ndo evidenciaram sinais toxicos clinicos ou efeitos
teratogénicos do 6leo de andiroba com doses até 15 vezes maiores que a utilizada
por Penido (2005). Os mesmos autores realizaram um estudo de toxidez aguda e
subaguda em ratos Wistar através da administracdo oral de doses elevadas de 6leo
e andiroba. Comparadas com as doses propostas por Penido e colaboradores
(2005) as doses utilizadas por Costa-Silva e colaboradores foram 50 vezes maiores
no estudo agudo e 15 vezes maiores no estudo subagudo. Os resultados nao
indicaram alteragdes significativas em nenhum dos parametros estudados. Todavia,
foram observadas alteragdes em enzimas transaminases, indicando um possivel
efeito hepatotdxico (2008).

A variedade de resultados farmacolégicos para extratos derivados de C.
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guianensis indica a necessidade de uma padronizagdo quimica destes materiais.
Este estudo foi iniciado com a analise quimica do 6leo de andiroba realizada por
Tappin (2007), no qual foram desenvolvidos dois métodos de analise para
tetranortriterpendides, um por CLAE e outro por CG; sendo ambos foram preé-
validados, utilizando como referéncia o tetranortriterpenoide 7-desacetoxi-7-
oxogedunina (7-oxo), isolado e caracterizado no mesmo estudo. Além desta
substancia, foram quantificados o angolensato de metila, a gedunina e a 6a-
acetoxigedunina (Figura 2) sendo eles cerca de 0,7 % (m/m) da amostra. Estes

tetranortriterpenoides séo, neste contexto, candidatos a certificacéo.

Figura 2 - Tetranortriterpenoides presentes no 6leo de andiroba.

A

7-desacetdxi-7-oxogedunina (pm: 438.51) ||
0
6a-acetoxigedunina (PM: 540.60)

1.6 OS TRITERPENOIDES ACIDO URSOLICO E ACIDO OLEANOLICO

Os acidos ursélico e oleandlico sdo acidos triterpénicos de grande ocorréncia
na natureza como acidos livres ou na forma glicosilada como saponinas. Jager e
colaboradores (2009) compilaram extratos de 39 espécies, nas quais encontraram

pelo menos um dos dois destes acidos em 36 delas. Os dois acidos mais comuns
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foram o acido oleandlico e o acido ursolico; ambos encontrados em 24 das espécies
estudadas. O acido oleandlico é descrito em muitas espécies como, por exemplo,
Panax Ginseng, Calendula officinalis e Eugenia jambolana. O acido ursolico é
encontrado em Coffea arabica, Melissa officinalis e Malus domestica.

Inumeras atividades farmacoldgicas foram investigadas para os dois
triterpenoides. Rios (2010) publicou uma revisdo em que descreve as propriedades
anti-inflamatérias dos dois triterpenoides mencionados acima, entre outras. Em
outras revisdes, Saleen e colaboradores (2010) destacam as suas propriedades
antimicrobianas e Topgu (2006), ao compilar os triterpenos bioativos de espécies do
género Salvia, demonstrou que, além das atividades ja mencionadas, o acido
oleandlico e acido ursolico possuem atividades anti-hiperlipidémica, hipoglicémica e
anticarcinogénica entre outras.

Além da ampla ocorréncia e da variedade de atividades terapéuticas, o acido
oleandlico e o acido ursolico estdo presentes em quantidades notaveis na natureza.
No estudo mencionado, Jager e colaboradores (2009) quantificaram os extratos das
espécies estudadas e frequentemente encontraram teores de mais de 1% dos dois
acidos. Este fato potencializa como comerciais as espécies selecionadas pelos
autores, e também possibilita pesquisas importantes com estes triterpenoides, ja que
aponta como exequivel o isolamento deles em quantidades significativas. Por
exemplo, os autores chamam a atencdo para as cascas de Malus domestica, a
espécie comum de maga, que apresenta quantidades significativas dos dois
triterpenoides e tem a vantagem de ja constituir uma cultura convencional de larga
escala.

Sporn e colaboradores (2011) publicaram uma revisdo em que apresentam os
mecanismos para a sintese de derivados do acido oleandlico, utilizando este como
material de partida. Os autores ainda relataram a atividade antiinflamatéria
apresentada por muitos destes derivados.

Pela sua grande ocorréncia, alguns autores indicaram estes acidos
triterpénicos como marcadores quimicos para atestar a qualidade de algumas
plantas medicinais e de produtos nutracéuticos e fitofarmacéuticos (Baricevic et al.,
2011) (Chen, Xia e Tan, 2003).

A importancia terapéutica, a possibilidade de gerar inumeros derivados, e a
facilidade de acesso em fontes naturais, tornam o acido oleandlico e o acido ursélico

candidatos importantes no desenvolvimento de novos medicamentos e, por
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conseguinte, candidatos naturais a certificacdo. As estruturas do acido oleandlico e

do acido ursdlico estdo apresentadas na figura 3.

Figura 3 - Triterpenoides estudados.

Acido oleanélico (PM: 456.70) Acido ursélico (PM: 456.70)
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2. RELEVANCIA DA PROPOSTA

Como politica nacional, a aprovagao da PNPMF deve causar um impacto
tecnologico em médio e longo prazo nos programas governamentais de
desenvolvimento de novos medicamentos. A oficializacdo do aproveitamento dos
recursos da biodiversidade como matéria-prima para este desenvolvimento deve
aportar recursos para a regulagdo do uso de plantas medicinais e para o
desenvolvimento de produtos industriais & base de produtos naturais. E natural que,
consequentemente, ocorra uma tendéncia de aumento no numero de solicitagdes de
registros para medicamentos fitoterapicos e derivados.

Este fato do segmento produtivo requer o cumprimento de uma série de
exigéncias de carater regulatério; o que significara também um esforgo adicional dos
orgaos regulatorios para atender a demanda da garantia da qualidade neste ambito.
Nos segmentos quimico e farmacéutico, entre outros requisitos, sera fundamental o
desenvolvimento de metodologias analiticas e a obtencdo e certificagdo de
substancias de referéncia. Portanto, as ac¢des de vigilancia deverao ser apoiadas por
trabalhos que subsidiem esta assertiva. E neste nicho que se insere a presente
proposta de elaborar um protocolo para a certificagcdo de substancias voltadas para
o controle da qualidade de plantas medicinais.

Assim, o objeto do presente estudo € a elaboragcdo fundamentada de um
protocolo de certificacdo de substancias para controle da qualidade de plantas
medicinais e seus derivados. Esta proposicdo se complementa com a aplicagao do
protocolo desenvolvido na certificagdo de tetranortriterpenoides constituintes da
espécie medicinal Carapa guianensis, assim como na certificacao dos triterpenoides

bioativos acido ursoélico e acido oleandlico.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Elaborar uma proposta de protocolo para a certificacdo de substancias
quimicas de referéncia certificadas para controle de qualidade de plantas

medicinais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Realizar levantamento bibliografico do estado da arte da certificacdo de
material de referéncia.
Estudar as particularidades de substancias de origem vegetal para a
aplicacao do protocolo.
Elaboracdo de proposta de protocolo para certificagdo de substancias
quimicas de referéncia para plantas medicinais.
Isolamento e caracterizagao de tetranortriterpenoides de Carapa guianensis.
Aplicacdo da proposta de protocolo de certificacido a tetranortriterpenoides

isolados e os acidos ursolico e acido oleandlico.
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4. ESTABELECIMENTO DE MATERIAIS DE REFERENCIA CERTIFICADOS
4.1 PREAMBULO.

As medi¢des quimicas tém papel fundamental na ciéncia moderna e em areas
diversas como a prépria quimica, e outras afins, como biologia, bioquimica,
farmacologia, etc. Além disso, as medi¢gdes quimicas também se aplicam nos
setores industriais e regulatérios tdo distintos quanto o controle da qualidade de
medicamentos e alimentos, analises de poluentes ambientais, analises forenses, etc.

Independente do campo cientifico ou da aplicacdo em foco, as medicdes
quimicas devem ser capazes de fornecer resultados com qualidade. Taverniers,
Bockstaele e De Loose (2004) definiram a qualidade de uma medi¢gdo quimica

baseada em dois critérios: utilidade e confiabilidade. Por utilidade entende-se que a

medicdo quimica permite uma tomada de decisdo confiavel. Dai, a confiabilidade da
medi¢cdo quimica da suporte a utilidade. A confiabilidade dos resultados & obtida
através de acgdes variadas como: implementacdo de sistemas da qualidade,
treinamento de pessoal, qualificagdo de equipamentos, validacdo de metodologias,
etc.

Contudo, o aspecto chave da confiabilidade das medi¢cdes quimicas é a
comparabilidade de resultados em locais e tempos diferentes — 0 que fornece, em
ultima analise, a utilidade a uma medigao quimica. A comparabilidade de resultados
€ obtida através da rastreabilidade de resultados, utilizando-se referéncias
apropriadas. Convencionalmente, a referéncia que dara suporte a rastreabilidade é,
em ultima analise, o Sistema Internacional de Medidas (S.1.).

No entanto, na maioria das medi¢des quimicas cada substancia apresenta um
sinal com intensidade e caracteristicas diferentes, o que impede a rastreabilidade
direta ao S.I., requerendo entdo o uso de material de referéncia certificado (MRC)
especifico da substancia de interesse. Exce¢cbes marcantes a esta afirmativa sdo a
Calorometria Diferencial Exploratéria (CDE) (Van Dooren e Muller, 1984) e algumas
aplicacbes de Ressonancia Magnética Nuclear Quantitativa (RMNq) (Pauli, Jaki,
Lankin, 2005), que sao de grande importancia na certificagcdo de materiais de
referéncia.

O estabelecimento de MRCs nao é uma atividade simples, apesar de nao ser
necessariamente complexa. E trabalhosa e envolve uma série de estudos que
garantem o uso para o qual foram estabelecidas. Os principios gerais e estatisticos

metrologicamente aceitos, para o estabelecimento de MRCs, s&o descritos no 1ISO
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GUIA 35 e tem como base os métodos de determinacédo de incerteza de métodos
analiticos (2006).

4.2 DETERMINACAO DE INCERTEZA

Segundo o Vocabulario Internacional de Termos Fundamentais e Gerais de
Metrologia (Inmetro, 2009), a incerteza de uma medigéo é definida como “parédmetro,
associado ao resultado de uma medigdo, que caracteriza a dispersdo dos valores
que podem ser fundamentalmente atribuidos a um mensurando”. A incerteza da
medicao pode ser expressa em desvio padrao ou erro padrao (no caso de medidas
com calculo de média).

A determinagdo da incerteza de uma medicédo estd descrita em varios guia
internacionais, como o Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement, publicado
pelo Eurachem/CITAC (ref) e o Evaluation of Measurement Data — Guide to the
Expression of Uncertainty in Measurement, uma publicagdo conjunta do BIPM, ISO e
outras instituigdes.

Existem algumas abordagens distintas para determinagdo da incerteza
dependendo das informacdes disponiveis. O processo basico de determinacédo ou
calculo de incerteza € realizado em diversas etapas. O primeiro passo é a
especificacdo do material a ser analisado, como a especificacdo do analito, matriz
da amostra, e a expressdo matematica, ou modelo, pela qual o resultado é calculado
a partir dos resultados brutos. Com este modelo matematico, identifica-se cada fonte
de incerteza a partir de cada item do modelo. A incerteza combinada de todas as

fontes é calculada pelas expressodes:

umdz\/u[/x1 )2+u(x2\]2+u[x3’]2+...u(xnr)z (1)

u med = \/

Onde u,.. € a incerteza combinada da medicao; x, sdo as fontes de incerteza;

ul x

M(xl) 5 ”[xz) u"x3) \ n,]

2

(2)

2+ 2+

X Xy X3 Xy

u(x,) € aincerteza de x,.

A expressdo (1) é utilizada quando o modelo inclui apenas somas ou
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subtragdes e a expressao (2) quando o modelo inclui apenas multiplicagées ou
divisbes. Em caso de um modelo misto, este pode ser dividido em partes que
possam ser calculadas por (1) ou (2). A limitagdo da aplicagao destas expressdes &
que as fontes de incertezas devem ser independentes entre si.

Um exemplo de calculo de incerteza retirado do Quantitying Uncertainty in

Analytical Measurement da Eurachem (2000) é apresentado no anexo B.

4.3 1SO GUIA 35

O I1ISO GUIA 35, como indica o nome, € publicado pela International
Organization for Standardization (1ISO). O documento estabelece os principios gerais
e estatisticos para a certificacdo de Materiais de Referéncia (MR), cujo conceito

mais amplo, extrapola as Substancias Quimicas de Referéncia (SQR).

4.3.1 Materiais de referéncia.

Uma das primeiras definicbes que o documento coloca é a diferenciacéo
entre material de referéncia e material de referéncia certificado(MRC). O material de
referéncia é:

“Material suficientemente homogéneo e estavel com respeito a uma ou mais
propriedades especificadas que foi estabelecido para servir ao uso ao qual se

propde no processo de medigao.”

“Material de referéncia caracterizado por um método metrologicamente valido,
para uma ou mais propriedades especificadas, acompanhado de um
certificado que fornece o valor da propriedade certificada, acompanhado de

sua incerteza associada e de uma declaracao da rastreabilidade metrolégica.”

4.3.2 Projeto de certificagao.
De acordo com as definicbes acima, o GUIA estabelece as seguintes etapas

para um projeto de certificacdo de material de referéncia:

Desenho do projeto.
Avaliacao de questdes sobre transporte.

Obtencao do material inicial.
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Estudo de viabilidade.

- Avaliacdo sobre o tempo de vida requerido e tempo de prateleira.
Preparacao da amostra.
Estudo de homogeneidade.

- Estudo de estabilidade.

Certificacao.

O desenho do projeto é a etapa inicial quando todo o estudo sera planejado.
Nesta fase é elaborada uma definicdo que tem por objetivo resumir e esclarecer em
uma frase aspectos variados do projeto como: identificagdo do material de
referéncia, a matriz da amostra, os analitos, qual o objetivo ou a grande area da
medicdo em que sera usado o MRC, qual o nivel da propriedade que sera medida e
qual a incerteza associada. O método em que sera utilizado ndo é necessario,
contudo pode ser incluido. O estabelecimento desta definicdo permite entdo passar
a planejar os detalhes das proximas etapas da certificacao.

Na avaliagdo sobre questdes de transporte, verifica-se se ha alguma restricéo
para a distribuicdo do material de referéncia em estudo, por se tratar de uma
substancia perigosa ou algum agente patologico. Podem existir proibigdes ou
especificagdes e/ou procedimentos especificos para o transporte do material. Estas
questdes devem ser abordadas logo no comego do estudo, no sentido de
aperfeigoar o planejamento. Questdes regulatorias também s&o abordadas neste
momento, como a obtenc¢ao de permissdes para coleta e transporte, por exemplo.

Uma vez planejado o projeto, deve-se tratar da obtengdo do material em
estudo. A principal questdo a ser levada em conta é a quantidade de material
necessario para a certificagcdo. Esta quantidade deve considerar ndo s todas as
etapas experimentais subsequentes, mas também uma parcela extra de material
para distribuicdo e uso. Uma boa medida sugerida é o numero de amostras que se
espera distribuir durante o periodo de estabilidade previsto.

O estudo de viabilidade tem por objetivo avaliar a possibilidade de se produzir
e caracterizar a quantidade de material necessaria com a homogeneidade e
estabilidade apropriadas. Em alguns casos, o estudo pode servir para avaliar a

capacidade de medicao dos laboratorios envolvidos antes do estudo principal.
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A vida util esperada ou requerida para o MRC também é definida neste
momento. Informagdes sobre a estabilidade do material podem estar disponiveis na
literatura, e com base nelas adotam-se medidas que permitam estender a vida util
do material de referéncia certificado. Por exemplo, a afericdo da umidade do
material, o uso de aditivos em solucdo para aumentar a estabilidade, etc.

A preparagao da amostra € a etapa na qual serdo realizadas as operagoes
que visam obter um lote de material com a homogeneidade e estabilidade
adequadas para a certificacdo. Dependendo do material de referéncia em estudo,
esta etapa pode ser simples ou complexa. Em geral, substancias puras podem
apresentar a necessidade de homogeneizagao, contudo normalmente ja apresentam
a pureza necessaria quando se atinge esta etapa. No entanto, alguns materiais de
referéncia envolvem a inclusdo de analitos em matrizes, muitas vezes mais de um
analito. Com este tipo de material, os cuidados nos preparos devem incluir a forma
de se misturar os componentes considerando-se, por exemplo, diferentes matrizes,
a adicdo de analitos de interesse as matrizes e a homogeneizagao e subdivisdo do
material.

O estudo de homogeneidade, como indica o nome, tem por objetivo
determinar a homogeneidade do material distribuido. Ja o estudo de estabilidade
determina o tempo de vida util e a estabilidade para o transporte do material. Ambos
os estudos serdo discutidos adiante.

A certificacdo do material é a elaboracao do certificado que acompanha o MR,
provendo as informagdes sobre: propriedade de interesse, seu valor, a incerteza
associada, e a declaragdo de rastreabilidade. Estas informagdes sdao as minimas
necessarias para a emissao do certificado, no entanto, um relatorio detalhando todo
o processo de certificagdo também é necessario, devendo ser disponibilizado aos
usuarios. E necessario incluir o nome de um representante do 6rgdo certificador

responsavel pelas informacgdes do certificado.

4.3.3 Determinagao de incerteza da certificacao do material de referéncia.

Como mencionado acima, o requisito essencial que garante tanto a utilidade
como a confiabilidade do material de referéncia certificado € a determinagao da
incerteza associada ao MRC. A incerteza associada ao uso do MRC perpassa todas
as etapas experimentais do projeto de certificacdo e € composta pela combinagao

da incerteza associada a cada uma delas. Assim, de acordo com o expresso em (1),
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a incerteza de um MRC pode ser expressa da seguinte maneira:

— 2 2 2 2
uMRC_\/umed +uhe{f +ueld +Mecd (3)

Onde uurc € a incerteza combinada do MRC; u... € a incerteza do método de
medi¢ao da propriedade do MRC; u,, € a incerteza da homogeneidade entre frascos,
u.q € a incerteza da estabilidade de longa duracdo; e u.. € a incerteza da
estabilidade de curta duragao.

O valor da propriedade medida do MRC pode ser expresso da seguinte

maneira:

xMRC :xmed +xhe_)f +xeld +xecd (4)

Onde xuzc € 0 valor da propriedade medida do MRC; x,. € o valor da
propriedade medida pelo método; x.r € o erro sistematico derivado da
homogeneidade entre frascos; x.. € 0 erro sistematico derivado da estabilidade de
longa duracao; e x... 0 erro sistematico derivado da estabilidade de curta durag&o. O
preparo da amostra do MRC é realizado para que os erros associados a estabilidade
e homogeneidade em (4) sejam despreziveis, no entanto, sua incerteza associada a
eles ndo é desprezivel e deve ser levada em conta no calculo em (3).

Como pode ser visto em (3) e (4), o valor da propriedade do MRC e de sua
incerteza é derivado tanto da medicdo da propriedade quanto dos estudos de
homogeneidade e estabilidade. Todas as suas incertezas sdo entdo combinadas
para se calcular a incerteza da propriedade do MRC.

A determinacado da incerteza da medicdo é realizada com base no exemplo
descrito no Anexo B. Os calculos das incertezas derivadas da homogeneidade e da

estabilidade do MRC sera descrito a seguir.

4.3.4 Estudo de homogeneidade

A maioria dos materiais de referéncia € preparada em lotes, como lotes de
frascos por exemplo, sendo a etapa final da preparacao de um MRC uma subdivisdo
nestes itens. Normalmente, um subgrupo destes itens é separado para realizar um
estudo de homogeneidade. A selecdo deste subgrupo é geralmente realizada

aleatoriamente. No entanto, quando a homogeneidade é tida como certa, um método
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sistematico pode também ser aplicado.

Como descrito anteriormente, a incerteza associada a homogeneidade entre
frascos € um dos componentes da incerteza do MRC. Sua magnitude pode variar
muito dependendo da natureza do MRC. No entanto, este estudo s6 € aplicavel
quando um unico certificado é emitido para todo o lote.

O outro aspecto importante € a homogeneidade intrafrasco. No entanto, a
incerteza desta pode ser minimizada fornecendo instru¢gdes de uso como, por

exemplo, uma massa minima ou homogeneizagao preévia.

4.3.4.1 Natureza do material de referéncia certificado

A natureza do MRC tera papel fundamental em sua homogeneidade.
Substancias puras e solugdes apresentam em geral um alto grau de
homogeneidade. Nestes casos, a falta de homogeneidade deriva normalmente da
presenca de impurezas que nao sao homogeneamente distribuidas. Na maioria das
vezes, a incerteza calculada deste estudo deve ser bem pequena, podendo ser
desprezivel, o que ndo a exime da necessidade de ser calculada.

Por outro lado, quando o MRC é uma mistura de diversas naturezas, a
heterogeneidade ocorre de forma acentuada. A incerteza derivada destes casos
pode ainda ser pequena, principalmente se comparada a incerteza derivada da
estabilidade ou da medigdo. Porém, em alguns casos, é inevitavel que tenha a

mesma ordem de grandeza da incerteza da medigao.

4.3.4.2 Conceito de homogeneidade

Teoricamente, um material é considerado homogéneo quando ndo ha
diferenca do valor da propriedade medida entre os frascos. Na pratica, no entanto,
considera-se um material como homogéneo se a diferenga entre as partes é
avaliada como desprezivel, quando comparado, por exemplo, com a incerteza da

caracterizagao.

4.3.4.3 Selegéo dos frascos para o teste de homogeneidade
Devem ser selecionados ao menos 10 frascos para o estudo de
homogeneidade. A selecdo deve preferencialmente ser aleatdria e caso sejam

identificados estratos dentro do conjunto, deve-se realizar uma selecao aleatoria
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dentro de cada estrato. Apenas se a homogeneidade for tida como certa, sera

possivel realizar a selegao por um método sistematico.

4.3.4.4 Medigcdo da homogeneidade

O método utilizado para medir a propriedade em cada frasco deve apresentar
uma repetitividade alta. As medi¢cdes devem ser realizadas de forma a garantir que a
visualizacdo de tendéncia das amostras seja separada da tendéncia da analise.
Para tanto, intercalam-se as analises para cada série de aliquotas, por exemplo,

impares e pares, e inverte-se a ordem ao analisar uma nova série de aliquotas.

4.3.4.5 Avaliagdo da homogeneidade

A avaliagdo da homogeneidade pode ser dividida em duas etapas: a avaliagéo
de tendéncia e a avaliagdo de homogeneidade em si. A avaliagdo de tendéncia é
realizada calculando uma regressao linear com o numero dos frascos como variavel
independente (x) e as medi¢cdes das aliquotas de cada frasco como variavel

dependente (y). O calculo utiliza 0 modelo abaixo:
Y:ﬁo +ﬂ] X+e (5)

Onde By é o coeficiente linear; B;é o coeficiente angular; e € € o componente
do erro aleatdrio. Para se avaliar a ocorréncia de uma tendéncia, deve-se testar a
significancia de B;. A forma mais simples de calculo é uma Analise de Variancia
(ANOVA) da regressao, normalmente realizada em calculos de regressao linear.
Caso a regressao seja significativa (ou seja, B € significativo) ha uma tendéncia no
lote — 0 que indica que ha falta de homogeneidade - e o MRC ndo pode ser
certificado. Os calculos para esta avaliagao estdo apresentados no Anexo A. Se a
regressdo nao for significativa, determina-se a incerteza associada a
homogeneidade entre os frascos.

O estudo da homogeneidade tem como base o modelo seguinte, onde j é o

numero do frasco e j € o numero da aliquota.

Xy =t ey (6)
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Onde x; é o resultado de uma medicéo; u € o valor matematico esperado de
x; que € o valor da grande média geral quando o numero de amostras tende ao
infinito. 4; é o erro referente a homogeneidade entre frascos e ¢; € 0 erro aleatério.
Se a medigdo nao tem erro sistematico, entdo a u € igual ao valor real. A
determinacdo da incerteza associada a homogeneidade entre frascos é entdo
realizada por uma ANOVA, onde as aliquotas de cada um dos frascos formam as
variancias intragrupo e todas as aliquotas formam a variancia entre grupos. A Figura
4 mostra um esquema retirado da ISO GUIA 35.

Figura 4 - Esquema de estudo de homogeneidade.
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A analise de variancia (ANOVA) é calculada como descrito no Anexo A. A

incerteza entre frascos € calculada pela seguinte expresséo:

_ \/ MSeane - MS intra
Mhef - n, (7)

MSere € MS,, S&0 calculados diretamente da analise da ANOVA. n
corresponde ao numero de aliquotas por frasco quando nao ha falta de dados (todos
os frascos tém o mesmo numero de aliquotas analisadas). Quando ha falta de

dados, o n, corresponde a:
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! = 1(8)

Onde a corresponde ao numero de frascos e n; 0 numero e replicatas do

frasco i.

4.3.4.6 Homogeneidade intrafrasco

A homogeneidade intrafrasco pode ser avaliada com um desenho similar ao
descrito acima. A Figura 5 mostra um esquema retirado da ISO GUIA 35
exemplificando.

Varias aliquotas do material de um frasco sao preparadas e cada uma é
analisada varias vezes. Os resultados sao avaliados por ANOVA como descrito
acima. O objetivo principal de um estudo intrafrasco é determinar experimentalmente
a massa minima a ser pesada, garantindo assim a homogeneidade. Para tanto, o
experimento descrito acima é realizado com diferentes quantidades de massas. A
massa minima sera aquela cuja incerteza intrafrasco se igualar a incerteza da
repetitividade do método de medida. Este experimento deve ser realizado para a
o MRC sera utilizado em rotina técnicas

técnica na qual (por exemplo,

cromatograficas), visando garantir o resultado das analises.

Figura 5 - Esquema de avaliacdo de homogeneidade intrafrasco.
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4.3.5 Estudo de estabilidade

Os estudos de estabilidade de um MRC visam dois objetivos: determinar a
estabilidade (ou a auséncia de instabilidade) e, em caso positivo, a incerteza
associada. Como apresentado em (3), ha dois tipos de estabilidade a serem
avaliadas: as estabilidades de curta duragao e de longa duracéo.

A estabilidade de curta duragao esta relacionada ao transporte do MRC até o
usuario, considerando que nao havera condigdes ideais de armazenamento. A
estabilidade de longa duragdo esta relacionada a comportamento do MRC em
condigbes ideais de armazenagem no local de uso. As duas estabilidades sao
determinadas por procedimentos experimentais similares, as diferengcas sao o prazo
e condigdes de armazenagem. No caso do estudo de curta duragao sao utilizados
periodos mais curtos em condigcdes mais drasticas como temperaturas altas. No
caso do estudo de longa duragdo sao utilizados periodos mais longos com
condicdes menos drasticas. Em ambos os estudos é recomendavel a realizagdo do

estudo em mais de uma temperatura.

4.3.5.1 Desenho de estudo de estabilidade

Ha dois desenhos basicos de estudo de estabilidade para MRC: o estudo
classico e o estudo isécrono. O estudo classico envolve a preparagdo de amostras
do MRC ao mesmo tempo, tratando-as como um lote, e utilizando medidas em
intervalos de tempo predefinidos. Estas medicbes sao, portanto, realizadas em
condi¢des de reprodutibilidade, apesar de serem analisadas no mesmo laboratério, o
que acarreta uma maior incerteza devida a instabilidade do método analitico. Em um
estudo isécrono, por outro lado, todas as analises sao realizadas em um periodo
curto de tempo, portanto em condigbes de repetitividade. Lamberty, Schimmel e
Pauwels (1998) descreveram um estudo isdcrono, onde as amostras dos diferentes
intervalos de tempo seriam preparadas todas juntas e armazenadas sob baixissima
temperatura (-20 °C ou menos). Apenas uma amostra seria armazenada para cada
temperatura, que seriam referentes ao periodo maximo do estudo (por exemplo dois
anos). Com o passar do tempo outras amostras referentes a intervalos de tempo
menores seriam retiradas da armazenagem a baixissima temperatura e colocadas
nas condi¢cdes de estudo. Ao final do periodo maximo todas as amostras seriam
analisadas. A Figura 6, retirada do trabalho de Lamberty, Schimmel e Pauwels

(1998), mostra um esquema deste estudo. Como vantagens, os autores indicam
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primeiramente o fato de poderem cumprir as condigbes de repetitividade, como ja
mencionado. Além disso, os autores mencionam a possibilidade de avaliar apenas
algumas amostras, caso o MRC demonstrasse ser instavel. Para tanto, a andlise
deve iniciar as amostras estocadas sob a maior temperatura e 0 menor tempo de
estocagem. Se a amostra for instavel, ndo é necessario analisar as outras amostras
armazenadas sob esta temperatura e proseguindo-se para a temperatura
imediatamente inferior, para qual se repete o procedimento. Por outro lado, caso as
amostras demonstrem ser estaveis na temperatura mais alta, ndo sera necessario

proceder a analise das amostras armazanadas sob as demais temperaturas.

Figura 6 - Esquema de um estudo de estabilidade isécrono.

Tempo de estocagem[ 0 [ 1 [2[3[4[5[6]7[8[9 [10]11

(meses)
T (°C)

(e.g. -20)

T Baixa (e.g. -30)
Andlise [X

Armazenamento a temperatura T
Armazenamento a temperatura muito baixa

(Lamberty, Schimmel e Pauwels,. 1998)

Obviamente, uma abordagem similar pode ser aplicada no estudo classico,
analisando-se a amostra referente a maior temperatura no primeiro intervalo de
tempo. As maiores desvantagens do desenho isécrono sao o fato de ter que esperar
que o estudo se complete para determinar a estabilidade e a incerteza do MRC e
também de requerer o armazenamento de grande quantidade do MRC em
baixissima temperatura durante todo o periodo do estudo (Lamberty, Schimmel e
Pauwels, 1998).
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4.3.5.2 Avaliagdo dos resultados

Assim como no estudo de homogeneidade, a primeira etapa da avaliagéo dos
resultados é a verificacdo da presenca de tendéncia. Esta avaliacao é realizada
conforme descrito acima, apenas com o tempo como variavel independente (x) e a
meédia de cada frasco como variavel dependente (y). No caso de a regressao ser
considerada significativa, ha uma tendéncia e o MRC é considerado instavel nas
condigbes de estudo, ndo podendo ser certificado (pelo menos se armazenado
nestas condigdes). No caso de a regressao ser considerada nao significativa, ha
auséncia de tendéncia e o MRC é considerado estavel.

Com a auséncia de tendéncia, os resultados sao avaliados para determinar a
incerteza da estabilidade. Ha duas formas de se calcular esta incerteza: utilizando

ANOVA ou utilizando a regressao da analise de tendéncia.

4.3.5.2.a Calculo com ANOVA
Dependendo do desenho do estudo, o calculo da incerteza da estabilidade
pode ser expresso das seguintes formas:

Para desenhos isécronos a incerteza é expressa por:
2 —a2 2 2
u ESTAB =5 estab *s hef +s r (9)

Onde uzsris € a incerteza da estabilidade (de curto ou longo prazo); S . € a
incerteza associada a estabilidade do material; S ., € a incerteza associada a
homogeneidade entre frascos; e S , € a incerteza associada a repetitividade do
método.

Para desenhos classicos a incerteza é expressa por:

u2 2 2}‘

= 2 2
ESTAB S "estab TS repro TS her 1S (10)

Onde S... € a incerteza da reprodutibilidade do desenho classico, como
descrito anteriormente. Esta claro entdo que a incerteza associada a um desenho
classico sempre sera maior que a associada a um desenho isécrono. No entanto,
Van der Veene colaboradores (2001) concluiram que S.,.» ndo pode ser separado

Sesiab, dai @ expressao se torna:
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U2 514 =5 estap TS her 757, (11)

Onde S....,’ corresponde a incerteza da estabilidade do material combinada
com a da reprodutibilidade. As expressoes (9) e (11) sao similares; assim o calculo
realizado para a determinac&o da incerteza sera similar.

Com base nas expressbées (9) e (11) é possivel formular a seguinte

expressao:

Xy = A B ey (1)

Onde x; € valor da analise &, do frasco j no tempo i. O valor de u corresponde
ao valor matematico esperado de x;, de forma similar a expressao (16). 4;
corresponde ao erro relativo ao tempo; B; corresponde ao erro relativo ao frasco; e
e corresponde ao erro aleatorio. A ANOVA em dois niveis “nested” (ou aninhada) &
calculada com um grupo (tempo) e um subgrupo (frasco). Para se calcular as

incertezas que compdem a incerteza da estabilidade utilizam-se as seguintes

expressoes:
Szr :MSintra (1 3)
S o MSBCA —MS intra
hef

ny (14)

2— MSeane_ nO 'uhéff I MSian

estab \I’lb ’0 (1 5)
MS , MS g, e MS e sao calculados conforme descrito no anexo A. Os

valores de ny, n,’ € (nb), sdo calculados pelas expressdes abaixo, quando todos os

frascos tiverem o mesmo numero de resultados:

h,=n (16)
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n,'=nal—n (17)
(nb )0 =nb (18)

Onde n é o numero de aliquotas por frasco, « € o numero de tempos do
estudo de estabilidade e » € nimero de frascos. No caso de haver falta de dados,

estes parametros sao calculados pelas expressodes:

a b, a n?/
2 -
né'l'_ b,
i=1 j=1 i=1
n..
/)
Jj=1
l’lo— P
Z b—a
i—1 (19)
b a b
2 2
a nij Z nij
j=1 _i=1 j=1
b, a b
i=1
Sn ;
q y
Jj=i i=1 j=1
no '=
a—1 (20)
a a
2
a b Znij
i=11\/j=1
)AL
y a i
i=1 j=1
S a
y
( \ =1 j=1
\nb| = —
\ o

a—1 (21)

Existe a possibilidade de se calcular a incerteza da homogeneidade a partir
das expressdes (9) e (11). Van der Veen e colaboradores (2001) afirmam que o
calculo é possivel, principalmente em situacdo onde se espera uma alta estabilidade
por parte do material. O método de ANOVA de dois niveis “nested” é capaz de
calcular os trés desvios padrdes s,, sis € Sewr- NO entanto, na realizagcdo de um

estudo isécrono, é necessario se levar em consideracao o fato de s6 se analisarem
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as amostras ao final do estudo — principalmente se houver uma tendéncia e falta de

homogeneidade por parte do candidato a MRC.

4.3.5.2.b Determinagéo pela regressdo da analise de tendéncia
O caélculo de uzss pela regressao tem como base a incerteza do coeficiente
angular (u;) da analise de tendéncia, e € mais utilizado para a estabilidade de longo

prazo. A seguinte expressao é utilizada:

uestab :xubl (22)

Onde x é o tempo de prateleira estimado e u, € a incerteza de b,.

i=1 (23)

(24)

Onde X; é o valor de cada tempo X; € o tempo médio; y; é o valor médio da
propriedade medida, s é o desvio padréao da regressao.

A expressao (22) foi proposta por Lisinger e colaboradores (2001), como uma
forma de estimar com seguranca a estabilidade do MRC em tempo de prateleira
proposto. Fica evidente pela expressdo que, a medida que o tempo passa, a
incerteza da estabilidade aumenta. Ao estimar-se o tempo de prateleira de, por
exemplo, 36 meses, o valor maximo que ugsr; ira atingir sera calculado. Aplicando-se
o valor ao calculo da incerteza do MRC obten-se o valor de uyzc que considera todo
o periodo de prateleira. Esta forma de calculo superestima o valor de ugsrs €, COMO
consequéncia, superestima também u,zc. NO entanto, a utilizagdo do valor calculado
€ segura, pois é provavel que o valor de ugss real seja inferior. Esta afirmativa é

confirmada com a realizacdo de estudos de monitoramento como aqueles descritos
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no item seguinte.

Esta forma de determinacéo da uzss claramente permite uma escolha quanto
ao tempo de prateleira. Esta uma caracteristica importante ja que o estudo de
estabilidade fornece informacdes sobre o passado, mas nao sobre o futuro. Assim,
calcular ugsris por este método permite determinar o periodo pelo qual sera seguro
utilizar o MRC. No entanto, quanto maior o tempo de prateleira proposto, maior sera
urstap €, portanto, maior sera a incerteza do MRC. Assim, o tempo proposto deve ser

escolhido com cautela, baseando-se no tempo esperado de uso do MRC.

4.3.5.3 Monitoramento da estabilidade

O monitoramento do MRC deve ser realizado por todo o seu tempo de
prateleira, principalmente porque o estudo de estabilidade fornece informacgdes
sobre o passado mas nao sobre o futuro. O monitoramento € normalmente realizado
pelo desenho classico, cuja utilizagdo ndo prejudica o resultado, ja que este é
utilizado apenas para confirmar a incerteza do MRC expressa no certificado. Como
alternativa, Van de Veen e colaboradores (2001) propéem um desenho
semicontinuo, no qual as amostras do MRC sao colocadas em condi¢gdes de
armazenamento poucos meses antes do estudo principal de estabilidade finalizar.
Estas s&o analisadas alguns meses depois, a maneira de um estudo is6crono. Por
sua vez, novas amostras sdo colocadas em condi¢des de estudo, antes do prazo
das amostras anteriores findar, para um novo periodo de monitoramento. A
vantagem principal € o uso de um modelo isécrono que permite realizar as analises
em condi¢gdes de repetitividade. Isso permite, segundo os autores, recalcular a
incerteza da estabilidade para cada passo.

A avaliagdo do resultado do monitoramento do MRC ¢é realizada pela

expressao abaixo:

‘ _ / 2 2
‘xMRC xmon)<k U pre +Mmon (25)

Onde xuzc € o valor da pureza do MRC, x... € o valor da pureza medida no
monitoramento, uuzc € a incerteza do material de referéncia e wu... € a incerteza da
medicdo do monitoramento. Se a condicdo de (25) é confirmada, o MRC é

considerado estavel. No caso do MRC se demonstrar instavel ha duas
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possibilidades: a retirada do MRC ou a recertificagao.

4.3.6. Determinagao da propriedade do MRC

Ha uma variedade de abordagens validas para a determinagcdo do valor de
propriedade do MRC. Estas incluem um ou mais métodos envolvendo um ou mais
laboratérios. A abordagem também depende do tipo de material a ser utilizado, seu
uso, as qualificacées dos laboratorios, a qualidade dos métodos e a habilidade de se

determinar a incerteza de forma realista.

4.3.6.1 Estimativa e demonstragdo da rastreabilidade
Como ja discutido anteriormente, a determinagédo da rastreabilidade do MRC
segundo padrdes apropriados € um passo fundamental para a sua certificagdo. Isto

pode ser alcancado através de trés modelos:

* Os valores de propriedade do MRC sao rastreaveis ao Sl.

* Os valores de propriedade do MRC sao rastreaveis a um método ou
procedimento padrao.

* Os valores de propriedade do MRC s&o rastreaveis a outros materiais de

referéncia.

O modelo a ser utilizado depende muito do MRC; a rastreabilidade direta ao
Sl acontece normalmente com MRC para medidas fisicas como massa ou distancia.
A rastreabilidade por métodos ou procedimentos padrdes se aplica as amostras mais
complexas, para os quais a medida é completamente dependente do método. Este
pode ser o caso, mas nao necessariamente, de MRC de matrizes ou brancos.
Nestas situagdes, o estudo interlaboratorial pode ser essencial. Por fim, a
rastreabilidade a outros MRC é um caso comum em analises quimicas, por exemplo,
onde o equipamento tem de ser calibrado para medicao.

Um aspecto a se considerar é a transformacdo de amostras durante seu
preparo. E muito dificil determinar a incerteza deste processo. Entdo, quando
possivel, as amostras sédo transformadas simultaneamente a MRs ou MRCs, apenas
para garantir a adequagao do meétodo. A Incerteza, em muitos casos, s6 podera ser

determinada por um estudo interlaboratorial.
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Outro aspecto a se considerar se refere a metodologia. Neste caso, é
essencial que todos os equipamentos e vidrarias utilizados na analise estejam
calibrados e validados, inclusive com estudo interlaboratorial quando for o caso.

Também, todos os erros sistematicos devem ser corrigidos.

4.3.6.2 Desenho do experimento
A escolha do desenho depende do método utilizado e da natureza do MRC.
Existem quatro desenhos de medicdo que podem em utilizados na certificacdo de
MRCs:
a) Medigcao por um unico método em um unico laboratdrio.
b) Medicao por dois ou mais métodos de referéncia em um unico laboratério.
c) Medigdo por uma rede de laboratorios utilizando um ou mais métodos com
exatidao determinada.
d) Medicdo por um método especifico, 0 que fornece resultados relativos ao
método, usando uma rede de laboratorios.

e) Os quatro desenhos ser&o discutidos a seguir.

4.3.6.2.a Medigdo em apenas um laboratorio.
A principal caracteristica dos desenhos (a) e (b) é a utilizagao de métodos de
analise primarios. Estes podem ser definidos por:

* “..métodos que tém as maiores propriedades metrolégicas, cuja operagao
pode ser descrita completamente e entendida, para qual uma declaragao de
incerteza pode ser escrita em termos de SI.”

e Um método primario direto mede o valor da propriedade desconhecida de
uma amostra sem se referenciar a um padrdao da mesma quantidade.

* Um método primario de razdo mede o valor de uma razdo em uma amostra
desconhecida com relagédo a um padrao da mesma quantidade; sua operagao

dever ser completamente descrita por uma equacao de medigao.

Dessa maneira, o uso de um método primario é a forma mais adequada para
a certificagdo uma substancia de referéncia por ndo necessitar de uma referéncia ja
previamente certificada. No entanto, métodos primarios ndo estao disponiveis para

todas as amostras e muitas vezes, como no caso da calorimetria diferencial
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exploratéria, ndo estdo disponiveis para todos os valores de pureza a serem
medidos.

Alguns exemplos de métodos primarios reconhecidos sao: diluicao isotdpica
com espectrometria de massas, coulometria, gravimetria, titrimetria e calorimetria.

O resultado desta medicdo sera o valor obtido pela analise de uma ou mais
aliquotas do candidato a MRC, calculando entdo sua média. A incerteza sera a

incerteza do método.

4.3.6.2.b Medicdo em uma rede de laboratérios

Os desenhos (c) e (d) apresentados acima langam mé&o de uma rede de
laboratérios para a medicdo da propriedade do MRC. O envolvimento de varios
laboratorios é normalmente desejavel para tornar aleatério o erro relacionado a
certas etapas do processo de medigdo como, por exemplo, o preparo da amostra.

Em ambos os casos, assume-se que estes laboratérios tém a capacidade
equivalente para a medicdo em questdo e fornecem resultados com exatiddes
aceitaveis. Como consequéncia, as diferencas entre os resultados individuais se
devem a uma distribuicdo estatistica, desvio padrao, erro padréo, etc. Além disso,
todos os resultados devem ser rastreaveis conforme descrito no item 3.4.2. A média
das médias dos laboratorios sera considerada a melhor estimativa do valor da
propriedade do MRC. Caso a distribuicdo dos resultados se mostre irregular uma
estatistica mais robusta pode ser utilizada como a mediana.

A Figura 7 apresenta um fluxograma retirado da ISO GUIA 35 que ilustra o
processo de certificacdo utilizando multiplos laboratérios. Esta indica a ordem das
atividades a serem realizadas, os estudos de homogeneidade e estabilidade sdo
realizados pelo laboratdrio principal ou coordenador. Apés a comprovacao de ambos
estudos, a medicdo interlaboratorial é realizada, os resultados sdo avaliados e o
material é certificado ou nao.

O numero de amostras a serem analisadas, ou seja, o numero de laboratérios
participantes, deve ser escolhido com cautela. O principal critério € a complexidade
dos procedimentos a serem realizados para a medigdo. Quanto mais complexos
forem os procedimentos, maior deve ser o erro associado e, portanto, maior o
numero de laboratérios necessarios. Quando métodos bem estabelecidos estado
disponiveis o numero de laboratérios pode ser de apenas dois ou trés. Quando os

controles estatisticos e metrolégicos ndo séo ideais, mas ainda aceitaveis, entao
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entre seis a oito laboratdrios podem ser utilizados. Finalmente, se houver uma
chance significativa de haver resultados técnica ou estatisticamente invalidos, um
numero minimo de 10 laboratérios € necessario, preferencialmente 15. Este numero

grande de laboratérios permite analisar os dados em busca de valores aberrantes.

Figura 7 - Fluxograma do processo de certificagdo por multiplos laboratérios.
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Outra questao a ser abordada é o numero de métodos disponiveis. Quando
nao ha um método reconhecido bem estabelecido para a medi¢cdo, o organizador
deve permitir aos participantes escolherem os métodos, contanto que estes sejam
validos, cumprindo assim os requisitos de validacéo e rastreabilidade.

Dentro de cada laboratério, a andlise de apenas duas unidades com seis
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replicatas cada uma, é o suficiente. No entanto, se uma confirmacdo da
homogeneidade for calculada, é necessario que pelo menos trés ou quatro unidades
por laboratorio devam ser analisadas.

Os resultados seréo relatados em uma entre duas formas, pelos laboratérios.
Os participantes apresentam sua medida de incerteza junto com a incerteza
expandida e o fator de abrangéncia; ou os participantes apresentam os resultados
individuais obtidos. Quando apresentarem a incerteza, eles devem,
preferencialmente, apresentar o modelo completo da incerteza com todas as
incertezas.

As estatisticas descritivas utilizadas na avaliacdo destes resultados sao
baseadas na condicdo de distribuicdo normal dos resultados. Um teste de
normalidade ou uma avaliagdo visual do histograma dos resultados, de cada
laboratério e do conjunto de todos os laboratérios, deve ser realizado para confirmar
esta condicdo. Caso a normalidade nao seja confirmada, outras distribuicbes podem
ser utilizadas como a triangular e a retangular, comum em avaliagao de incerteza do
tipo B (Anexo A).

A avaliagdo do histograma permite também observar se os resultados se
agrupam em um nivel, formando uma distribuicdo unimodal, ou dois niveis,
formando uma distribuicdo bimodal. A distribuicdo bimodal pode ser consequéncia
de um desvio sistematico ou de um numero insuficiente de resultados. Para
contornar esta situacdo, pode-se realizar, por exemplo, uma transformacéao
logaritmica ou exponencial. Contudo, é possivel que se faga necessaria a realizagao
de uma nova certificagao, utilizando um numero maior de resultados.

Uma avaliagdo dos resultados aberrantes também deve ser realizada,
descartando estes valores estatisticamente significativos. Sempre que possivel, mais
de um teste deve ser utilizado para a avaliacdo de valores aberrantes. E importante
salientar que, para estes testes, a distribuicdo normal €& assumida, assim a
confirmacao desta distribuicdo por parte dos resultados € fundamental. Além disso,
como ja mencionado, o descarte de aberrantes s6 € possivel com um numero
grande de participantes.

Quando apenas os resultados individuais de cada laboratorio (replicatas) sao
apresentados, ja se mostrando normais e sem valores aberrantes, o valor da
propriedade medida sera a média das médias de cada laboratério. A incerteza sera o

erro padrao desta média.
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Quando os resultados individuais de cada laboratério vierem acompanhados
de uma declaracdo de incerteza, a determinacdo da incerteza do valor da
propriedade sera realizada com base nas incertezas individuais de cada laboratorio.
A declaracédo de incerteza de cada laboratério € acompanhada preferencialmente
pelo modelo do qual foi calculado. Dessa forma, o valor da incerteza combinada &
calculado segundo a expressdo (1), adicionando apenas uma incerteza
correspondente a dispersdao dos dados dos laboratérios. Segundo Pauwels e

colaboradores (1998), esta incerteza pode ser calculada pela seguinte expresséao:

S 1ab

ulR|=
VI (26)

Onde s.,» corresponde ao desvio padrao da média das médias dos laboratérios
e [ corresponde ao numero de laboratorios. Esta expressdo corresponde ao erro
padrao da média das médias.

Outra possibilidade para o calculo € novamente apresentada por Pauwels e
colaboradores. Estes dividem a incerteza combinada da propriedade em quatro
tipos:

1. Tipo I: incertezas especificas de um laboratério.

2. Tipo ll: incertezas comuns a todos os laboratorios.

3. Tipo lll: incertezas comuns a grupos de laboratérios.

4. Tipo IV: dispersdo entre os valores de laboratérios participantes.

A incerteza da propriedade sera calculada com base em (1) somando-se
todas as incertezas acima. Para o calculo de cada uma delas as incertezas de cada
laboratério sdo desmembradas e classificadas em cada uma das primeiras trés

categorias. A incerteza do tipo 1 pode ser calculada pela seguinte expressao:

!
\/Z[u f/)}
ull|=———————
! (27)

Onde j é a identificagdo do laboratdrio e i 0 numero total de laboratérios. Pela
expressao fica evidente que o impacto desta incerteza sobre o valor final sera menor

a medida que aumentar o numero de laboratérios participantes. As incertezas de tipo
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| correspondem, por exemplo, a incerteza oriunda das vidrarias utilizadas.

A incerteza do tipo Il pode ser calculada pela seguinte expressao:

uc[m:\/i ul11]]?
i=1

(28)

Sendo que n € o numero total de laboratérios e i o numero de identificacdo da
incerteza de tipo Il. As incertezas do tipo Il correspondem, por exemplo, a
referéncias comuns utilizadas em todos os laboratérios.

A incerteza do tipo Ill pode ser calculada pela seguinte expresséo:

ihq{uc[q@z
u, | 1T |=—2"

gl (29)

Onde:

n

ulgl= Z{uﬂq”z

i=1 (30)

Onde ¢ € a identificagdo do grupo, g o numero total de grupos, / 0 numero
total de laboratérios, 4, 0 numero total de laboratérios no grupo ¢ € i o numero de
identificacado da incerteza do tipo lll. Incerteza do tipo Ill corresponde, por exemplo, a
incerteza associada ao uso do mesmo procedimento analitico em diferentes
laboratorios.

A incerteza do tipo IV é calculada pela expressao (26). Assim a incerteza da

propriedade medida sera calculada pela expressao se segue.

MMRC:WC(Iwz+[ucun}z+[ucu]1}}z+{u(m}2 31)

A incerteza expandida sera calculada por:
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U=t ypc k (32)

Onde % é o fator de abrangéncia para o nivel de confianga desejado.

Os estudos interlaboratoriais podem ainda levar ao calculo do valor da
propriedade e da incerteza associada, com a aplicagdo de um fator de correcao.
Esse fator pode ser, por exemplo, o0 numero de amostras realizadas em cada
laboratdrio ou a incerteza associada a cada laboratério. O fator de correcédo € unico
para cada laboratério e soma de todos os fatores deve ser igual a 1. O objetivo da
aplicacao de fatores de correcao é equilibrar as discrepancias entre os laboratérios

participantes.

4.3.7 Consideragdes sobre as propriedades a serem medidas.
4.3.7.1 Propriedades fisicas de MRCs

No caso de abordar propriedades fisicas, o(s) laboratério(s) envolvido(s)
deve(m) participar regularmente de comparagdes interlaboratoriais. A participagéao
visa garantir a competéncia na determinagao da propriedade em questido, ou seja,
que o laboratorio € capaz de medir a propriedade com exatiddo e incerteza
adequadas. Para a certificacdo do MRC ndo é obrigatéria a realizagdo de estudo

interlaboratorial; no entanto, ele é altamente recomendado.

4.3.7.2 Pureza dos MRCs

As substancias puras formam a base da rastreabilidade na medigdo quimica.
Obviamente “puro” se refere a uma situagéo ideal, j3 que nenhuma substancia é
100% pura. A nao ser pela aplicagcdo de métodos diretos, como a calorimetria, a
pureza €, muitas vezes, determinada por diferenga. Uma lista de possiveis
impurezas deve ser preparada com base no processo de produgdo da substancia.
Entdo, cada impureza é medida na substancia sob analise, e em seguida a pureza é
calculada por diferenga. O método de balango de massas, segue este protocolo, e
esta descrito adiante.

A medicdo de impurezas é um processo dificil, ja que as quantidades estéo
proximas dos limites de deteccdo ou quantificacdo. A expressao abaixo descreve a

pureza em fracdo de quantidade de substancia.
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k
yzl_le

=1 (26)

Onde y é a fragdo do componente principal, £ € o numero de impurezas com
fracbes de substancia x. Assumindo-se que as impurezas sido independentes,

incerteza da fracdo do componente principal deriva de (1) e é expressa por:

k
“2‘?):2 L‘Z[xi)
i=1 (27)

Substancias puras podem ainda ser utilizadas na produgdo de MRCs
formados por misturas sintéticas e no preparo de MRCs de matrizes ou brancos.

Normalmente estes MRCs sao preparados por gravimetria.

4.3.8 Certificacao de MRC
O conceito de MRC ja foi introduzido anteriormente. As informagdes do
certificado do MRC devem compreender:
» A propriedade de interesse
» Seu valor
» Sua incerteza associada e expandida
* Uma declaragao de sua rastreabilidade metrolégica
O certificado deve conter ainda informacdes sobre os experimentos realizados
para a certificagdo, bem como materiais de referéncia, equipamentos, calibragdes,

etc. Estas informagdes mais detalhadas podem nao estar apresentadas no

certificado, porém devem estar disponiveis de alguma maneira.

4.4 MATERIAIS DE REFERENCIA CERTIFICADOS PARA PLANTAS MEDICINAIS E
MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS.

Como desdobramento a discussdo sobre material de referéncia, esta seg¢ao
inicia uma discussao da aplicacdo dos protocolos de certificacdo a substancias
oriundas de plantas medicinais, ressaltando suas dificuldades e opgoes.

Os materiais de referéncia certificados para plantas medicinais e

medicamentos fitoterapicos s&o substéncias relevantes na caracterizacdo da



60

espécie ou no estudo da atividade terapéutica daqueles. A aplicacao dos principios
de certificacdo de materiais de referéncia deve levar em consideracdo as
peculiaridades destas substancias no contexto das plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos. No geral, sdo substéncias do metabolismo secundario
vegetal, de estrutura complexa e sintese dificil, 0 que em muitos casos ocorre em
baixissimas quantidades na natureza. Um exemplo interessante pela sua
importancia é o paclitaxel. Descoberto em extratos de Taxus brevifolia, conhecido
popularmente como teixo do pacifico, o paclitaxel & extraido de diversas espécies do
género Taxus e se tornou um importante agente antitumoral (Nikolic et al., 2011). No
entanto, as quantidades presentes nos extratos de Taxus sao minimas, o0s
rendimentos obtidos n&o ultrapassam 0,05% nas melhores espécies. Como
consequéncia, sdo necessarios cerca de 10000 kg de cascas de T. Brevifolia, ou
3000 arvores com cerca de 60 anos de idade, para produzir 1 kg de farmaco (Malik
et al., 2011). Por outro lado, o paclitaxel € um diterpeno complexo (Figura 8), de
sintese muito dificil, o que tem levado os pesquisadores a buscar sua producdo em

cultura de células vegetais (Malik et al., 2011) .

Figura 8 - Estrutura do Paclitaxel.

(Malik et al., 2010)

Além da complexidade da molécula e sua baixa ocorréncia natural as
dificuldades de se obtencédo sao agravadas pelas variagbes decorrentes de fatores
geograficos e sazonais, que influenciam no teor de substéncias nas plantas. Esta
variagao nos teores de substancias presentes em extratos de plantas medicinais
pode ser exemplificada pelo estudo de Black e colaboradores (Black et al., 2011)
sobre a variacdo de compostos fenolicos em Rhododendron tomentosum spp
subarticum, demonstrando uma variagao nos teores individuais de 15 moléculas

fendlicas, mas ndo uma variacédo no total de fendlicos. Ncube, Finne e Van Staden
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(2011) demonstraram a variacdo sazonal de flavonoides e taninos em uma selecao
de plantas medicinais tradicionais da Africa do Sul. Soni e colaboradores (2010)
determinaram a variagao sazonal e geografica dos esterdides Z- e E-guggulsterona
em Commiphora wightii, coletados na regido noroeste da india. Van Vureen e
colaboradores (2007) estudaram a variagdo sazonal de geografica da composigao
do dleo essencial de Heteropyxis natalensis. Os autores demonstraram a variagao,
tanto sazonal como geografica, dos componentes principais do 6leo essencial.

Por outro lado, a composicdo complexa dos extratos de plantas pode ser uma
dificuldade adicional no isolamento de substancias especificas. Além disso,
substancias que pertencem a mesma classe quimica de interesse podem constituir
impurezas de ocorréncia comum, pois ambas se comportam de forma similar em
operacgdes de extracio e purificacio.

Estas caracteristicas tém como consequéncia a dificuldade de se obter a
substancia de interesse em massa e pureza necessarias. Discute-se a seguir como

isto afeta a estratégia de certificacdo e formas de contornar estas limitagoes.

4.4.1 Métodos analiticos e pureza da substancia em certificagao.

A situagao ideal para a certificacdo de qualquer substancia é a de apresentar-
ser o mais pura possivel. No entanto, como discutido no item anterior, uma pureza
alta ndo necessariamente sera atingida, pelo menos com a massa necessaria para a
certificacdo. A forma de lidar com esta situagao esta intimamente relacionada ao
método analitico que sera utilizado na certificacdo. Por outro lado, o método
escolhido afeta também a escolha do desenho da certificacdo: a utilizacdo de
meétodos primarios permite a certificagdo em apenas um laboratério; ja a utilizagao
de meétodos secundarios obriga a aplicagdo de um protocolo interlaboratorial.
Embora um pouco mais complexa, a aplicacdo deste ultimo ndo € necessariamente
desvantajosa, desde que, havendo referéncias disponiveis e sendo o método bem
estabelecido, apenas um numero pequeno de laboratérios € requerido. No entanto,
no caso de plantas medicinais em estagios iniciais de estudo e desenvolvimento, o
mais comum € nao haver referéncia disponivel, e a aplicacdo de métodos primarios
€ recomendada. A seguir, apresenta-se uma discussdo sobre as diferentes

estratégias e métodos analiticos que podem ser aplicados nestes casos.
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4.4.1.1 Calorimetria Diferencial Exploratoria

A Calorimetria Diferencial Exploratéria (CDE) tem uma aplicagéo vasta na
industria farmacéutica, abrangendo: determinacao de ponto de fusdo e ebulicao,
analise de polimorfismo, estudo de estabilidade, estudo de compatibilidade entre
farmaco e excipiente e andlise de pureza de substancias. O CDE é considerado uma
técnica primaria de medida, sendo mencionada na ISO GUIA 35, e por isso bastante
aplicada na determinacédo de pureza. Van Dooren e Miiller (1984) publicaram uma
revisdo sobre a aplicagdo da técnica em determinacdo de pureza, na qual
descrevem o estado da arte. Em outros estudos, Kestenz e colaboradores (2011) e
Drozdzewska e colaboradores (2007) apresentam a aplicacdo da técnica na
determinacado de pureza de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, no primeiro
destes, aplicado a pureza do cloranfenicol. MathKar e colaboradores analisaram a
pureza de 16 padroes de referéncia por CDE e HPLC e compararam seus
resultados, concluindo que os resultados séao similares quando a pureza for maior
que 98% (2009) . Similarmente, Ma e colaboradores (2009) avaliaram a pureza de
teofilina pelos métodos de balango de massa, CLAE e CDE, concluindo que as trés
técnicas fornecem resultados similares.

O CDE é definido como uma técnica na qual a diferenca na absorg¢ao de
energia entre uma amostra e um material de referéncia, normalmente o elemento
Indio, € medida em fungdo da temperatura, enquanto as duas estdo sujeitas a uma
rampa de temperatura (Van Dooren e Muller, 1984). Esta técnica é baseada na lei de

Van't Hoff expressa abaixo.

dinkK _ 4H
dI"  RT? (28)

Onde K é a constante de equilibrio T a temperatura; 4H

0 a variagao de
entalpia padrao especifica da substancia; e R a constante geral dos gases. A lei de
Van't Hoff relaciona a variacdo da temperatura com a constante de equilibrio, dada a
entalpia padrao do sistema. A medicdo da pureza é realizada durante o processo de
fusdo da substancia de interesse e esta baseada na depressao do ponto desta pela
presenca da impureza. Para o calculo de pureza a expressao (28) é rearranjada,

apos algumas operacdes e aproximagdes, na expressao (29).
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T =T _m 1
m 0 :
A, F (99)

Onde T,, é a temperatura da amostra apds o equilibrio, 7, é a temperatura de

fusdo da substancia, x, € a concentracdo da impureza e F a fragdo da substancia

principal fundida. Esta € uma equacédo de primeiro grau coeficiente linear Ty o
RT ,’x, 1
AH T

coeficiente angular o onde se plota /" versus ‘= . A concentragdo x, &
calculada a partir do coeficiente angular, quanto maior ele for maior sera a
concentragdo da impureza. E utilizada a seguinte expresséo para o calculo de x.:

AHOF(TO_TM)
2 RT ,? (30)

A entalpia padrdo é calculada a partir da variacdo da entalpia medida no
sistema, a massa molecular da substincia e a massa da amostra. Assim a

expresséao se torna:

_QMF(TO_TM)
xz— I’I’ZRT()2 (31)

Onde Q ¢é a entalpia medida, M a massa molecular da substancia principal e
m a massa da amostra analisada.

As principais vantagens desta técnica sao: o fato de ser uma técnica primaria,
por nao utilizar a mesma substancia da amostra como referéncia; a utilizacdo de
massas relativamente pequenas para a anadlise; e serem relativamente rapidas.
Contudo, o CDE apresenta uma série de limitagdes. A principal delas esta
relacionada a um grau relativamente alto para a pureza minima. Gao, Ding e Hu
(2011) analisaram amostras de isosorbida monohidratada dopadas com lidocaina e
comprovaram que purezas menores que 98,5% apresentam um desvio da reta da

expressao (29), apresentando, portanto, um erro sistematico significativo. Este fato
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esta diretamente relacionado com a variacdo dos parametros de suporte da
expressao (29). Uma das aproximacgdes utilizadas assume que a impureza esta
presente em quantidades muito inferiores aquela da substancia principal; outra
aproximacao indica que a depressao da temperatura de fusdo € pequena. Estas
duas assumem, portanto, uma pureza alta da substancia principal. Outro aspecto a
se levar em consideracao é que a impureza tem de formar uma mistura eutética com
a substancia principal, ou seja, a impureza deve se dissolver na substancia principal
liquida. Impurezas inorgéanicas, por exemplo, ndo sdo detectadas — o que requer a
aplicacao de técnicas complementares, como a medi¢gao de cinzas inorganicas, para
a medigado da presencga destas substancias (Van dooren e Muller, 1984) . O calculo
da incerteza de uma analise de pureza por CDE é apresentado Gao, Ding e Hu
(2011) e também por Ma e colaboradores (2009), com pequenas variagdes. No
entanto, ambos estdo relacionados a expressao (31). O calculo descrito por Gao
esta apresentado no Anexo B.

Assim, a Calorimetria Diferencial Exploratéria € uma técnica importante na
determinacao da pureza de substancias, por se tratar de uma técnica primaria de
simples aplicagdo. No entanto, ela tem uma limitagdo importante ao s6 permitir a

medicéo de substancias de alta pureza (acima de 98,5%).

4.4 1.2 Ressonéncia Magnética Nuclear Quantitativa de Proton
A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Quantitativa remonta ao inicio do
RMN, no entanto, os primeiros trabalhos indicaram que a precisdo associada a
medicdo era na faixa de 10% de erro (Pauli, Jaki e Lankin, 2005) e portanto a
técnica € desde entdo mais considerada pelas suas aplicagdes qualitativas.
Contudo, o avanco tecnolégico dos equipamentos permitiu uma melhora significativa
na precisao, havendo hoje um interesse crescente na aplicacado de RMN quantitativo
(Pauli, Jaki e Lankin, 2005), principalmente como técnica primaria de analise,
apesar de ainda ndo ser reconhecido como tal. As areas de aplicagdo do RMN
quantitativo tém sido as mais diversas. Fulton e colaboradores (1992) avaliaram
substancias organicas diluidas em agua por RMN quantitativo. Maniara e
colaboradores (1998) estudaram a aplicagdo de RMN quantitativo de 'H e *P na
analise de agroquimicos. Meusinger (1999) apresentou um método para a
determinagdo de substancias oxigenadas em gasolina por RMN quantitativo de 'H.

Como exemplo de aplicagdo na analise de medicamentos, Goger e colaboradores
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apresentaram a quantificacdo de azatioprina por RMN quantitativo de 'H, e Zoppi,
Linares e Longhi (2005) desenvolveram um método analitico para a analise de
enalapril pela mesma técnica. Aplicada a analise de produtos naturais, o grupo de
Pauli e colaboradores € um dos mais atuantes. Um de seus estudos (Pauli, Jaki,
Lankin, 2005) prop6s a aplicagdo do RMN para a validagdo de substancias de
referéncia para plantas medicinais. Neste, o autor apresenta a técnica como uma
alternativa as técnicas cromatograficas na determinacao da pureza, particularmente
o RMN quantitativo de préton. Jaki e colaboradores avaliaram glucoiberina como
substancia de referéncia para /beris amara utilizando o RMN quantitativo para
determinar a pureza (2008). Pauli, Jaki e Lankin publicaram uma revisdo sobre o
potencial de aplicagcdo do RMN quantitativo de hidrogénio (RMNHq) na analise de
produtos naturais, onde pontuam as caracteristicas do experimento, seu potencial e
suas diferentes areas de aplicagdo dentro da analise de produtos naturais (Pauli,
Jaki, Lankin, 2005). Pauli, Jaki e Lankin (2007) também apresentaram um protocolo
experimental para a aplicagdo de RMNHq em certificagcdo de substancias de
referéncia de origem natural, exemplificando com a quantificagdo taxol em diferentes
isolados. Jaki e colaboradores apresentaram outro trabalho onde apresentam o
conceito de relagao pureza/atividade, sendo a pureza determinada por RMNHq,
exemplificando com acido ursélico. Outros autores também trabalharam a aplicacao
desta técnica para plantas medicinais como Burton Quillian e Walter (2005) que
avaliaram o RMNHq com padronizacdo externa na preparagcao de solucdes de
calibragcao para a quantificagdo de toxinas de algas.

A ressonancia magnética nuclear quantitativa se baseia na intensidade de
sinais (areas) gerados pelos nucleos sensiveis ('H, "*C, *'P, etc.). Asseguradas as
devidas condi¢cdes de sequéncia de pulsos e pds-processamento, as intensidades
dos sinais serao proporcionais a concentragdo molar da substancia na amostra. De
acordo com Pauli e colaboradores (2005), a forma mais simples de se determinar a
concentracdo de uma substéncia na amostra € a integragdo de partes do espectro
que correspondam a substancia principal e as impurezas presentes. Apos um ajuste
para refletir o numero de nucleos por molécula a que o sinal se refere, por exemplo,
mais de um 'H com o mesmo deslocamento, as integragbes sdo somadas e a
porcentagem de cada substancia é calculada. Por este método, o calculo da pureza
€ estritamente molar, pois a intensidade de cada sinal é proporcional ao numero de

nucleos que o geraram, 0 que, por sua vez, € proporcional ao numero de moléculas
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(mol). No entanto, este calculo ndo é proporcional a massa molecular da substéncia.
Em amostras com alta pureza da substancia principal, a diferenca entre a massa
molecular desta e as massas moleculares das impurezas ndo tem um impacto
significativo. No entanto, em amostras com purezas inferiores torna-se necessario
conhecer a composicao da amostra para determinar a fracdo de cada substancia. O
ponto onde isto se torna necessario depende da composicdo da amostra. No caso
de produtos naturais, os processos de extragao e isolamento utilizados normalmente
extraem substancias da mesma classe, portanto com massas moleculares similares,
o que diminui de forma significativa o erro quando ndo se conhece toda a natureza
da amostra (Pauli, Jaki, Lankin, 2005).

Uma forma mais exata de se determinar a pureza € com a utilizacdo de
referéncias internas ou externas. Em ambos os casos a amostra é preparada de
forma precisa, com pesagem em balangas calibradas e dissolucdo em vidraria
adequada. Com a referéncia interna é adicionada uma quantidade precisa de uma
substancia conhecida, cujos sinais ndo interferem com os da substancia principal da
amostra. A quantificagcao é realizada de forma similar a descrita acima, os sinais da
referéncia sdao computados e relacionados a concentragao da referéncia. Entdo a
concentragcédo da substancia principal € calculada proporcionalmente a concentragao
da referéncia interna. A validade desta abordagem foi comprovada por Burton,
Quillian e Walter (2005), ao preparar curvas de calibragdo com cafeina, teofilina,
sacarose e arginina, e demonstrar que as curvas de calibragdo, obtidas com
substancias diferentes, sao similares quando obtidas nas mesmas condicdes
(sonda, sequéncia de pulsos, etc.). Esta ultima abordagem permite a quantificagcao
de substancias em concentragbes mais baixas na mistura. Ela € muito similar a
técnica cromatografica de quantificagdo, contudo possui a vantagem de nao
necessitar de uma referéncia da prépria substéncia a ser quantificada (Burton,
Quillian e Walter, 2005).

Na aquisicdo de dados, os espectrometros de RMN atuais empregam
técnicas pulsadas. Os puslos sdo formados por trés parametros basicos: (i) o tempo
de relaxagcdo denominado de d/, (ii) a largura do pulso denominada de pw, e (iii) o
tempo de aquisigdo, denominado aq.

dl esta relacionado ao tempo de restabelecimento da magnetizagédo ou do
estado de equilibrio, situacdo em que todos os nucleos de hidrogénio estarao

alinhados ao campo magnético do aparelho. O estabelecimento deste tempo é
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fundamental pois todos os nucleos devem estar em equilibrio antes que o proximo
pulso seja aplicado. dI esta relacionado ao tempo de T, este o tempo que o nucleo
mais lento demora a voltar para o equilibrio. Para um pulso de 90° d/ pode ser
ajustado para 57, com boa margem de seguranca. pw esta diretamente relacionado
ao angulo do pulso. Como o sinal detectado esta relacionado ao vetor transversal ao
campo, normalmente € utilizado um valor de pw para o angulo de 90°, resultando na
maior intensidade possivel. No entanto quanto maior o angulo maior o tempo 7, e
portanto maior dI. Assim para otimizar o tempo de analise o angulo pode ser
otimizado, por exemplo, com o angulo de Ernst que relaciona o cosseno do angulo
otimizado com d17 e T}, resultando sempre em um angulo menor. aq ira determinar o
numero de pontos para formar o espectro, quanto maior o numero de pontos maior
sera a resolugdo. aq é normalmente selecionado tendo como base a largura
espectral, os valor para um espectro de hidrogénio 1D é de ag” = 0,25 H, ou melhor.

A sobreposicao de sinais é outro problema que deve ser abordado quando se
elegem sinais para a quantificacdo de uma substancia em uma amostra. As fontes
de sobreposicao sao trés: a presencga de sinais laterais de rotagao (associados ou a
rotagcdo do tubo na sonda do equipamento), as diferengas nos tempos de relaxagao
entre a amostra e a referéncia, e a presenca de sinais satélites de *C. Os sinais
laterais de rotacao podem ser resolvidos simplesmente nao rodando o tubo na fonte.
Isto atualmente €& possivel, pois os equipamentos geram campos magnéticos
homogéneos. As diferengas nos tempos de relaxagéo sao resolvidas pela otimizagao
do tempo de relaxagdo, conforme ajustes dos parametros mencionados acima. A
presenca de sinais satélites de *C é resolvida pela aplicacdo de um desacoplamento
heteronuclear na frequéncia do ™C paralelamente a aquisicdo do espectro, o que
forga o desaparecimento desses sinais (Pauli, Jaki, Lankin, 2005).

Esta medicdo também pode ser melhorada com tratamento pds-aquisicao,
quando duas técnicas sdo normalmente utilizadas: o zero-filling e a aplicagdo de
funcdes de peso. Por fim, a correcdo de fase, ou Phasing, € realizada para
assegurar as que integragdes dos sinais tenham uma distorcdo minima. Neste
aspecto, varios estudos sugerem que, para melhores resultados para RMNHq, a
corre¢ado manual ainda € a melhor opg¢ao (Pauli, Jaki e Lankin, 2005).

Uma vez asseguradas as devidas condi¢cdes experimentais, o RMNHq pode
ser aplicado como método primario para a quantificacdo de substancias em

amostras de origem vegetal para sua certificagdo em MRCs. Os unicos pontos nao
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abordados até agora foram a determinagdo da incerteza da técnica e a
rastreabilidade. A determinacdo de incerteza foi abordada por Al-Deen e
colaboradores (2004), ao apresentar a quantificacdo do glifosato e determinar a
incerteza da medida descriminando todas as fontes de incerteza. O calculo
apresentado pelos autores encontra-se no Anexo B. Ja Saito e colaboradores
(2009) propdem a rastreabilidade dos MRCs certificados por RMNHq pelo calculo da
incerteza apresentado por Al-Deen e pelo uso de MRCs com referéncia interna na
medida da pureza da amostra.

A principal desvantagem do RMN quantitativo é sua incapacidade de detectar
nucleos paramagneéticos e por isso as impurezas inorganicas nao sao detectadas.

Como ferramenta para a determinacdo de pureza de substancias visando a
certificacdo como MRC, portanto, o RMNHq é importante e versatil na medicao,
desde que se assegurem as condi¢des de anadlise. Esta técnica pode ser utilizada
tanto para a medi¢cdo de pureza de substancias quanto para a quantificacédo de
varias substadncias em extratos. Cabe, no entanto, ressaltar que ela nao é

reconhecida ainda no ISO GUIA 35 como técnica primaria.

4.4.1.3 Meétodo de balango de massas

O método de balango de massas para a determinagdo da pureza de
substancias € a combinacdo da varias técnicas, como descrito no item 3.3.7.2 e
expresso na ISO GUIA 35, para determinar a pureza por diferenca. Todas as
impurezas da amostra sdo computadas, e sua totalidade é subtraida de 100% para
determinar o valor da substancia principal. Esta abordagem implica no uso de
diversas técnicas analiticas distintas, que sdo adequadas para cada tipo de
impureza, compondo provavelmente a estratégia mais comum de certificagdo de
substancias puras. Nogueira e colaboradores (2011) certificaram um lote de captopril
para uso como substancia de referéncia na analise deste farmaco. Gao, Ding e Hu
(Gao et al., 2011) compararam esta técnica a CDE e concluiram que seus resultados
sdo equivalentes. Kim e colaboradores (2010) certificaram uma amostra de
ginsenosideo Rg, utilizando o balango de massas.

As impurezas que podem ser analisadas s&o: impurezas organicas,
impurezas inorganicas e impurezas volateis, que representam os trés tipos de
impurezas basicas que se analisam num processo de determinacado da pureza de

uma substancia. Nao por acaso as analises basicas sdo aplicadas as matérias
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primas farmacéuticas (Farmacopeia Brasileira 52 ed.).

As impurezas organicas em geral sao quantificadas por métodos
cromatograficos. Quando ha material de referéncia disponivel, a(s) impureza(s) &
(séo) expressa(s) pela fragdo de massa na amostra calculada a partir da referéncia
(utilizando curvas de calibragdo). Quando nado ha referéncia disponivel, as
impurezas sao calculadas pela porcentagem da(s) area(s) da(s) impureza(s) no
cromatograma. No caso de produtos naturais, a segunda abordagem € a mais
provavel, no entanto, esta claramente esta possui limitagdes, ja que, dependendo da
técnica analitica e da forma de deteccgao o fator de resposta de cada impureza varia
ou mesmo nao é detectada. No caso de CLAE, o detector mais comumente utilizado
€ o de arranjo de fotodiodos. Este depende da presenca de grupos cromoforos nas
substancias em analise, cujas ligagdes determinam os comprimentos de onda da
absorgcdo. Isso impossibilita uma visdo global da amostra. Outro detector muito
utilizado em CLAE é o detector de fragmentacdo de massas. Todavia, esta técnica
também tende a gerar diferentes fatores de resposta, entdo atribuidos a interface
entre o cromatografo e o espectrémetro, ja que ndo ha uma interface universal que
se aplique a todas as substancias (Hutchinson et al., 2010). O detector de indice de
refragdo ja foi muito utilizado, no entanto ele é instavel e pouco sensivel (Hutchinson
et al. 2011). Outra classe é a de detectores com base no processo de nebulizacao.
Nestes a fase movel é nebulizada e seca, formando particulas que sao detectadas.
Existem dois tipos basicos, o DELE (Detector de Espalhamento de Luz Evaporativo)
cuja deteccgao se faz por via 6tica e o DAC (Detector de Aerosol Carregado) no qual
as particulas formadas por nebulizacdo sado carregadas eletricamente e mede-se a
diferenga de potencial causada por esta carga no detector. Esta classe é
considerada como a mais proxima de um detector universal, no entanto alguns
autores ja demonstraram a instabilidade das respostas, principalmente com
substancias semi-volateis, e uma variagcado sistematica de sinal durante o uso do
modo gradiente (Hutchinson et al. 2011). A aplicacdo de cromatografia com fase
gasosa € ainda mais restrita, pois sé as substancias volateis sdo analisadas. Além
disso, os detectores utilizados também apresentam restricdes. O DIC (Detector de
ionizagdo em chama) apresenta fatores de resposta diferentes para diferentes
substancias (Tappin, 2004). O espectrbmetro de massas ndo apresenta os
problemas de interface do CLAE, mas também esta condicionado a diferentes

fatores de resposta (Yu et al., 2011). Como consequéncia destas limitagdes, assim
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como nas técnicas anteriores, quanto menor a pureza da substancia a ser
certificada, maior sera o erro sistematico da medicdo das impurezas. Dai que a
aplicacao de técnicas cromatograficas para este fim esta limitada as substancias de
pureza elevada.

A analise de impureza inorganica € realizada com o ensaio de teor de cinzas
totais. Por¢cdes do material em certificacdo sdo pesadas em cadinhos calcinados e
tarados, as porgdes sdo incineradas e a massa de cinzas computada. Apesar de ser
um teste simples, ele é muito utilizado na certificacdo de substancias, pois a medida
tem fundamento gravimétrico (ISO, 2006).

As impurezas volateis podem ser classificadas em dois tipos basicos:
residuos de solventes volateis e agua. Para a determinacdo destes tipos de
impurezas existem algumas técnicas disponiveis. A mais basica mede a perda por
dessecacao. Nesta técnica, porcdes da amostra sdo pesadas e secas em estufa até
a constancia do peso; as amostras sao pesadas novamente e o valor da fragédo
volatil é expresso pela diferengca da massa. Outras técnicas mais especificas
também podem ser utilizadas. Para determinagdo de agua, utiliza-se o método de
Karl-Fischer, que tem como base a oxidagao de iodo (I;) e redugao de sulfeto a SO,
em alcool (geralmente metanol) e na presenga de uma base (geralmente imidazol).
Para cada mol de |, oxidado, um mol de agua é consumido. O ponto final de titulacao
€ detectado por um par de eletrodos de platina imersos na solugdo. Antes do ponto
final ha abundéancia de ion I (iodeto), gerando uma diferenga de potencial detectavel
pelos eletrodos. No ponto final ha uma queda brusca da voltagem com o acumulo de
l> pelo consumo de toda agua. Ha duas técnicas basicas para a aplicagao do Karl-
Fischer: a Coulometria e a Titulometria. As duas tém os mesmos principios; a
diferenga € que na primeira o |, € gerado por um eletrodo de platina, e na segunda, o
|, € adicionado na solugdo titulante. Independente da técnica, o método de Karl-
Fischer tem as vantagens de ser preciso e exato, ser seletivo para a agua e utilizar
massas de amostra pequenas. De forma complementar ao Karl-Fischer, a
cromatografia com fase gasosa pode ser utilizada para a quantificagdo de residuos
de solventes organicos volateis. A quantificagao, utilizando colunas especificas como
a HP-Plot Q, é realizada da forma usual, com curvas de calibragdo dos solventes.
Esta técnica permite ainda identificar quais os solventes foram detectados na
amostra.

A termogravimetria (TG) € uma técnica que pode substituir as técnicas
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tradicionais de determinagédo impurezas totais e volateis. Esta técnica ja foi utilizada
para tal fim em amostras distintas, como farinha (Acquistucci et al., 1991), semente
de oleaginosas comerciais e temperos (Tomassetti, Campanella e Aureli, 1989). A
Farmacopéia Brasileira 5% edi¢gao (2010), indica a TG para, entre outros, a analise de
umidade e/ou solventes e a determinagéo de cinzas. Giron, em sua revisdo (2002),
indica o0 uso da TG em analise de perda por secagem. A termogravimetria esta
baseada na medi¢cao da variagdo da massa da amostra em funcédo da variagao da
temperatura. A massa perdida durante o processo € medida com altissima precisao
e a partir dela é possivel se calcular a perda de componentes volateis e o teor de
cinzas. A grande vantagem da termogravimetria € a possibilidade de se utilizarem
massas menores, na faixa de 20 — 50 mg (Acquistucci et al., 1991).

Na aplicacdo do método de balango de massas para candidatos a MRC de
produtos naturais a principal limitacdo se refere a determinacdo de impurezas
organicas. Dependendo da pureza da amostra, a quantidade de impurezas pode ser
significativa. Isso obriga ao uso de técnicas cromatograficas com detectores que
tenham resposta similar para diferentes substéncias, como o CAD. Além disso, a
presenca de substancias nao soluveis no solvente no qual foi dissolvida a amostra
para a analise cromatografica pode ser avaliada. Kim e colaboradores (2010)
sugeriram a realizagdo de uma analise gravimétrica. Apds dissolver uma porgéao de
amostra no solvente (neste caso metanol), a solugéo é filtrada em filtro tarado. Apos
a secagem, o filtro € pesado novamente e o residuo é calculado. Nesta abordagem
ha claramente uma sobreposig¢ao entre as impurezas inorganicas e as organicas nao
soluveis, todavia o teste é valido para detectar algum desvio grosseiro na fragcao
organica e adicionar uma nova fonte de incerteza.

O balango de massas é utilizado fundamentalmente porque as técnicas que
ele utiliza sdo todas primarias (gravimetria, titulometria, coulometria), sendo a unica
excecao a determinagao de impurezas organicas por técnicas cromatograficas. Por
outro lado, o impacto destas é significativamente pequeno quando a pureza da

amostra é alta, ou quando sao utilizados detectores “universais”.

4.4.1.4 Estratégias para a certificagdo
Todas as trés técnicas descritas anteriormente tém a vantagem de serem
primarias, o que permite que sejam realizadas em apenas um laboratério. Isto

simplifica o esforco operacional como também permite a utilizacdo de uma massa
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menor. Por outro lado ha algumas limitagdes na escolha da técnica.

As técnicas de CDE e o RMNHq medem diretamente a pureza da amostra, no
entanto ambas as técnicas sao incapazes de determinar impurezas inorganicas. Isto
faz com que seja necessaria a aplicagado do teste de cinzas totais — qualquer que
seja a técnica de medigdo escolhida. Para mitigar esta limitacdo, a associagao
destas técnicas com a termogravimetria € uma solugao valida, ja que alia também a
vantagem principal da baixa massa utilizada.

A pureza da amostra é fundamental na escolha da técnica a ser utilizada. A
CDE néo pode ser aplicado em amostras com pureza inferior a 98,5%. Por outro
lado, a aplicagdo do balango de massas em amostras com purezas menores nao é
segura, implicando em um erro sistematico significativo. O RMNHq, com a utilizacao
de uma referéncia interna € a unica técnica capaz de medir purezas inferiores.
Entretanto, esta quantificagcdo pode ser dificil, pois nesta técnica os sinais de todos
0S componentes aparecem em um unico espectro, e em amostras muito complexas
o isolamento de sinais de desejavel e a escolha da referéncia adequada podem nao
ser possiveis. Além disso, € interessante que a medida da pureza seja realizada,
pelo menos no estudo de viabilidade, por pelo menos duas técnicas. A certificacédo
de amostras muito impuras impossibilita a comparacgao. Frente a isso, um limite de
seguranga proposto para a certificagéo seria de pelos menos 95% de pureza, sendo
desejavel pelo menos 98,5% de pureza. O primeiro valor permite que se comparem
pelo menos duas técnicas (0 CDE e o RMNHQ), ja o segundo, as trés disponiveis
(CDE, RMNHq e Balango de massas). Os limites aqui sugeridos, no entanto, se
aplicam a primeira certificacdo de uma substancia. Limites menores podem ser
aplicados a novas amostras, utilizando as primeiras como referéncia, com a
aplicacao de técnicas cromatograficas em estudo interlaboratorial.

A aplicacdo de métodos cromatograficos na certificagdo nao esta descartada.
De posse de um MRC, mesmo que nao seja a mesma substancia, mas sim alguma
outra da mesma classe quimica, € possivel certificar uma amostra através de um

estudo interlaboratorial.

4.4.2 Massa necessaria da substancia para certificacéo
A massa disponivel € talvez a questdo mais importante no processo de
certificagdo, pois restringe a sua abrangéncia. A certificagdo tem essencialmente o

propésito de distribuicdo do MRC produzido para o uso em diferentes laboratérios.
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Este propésito traz subentendido, portanto, a producao de varios frascos de MRC,
cujas massas de material devem ser suficientes para uma quantidade minima de
analises. Claramente, esta quantidade minima esta ligada a massa minima
necessaria para se realizar uma analise que, por sua vez, esta relacionada ao
método analitico e a homogeneidade intrafrasco do MRC.

O processo de certificagao utiliza uma massa consideravel da substancia, em
trés principais etapas: os estudos de homogeneidade, estabilidade e a prépria
medicdo da pureza, sendo que para todos os estudos os frascos devem conter a
mesma massa que os frascos que serao distribuidos.

O estudo de homogeneidade requer pelo menos 10 frascos. O estudo de
estabilidade é dividido em dois, de curta duracdo e de longa duracdo. Nos dois
casos a quantidade de frascos utilizada varia de acordo com as condi¢gbes de
estudo, o tempo total do estudo e o numero de pontos a serem analisados dentro
deste intervalo. Ainda o MRC pode nao ser estavel nas condigcbes de armazenagem
utilizadas, assim um novo estudo sera necessario em condi¢des mais brandas
utilizando mais massa. A medicdo da pureza também utiliza uma quantidade
significativa de massa dependendo da técnica analitica utilizada. Com a utilizagéo de
uma técnica primaria, a massa necessaria pode ser diminuida, necessitando apenas
de algumas replicatas. No entanto se este ndo for o caso, faz-se necessario um
estudo interlaboratorial onde, na melhor das hipoteses, podem participar apenas 2 a
3 laboratérios; a depender da complexidade, o numero de laboratérios pode atingir
15. Com as replicatas que cada um deve realizar o numero total de frascos pode
atingir facilmente 45 ou 60.

Fica claro que o consumo de massa do candidato a MRC esta ligada a
determinacdo dos componentes da incerteza do MRC apresentadas na expressao
(3). A reducao da massa a ser utilizada na certificagdo passa entdo pela retirada ou

simplificacdo do calculo destes componentes.

— 2 2 2 2
MMRC_\/umed +uhq/' Tlherq” Ty (3)

Como ja foi mencionado, a primeira abordagem Obvia seria 0 uso de um
método analitico primario para a determinagdo da pureza, pois reduz a massa

utilizada ao realizar a medicédo da pureza em apenas um laboratdrio.
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Van de Veen e colaboradores (Van der Veen et al. 2001) propuseram a
possibilidade de se calcular u,, em conjunto com u.,. Isto torna desnecessario um
estudo independente apenas para o calculo da homogeneidade. Outra opcéao foi
apresentada por Kim e colaboradores (2010) que consideraram u,,, como inserida
em u,. pelo fato de se realizar a medida da pureza com um método primario, e
utilizando varios frascos.

A realizacdo de uma certificacdo “interna” € uma opcgao interessante. Seria
uma espécie de certificacao piloto em que nao seriam produzidos frascos para envio
a outros laboratoérios, mas apenas alguns frascos, ou até mesmo apenas um unico,
para uso no laboratério ou instituicdo. A reducdo de massa obtida por esta
abordagem deriva inicialmente da n&o realizagdo do estudo de estabilidade de curta
duracédo e, portanto, u.. € retirado do calculo da expressao (3). Novamente o
componente u,; pode ser calculado em um unico experimento em conjunto com ..
dividindo-se a amostra em poucos frascos ou utilizando a abordagem de Kim e
colaboradores (2010), calculando-se junto u,.. n0 caso de métodos primarios. Indo
além, a certificagcdo em apenas um frasco eliminaria de fato a contribuicdo de wu.,
para o calculo da incerteza do MRC, sendo necessario apenas o estudo de
estabilidade e a determinacdo da pureza. Esta ultima possibilidade, no entanto,
obriga ao uso de um desenho classico no estudo de estabilidade, ja que o desenho
isécrono utiliza obrigatoriamente 1 frasco por periodo de tempo. Algumas ressalvas
sobre o MRC “interno” devem ser destacadas: Primeiro, uma certificacdo realizada
desta maneira implica necessariamente no uso de um método analitico primario ja
gue, no caso contrario, um estudo interlaboratorial € necessario e o carater “interno”
deixa de fazer sentido; como ele ndo pode ser distribuido, ja que nem wu., nem .
foram calculados, o MRC “interno” ndo se presta a comparacdes interlaboratoriais,
salvo talvez quando dentro da mesma instituicdo. Adicionalmente, caso seja
certificado em apenas um frasco, ndo serdo obtidas informacbes sobre a
homogeneidade entre frascos, e isto é particularmente importante, pois o processo
de certificacdo de uma substancia como MRC “interno” pode ser encarada como um
estudo de viabilidade para uma certificacdo posterior da mesma substancia. Apesar
dessas ressalvas, a certificacdo “interna” € uma alternativa interessante para
contornar a falta de massa, pois permite a certificagdo de material de referéncia a
partir de massas menores de substancia. MRCs “internos” podem ter aplicacboes

importantes, como ao dar suporte a diferentes estudos envolvendo a substancia
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certificada: estudos de quantificacdo da substancia ou sua classe em plantas que a
contem, mas nao necessariamente da qual foi originariamente isolada; estudos de
variacao sazonal e geografica; estudos de desenvolvimento e aumento de escala do
processo de obtencdo da propria substancia do MRC, onde tem importancia

fundamental no controle e acompanhamento de processos e produtos.

4.4.3 Exemplo com a certificacdo de Ginsenosideo Rg1

Kim e colaboradores (2010) apresentaram um trabalho onde certificam
Ginsenosideo Rg1 para extratos de Panax ginseng. A citagdo deste trabalho é
pertinente, pois permite avaliar na pratica as consideragcbes apresentadas acima,
como massa e método analitico utilizado. A abordagem escolhida pelos autores vai
de encontro com a proposta de material de referéncia certificado “interno”. Neste

estudo, eles apresentam a seguinte expressao para o calculo da incerteza:

—_ 2 2 2
MMRC_\/umed —H/lhef +ueld (34)

Esta expressao claramente indica a certificacdo de um MRC “interno” pois
nao houve o calculo de wu... Além disso, o valor de u,, foi considerado incluso em

une.s. Portanto, a expressao para o calculo da incerteza de MRC foi:
u «Z\/u 2ty ,?
MRC med eld (35)

O método analitico escolhido para a medigado da pureza foi o de balanco de
massas. As impurezas organicas foram analisadas por CLAE com detector de CAD.
As impurezas inorganicas foram medidas por teor total de cinzas. A agua residual foi
medida por Karl-Fischer e residuo de solventes volateis por CG. A tabela 1

apresenta o numero de analises e a massa utilizada para cada uma.
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Tabela 1 - Analises e a massa utilizada na certificagao de Ginsenosideo Rg1

Andlise Numero de analises |Massa utilizada por analise | Total
Impurezas organicas |6 39,53 mg* 237,18 mg
Impurezas inorganicas |3 100 mg 300 mg
Agua 8 100 mg 800 mg
Solventes volateis 3 400 mg/g* 1200 mg

Valor estimado para 10 ml de solugao.

A massa total para a medicdo da pureza por este método foi
aproximadamente 2,5 g. O estudo de estabilidade aplicou praticamente os mesmos
meétodos a cada 6 meses em duplicata, somando a utilizagdo de mais 1279 mg em
cada ponto, o que perfaz o total de 2558 mg para o estudo de estabilidade. Como
foram isolados 14 g, ainda sobrou uma massa significativa para uso. No entanto
alguns pontos chamam a atencdo. A ISO GUIA 35 indica que o estudo de
homogeneidade deve ser realizado com no minimo 10 frascos, portanto, pelo menos
10 analises de cada técnica do método de balango de massas deveriam ter sido
realizadas. Dessa maneira, a massa para a certificacdo atingiria 6395,30 mg.
Contando com a massa utilizada no estudo de estabilidade, o total atinge cerca de

8900 mg. Provavelmente esta foi a raz&o de nao efetuarem tantas replicatas.

4.4.4 Massa minima para a certificacao

O trabalho de Kim e colaboradores (2010) mostra como a técnica de balango
de massas necessita de uma quantidade alta de amostra para certificacdo. Esta é
essencialmente a vantagem do CDE e do RMNHq. Varios autores demonstraram
que uma analise de CDE pode ser realizada com seguranga, com uma massa de
amostra entre 1 a 5 mg (Van Dooren e Muller, 1984), dependendo da entalpia padrao
da substancia. O RMNHq pode medir a pureza com massa de amostra entre 3 a 10
mg (Paul, Jaki e Lankin, 2005) dependendo da pureza e da substancia. Cabe
lembrar que apesar das duas técnicas medirem diretamente a pureza da substancia
principal da amostra, nenhuma das duas é sensivel as impurezas inorganicas, o que
pode aumentar a massa em 800 mg [seguindo o protocolo de Kim e colaboradores
(Kim et al.,, 2010) apenas para a medigdo da pureza]. No entanto é razoavel
destacar algumas opgoes. Primeiro, a aplicagao de termogravimetria no lugar da

determinagcdo de cinzas classica reduz a massa necessaria para esta analise
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significativamente. E segundo pode-se preparar o MRC para que as impurezas
inorganicas sejam despreziveis de forma que nao seja necessario analisa-las
durante toda a certificagado. Isto pode ser realizado com o resultado de pelos menos
guatro analises, ainda no estudo de viabilidade.

A massa que sera utilizada na certificacdo pode ser dividida em trés. A massa
necessaria para a identificagdo da amostra, a massa para o estudo de viabilidade e
a massa necessaria para a certificagdo em si.

A identificagdo pode ser realizada por técnicas cromatograficas acopladas a
espectrometria de massas e/ou ressonancia magnética nuclear. Para tal estudo,
podem ser separados 15 mg da amostra.

O estudo de viabilidade tem por objetivo determinar a massa minima para a
analise pela técnica escolhida, otimizar os parametros da técnica para analise da
substancia, estimar a pureza da amostra de forma a confirmar se ela ja é passivel de
certificacdo e, com os dois resultados, calcular qual a massa minima necessaria
para analise. Consequentemente, isso evidencia a massa minima de amostra em
um frasco.

Pelo discutido acima, as técnicas do CDE e RMNHq associadas a
termogravimetria sdo mais indicadas para quantidades menores de amostras e
portanto é para elas que se fara o calculo de massa minima necessaria.

Independente da técnica escolhida para a determinacido da pureza, uma
massa proxima a 35 mg € utilizada para determinar a massa minima para a analise
e otimizar as condi¢des de analise.

Utilizando os valores de massa maximos indicados acima e no item 3.4.2.3, é
possivel calcular a massa minima necessaria para um estudo de viabilidade. O

resultado esta apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Massa minima necessaria para a medigao de pureza no estudo de viabilidade.

Técnica Numero de analises para a medigdo da pureza Massa - Massa — analise Massa

(p), impurezas inorganicas (in) pureza Imp. Inorg. total
CDE ) 5mg 230 mg
— 6 (p); 4 (in) E— 50 mg S —
RMNH(q 10 mg 260 mg

A massa necessaria para a certificagdo completa dependera, como ja
mencionado, dos resultados do estudo de viabilidade. A massa minima por frasco

deve ser de cerca de 5 vezes a massa minima por analise, com o objetivo de
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garantir a realizacdo de novas analises caso necessario. Além disso, € necessario
produzir mais dois frascos para realizar a verificagdo da homogeneidade intrafrasco
com a mesma massa dos demais. Novamente extrapolando para as maiores
massas e considerando-se as impurezas inorganicas despreziveis, as massas

minimas necessarias para a certificacdo completa estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Massa minima necessaria para a certificagcdo por CDE e RMNHq.

Técnica | Numero de frascos para a medigédo da pureza e Massa por Massa total
homogeneidade (ph), estabilidade (e) analise

CDE 5mg 330 mg

— 10 (ph) ; 12 (e)**

RMNHq 10 mg 660 mg

*Inclui trés analises para cada frasco **inclui estabilidade de curto e longo prazo com trés pontos em

duplicata cada.

Levando-se isso em consideragdo, pode-se propor que a massa minima

necessaria para a certificacao completa apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 — Massa minima da substancia candidata para certificagdo completa.

Etapa Nome da etapa Massa (CDE) Massa (RMNHq)
1 Identificagao 15 mg 15 mg
2 Massa minima para analise e otimizagéao. 35 mg 35 mg
3 Estudo de viabilidade 230 mg 260 mg
4 Certificacédo 600 mg 1200 mg
Total 880 mg 1510 mg

Com este calculo preveem-se trés analises por frasco portanto ainda sobra a
mesma massa para utilizacao e distribuicao.
A certificagao “interna” pode reduzir ainda mais estes valores com a nao

realizagao do estudo de estabilidade de curto prazo. A Tabela 5 mostra os valores.

Tabela 5 — Massa minima da substancia candidata para a certificagao interna.

Etapa Nome da etapa Massa (CDE) Massa (RMNHq)
1 Identificacéo 15 mg 15 mg
2 Massa minima para analise e otimizag&o. 35 mg 35 mg
3 Estudo de viabilidade 230 mg 260 mg
4 Certificacao* 450 mg 900 mg
Total 730 mg 1210 mg

*N&o é realizado o estudo de estabilidade de curta duragéao.
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Optando por realizar a certificacdo em apenas um frasco, a massa para

analise reduz significativamente. A Tabela 6 mostra os valores.

Tabela 6 — Massa minima da substancia candidata para a certificagédo interna em um frasco.

Etapa Nome da etapa Massa (CDE) Massa (RMNHq)
1 Identificacéo 15 mg 15 mg
2 Massa minima para analise e otimizacéo 35 mg 35 mg
3 Estudo de viabilidade* 230 mg 260 mg
4 Certificagao 65 mg 130 mg
Total 345 mg 440 mg

Neste caso utiliza-se os resultados do estudo de viabilidade para a

certificagcdo, bastando adicionar algumas analises para completar a pureza (quatro)

e realizar o estudo de estabilidade (nove).

Contudo, é necessario se considerar que a massa para certificagcdo completa

ja contempla uma massa adicional em cada frasco, nao utilizada diretamente na

andlise. J& a massa calculada para a analise em apenas um frasco contempla

apenas a massa utilizada.

4.5 PROPOSTA DE PROTOCOLO DE CERTIFICACAO
O protocolo proposto para a certificagdo de substancia de plantas medicinais

estd apresentado abaixo. Este protocolo abrange a certificacdo completa e as

certificagdes internas.
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1. Introducao
a) O protocolo de certificagdo de material de referéncia tem por objetivo
certificar uma amostra de substancia para utilizacdo desta como material de
referéncia em analises laboratoriais e interlaboratoriais. As etapas deste
protocolo sdo: Anadlise qualitativa da amostra, Estudo de viabilidade,
Certificacdo e Monitoramento.
2. Analise qualitativa da amostra
a) Objetivo: Analisar a amostra por técnicas analiticas adequadas visando
confirmar a identidade da amostra. Consideram-se técnicas adequadas a
espectrometria de massas e a ressondncia magnética nuclear. E
recomendavel que as duas técnicas sejam realizadas. Os resultados devem
ser documentados e arquivados junto ao relatério de certificacao.
b) Os protocolos destas analises serdo os usuais desenvolvidos para a amostra
por estas técnicas.
3. Estudo de viabilidade
a) Objetivo: determinar a viabilidade de certificagdo do material por quatro
etapas distintas: otimizagcdo da técnica de analise de pureza, determinagao
da massa minima, medi¢do de pureza e medigdo de impurezas inorganicas.
Na primeira etapa € escolhida a técnica analitica que sera utilizada,
Calorimetria Diferencial Exploratéria (CDE), a Ressonancia Magnética
Nuclear de Préton quantitativa (RMNHq) e balango de massas. A escolha
dependera da disponibilidade da técnica, a pureza da substancia e da massa
da amostra.
b) Otimizagao da técnica
A andlise da amostra pela técnica escolhida sera realizada segundo
protocolos de cada técnica.
» Com método otimizado serdo realizadas as proximas etapas.
c) Determinagdo da massa minima.
* Pesar massas regulares a partir de 1 mg até a massa maxima da técnica

escolhida de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1: Massas pesadas da substancia para a analise da homogeneidade intrafrasco

Técnica Massas (mg)
CDE 1,2,3,4,5.
RMNHq 1,2,4,6, 8, 10.
Balango de massas* 1,2,3,4,5.

*Andlise de impurezas orgénicas.

Analisar as amostras pela técnica escolhida
Analisar os resultados buscando determinar a massa minima em que ha
uma boa relagdo entre o sinal da amostra e o ruido.

Documentar os resultados e anexa-los ao relatério final de certificagao.

d) Pureza

Pesar seis aliquotas da amostra com a massa minima escolhida.
Realizar as analises destas aliquotas pelo método analitico escolhido.
Calcular média, desvio padrao e erro padrao.

Calcular a incerteza da medigédo segundo a técnica escolhida.

A pureza da medigao sera apresentada segundo a seguinte expressao:

Pur (%), k

Onde Pur(%) é a pureza da amostra, u.... € a incerteza da medi¢ao e & € o fator de

abrangéncia, k=2 com uma confianga de 95%.

Obs. O CDE pode determinar pureza com exatiddo adequada a partir de
98,5% de pureza. Purezas inferiores a 98,5% mas superiores a 95%
devem ser analisadas por RMNHq ou balango de massas.

Documentar os resultados e anexa-los ao relatorio final de certificagao.

d) Impurezas inorganicas

Realizar quatro analises de termogravimetria com a amostra visando
determinar o teor de impurezas inorganicas.

Calcular a média, desvio padrao e erro padrao da analise.
Calcular a incerteza da medicgéo.

As impurezas inorganicas serdo apresentadas segundo a seguinte

expressao:

+ .
impur — u impur
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Onde 7Lu(%) € o valor das impurezas Inorganicas, u.,.. € 0 valor da incerteza das

impurezas inorganicas e k o fator de abrangéncia, k=2 com uma confianga de 95%.

Documentar os resultados e anexa-los ao relatério final de certificagao.

No caso de CDE ou RMNHq, se o valor do teor das impurezas
inorganicas for desprezivel a certificacdo € realizada apenas com o
meétodo principal (CDE ou RMNHq). Caso o teor das impurezas
inorganicas nao seja desprezivel a certificagdo pode ser realizada com a

medi¢ao das impurezas inorganicas em todas as analises de pureza.

4. Certificacdo completa

a) Objetivo: Certificar a substéncia determinando o valor de sua pureza assim

como sua incerteza associada. A certificacdo pode ser classificada em dois

tipos: Certificacdo completa e certificacao “interna”. As etapas da certificacao

completa sao: Distribuicio da amostra em frascos, medicdo da

homogeneidade intrafrasco, medigdo da pureza, medi¢do da homogeneidade

entre frascos, estudo de estabilidade de curta e longa duragéo, e calculo da

incerteza da pureza.

b) Distribuicdo da amostra em frascos

Homogeinizar a amostra por métodos adequados, como pulverizagao em
gral e pistilo, visando a maior homogeneidade possivel.

Distribuir a amostra por pelo menos 24 frascos, cada frasco contendo
cerca de cinco vezes a massa minima necessaria determinada
experimentalmente no estudo de viabilidade.

Rotular os frascos com o nome da substdncia e um numero de
identificacao.

Selecionar aleatoriamente 10 frascos para a analise de pureza, 12 para

os estudos de estabilidade e dois para homogeneidade intrafrasco.

c) Homogeneidade intrafrasco

A homogeneidade intrafrasco sera medida pelo método no qual se
pretende utilizar o material de referéncia. Se mais de um método for
pretendido, o procedimento descrito aqui deve ser realizado para cada um

deles.
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Um frasco selecionado aleatoriamente para a medicdo da
homogeneidade intrafrasco.

Pelo menos trés aliquotas de cerca de 1,00 mg serdo pesadas com
exatidao.

Como uma destas aliquotas sera preparada e analisada segundo
metodologia da técnica em uso. Os resultados serdo expressos em sinal
bruto.

Quando possivel, dependendo da técnica, a amostra preparada sera
analisada pelo menos quatro vezes.

Os resultados serdo avaliados por ANOVA (anexo A) considerando cada
aliquota pesada um grupo.

O resultado da ANOVA é uma indicagdo da homogeneidade intrafrasco

como segue:
<0,05 = falta de homogeneidade

pan() va

> 0,05 = nao ha falta de homogeneidade

pan()va

A incerteza da homogeneidade intrafrasco sera calculada a pela seguinte

expressao:

MS entre * 4Sin tra
Upjr= »
0

Onde u,s € a incerteza da homogeneidade intrafrasco, MS.... € o quadrado médio

entre aliquotas, MS.... € 0 quadrado médio intraaliquota e n, € o numero de analises

por aliquota.

O resultado da incerteza sera analisado da seguinte forma:
u,;r <Rep > Massa minima para a analisede 1,00 mg

u,,r>Rep > Massa minima para a andlise maior de 1,00mg

Onde Rep € a repetitividade do método.

Caso a massa minima seja maior de 1,00 mg entdo o procedimento
devera ser repetido com uma massa maior até se determinar a massa
minima.

Caso a técnica de certificagdo ndo permita varias analises da mesma

amostra utiliza-se a técnica descrita no estudo de viabilidade para a
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determinacao de massa minima.

Documentar os resultados e anexa-los ao relatério final de certificacao.

d) Medigao de pureza - Certificagdo completa

Pesar pelo menos trés aliquotas com massa determinada no item 3.b) de
cada frasco selecionado para analise de pureza no 4.b).

Analisar as amostras pesadas pelo método desenvolvido para a técnica
escolhida.

Calcular a média dos resultados de cada frasco.

Com a média de cada frasco calcular a média dos resultados de todos os
frascos assim com seu desvio padrao e erro padrao.

Calcular a incerteza da medigao pelo modelo da técnica escolhida.

A incerteza da pureza sera a maior incerteza entre o erro padréo da
medicao entre frascos e a incerteza da medicao da técnica escolhida.

Documentar os resultados e anexa-los ao relatorio final de certificagao.

e) Medigdo da homogeneidade

Analisar a presenga de uma tendéncia calculando uma regressao linear
com os resultados individuais de todos os frascos da analise de pureza.
Para esta analise x = numero do frasco e y = resultados individuais.
Avaliar o resultado da ANOVA da regress&o da seguinte maneira:

p=<0,05 = presenca de tendéncia

p>0,05 auséncia de tendencia

Em caso de presenca de tendéncia, a amostra €& considerada nao
homogénea e portanto ndo pode ser certificada.
Analisar os resultados individuais de cada frasco por uma ANOVA (Anexo
A).
O resultado da ANOVA é uma indicagao da homogeneidade entre frascos:

<0,05 = falta de homogeneidade

panovu

> 0,05 - ndo ha falta de homogeneidade

panova

Caso ocorra falta de homogeneidade a amostra ndao podera ser

certificada.
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Calcular a incerteza da homogeneidade pela seguinte expressao:

MS ——MS.
u _ entre intra
hef ™
iy

Onde u € a incerteza da homogeneidade intrafrasco, MS.... € o quadrado
médio entre os frascos, MS... € 0 quadrado médio intrafrasco e n, é o
numero de aliquotas por frasco.

O valor da incerteza entre frascos nédo sera utilizado no calculo da
incerteza da pureza da amostra se u,.. for o erro padrao da medigao entre
os frascos.

Documentar os resultados e anexa-los ao relatorio final de certificacao.

Estudo de estabilidade de curta duragao

Dos 12 fracos ja selecionados para estudos de estabilidade selecionar
aleatoriamente seis frascos.

Agrupar os frascos em trés pares e registrar.

Armazenar todos os frascos fechados a temperatura de 30 °C, se néao
houver historico de degradacao térmica e a 20 °C se houver histérico de
degradacéo térmica.

Retirar cada par e analisar conforme a Tabela 2

Tabela 2: Tempos do estudo de estabilidade de curta duragéo.

Par de frascos Tempo
1° Par 7 dias
2° Par 14 dias
3° Par 30 dias

Pesar pelos menos trés aliquotas de cada frasco com a massa minima
determinada no item 4.c).

Analisar as amostras pelos métodos desenvolvidos para a técnica
escolhida.

O calculo da incerteza pode ser realizado de duas maneiras, utilizando
uma ANOVA de dois niveis “nested’ ou a partir da regresséo linear.

Calculo da incerteza da estabilidade por ANOVA de dois niveis “nested”.
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Calcular a média de cada frasco.
Analisar a presenga de uma tendéncia calculando uma regressao
linear com os resultados médios de todos os frascos da analise de
pureza. Para esta analise x = tempo armazenagem € y = resultados
individuais.
Avaliar o resultado da ANOVA da regressao da seguinte maneira:

p<0,05 = presencadetendéncia

p> 0,05 ausénciadetendencia

Em caso de presenca de tendéncia, a amostra € considerada nao
estavel e, portanto, ndo pode ser certificada.
Com os resultados individuais de cada frasco realizar uma ANOVA de
dois niveis “nested” (anexo A).

Calcular a incerteza da estabilidade pela seguinte expresséo.

2 2

—c2 2
u ecd = estab +s hef ts r
Onde S, é a repetitividade intrafrasco, S., € o desvio padrdao da

homogeneidade entre frascos e S.w € 0 desvio padrdo da

estabilidade.
SZ r :MS intra
S 2 MSBC A~ MSian
hef T
ny
S 2 MSentre_ nO ’u/wf i MSimm
estab ( ‘
\nb )0
MS

B=4 € 0 quadrado médio do

subgrupo B (frascos) no grupo A (tempo), MS... € a média dos quadrados do

subgrupo B, MS.... € média dos quadrados do grupo A. Os valores de ny, n' € (nb)y

serao calculados pelas seguintes expressoes.

n_=n
[0}

,—‘ ‘_

n,'=\naj—n

\nb |, =nb

Célculo da incerteza da estabilidade a partir da regressao.

o

Utilizando os resultados da analise de tendéncia calcular o desvio
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padrao do coeficiente angular da regressao pela seguinte expressao:
uestab :xubl
Onde u..., € a incerteza da estabilidade, x € o periodo de tempo em dias € u;; € 0

desvio padréo da regressao calculado por:

Onde X; é o valor de cada tempo e X é o tempo médio. s é calculado pela seguinte

expressao.

Onde y; é o valor da média de cada frasco e ¥ é o valor da pureza calculado pela
regressao para aquele tempo.
e« Comparar os valores da incerteza da estabilidade calculada pelos dois
métodos e utilizar o maior.
» Documentar os resultados e anexa-los ao relatorio final de certificagéo.
g) Estudo de estabilidade de longa duragao
 Agrupar os seis frascos restantes selecionados para estudo de
estabilidade em pares.
* Armazenar todos os frascos fechados a uma temperatura de 8 °C se nao
houver histérico de degradacao térmica e a -20 °C se houver historico de
degradacéo térmica.

» Retirar cada par e analisar conforme a Tabela 3.

Tabela 3: Tempos do estudo de estabilidade de longa duragéo

Par de frascos Tempo
1° Par. 90 dias
2° Par. 180 dias
3° Par. 360 dias

» Calcular a incerteza de longa duragdo da mesma maneira que o calculo

da incerteza da estabilidade de curta duracéo.
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Documentar os resultados e anexa-los ao relatoério final de certificagao.

h) Calculo da incerteza e expressdo da pureza do material de referéncia

certificado.

Calcular a incerteza da pureza da amostra segundo a expressao:

— 2 2 2 2
MMRC_\/umea' +uhef +ueld +uecd

Onde uuzc € a incerteza do material de referéncia certificado, u,... € a incerteza da

medicdo da pureza, u., € a incerteza da estabilidade de longo prazo e u... € a

incerteza da estabilidade de curto prazo.

A expressao da pureza do material de referéncia certificado sera feita de

seguinte maneira:

Pu k

+ .
T vire =Y pre

Onde £ é o fator de abrangéncia, k=2 para 95% de confianga.

5. Certificagao interna em varios frascos

a) A certificacao interna em varios frascos é realizada da mesma maneira que a

certificacdo completa, apenas nao é realizado o estudo de estabilidade de

curta duracéo.

6. Certificacao interna em apenas um frasco.

a) A certificagdo interna em apenas um frasco € realizada da mesma forma que

a certificagdo completa com algumas modificagdes:

Como nédo ha varios frascos nao sera realizado o estudo de
homogeneidade.

Como sera uma certificacdo interna nao sera realizado o estudo de
estabilidade de curta duracéo.

Serao realizadas mais 4 medi¢cdes da amostra pela técnica escolhida,
adicionando estas as analises realizadas no estudo de viabilidade. Com
estas sera calculada a pureza. A incerteza da medicdo sera calculada
pela incerteza da técnica escolhida.

O estudo de estabilidade de longa duracdo sera realizado com os
mesmos tempos descriminados acima, apenas serdo pesadas e
analisadas pelo menos trés aliquotas para cada tempo.

Aincerteza do MRC sera calculada pela seguinte expressao.
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“Amc:\/“nm/2 tutgy®
* A pureza sera expressa como indicado no item 4.h).
» Documentar os resultados e anexa-los ao relatério final de certificagao.
7. Monitoramento

a) Independente da forma de certificacdo todos MRC devem ser monitorados
apos a certificacao.

b) O monitoramento é realizado pela medida periddica da pureza do MRC
armazenado a temperatura de estabilidade. O resultado é comparado com a
pureza certificada e sua incerteza.

c) O procedimento € o que segue:

» A cada 180 dias pesar trés aliquotas de um frasco na massa minima
determinada.
* Analisar pelo método desenvolvido para a técnica escolhida.
» Calcular a média, desvio padréo e erro padrao.
e Calcular a incerteza da medicao pela técnica escolhida.
» Avaliar a estabilidade pela seguinte expressao
’XMRC_Xmon‘Sk\/uMRC2+umon2
Onde xurc € a pureza do MRC, x,.,, € a pureza medida no monitoramento, uuxc € a

incerteza do MRC e u,., € a incerteza da medida do monitoramento. Se a condigcao

€ cumprida o MRC é considerado estavel.
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4.5.1 Observacodes sobre o protocolo

Este protocolo se aplica a substancias novas ou relativamente novas para as
quais nao ha uma substancia de referéncia reconhecida.

O protocolo minimiza o uso de massa de diversas maneiras: (i) Ao utilizar um
método primario realiza-se a medi¢cdo da pureza em um unico laboratério e ndo ha
mais a necessidade de um estudo de homogeneidade em separado. (ii) Para uma
certificagao interna nao ha necessidade de estudo de estabilidade de curta duracéo.
(i) Sendo uma certificac&do interna em um unico frasco a analise de pureza sera
uma extensao da analise de pureza do estudo de viabilidade. (iv) Os estudos de
estabilidade apresentam um numero reduzido de pontos e condi¢gdes no estudo.

Sobre este ultimo vale mencionar que o estudo com mais de uma temperatura
€ possivel e até desejavel. Por outro lado, ndo ha garantia de que a amostra sera
estavel com as temperaturas escolhidas, portanto pode ser necessario o uso de

mais massa para um novo estudo em outra temperatura.

4.6 CERTIFICACAO DE SUBSTANCIAS DERIVADAS DE PLANTAS MEDICINAIS

Com base no protocolo acima foi iniciado um estudo de viabilidade com
algumas substancias de origem natural. As etapas realizadas foram a analise
qualitativa e o inicio do estudo de viabilidade. Cinco amostras foram avaliadas, duas
de origem comercial e trés isoladas no laboratorio.

As substancias sdo: Acido ursélico (comercial), acido oleandlico (comercial),
7-desacetoxi-7-oxogedunina (isolada; 1Bpp1pp1) e 6a-acetoxigedunina (duas
amostras isoladas; Grupo Fpp1 e Grupo Gpp1).

A qualificagdo das amostras isoladas foi realizada por Ressonéncia Magnética
Nuclear de Préton e Carbono e Cromatografia em fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas. A qualificagcdo das amostras comerciais foi realizada
apenas por Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.

As amostras comerciais e a amostra 1Bpp1pp1 foram analisadas por

Calorimetria Diferencial Exploratéria para uma determinagéo preliminar da pureza.

4.6.1 Experimental
4.6.1.1 Ressonéancia Magnética Nuclear
A Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e ™C foi realizada em um

equipamento da marca Bruker de 400 mHz. As amostras foram dissolvidas em



91

CD,Cl, e o TMS foi utilizado como referéncia.

4.6.1.2 Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

Para a analise dos tetranortriterpendides cerca de 1 mg de amostra foi
dissolvida em cerca de 1 ml de CH,Cl,. Cerca de 1ul desta solugéo foi injetado e
analisado. Para a analise dos acidos triterpénicos as amostras foram derivatizadas
com trimetilsilimidazol (TMSI). Cerca de 1 mg de cada amostra foram pesados e
dissolvidos em 1 ml de CHCI; O solvente foi evaporado e sobre a amostra foi
adicionado 1ml da solugdo derivatizante (2 ml de TMSI em 10 ml de acetonitrila). A
solucéo foi aquecida a 60 °C por 30 min. Esta solugao foi injetada no CG-EM. o
método cromatografico esta descrito no Quadro 2.

O equipamento utilizado foi um cromatégrafo da marca Agilent modelo 6890
acoplado a um espectrémetro de massas da mesma marca modelo 5973. O método

utilizado foi o descrito no Quadro 3.

Quadro 2 - Método de analise por CG-EM dos tetranortriterpendides.

Temperatura do injetor: 300 °C; split de 20:1.

Programacao do forno: Temperatura inicial 150 °C, taxa de aquecimento 5,75 °C/min até 325 °C,
isoterma final de 10 min.

Coluna DB-5MS de 30 m, didmetro interno de 250 um e espessura de filme de 0,25 uym.

Fluxo de 1,6 ml/min de hélio.

Temperatura do auxiliar de transferéncia de 280 °C.

Temperatura da fonte de ions de 230 °C.

Temperatura do analisador de 150 °C.

Faixa de analise de massas: de 40 a 600.

Quadro 3 - Método de analise por CG-EM dos acido triterpénicos.

Temperatura do injetor: 290 °C; split de 20:1.

Programacao do forno: Temperatura inicial 115 °C, isoterma de 1 min, taxa de aquecimento 20
°C/min até 200 °C, taxa de aquecimento de 10 °C/min até 290 °C, isoterma de 2 min, taxa de
aquecimento de 15 °C/min até 300 °Cm isoterma de 2 min. , taxa de aquecimento de 2 °C/min até
320 °C, isoterma de 6 min.

Coluna DB-5MS de 30 m, didmetro interno de 250 um e espessura de filme de 0,25 ym.

Fluxo de 1,1 ml/min de hélio.

Temperatura do auxiliar de transferéncia de 280 °C.

Temperatura da fonte de ions de 230 °C.

Temperatura do analisador de 150 °C.

Faixa de analise de massas: de 40 a 650.

4.6.1.3 Calorimetria Diferencial Exploratoria
Foram pesadas trés aliquotas de cada amostra com massa entre 1,5 e 2,2
mg. As trés aliquotas de cada amostra foram analisadas variando a taxa de

aquecimento: 0,4; 0,5 e 0,6 °C. As analises foram realizadas em calorimetro marca
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Mettler-Toledo modelo 822¢.

4.6.1.4. Amostras comerciais
Acido oleandlico da marca Aldrich pureza minima de 97%. Acido ursélico da

marca Aldrich pureza minima de 90%.

4.6.2 Resultados
Os espectros de RMN de préton e carbono, o espectro de massas obtido por
impacto de elétrons (obtido pela técnica hifenizada CG-EM), e o resultado do CDE

de cada amostra estdo apresentados a seguir.

4.6.2.1. 7-desacetoxi-7-oxogedunina

Figura 9 - Espectro de RMN'*C de 7-desacetoxi-7-oxogedunina
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Figura 10 - Espectro de RMN'H de 7-desacetoxi-7-oxogedunina
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Figura 11 - Espectro de massas do 7-desacetoxi-7-oxogedunina.
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Figura 12 - Resultado do CDE do 7-desacetoxi-7-oxogedunina

Module: DSC822e/700/268/FRS5, 29.01.2008 09:43:43

Sample Holder: Aluminum Standard 40ul

Sample: 7-oxo 1Bb PP1 Pg 20a - ASTM N2, 1,7010 mg
Order No: 101.11.060.29

. i Integral -104,19 m)
Heat Rate: 0.4°C/min normalized -61,25 Jg~-1
Onset 252,64 °C

DSC Purity
Purity 96,882 +/- 55,561e-03 mol%
T Fusion 262,22 °C

Left 252,64 °C

Right 264,62 °C
Sample: 7-oxo 1Bb PP1 Pg 20a - ASTM N2, 1,5290mg = e

Order No: 102.11.060.29

Heat Rate: 0.5°C/min

Integral -80,37 mJ
normalized -52,56 Jg”-1
Onset 252,85 °C

DSC Purity
Purity 97,160 +/- 70,642e-03 mol%
T Fusion 262,02 °C
Left 252,87 °C
Right 264,68 °C

Sample: 7-oxo 1Bb PP1 Pg 20a - ASTM N2, 1,7770 mg
Order No: 103.11.060.29

‘ Heat Rate: 0.6°C/min
Integral -98,46 mJ ;
normalized -55,41 Jg”-1 DSC Purity
Onset 258,37 °C Purity 97,279 +/- 0,112 mol
T Fusion 262,14 °C y
Left 252,94 °C
05 Right 264,51 °C
W ’\~’1 Purity = 97,1 +/- 0,5 mol%
9 S (purity) = 0,204 mol%
RSD = 0,21%
T Fusion = 262,1 +/- 0,3 °C
$§=0101°C
RSD = 0,04%
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4.6.2.2. 6a-acetoxigedunina

Figura 13 - Espectro de RMN'C de 6a-acetoxigedunina do Grupo Fpp1.
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Figura 14 - Espectro de RMN'H de 6a-acetoxigedunina do Grupo Fpp1
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Figura 15 - Espectro de RMN™C de 6a-acetoxigedunina do Grupo Gpp1
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Figura 16 - Espectro de RMN'H de 6a-acetoxigedunina Grupo Gpp1
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Figura 17 - Espectro de massas de 6a-acetoxigedunina do Grupo Fpp1
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Figura 18 — Espectro de massas de 6a-acetoxigedunina do Grupo Gpp1
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4.6.2.3 Acido ursolico

Figura 19: Espectro de massas do ursolato de metila sililado

Abundance
110000 203

100000

90000

80000

70000
73

E0000

50000

133

40000

30000

20000

10000

miz—-=

(Tappin, 2012)

Figura 20 - Anélise de CDE de acido ursélico

Module: DSC822e/700/268/FRS5, 29.01.2008 09:43:43
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Sample Holder: Aluminum Standard 40ul

viv

Heat Rate: 0.4°C/min

Sample: acido ursélico - ASTM N2, 1,6230 mg
Order No: 095.11.060.27

Integral -143,73 m) i
normalized -88,56 Jg/-1 DSC Purity
Onset 284,56 °C Purity 99,122 +/- 0,125 mol%
T Fusion 285,37 °C
Left 279,16 °C
Right 286,25 °C
: $
3 Sample: 4cido ursélico - ASTM N2, 1,6470 mg
Heat Rate: 0.5°C/min Order No: 096.11.060.27
Mnommalized 89,69 Jgr1 DSC puriy
Onset 285.32 °C Purity 98,979 +/- 30,298e-03 mol%
i3 T Fusion 286,03 °C
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4.6.2.4. Acido oleandlico

Figura 21 - Espectro de massas do oleanolato de metila sililado
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Figura 22 - Analise de CDE de acido oleandlico
Module: DSC822¢/700/268/FRSS, 29.01.2008 09:43:43 Sample Holder: Aluminum Standard 40ul

Sample: acido oleandlico - ASTM N2, 1,5300 mg
Order No: 098.11.060.28

Heat Rate: 0.4°C/min

Sample: cido oleandlico - ASTM N2, 1,7140 mg
Order No: 099.11.060.28

- Heat Rate: 0.5°C/min

Sample: cido oleandlico - ASTM N2, 1,8790 mg
Order No: 100.11.060.28

Heat Rate: 0.6°C/min
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4.6.3 Discusséao

Os resultados de RMN-"H e RMN-"*C e CG-EM correspondem aos resultados
encontrados na literatura para as referidas substancias (Razborsek et al., 2008)
(Pereira, 1998).

A analise de pureza por CDE apresentou resultados variados, que estido

mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Purezas das diferentes amostras analisadas por CDE.

Amostra Pureza

7-desacetdxi-7-oxogedunina 97,1%mol +/- 0,5 Y%mol

Acido oleandlico -

Acido ursolico 99,1 %mol +/- 0,4 %mol

O melhor resultado foi apresentado pelo acido ursodlico, que se revelou
suficiente para a certificacdo, aproximando-se bastante do esperado em uma analise
de certificagdo por CDE. O resultado obtido por esta técnica mostra uma linha de
base clara, com um sinal intenso em forma triangular e pouca depressdo da
temperatura de fusdo. Tendo como base estes resultados € possivel se calcular,
para o acido ursdlico, que a massa necessaria para a certificagdo completa sera
préxima a 452 mg, considerando uma massa de cada analise para CDE de cerca de
1,6 mg. Através da mesma estimativa, ainda € possivel calcular que, para uma
certificacdo em um unico frasco, a massa necessaria esta por volta de 281 mg.

E interessante notar que a pureza especificada pelo fabricante do acido
ursoélico é de >90%. Apesar de a pureza medida ser bem superior ao valor minimo
declarado, o fabricante ndo se compromete com a constancia deste valor, podendo
outro lote ser de pureza inferior, ja que o fabricante sé delimita o valor minimo de
pureza. O caso desta amostra ilustra bem a situacdo das substancias de referéncia
para plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos. Para estes, muitas vezes a
pureza € determinada por métodos ndo adequados, principalmente métodos
cromatograficos, e/ou ndo ha nenhuma declaracdo de sua incerteza ou
rastreabilidade ao S.I., o que, na pratica, os inviabiliza como material de referéncia.

O 7-desacetodxi-7-oxogedunina nao apresenta a pureza minima para a medida
da pureza por CDE. O pico do sinal é curvo e a depressao da temperatura de fusao
€ alta. Por outro lado o resultado da analise de RMN de préton mostrou um espectro

bem limpo com uma razao sinal/ruido alta. Apesar deste ser um espectro qualitativo,
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este resultado sugere que a medida da pureza desta substancia por RMNHq é
possivel e, portanto, a certificagado por esta técnica é viavel.

O acido oleandlico apresenta uma linha da base razoavel e um sinal
triangular. No entanto, o sinal € muito pouco intenso; o que pode indicar a exigéncia
de se utilizar uma massa maior na analise. A analise sera repetida com uma massa
maior.

As duas amostras isoladas de 6a-acetoxigedunina nao tiveram tempo habil de
serem analisadas por CDE. No entanto a inspeg¢do dos cromatogramas destas
amostras, apresentados no proximo capitulo (figuras 90 e 91; tabela 32),
comparando com os resultados da amostra 7-desacetéxi-7-oxogedunina (figura 84;
tabela 29) indica que as primeiras sdo mais impuras. No entanto a analise dos
resultados do espectro de RMN de proton mostra uma razao sinal/ruido alta o que
indica ser possivel a medida da pureza destas amostras por RMNHq.

Com relagao ao protocolo de certificagdo estes resultados ilustram bem o tipo
de situagao que se espera nesta etapa. A analise por CDE foi escolhida por ser mais
simples em termos praticos e necessitar de menos amostra. No entanto, levando-se
em conta apenas as purezas, somente o0 acido ursélico poderia ser certificado por
esta técnica. Por outro lado os resultados de RMN qualitativos sdo um bom
indicativo da viabilidade do uso do RMNHq para a certificagdo dos
tetranortriterpenoides. O objetivo dos estudos de otimizacdo e viabilidade é
justamente este, de coletar informagdes preliminares sobre a natureza e pureza da

amostra e permitir delinear estratégias para a certificagao.
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5. ISOLAMENTO DE TETRANORTRITERPENOIDES DE Carapa guianensis
5.1 PREAMBULO

Ja foi apresentada a importancia terapéutica dos extratos derivados de C.
guianensis e dos tetranortriterpenoides presentes nesta espécie. O isolamento
destes ultimos visando sua certificagdo € um passo importante no controle da
qualidade de 6leo de andiroba, vela de andiroba e outros produtos que venham a ser
desenvolvidos com base na espécie C. guianensis.

O isolamento também ilustra, na pratica, a dificuldade de se obter as
substancias para a certificacdo com a pureza e massa minimas necessarias, como
ja discutido no capitulo 4.

O processo de isolamento em si é dividido em seis etapas separadas
descriminadas no Quadro 4. Da primeira a quarta etapa o objetivo foi a obtencao de
uma fracdo mais pura de tetranortriterpenoides. As ultimas duas etapas tem por
objetivo a separacao entre si dos dois principais tetranortriterpenoides: 7-desacetoxi-
7-oxogedunina e 6a-acetoxigedunina. Todas as etapas foram desenvolvidas de
forma que seu aumento de escala fosse realizado da forma mais simples possivel.

Para acompanhamento das etapas de isolamento dois métodos analiticos
foram desenvolvidos, um por cromatografia em fase gasosa e outro por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Quadro 4 - Etapas do procedimento de isolamento de tetranortriterpenoides.

Etapa Objetivo
Extracdo das sementes Obter precipitado com tetranortriterpenoides (PP).
Extracdo das sementes por Soxhlet.
Particao liquido-liquido Retirar residuo de glicerideo de
Particao do PP em sistema de solventes. PP (PPSG)
(n-heptano : 2-propanol : dgua) ’
Extragao em fase solida Obter uma fragdo concentrada de tetranortriterpenoides a
Extragdo em fase sélida utilizando silica com artir de PPsG (SPFZ)
fase solida. P :
Precipitagcdo Obter uma fragéo rica nos tetranortriterpenoides 7-
Tratamento do PPsG com CH:OH para | desacetoxi-7-oxogedunina, 6a-acetoxigedunina e Gedunina a
obtengao de uma fragéo rica em partir de SPF2 (PPTn)

tetranortriterpenoides tetranortriterpenoides.

Coluna Isolar 7-desacetoxi-7-oxogedunina(7-oxo) e 6a-

Coluna d_e fase reversa em C-18 utilizando acetoxigedunina (6(1) partir de PPTn
acetonitrila, metanol e agua como FM.

Precipitacao / Purificacao

N Enriquecer as fragdes de isolados de 7-oxo e 6a.
Tratamento das fragdes com MeOH.
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5.2 EXTRACAO DAS SEMENTES DE Carapa guianensis
5.2.1 Metodologia
5.2.1.1 Coleta das sementes.

As sementes de C. guianensis Aubl. foram coletadas no Instituto de
Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, pela equipe da Plataforma
Agroecoldgica de Fitomedicamentos de Farmanguinhos, Fiocruz. Foram coletados
frutos ja caidos das arvores, selecionando-se aqueles que estavam em melhores
condigdes. Os frutos foram abertos no local de coleta para a retirada das sementes,
que foram enviadas para o laboratério. Estas foram descascadas ainda frescas, e a

polpas foi trituradas.

5.2.1.2 Extragéo preliminar das sementes

Porcdes trituradas de polpa fresca foram extraidas por aparelho de Soxhlet,
utilizando n-hexano como solvente de extracdo. As amostras foram extraidas
durante 8 horas e, em seguida, deixadas em repouso a temperatura ambiente por 12
horas, periodo apds o qual forma-se um precipitado no fundo do baldo, que foi
separado e analisado por cromatografia em fase gasosa. O método de analise

destas amostras esta resumido no Quadro 5.

Quadro 5 - Método de analise por CG-DIC

Coluna Modelo DB-5ht; comprimento de 30 m; didmetro interno de 250 pm;
espessura de filme de 0,25 pm.
Marca Agilent Technologies.

Programagéo do forno Temperatura inicial de 150 °C; isoterma de 2 min; taxa de aquecimento
de 10 °C/min; temperatura final de 400 °C; isoterma final de 5 minutos.

Fluxo 2 ml/min de hélio.

Modo de injegéo Split de 1:10 a 300 °C

Detecgéao lonizagdo em chama

Equipamento Agilent modelo 6890

5.2.1.3 Otimizagédo da extragdo

O procedimento de extracdo das polpas das sementes pelo aparelho de
Soxhlet foi otimizado por um planejamento fatorial fracionario 2“". As variaveis
analisadas foram: volume de solvente (ml), numero de refluxos, massas de algodéao
utilizado como suporte para a amostra e a massa da amostra. Os efeitos avaliados

foram: a massa de precipitado, o rendimento em massa do precipitado, e o teor de
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cada tetranortriterpenoides. O Quadro 6 resume os experimentos realizados.

Quadro 6 - Planejamento fatorial da extragdo por Soxhlet.

Experimento | Volume do Solvente (ml) | Refluxos |Massa algodao (g) | Massa amostra (g)|
2 300 20 500 25
7 150 40 1000 10
4 300 40 500 10
6 300 20 1000 10
5 150 20 1000 25
1 150 20 500 10
8 300 40 1000 25
3 150 40 500 25

Para a quantificacdo dos tetranortriterpenoides foi elaborada uma curva de
calibragdo de 7-desacetoxi-7-oxogedunina previamente isolada e purificada de
bagaco das sementes de andiroba (trabalho anterior), dentro do intervalo de 5 a 200
Mg/ml. Para tanto, foi preparada uma solugao-mae de cerca de 500 pg/ml pesando-
se cerca de 5 mg em um baldo de 10 ml. Cada solugéo foi preparada segundo o
Quadro 7 e cada concentragéo foi injetada no método descrito no Quadro 5 com

quatro repeticoes.

Quadro 7 - Preparo das solugbes de 7-desacetoxi-7-oxogedunina.

Concentragao (pug/ml) Diluicdo
200 2 ml da solugdo mae em um baldo de 5 ml
150 3 ml da solugdo mae em um baldo de 10 ml
100 1 ml da solugdo mae em um baldo de 5 ml
50 1 ml da solugdo mae em um baldo de 10 ml
5 1 ml da solugado de 50 pug/ml em um balao de 10 mi

5.2.1.4 Extracdo das sementes

Foram realizadas ao todo 9 extracdes das sementes por Soxhlet, utilizando-se
as condi¢des determinadas na otimizacao. Utilizou-se um baldo de 2000 ml, com a
camara de extragcdo montada contendo aproximadamente 12 g de algodao no fundo,
sobre o qual foram adicionados cerca de 600 g de polpa triturada. Com o balao ja
acoplado, adicionou-se o hexano e o sistema foi levado a temperatura de refluxo.
Este volume foi medido e mais hexano foi adicionado ao baldo, até completar 75 %
do seu volume total. Foram realizados 20 refluxos para o primeiro e segundo dia da

extragdo 1; nos demais, foram 15 refluxos. Para tentar determinar o esgotamento da
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amostra, a primeira extracao foi repetida por 7 dias e a massa de precipitado medida
e as demais extragdes ocorreram no periodo de apenas 3 dias. A cada dia, o
solvente foi retirado do baldo, medido e repassado para outro baldo, onde o volume

foi completado para 1500 ml. Os precipitados foram analisados por CG-DIC.

5.2.1.5 Reuni&o dos precipitados de todas as extragbes

Os extratos das diversas extragdes realizadas foram reunidos para obtengao
de material para a etapa de purificacdo. Cada extrato foi dissolvido em CH.Cl; e
transferido para um bal&o tarado. Apds a remocéo do solvente em um evaporador
rotatério, o material foi raspado, transferido para um frasco apropriado e entao
liofiizado para a remogao completa de residuos de solventes. Uma vez seco, o
extrato foi triturado em um almofariz e transferido para seu frasco final, sob o rétulo
de PP.



5.2.2 Resultados

5.2.2.1 Extragéo preliminar de sementes

Foram realizadas ao todo trés extragdes, os resultados estdo apresentados

nas Figuras 23 e 24.

Figura 23 - Precipitados da extracdo de polpa de sementes de Carapa guianensis
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Figura 24 - Aproximagao dos cromatogramas dos precipitados
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5.2.2.2 Otimizag&o do processo de extracao

Os resultados da extragao estao apresentados na Figura 25.

Figura 25 - Resultado da otimizagdo da extragéo.
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N&o houve variaveis significativas para o teor dos tetranortriterpenoides individuais. Quanto a

massa de precipitado, apenas a massa da amostra se mostrou marginalmente significativa. Ja o

rendimento em massa apresentou o volume de solvente significativo e o numero de refluxos

marginalmente significativos.
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5.2.2.3 Extragdo de sementes

A Figura 26 mostra o decaimento da massa de precipitado conforme o tempo
de extracao (dias).

Figura 26 - Grafico de massa de precipitado x tempo.
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(Tappin, 2012)
A Tabela 8 mostra os rendimentos das extragées individuais.

Tabela 8 - Massa e rendimento das extragbes

Extragdo Massa de precipitado obtida (g) Rendimento (%)

1 5,31 0,89
2 4,11 0,69
3 6,32 1,05
4 4,02 0,67
5 ™ j

6 5,67 0,95
7 6,30 1,05
8 5,17 0,86
9 3,13 0,52

** Valor extraviado.

A Figura 27 mostra os cromatogramas dos precipitados de cada extragao. A

Figura 28 apresenta os cromatogramas dos precipitados de cada dia da extragéo 9.



109

Figura 27 - Cromatogramas de CG dos precipitados de cada extragao.

pa Y

a0 4

20

Extragdo 1

E

20 4

Extragdo 2

E

20 4

Extragdo 3

pa Y

20 4

Extracdo 4

e
pA
G0
an 3

20 4

Extracdo 5

Sa R

pA
G0

20

Extracdo 6

e N
pA
G0
a0 3

20 4

Extragdo 7

pa

20+

Extragdo 8

pa

20+

Extragdo 9

(Tappin, 2012)



110

Figura 28 - Cromatogramas dos precipitados de cada dia da extracao 9.
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5.2.2.4 Reuniéo dos precipitados de todas as extracbes
A massa final de extrato reunido foi de 45,49 g. O cromatograma desta
amostra, denominada PP, esta apresentado na Figura 29, com indicagdo dos

tetranortriterpenoides.

Figura 29 - Cromatograma da amostra PP.
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(Tappin, 2012)

5.2.3 Discusséo
5.2.3.1 Extragéo preliminar das sementes

As extragdes foram realizadas segundo o método apresentado por Pereira
(1998), no qual um precipitado foi obtido apds extracdo de bagago (residuo de
sementes maceradas, apds extragdo do 6leo) de andiroba por Sohxlet, utilizando n-
hexano como solvente. Este precipitado apresentou uma quantidade importante de
tetranortriterpendides. Foram realizados experimentos iniciais para avaliar a

capacidade desta extragdo em fornecer um precipitado similar a partir da polpa de
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sementes de C. guianensis. Assim, como no experimento de Pereira, ocorreu a
formagao de um precipitado apds o resfriamento do sistema. As Figuras 23 e 24
mostram os cromatogramas (CG) resultantes destas extracbes com a presencga de

tetranortriterpenoides.

5.2.3.2 Otimizagdo do processo de extragao

Um planejamento fatorial foi realizado para determinar os parametros
importantes nesta extragdo. Os resultados, apresentados na Figura 25, indicaram
que somente a massa de polpa de sementes e o volume de solvente utilizado foram
significativos. A significancia da massa de polpa de sementes extraida ja € uma
influéncia obviamente esperada, considerando que quanto maior a massa utilizada,
maior a massa de precipitado final. Por outro lado, o volume utilizado na extragcéo &
significativo, pois, apés a extracdo, com o resfriamento do sistema, ocorre a
precipitacdo. Entdo, quanto menor for o volume de n-hexano, maior sera a formagao
de precipitado. Disso decorre que seria recomendavel utilizar o menor volume de
solvente possivel; no entanto, esse volume deve levar em consideracdo a
quantidade necessaria para preencher o compartimento onde esta a amostra, além
de um volume residual para proteger a amostra que ja se encontra no baldo de

eventual degradagao por exposigao ao ar e/ou calor.

5.2.3.3 Extracdo de sementes

As extracbes com aumento de escala foram realizadas com base no
planejamento feito para a extracdo. Foi medida a maior massa possivel de se
acomodar, usando-se o0 maior sistema de extragdo por Sohxlet disponivel. Os
demais parametros da extracdo foram calculados a partir dele, utilizando-se a
condi¢cao do planejamento que combinava a maior massa de extrato com o menor
volume de solvente.

Na extracdo 1 verificou-se que, apds trés dias de extracdo, ndo ocorreu
aumento significativo na massa do precipitado, conforme indicado no grafico da
Figura 26. A Tabela 8 mostra que o rendimento das extra¢des variou de 0,5 a 1,0%,
uma variagao que pode ser considerada alta. Apesar disso, a Figura 27 demonstra a
consisténcia nos perfis das diferentes extragdes. A Figura 28 mostra, com os
resultados da extracdo 9, que houve uma variagao pequena do perfil cromatografico,

nos trés dias de extragcdo. Estes resultados demonstram o estabelecimento
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satisfatéorio para o processo de extracdo ao fornecer, em média, 0,84% de

rendimento de sélido precipitado.

5.2.3.4 Reuniéo dos precipitados de todas as extracbes
A Figura 29 mostra o perfil cromatografico final do extrato reunido com a
indicacdo dos tetranortriterpenoides presentes e dos glicerideos. Foram obtidos

45,5 g para as proximas etapas.

5.2.4 Conclusao e desdobramentos da extracao das sementes

Um protocolo de extracdo de tetranortriterpenoides a partir de polpa de
sementes foi desenvolvido. Dois desdobramentos deste estudo de extragdo devem
ser enfatizados: (i) a investigagdo mais aprofundada do processo para determinar a
origem da variagcédo do rendimento; e (ii) a possibilidade de substituigdo de n-hexano
por n-heptano no processo de extracdo. De acordo com o ICH (ISO, 2006), o n-
heptano é classificado como um solvente menos téxico quando comparado com o n-
hexano. A utilizagdo de n-heptano, neste caso, aproxima-se dos preceitos da

‘quimica verde’.

5.3 PARTICAO LiQUIDO-LIQUIDO DE PP
5.3.1 Metodologia
5.3.1.1 Testes em diferentes sistemas de solventes

Uma série de sistemas de partigdo tradicionalmente utilizados em
cromatografia em contracorrente foi avaliada para determinar sua capacidade de
separar ou purificar os tetranortriterpenoides em PP. Os sistemas foram descritos por
Foucault (1995) e incluem diagramas de fase para cada sistema de solventes,
delimitando as proporgbes onde eles apresentam duas fases. Os sistemas foram
escolhidos utilizando-se dois critérios: (i) que a proporcdo de solventes 1:1:1
estivesse na regido bifasica; e (ii) que os solventes pertencessem a Classe 3 na
classificagdo para solventes residuais do guia “Impurities: guidelines for residual
solvents” do ICH (2009). Foram encontrados 8 sistemas que se enquadravam nestes
critérios, os quais estdo apresentados no Quadro 8. Cada sistema é constituido de
trés solventes — um de natureza apolar, outro de natureza polar e um terceiro, com

polaridade intermediaria, denominado ‘solvente ponte’.
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Quadro 8 - Sistemas de solvente utilizados nos testes de particéo

Sistema | Solvente apolar | Solvente ponte Solvente polar
1 acetato de etila 2-butanol agua
2 n-heptano 2-propanol agua
3 acetato de etila Acetona agua
4 éter etilico Acetona agua
5 n-heptano Acetona agua
6 n-heptano 1-butanol agua
7 acetato de etila 1-butanol agua
8 n-heptano metil-etil-cetona agua

Para todos os sistemas, a particdo foi realizada da seguinte forma:
Aproximadamente 12 mg de PP e 6 ml do solvente ponte foram adicionados em um
frasco Erlenmeyer de 50 ml e a mistura foi homogeneizada por agitagdo. Em
seguida, ainda sob agitacdo, o mesmo volume do solvente apolar foi adicionado,
seguido entdo de 6 ml do solvente polar. O Erlenmeyer foi preso ao agitador,
conforme descrito no Quadro 9, e entdo agitado por 30 minutos a 80 rpm. Ao final
deste periodo, as fases foram separadas, colocadas em frascos tarados e deixadas

evaporar a temperatura ambiente. As fragdes foram analisadas por CG-DIC.

Quadro 9: Equipamento de agitagao

Equipamento

Agitador marca Ika, modelo KC 130 basic, Staufen, Alemanha.

5.3.1.2 Otimizag&o do sistema n-heptano/2-propanol/agua

O emprego do sistema n-heptano/2-propanol/agua foi otimizado de duas
formas. Primeiro em relagcéo a proporgéo de cada solvente e, depois, em relagao aos
parametros da particdo. Nos dois casos foi utilizado o planejamento experimental
estatistico. A otimizagdo da propor¢cao de cada solvente foi realizada com base no
diagrama de fase estabelecido por Foucault (1995) para este sistema. A Figura 30
apresenta a regido onde a mistura de solventes € bifasica e linhas de ligagdo que
representam diferentes proporgdes deste sistema que resultam em particbes
equivalentes.

Para verificar melhor a particdo dos glicerideos e tetranortriterpenoides
contidos em PP, foi realizado um planejamento experimental de mistura cobrindo a

regido bifasica segundo o diagrama. As proporc¢oes utilizadas estdo mostradas no
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Quadro 10.
Quadro 10 - Proporgdes dos sistemas estudados.
Sistema | n-heptano (%) | 2-propanol (%) agua (%)
1 75 5 20
2 20 60 20
3 20 5 75
4 47,5 32,5 20
5 47,5 5 47,5
6 20 32,5 47,5
Figura 30 - Diagrama de fase do sistema de
solventes n-heptano/2-propanol/agua.
70
£
3
&

1] 28 40 &0 80 100

(Foucault, 1994)
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A Figura 30 também apresenta o diagrama com os pontos analisados. O
planejamento foi estabelecido utilizando o software JMP versao 8.0.2 (SAS Institute,
Cary, USA). Cada experimento do desenho foi realizado da seguinte forma: cerca de
10 mg de CGPP foram pesados em um frasco Erlenmeyer de 50 ml. Os solventes
foram adicionados na seguinte ordem: solvente ponte, o solvente apolar e por fim o
solvente polar, com o frasco sendo agitado apds cada adi¢do. Todos os 6 sistemas
foram agitados concomitantemente a 80 rpm por 30 minutos. Apds o repouso do
sistema e separacdo das fases, estas foram transferidas para frascos separados
tarados e secas a temperatura ambiente. Na etapa final, quando restava apenas
agua como residuo, as amostras foram liofilizadas. Cada amostra foi pesada,
dissolvida em CH.CI; e transferida para um baldo volumétrico, sendo analisadas por
CG-DIC. As areas dos tetranortriterpenoides e dos glicerideos foram medidas nos
cromatogramas da fase superior e inferior. As areas dos glicerideos foram somadas
assim como as areas dos tetranortriterpenoides, entdo foi calculada a seguinte razéo

para o cromatograma da fase superior e utilizada como resposta no planejamento.

Soma das areas do glicerideos

Resporta fase superior = - _ _
Soma das areas dos tetranortriterpenoides

A razdo inversa foi calculada para a fase inferior e também fo utilizada como
resposta do planejamento.

De posse da composicdo 6tima do sistema de solventes, foi realizado um
planejamento experimental de composto central para otimizar os demais parametros
de partigcdo. As variaveis estudadas foram: (a) tempo de parti¢cdo, (b) velocidade de
rotagao, e (c) a razdo entre a massa de PP e o volume total do sistema de solventes.

O Quadro 11 resume os diferentes experimentos que foram realizados.
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Quadro 11 - Experimentos realizados na otimizagao da particao.

Experimento Tempo Velocidade | Razdo massa/volume
1 80 160 0,9
2 80 160 2,7
3 80 320 0,9
4 80 320 2,7
5 200 160 0,9
6 200 160 2,7
7 200 320 0,9
8 200 320 2,7
9 39 240 1,8
10 240 240 1,8
11 140 80 1,8
12 140 400 1,8
13 140 240 0,29
14 140 240 3,31
15 140 240 1,8
16 140 240 1,8
17 140 240 1,8
18 140 240 1,8

Cada experimento foi realizado da seguinte maneira: cerca de 10 mg de PP
foram pesados em um frasco Erlenmeyer de 50 ml. Foram adicionados 18 ml de 2-
propanol, 6 ml de n-heptano e 6 ml de agua. Entre cada adigéo, o frasco foi agitado.
Os experimentos foram agrupados segundo a velocidade de rotagao. Apos a retirada
do agitador, as fases foram transferidas para frascos tarados e secos a temperatura
ambiente. Apdés a evaporagdo dos solventes organicos as amostras foram
submetidas ao liofilizador. Cada amostra foi pesada, dissolvida em CH.Cl, e
transferida para um baldo volumétrico e, em seguida, foram analisadas por CG-DIC.
As areas dos glicerideos foram medidas. A resposta do planejamento foi a soma

total dos glicerideos na fase superior.

5.3.1.3 Teste das condigbes otimizadas

A quantidade de 67,5 mg de CGPP foi pesada e transferida para um frasco
Erlenmeyer de 50 ml. Foram entdo adicionados 18 ml de 2-propanol, 6 ml de n-
heptano e 6 ml de agua, agitando-se o frasco entre cada adi¢cdo. Este foi entdo

acoplado ao agitador e submetido a 320 rpm por 200 min. Apos este periodo, as
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fases foram separadas utilizando-se um funil de separacgao, transferidas para frascos
tarados e evaporadas a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram

liofilizadas e aliquotas foram retiradas e analisadas por CG-DIC.

5.3.1.4 Aumento de escala da particdo otimizada

Uma amostra com 675 mg de CGPP foi pesada e colocada em um frasco
Erlenmeyer de 500 ml, onde se adicionaram 180 ml de propanol, 60 ml de n-heptano
e 60 ml de agua, nesta ordem. Entre cada adigao o frasco foi agitado sendo, ao final,
acoplado a um agitador e submetido a 320 rpm por 200 min. Apos este periodo, 0
sistema foi transferido para um funil de separagdo e as duas fases separadas. O
solvente foi evaporado em cada uma delas; ambas foram transferidas para frascos
de liofilizador ja tarados, para determinacdo da recuperagdo de massas, e

subsequente analise por CG-DIC.

5.3.1.5 Aumento de escala utilizando linhas de ligagdo

Utilizando as linhas de ligagdo presentes no diagrama de Foucault, foram
testadas outras proporgdes entre os solventes, visando avaliar a possibilidade de se
aumentar a massa extraida de PP. Foram testadas trés diferentes proporgdes, que

estdo apresentadas no Quadro 12.

Quadro 12 - Proporgdes do sistema n-heptano/2-propanol/agua na linha de ligagdo do diagrama.

n-heptano (%) 2-propanol (%) agua (%)
34,2 50 15,8
49,3 40 10,7
63,7 30 6,3

As proporgdes foram preparadas para o volume final de 10 ml e o volume de
cada fase foi medido. Trés valores de razdo massa/volume foram testados com
particao, utilizando a proporgao de n-heptano/2-propanol/agua 34,2:50,0:15,8 : 2,25;
4,5, 9. A massa de cada razdo foi de 67,1 mg, 134,8 mg e 269,8 mag,
respectivamente. Cada uma destas foi pesada em frascos Erlenmeyer de 50 ml e a
proporgao de solventes preparada para um volume de 30 ml. O frasco foi acoplado a
um agitador e submetido a 320 rpm por 200 min. As fases foram separadas e os
residuos secos, pesados e analisados por CG-DIC. Para esta analise foi utilizado um

método de CG-DIC otimizado. O Quadro 13 descreve este método.
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Quadro 13 - Método otimizado de CG-DIC para a amostra PP.

Coluna Modelo DB-5ht; comprimento de 30 m; diametro interno
de 250 um; espessura de filme de 0,25 um.
Marca Agilent Technologies.

Programacgao do forno Temperatura inicial de 150 °C; isoterma de 2 min; taxa de
aquecimento de 5,75 °C/min; temperatura final de 400 °C;
isoterma final de 5 minutos.

Fluxo 1,6 ml/min de hélio.
Modo de injegao Split de 1:20 a 300 °C
Detecgéo lonizagdo em chama

Dois testes utilizando a razdo massa/volume de 9 foram realizados, utilizando
o mesmo método descrito acima. O primeiro teste utilizou um frasco Erlenmeyer de
1000 ml contendo uma massa de 4,5 g de PP e o volume do sistema de solventes
de 250 ml. O segundo teste utilizou um frasco de 2000 ml com cerca de 9,0 g de
massa PP e volume do sistema de solventes de 1000 ml. A velocidade de rotacéo e

o tempo de particdo foram mantidos.

5.3.1.6 Obtencéo de PP livre de glicerideos
Para a obtengcdo de uma amostra de PP ausente de glicerideos foram
repetidos os dois experimentos do item anterior, cada um uma vez. As fases

inferiores destes experimentos foram reunidas e denominada PPsG.

5.3.2 Resultados
5.3.2.1 Testes de sistemas de solventes

Entre os sistemas ternarios de solventes para a parti¢cao liquido-liquido de PP,
apenas o sistema n-heptano/2-propanol/agua apresentou resultados promissores
quanto a separagdo dos glicerideos. Os demais sistemas n&o resultaram em
particoes relevantes. A Figura 31 apresenta os cromatogramas das duas fases

deste sistema.
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Figura 31 - Cromatogramas das amostras resultantes das duas fases do sistema n-heptano/2-

propanol/agua.
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(Tappin, 2012)

5.3.2.2 Otimizagao do sistema n-heptano/2-propanol/agua

Os resultados referentes a otimizacdo da proporcdao de n-heptano/2-
propanol/agua estdo apresentados. A Figura 32 mostra o grafico de Pareto dos
efeitos da composicao do sistema, a Figura 33 mostra o grafico do modelo em
funcdo das variaveis, indicando as condigbes otimas, e a Figura 34 apresenta o
grafico de contorno indicando como varia a razéo glicerideos / tetranortriterpenoides
na fase superior. A razéo tetranortriterpenoides /glicerideos na fase inferior ndo foi

mostrada, pois ndo ocorreram glicerideos na fase inferior.

Figura 32 - Grafico de Pareto da composigdo do sistema

Relative Pseudo Pseudo
Term Estimate Std Error t-Ratio p-value
n-Heptano*H20 72380.649 4 898979 2.13 0.1671
2-Propanol*H20 43386.042 4.898979 1.28 0.3301
(H20-0.2)/0.55 4913.6133 1 071 0.5524
n-Heptano*2-Propanal 21265 643 4.898979 0.63 0.5956
(2-Propanol-0.05)/0.55 238.989R2 1 0.03 0.9757
(n-Heptano-0.2)/0.55 93.185275 1 0.01 0.9905

(Tappin, 2012)
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Figura 33 - Grafico do modelo em fungéo das variaveis.
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Figura 34 - Grafico de superficie de resposta da razao glicerideos/tetranortriterpenoides na fase
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A Figura 35 mostra o grafico de Pareto da razdo glicerideos /
tetranortriterpenoides na fase superior. A Figura 36 mostra o grafico do modelo em
funcdo das variaveis indicando as condi¢cbes o6timas e a Figura 37 mostra os

graficos de superficie de resposta.
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Figura 35 - Grafico de Pareto para a razao glicerideos/tetranortriterpenoides na fase superior.
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Figura 36 - Grafico do modelo em fungéo das varidveis.
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Figura 37 - Graficos de superficie de resposta da razao glicerideos/tetranortriterpenoides na fase
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5.3.2.3 Teste das condigbes otimizadas
A Figura 38 mostra os cromatogramas das fases superior e inferior da
particao liquido-liquido com o sistema de solventes n-heptano/2-propanol/agua. O

rendimento da fase inferior foi de 89,7% e da fase superior de 4,5%.

Figura 38 - Cromatogramas das fases superior e inferior obtidas pelas condigbes otimizadas
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(Tappin, 2012)

5.3.2.4 Aumento de escala da condigdo otimizada

A Figura 39 mostra os cromatogramas das fases superior e inferior da
particao liquido-liquido com o sistema de solventes n-heptano/2-propanol/agua com
escala aumentada. O rendimento da fase inferior foi de 89,5% e da fase superior de
6,9%.

Figura 39 - Cromatogramas das fases superior e inferior com aumento de escala

pa .
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a0 ]
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1L P T |
T T T T T T T T T
25 5 75 0 1248 15 174 20 228 min
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a0 ]
204
L |
T T T T T T T T T
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(Tappin, 2012)

5.3.2.5 Aumento de escala utilizando linhas de ligagdo

O resultado da medicado dos volumes das fases esta apresentado na Tabela



Tabela 9 - Volumes das fases nas trés proporg¢des estudadas.
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Sistema de solventes

Volume da fase superior

Volume da fase inferior

34,2:50,0:15,8 3,5ml 6,5 ml
49,3:40,0:10,7 5,6 ml 4,4 ml
63,7:30,0:6,3 7,6 ml 2,4 ml
20,0:60,0:20,0 1,4 ml 8,6 ml

O resultado do teste das trés razdes massa/volume com a proporcéo de 34,2 :

50,0 : 15,8 esta apresentado na Figura 40 com os cromatogramas das fases

superior e inferior das trés razdes testadas. O rendimento de cada uma das

particoes esta apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Rendimento dos testes na nova proporgéao.

Razao massal/volume

Rendimento fase superior

Rendimento fase inferior

2,25 mg/ml 10,3% 83,7%
4,5 mg/ml 11,3% 83,4%
90g 8,6% 84,8%
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Figura 40: Cromatogramas de CG das amostras produzidas nos experimentos de aumento
de escala da partigéo.
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A Tabela 11 apresenta os rendimentos das fases em cada um dos

experimentos. A Figura 41 apresenta os cromatogramas dos dois experimentos.

Tabela 11 - Rendimento dos experimentos da proporgéo 34,2:50,0:15,8.

Massa de PP Rendimento da fase superior Rendimento da fase inferior
45¢g 11,5% 80,4%
9,0g 11,3% 81,1%

Figura 41 - Cromatogramas de CG dos experimentos de produg¢ao de PPsG.
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5.3.2.6 Obtencéo de PP sem glicerideos
Os resultados dos dois experimentos estdo apresentados. A Tabela 12
apresenta os rendimentos de cada experimento e a Figura 42 apresenta os

respectivos cromatogramas das amostras resultantes.

Tabela 12 - Rendimento dos experimentos de obtengédo de PPsG.

Massa de PP Rendimento da fase superior Rendimento da fase inferior
4549 11,3% 82,6%
9049 11,5% 80,9%

Figura 42 - Cromatogramas das amostras resultantes dos experimentos de obtencdo de PPsG.
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5.3.3 Discusséo
5.3.3.1 Testes de sistemas de solventes
A analise da amostra correspondente as extracdes reunidas, denominada PP,

indicou a presengca de tetranortriterpenoides juntamente com varias outras
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substancias, nestas incluidos os glicerideos.

A aplicagdo do processo de particdo liquido-liquido na separagao dos
tetranortriterpenoides foi inicialmente considerada, por se tratar de um método
simples e de facil escalonamento. Além disso, Foucault (1994), na publicagado
“Centrifugal Partition Chromatography”, construiu diagramas para diversos sistemas
de solventes utilizados em cromatografia em contracorrente indicando as proporgdes
nas quais o sistema é bifasico. Isto tornou possivel a investigagdo de uma série de
sistemas de solventes ternarios para a separacdo dos tetranortriterpenoides. E,
novamente dentro dos preceitos da quimica verde, a escolha dos sistemas de
solventes levou em consideragao a classificacdo do ICH para os residuos de
solventes.

Dos sistemas empregados, apenas n-heptano/2-propanol/agua apresentou
um resultado discreto, mas relevante, aplicado ndo a purificacdo de
tetranortriterpenoides, mas sim na separacao de glicerideos da amostra. O resultado
deste teste de particao € apresentado na Figura 31. O sistema foi entao otimizado
por planejamento de mistura, para se investigar qual a melhor composi¢céo para a

retirada de glicerideos.

5.3.3.2 Otimizagéo do sistema n-heptano/2-propanol/agua

O planejamento foi desenhado dentro da area bifasica do sistema, evitando-
se a excessiva aproximagao dos limites. O grafico de Pareto da Figura 32 mostra
que o n-heptano e a agua, os dois solventes extremos, sdo os de maior importancia
na particdo — apesar de nao serem significativos. De qualquer maneira, o modelo
indicou que a melhor separagao ocorre com a maior quantidade de n-heptano e as
menores quantidades de 2-propanol e agua (Figuras 33 e 34). Foi observado que
quanto maior a fracdo de n-heptano, maior o volume da fase superior, 0 que
contribui para deslocar a constante de equilibrio dos glicerideos para a fase superior.

Uma vez estabelecida a composi¢cdao do sistema de solventes, as demais
condigbes de particdo foram otimizadas em um planejamento de composto central.
Os limites dos parametros estudados foram determinados de diferentes maneiras. A
razdo massa/volume foi determinada de acordo com a solubilidade da amostra no
sistema de solventes. As velocidades de agitagdo do sistema foram baseadas nas
limitagdes do equipamento utilizado. Os limites de tempo foram determinados de

forma a avaliar periodos curtos e longos de experimentos ainda passiveis de serem
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realizados em um unico dia. O grafico de Pareto apresentado na Figura 35 mostra
que apenas a razao massa/volume é significativa na separagao dos glicerideos. No
entanto, o grafico do modelo apresentado na Figura 36 revela que as condicoes
otimas para a retirada de glicerideos, dentro do intervalo estudado, tendem ao maior

tempo e a maior velocidade.

5.3.3.3 Teste das condig¢bes otimizadas
As condi¢des otimizadas foram testadas e o resultado, bastante satisfatério,
esta apresentado na Figura 38, mostrando uma concentragao alta de glicerideos na

fase superior e nenhum glicerideo detectavel na fase inferior.

5.3.3.4 Aumento de escala da condigdo otimizada

A escala deste processo foi aumentada de duas maneiras. Primeiro o
processo foi simplesmente aumentado em 10 vezes, ou seja, todos os volumes e
massa foram aumentados em 10 vezes, mantendo-se a velocidade e o tempo de
particdo. Os resultados, apresentados na Figura 39, mostram que, ao contrario do
resultado anterior, ainda restaram tetranortriterpenoides na fase superior apesar de
os glicerideos ja estarem concentrados na mesma fase. Provavelmente, ao
aumentar a massa, seja necessario também aumentar o tempo de particdo. No
entanto, ao se verificar o valor dos rendimentos de cada fase, cerca de 90% da
massa utilizada no processo foi recuperada na fase inferior; dai o resultado foi

considerado satisfatorio.

5.3.3.5 Aumento de escala utilizando linhas de ligagdo

O segundo modo de aumentar a escala incluiu o emprego das linhas de
ligacdo. Foucault (1994), ao estabelecer seus diagramas, indicou linhas que cruzam
a regiao bifasica, denominando-as de linhas de ligacéo. As propor¢des de solventes
que se encontram nestas linhas tém as mesmas propriedades de particao,
permitindo a utilizacdo deste recurso para indicar a propor¢gao mais adequada de
solventes como, por exemplo, a redugao de quantidade de um solvente mais caro ou
toxico. Neste caso, sabendo que o aumento da fase superior permite a transferéncia
maior de glicerideos para esta fase, trés proporgdes de solventes tiveram o volume
de suas fases medidas. O resultado (Tabela 9) mostra claramente que, conforme se

aumenta a quantidade de n-heptano, maior sera o volume da fase superior.



129

Entre as trés propor¢des avaliadas, a mistura acetonitrila/2-propanol/agua na
proporgcao 34,2:50,0:15,8 foi a escolhida, pois o volume de fase superior ja duplica
com esta proporcdo. Nas outras duas proporgdes testadas (49,3:40:10,7;
63,7:30:6,3), 0 aumento da fase superior e a diminuigdo consequente da fase inferior
foram muito acentuados — fato que poderia acarretar mudangas mais drasticas nas
constantes de equilibrio entre as fases, além de problemas inerentes de dissolugao.
A propor¢cao selecionada foi entdo testada em trés razdes diferentes de
massa/volume; a maxima estabelecida no planejamento experimental (2,25) e seus
multiplos (4,5 e 9). Os resultados (Figura 40 e Tabela 10) foram similares ao do
experimento anterior, apenas ocorrendo uma pequena queda no rendimento da fase
inferior, para o patamar de 84%. Nos experimentos de razdo massa/volume 4,5 e 9,
a amostra nao dissolveu totalmente, contudo isso ndo se traduziu em diferencas na
particao.

Os experimentos com as razdes de massa/volume 4,5 e 9 tiveram suas
escalas aumentadas do mesmo modo como descrito acima. Os resultados foram
similares (Figura 41), com uma pequena queda no rendimento da fase inferior, que

ficou em cerca de 80% (Tabela 11) — o que ainda € considerado satisfatorio.

5.3.3.6 Obtencgéao de PP sem glicerideos

Para a producdo de PP sem glicerideos (amostra denominada PPsG), os
experimentos do item anterior foram repetidos uma vez e os resultados,
apresentados na Figura 42 e na Tabela 12, foram condizentes com os resultados

anteriores.

5.3.4 Concluséao e desdobramentos da particao liquido-liquido

O objetivo inicial de separar o grupo de tetranortriterpenoides por particao
liquido-liquido nao foi atingido com os sistemas estudados; contudo, um protocolo de
remocdo de (glicerideos do extrato inicial de PP foi desenvolvido. Como
complemento deste estudo, cabe apontar a investigagdo do tempo necessario de
particdo para que a transferéncia dos tetranortriterpenoides para a fase inferior seja

praticamente total.
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5.4 EXTRACAO EM FASE SOLIDA DE PPsG
5.4.1 Metodologia
5.4.1.1 Teste e otimizacdo de extracdo em fase solida de PPsG

A extracdo em fase soélida para purificagdo de uma amostra rica em
tetranortriterpenoides foi testada e otimizada em trés experimentos. A fase sodlida
utilizada foi 1000 mg de gel de silica (Kieselgel 60, tamanho de particula de 0,063-
0,200 ym, Merck, Darmstad, Alemanha) acondicionada entre dois discos de algodao
em uma seringa de 5 ml. A fase foi previamente condicionada com CH.Cl, puro e
entdo cerca de 100 mg de de PPsG foram dissolvidos em 1 ml de CHCI; e aplicados
sobre o disco superior de algodao. A amostra foi eluida com os seguintes sistemas
de solventes: CH.Cl,, CH,CIl./CH3CN 95:5 e CH3;CN, nesta ordem. Os diferentes
volumes de cada sistema e as fragcdes coletadas estao discriminados no Quadro 14.

As fragdes foram secas, pesadas e analisadas por CG-DIC.

Quadro 14 - Experimentos de otimizagcédo da extracdo em fase sélida.

Experimento 1 2 3
Volume de CH:Cl; (F1-|1:?(;T:ﬂ1 m) | (F1:10 mlz;oFg-IFﬂ: 1ml) | (F1:10 m1l;2FrT2“-F3: 2 ml)
Volume de CH,CLICHCN | o ) (F12_1,91r6n:| 2 m) (,:4_1|98r;nzlm|)
Volume de CH:CN (F211O: T(')ml) (F117O: T(l,mn (FS;OJSr'm)

5.4.1.2 Teste da extragcdo em fase solida na condi¢cdo otimizada

A fase solida foi preparada como no item anterior. A amostra composta de 100
mg de PPsG em 1 ml de CH.Cl, foi aplicada sobre a fase sdlida, e a eluicao e
fracionamento realizados segundo o Quadro 15 As amostras foram secas, pesadas

e analisadas por CG-DIC.

Quadro 15 - Eluigao do experimento otimizado.

Fracao Composicao
1 10 ml de CH.Cl,
5 4 ml de CH.Cl, e

4 ml de CH,CIl,/MeCN 95:5
3 10 ml de MeCN
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5.4.1.3 Aumento de escala da extragdo em fase sélida

Quatro experimentos para aumentar a escala da extracdo em fase sdlida
foram realizados, a maneira do que foi descrito no item anterior, aumentando-se a
escala do processo com a utilizagdo de uma coluna maior. O calculo de aumento de
escala foi tem como base a area transversal e altura da fase estacionaria da coluna
de otimizagao. A area transversal da nova coluna foi medida e a altura foi calculada
proporcionalmente entdo o volume foi preenchido com gel de silica e pesado por
diferenca. A massa de amostra foi calculada proporcionalmente a massa da fase
estacionaria e os volumes das fracbes foram calculados proporcionalmente ao
volume da fase estacionaria. As amostras foram secas, pesadas e analisadas por

CG-DIC. O Quadro 16 apresenta as caracteristicas de cada coluna.

Quadro 16 - Aumento da escala da extragao em fase soélida.

Experimento A B C D
Massa da amostra 628 mg 635,5 2,816 g 5,259 ¢g

Massa da fase 6,320 g 6,3238 g 28,017 52,128
Volume de CHCl, 100,5 ml 100,5 ml 421 ml 814 ml
MOV 0515 28,7 ml 28,7 ml 121 ml 234 ml

Volume MeCN 71,8 ml 71,8 ml 300 ml 580 ml
Diédmetro da coluna 1,8 cm 1,8 cm 2,57 cm 3,03 ml

5.4.1.4 Aplicagdo do processo de extracdo em fase sdlida
Dois experimentos foram realizados, aplicando-se os métodos descritos no

item anterior com as condigdes da coluna D, denominados respectivamente E e F.

5.4.2 Resultados
5.4.2.1 Teste e otimizacdo de extracdo em fase solida

As Figuras 43a-c apresentam os resultados do experimento 1, as Figuras
44a-c apresentam os resultados do experimento 2 e as Figuras 45a e 45b

apresentam os resultados de experimento 3.



Figura 43a: Cromatogramas das fragbes do experimento 1 de EFS.
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Figura 43b: Cromatogramas das fragdes do experimento 1 de EFS.
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Figura 43c: Cromatogramas das fragdes do experimento 1 de EFS.
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Figura 44a: Cromatogramas das fragdes do experimento 2 de EFS.
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Figura 44b: Cromatogramas das fragbes do experimento 2 de EFS.
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Figura 44c: Cromatogramas das fragdes do experimento 2 de EFS.
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Figura 45a: Cromatogramas das fragdes do experimento 3 de EFS.
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Figura 45b: Cromatogramas das fragdes do experimento 3 de EFS.
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5.4.2.2 Teste de extragdo em fase solida na condi¢cdo otimizada

A Tabela 13 apresenta as massas das fragdes obtidas na extragédo. A Figura
46 apresenta os cromatogramas das fragcdes F1 e F2 e a Figura 47 apresenta os
cromatogramas da fragao F3.

Tabela 13 - Massa e rendimento das fragdes.

Fragao Massa (mg)
1 28,5
2 19,1
3 59,4

Figura 46 - Cromatogramas das fragbes F1 e F2 obtidas na condi¢ido otimizada.
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Figura 47 - Cromatograma da fragdo F3 obtida na condi¢do otimizada.
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5.4.2.3 Aumento da escala da extragdo em fase sélida
A Tabela 14 apresenta a massa e o rendimento de cada fragdo obtida no
experimento A. A Figura 48 apresenta os cromatogramas correspondentes a estas

fracdes.

Tabela 14 - Massa e rendimentos das fragées do experimento A.

Fragao Massa (mg) Rendimento (%)
1 130,2 20,7
2 123,7 19,7
3 3427 54,6

(Tappin, 2012)

Figura 48 - Cromatogramas de CG das fragGes do experimento A.
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A Tabela 15 apresenta as massas e os rendimentos de cada fragdo no

experimento B, e a Figura 49 apresenta os cromatogramas correspondentes A cada

fragcao.

Tabela 15 - Massa e rendimentos das fragdes do experimento B.

Fragao

Massa (mg)

Rendimento (%)

1

159,9

25,2

2

127,7

20,1

3

360,0

56,6

Figura 49 - Cromatogramas de CG das fragdes obtidas no experimento B.
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A Tabela 16 apresenta as massas e os rendimentos de cada fragdo no

experimento C. A Figura 50 estdo apresentados os cromatogramas correspondentes

a cada fracao.

Tabela 16 - Massa e rendimentos das fragcdes do experimento C.

Fragcao Massa (mg) Rendimento (%)
1 * -
2 650,5 23,1
3 1572,4 55,8
*A tara foi perdida.
Figura 50 - Cromatogramas de CG das fragdes do experimento C.
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A Tabela 17 apresenta as massas e os rendimentos de cada fragdo no
experimento D. A Figura 51 apresenta os cromatogramas correspondentes a cada
fragcao.

Tabela 17 - Massa e rendimentos das fragdes do experimento D.

Fragcao Massa (g) Rendimento (%)
1 1,001 19,0
2 1,1091 211
3 3,0034 57,1

Figura 51 - Cromatogramas de CG das fragdes obtidas no experimento D.
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144

A Tabela 18 apresenta as massas e os rendimentos de cada fragdo no

experimento E. A Figura 52 apresenta os cromatogramas correspondentes a cada

fracao.

Tabela 18 - Massa e rendimentos das fragées do experimento E.

Fracao Massa (g) Rendimento (%)
1 0,9472 18,1
2 1,1599 22,2
3 2,9234 55,8
Figura 52 - Cromatogramas de CG das fragdes obtidas do experimento E.
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A Tabela 19 apresenta as massas e os rendimentos de cada fragdo no
experimento F. A Figura 53 apresenta os cromatogramas correspondentes a cada

fracdo. A Figura 54 apresenta um cromatograma de CLAE da amostra SPF2.

Tabela 19 - Massa e rendimentos das fragdes do experimento F.

Fragao Massa (g) Rendimento (%)
1 0,9701 18,6
2 1,1292 21,6
3 2,8431 54,4

Figura 53 - Cromatogramas CG das fragdes obtidas no experimento F.
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Figura 54 - Cromatograma em CLAE de SPF2.
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5.4.3 Discusséao
5.4.3.1 Teste e otimizagdo da extragdo em fase solida

A extracdo em fase solida € uma técnica ja previamente utilizada para a
concentracdo de tetranortriterpenoides de uma amostra de 6leo de andiroba, ao
visar sua quantificacdo nesta matriz (Tappin, 2007). A técnica desenvolvida foi,
portanto, baseada nesse trabalho. Ela envolve o uso de uma fase estacionaria de
gel de silica e por ela sdo passados em sequéncia diferentes sistemas de solventes:
(i) CHCIs, no qual é aplicada amostra dissolvida e ocorre a eluigdo subsequente de
contaminantes menos polares. (i) CHCIs/CH;CN 95:5, no qual sdo eluidos os
tetranortriterpenoides. (iii) CHsCN no qual sdo eluidos contaminantes mais polares.
Os contaminantes menos polares estédo indicados na Figura 43a. Os contaminantes
mais polares estdo indicados na Figura 43c.

Trés experimentos de otimizacdo foram realizados, visando determinar dois
parametros: (i) o volume de CHCI; necessario para eluicdo de contaminantes menos
polares sem (ou com um minimo de) eluicdo de tetranortriterpenoides; e (ii) o volume
necessario para eluir os tetranortriterpenoides com o minimo de contaminantes mais
polares. As massas de fase movel e a amostra foram escolhidas de forma arbitraria.

Os resultados do primeiro experimento - apresentados nas Figuras 43a, 43b
e 43¢ - mostram que ha uma retencao importante da amostra na fase estacionaria
ao se eluir com CHCIs, com os primeiros sinais s6 aparecendo apos a passagem de
4 ml de solvente. Nos 6 ml seguintes ha uma elui¢do crescente de contaminantes e
uma eluicdo discreta dos tetranortriterpenoides. A partir da aplicagdo do
CHCI3/CH3CN 95:5 ha um grande aumento na eluigéo de tetranortriterpenoides, que
se concentram nos 4 ml seguintes. Embora a eluigdo dos tetranortriterpenoides
continue apds este volume, ha também uma eluicdo importante de contaminantes.
Estes resultados demonstram que o protocolo de extracdo em fase sodlida
previamente desenvolvido para o 6leo de andiroba, é aplicavel em PPsG.

Apesar de ja demonstrar sua capacidade de concentrar tetranortriterpenoides,
o experimento 1 n&o foi capaz de indicar o volume de CHCI; necessario uma vez
que, ao se trocar para CHCIs/CHsCN 95:5, ainda havia eluicdo de contaminantes
menos polares. Assim, no experimento 2, aumentou-se o volume de CHCI;, os
resultados, apresentados nas Figuras 44a, 44b e 44c, mostram que nos primeiros
10 ml de CHCI; ha predominancia de contaminantes menos polares, acompanhados

de uma pequena quantidade de tetranortriterpenoides. Nas amostras de 11 e 14 ml,
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ha certa equivaléncia entre o0s contaminantes menos polares e o0s
tetranortriterpenoides. Finalmente, para os volumes de 15 a 20 ml, ha uma clara
predominancia de tetranortriterpenoides sem a presencga outros contaminantes. Este
resultado permite determinar o volume de CHCIl; em 14 ml, divididos em duas
fracdes: 10 ml iniciais, onde ha predominancia dos contaminantes menos polares, e
4 ml, onde ha -equivaléncia entre contaminantes menos polares e
tetranortriterpenoides. O experimento também confirma que, apds a aplicacdo de
CHCI3/CH3CN 95:5, ha um aumento expressivo na eluicdo de tetranortriterpenoides,
que cessa rapidamente.

Apds estabelecer o volume de CHCIs, restou determinar o volume necessario
da mistura CHCIs/CH3CN 95:5 para eluir os tetranortriterpenoides. O experimento 3
(Figuras 45a e 45b) demonstra que, apds a aplicagdo dos 14 ml de CHCI; com
apenas 4 ml de CHCIs/CH3;CN, a maior parte dos tetranortriterpenoides é eluida;
depois disso, a presenga de contaminantes mais polares ganha relevancia. Portanto,
o volume necessario da mistura CHCIs/CHsCN 95:5 é igual a 4 ml. Apds essa
quantidade, foram entdo aplicados 10 ml de CH3;CN para a eluicdo dos

contaminantes restantes.

5.4.3.2 Teste de extragdo em fase sdlida na condigao otimizada

Este teste permitiu desenhar um protocolo de extracdo em fase sdlida para a
amostra PPsG. Trés fragcdes foram coletadas: a primeira, rica em contaminantes
menos polares, com 10 ml de CHCI;; a segunda, rica em tetranortriterpenoides,
composta por 4 ml de CHCI; e 4 ml de CHCIs/CH3CN 95:5; e a terceira, rica em
contaminantes mais polares, composta por 10 ml de CH3;CN. O resultado pode ser
visualizado nas Figuras 46 e 47, onde as fragdes tém o perfil previsto, com
concentracao alta de tetranortriterpenoides na segunda fragdo. Ainda ha residuos
destes nas demais fragdes, principalmente na primeira; entretanto, o rendimento de
19,1% para a segunda fragdo (Tabela 13) indica um valor de 82% do total de
tetranortriterpenoides da amostra, com base no teor de 23,3% de

tetranortriterpenoides quantificados em PP por CG (resultados abaixo).

5.4.3.3 Aumento de escala da extracdo em fase solida
O caélculo do aumento de escala tem como base um método indicado por

Mazzei e d'Avila (2003). Foram realizados quatro experimentos, com os dois
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primeiros (A e B) nas mesmas condigdes, com o objetivo de verificar a reproducao
do protocolo (Quadro 16). O terceiro (C) e o quarto (D) experimentos foram
realizados em escalas maiores sucessivas. Os perfis cromatograficos, apresentados
entre as Figuras 48 a 51, mostram consisténcia entre os perfis cromatograficos em
todas as escalas. Os rendimentos das fragdes também foram consistentes em todas

as escalas (Tabelas 14 a 17).

5.4.3.4 Aplicagdo do processo de extragdo em fase solida

Foram realizadas mais duas extragdes em fase sélida nas condicbes da
coluna D para a obtengao de amostra. Os resultados foram os esperados e estao
apresentados nas Figuras 52 e 53 e nas Tabelas 18 e 19. Estes resultados

demonstram que o procedimento desenvolvido € muito reprodutivo.

5.4.4 Conclusao e desdobramentos da extragao em fase sélida

Assim, um protocolo de extracdo em fase sélida para a obtengdo de uma
fracao concentrada de tetranortriterpenoides foi desenvolvido. Todas as fragdes ricas
em tetranortriterpenoides foram reunidas e denominadas de SPF2. Um
cromatograma em CLAE de SPF2 é apresentado na Figura 54.

Como desdobramentos desta etapa pode-se considerar a tentativa de
substituicdo dos solventes utilizados por solventes menos téxicos, principalmente o
CHCI;. Além disso, pode-se estudar protocolos para recuperar o0s

tetranortriterpenoides da fragao 1.

5.5 PRECIPITACAO/PURIFICACAO DE TETRANORTRITERPENOIDES EM SPF2
5.5.1 Metodologia
5.5.1.1 Teste de precipitagdo/purificagéo

A amostra SPF2 foi tratada com metanol com o objetivo de precipitar uma
fragdo rica em tetranortriterpenoides, principalmente 7-desacetoxi-7-oxogedunina e
6a-acetoxigedunina. O processo basico consiste em adicionar metanol sobre uma
massa de SPF2, agitar, esperar decantar o precipitado e retirar o sobrenadante. Este
ciclo é entao repetido cinco vezes com um volume de 60% do metanol originalmente
utilizado. As fragdes resultantes sdo o precipitado (pp1) e o sobrenadante (sob).
Apods algum tempo de repouso, o sobrenadante gera um segundo precipitado (pp2).

O processo foi otimizado em dois testes, avaliando-se a massa de SPF2 e os
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volumes de metanol adicionados. Estas variaveis estio discriminadas no Quadro
17.

Quadro 17 - Testes de precipitagao de SPF2.

Experimento 1 2
Massa de SPF2 10 mg 10 mg
Volume inicial de metanol 200 ul 100 pl
Volume subsequente de metanol 120 pl 60 pl

O sobrenadante e o precipitado foram secos, pesados e analisados por

CLAE-DAF, utilizando-se o método apresentado no Quadro 18.

Quadro 18: Método analitico de CLAE-DAF (arranjo de fotodiédos).

Coluna RP-18 de 25 cm de comprimento, 46 mm de didmetro e 5 ym de tamanho de particula.

Fluxo de 1 ml/min.

Fase movel: Acetonitrila / Agua / Metanol 20:41:39.

Detecgao a 210 nm.

Equipamento: CLAE modelo prominence Shimadzu.

5.5.1.2 Aumento de escala do processo de precipitacdo de SPF2

Os dois experimentos do intem anterior tiveram sua escala aumentada. As
massas utilizadas foram de cerca de 500 mg e os volumes utilizados foram
calculados proporcionalmente.

Além destas duas amostras, uma terceira proveniente da unido de varias
fracdes resultantes de outros experimentos, com perfil similar a SPF2, denominada
SPF2u, foi precipitada/purificada pelo protocolo do experimento 2. O precipitado

produzido por estes protocolos é denominado PPTn.

5.5.2 Resultados
5.5.2.1 Testes de precipitagdo
Os resultados dos testes de precipitagdo estdo apresentados. As Figuras 55

e 56 mostram, respectivamente, os resultados dos experimentos 1 e 2.
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Figura 55 - Cromatogramas das amostras obtidas no Experimento 1.
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Figura 56 - Cromatogramas das amostras obtidas no Experimento 2.
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5.5.2.2 Aumento de escala do processo de precipitacao de SPF2
A Tabela 20 apresenta as massas e os rendimentos resultantes da escala
aumentada do experimento 1 de precipitacdo de SPF2. A Figura 57 apresenta os

cromatogramas destas amostras.

Tabela 20 - Massa e rendimento do Experimento 1 escalonado.

Fracao Massa (mg) Rendimento (%)
pp1 138,5 27,7
pp2 57,9 11,6
sob 319,4 63,9

Figura 57 - Cromatogramas das fragdes obtidas no experimento 1 escalonado.
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A Tabela 21 apresenta as massas e o0s rendimentos resultantes da

precipitacdo em escala aumentada do experimento 2. A Figura 58 apresenta os

cromatogramas destas amostras.

Tabela 21 - Massa e rendimento do experimento 2 escalonado.

Fracao Massa (mg) Rendimento (%)
pp1 143,3 35,5
pp2 118 29,2
sob 142,8* 35,3*

*Valor estimado.

Figura 58 - Cromatogramas das fragbes obtidas no experimento 2 em escala aumentada.
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A Tabela 22 apresenta as massas e o0s rendimentos resultantes da
precipitacdo em escala aumentada de SPF2u. A Figura 59 apresenta os

cromatogramas destas amostras. A Figura 60 apresenta um cromatograma de
SPF2u.

Tabela 22 - Massa e rendimento da precipitagdo de SPF2u em escala aumentada.

Fracao Massa (mg) Rendimento (%)
pp1 158,8 32,9
pp2 37,4 12,9
sob 285,8* 54,2*

*Valor estimado.

Figura 59 - Cromatogramas das fragdes pp1 e pp2 da precipitagdo de SPF2u.
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Figura 60 - Cromatograma de SPF2u.
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5.5.3 Discusséo
5.5.3.1 Testes de precipitagdo

Tappin (2007) utilizou um protocolo simples para tratar uma amostra
concentrada em tetranortriterpenoides e purificar a 7-desacetdxi-7-oxogedunina,
explorando a dissolugdo parcial dos tetranortriterpenoides em metanol em solugdes

muito concentradas. Duas razbes de massa de amostra para volume de metanol
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foram utilizadas: 10 mg para 100 pl (experimento 2) e 10 mg para 200 ul
(experimento 1). Os resultados estédo apresentados nas Figuras 55 e 56. E possivel
observar a purificacdo dos dois tetranortriterpenoides majoritarios, a 7-desacetoxi-7-
oxogedunina e a 6a-acetoxigedunina, nas fragcdes pp1 e pp2. Chama a atengéo que
0 angolensato de metila é totalmente soluvel no metanol nesta proporcao utilizada
apesar de apresentar o seu sinal ligeiramente menos intenso do que o
correspondente a 6a-acetoxigedunina. Provavelmente isso ocorre porque a estrutura
tridimensional da molécula do angolensato de metila € bem diferente dos demais
tetranortriterpenoides presentes (Figura 2). Por outro lado, a gedunina tem
estrutura similar as duas substancias majoritarias, porém a sua presenga minoritaria
na amostra perfaz uma concentragao final insuficiente para a sua precipitacao

parcial.

5.5.3.2 Aumento de escala do processo de precipitagdo/purificagdo de SPF2

As duas concentracoes foram testadas em escala maior. Os resultados estao
apresentados nas Figuras 57 e 58. Os perfis cromatograficos se mostraram
similares aos do experimento 1. No entanto, o rendimento do experimento 2 € maior
quando se trata das fragbes ricas em tetranortriterpenoides alcangando cerca de
65% da massa inicial (Tabelas 20 e 21). A precipitagdo/purificacdo de SPF2u
(Figura 59) resultou similar a SPF2, apenas o rendimento de pp2 se mostrou menor
provalvelmente porque a quantidade de tetranortriterpenoides presente na amostra
é inferior a SPF2 (Tabela 22).

5.5.4 Conclusao e desdobramentos da precipitacao/purificacao de SPF2

O processo apresentou resultados satisfatérios com a obtencdo de amostras
com o 7-desacetdxi-7-oxogedunina e o 6a-acetoxigedunina com majoritarios. O
desdobramento necessario para este protocolo € a determinagdo da solubilidade de
cada tetranortriterpenoide em metanol. Conhecendo-se as quantidades destes na
amostra, seria possivel projetar o uso de volumes apropriados de metanol para

maximizar a precipitacao/purificagao.
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5.6 COLUNA PARA O ISOLAMENTO DE TETRANORTRITERPENOIDES.
5.6.1 Metodologia
5.6.1.1 Otimizac¢do da coluna

Para o isolamento de tetranortriterpenoides foi utilizada uma coluna
cromatografica de fase reversa. A fase estacionaria utilizada foi a LiChroprep RP-18
(Merck, Darmstad, Alemanha). A nao ser quando indicado, a fase estacionaria foi
condicionada em fase movel e a amostra foi dissolvida no menor volume possivel de
CH3;CN e aplicada sobre a fase estacionaria. Foram realizadas 11 colunas, visando
conhecer e otimizar o processo. As fases moéveis utilizadas foram compostas por
acetonitrila, agua e metanol; e as proporgdes utilizadas foram baseadas no
planejamento experimental para o desenvolvimento de método analitico para CLAE-
DAF (apresentado a seguir). A amostra utilizada foi o PPTn e uma amostra derivada
de estudos de cristalizagdo, denominada CTn com perfil similar a PPTn. O Quadro

19 apresenta as variaveis otimizadas nas diferentes colunas.



Quadro 19 - Experimentos de coluna de fase reversa.
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Experimento

Fase moével*

Fracoes

Massa da
fase (g)

Massa da
amostra (mg)

Amostra

Observagoes

21:43:36

5 ml F1-F8
(total 40 ml)

1

50

SPF2

21:43:36

5 ml F1-F8
(total 40 ml)
10 ml F9 (MeCN)

10

SPF2

21:43:36

5mlF1-F12
(total 60 ml)
10 ml F13 (MeCN)

10

SPF2

21:43:36

10ml F1-F2

5ml F3-F11
(total 65 ml)
10 ml F12 (MeCN)

10

PPTn

21:43:36

30 ml F1
5 ml F2-F11

20 ml F12
(total 100 ml)
10 ml F13 (MeCN)

10

PPTn

Velocidade de
0,09 cm/s

\

18,6:44:37,4

40 ml F1
5 ml F2-F11
(total 100 ml)
10 ml F12-F13

(MeCN)

10

PPTn

Velocidade de
0,09 cm/s

Vil

18,6:44:37,4

65 ml F1
5mlF2

40 ml F3
(total 110 ml)
10 ml F4 (MeCN)

10

PPTn

Velocidade de
0,09 cm/s

VI

18,6:44:37,4

40 ml F1
5 ml F2-F11
(total 100 ml)
10 ml F12-F13

(MeCN)

35

PPTn

Velocidade de
0,09 cm/s

18,6:44:37,4

40 ml F1
10 ml F2-F3
5 ml F4-F13

10 ml F14-F15

45 ml F16

(total 175 ml)

10 ml F17-F18
(MeCN)

20
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Velocidade de
0,09 cm/s
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35 ml F7

10 ml F8-F11
(total 170 ml)
10 ml F2 (MeCN)

20
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Xl

18,6:44:37,4

20 ml F1
5 ml F2-F7

10 ml F8-F9
(total 70 ml)
10 ml F10 (MeCN)

PPTn

Velocidade de
0,09 cm/s
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5.6.1.2 Aumento de escala da coluna para isolamento do tetranortriterpenoides

A escala da coluna de isolamento de tetranortriterpenoides foi aumentada em
quatro experimentos. O calculo de aumento de escala foi realizado de forma similar
ao item 5.2.14. A fase movel utilizada foi acetonitrila/agua/metanol 18,6:44:37,4 com
velocidade linear de 0,09 cm/s. O Quadro 20 descreve as condicbes de cada

coluna.

Quadro 20 - Aumento de escala da coluna de fase reversa

Experimento A B C D
Aumento de escala 16x 128x 128x 128x
Area transversal 2,544 cm? 7,163 cm? 7,163 cm? 7,163 cm?
Altura 30,8 cm 19,25 cm 19,25 cm 19,25 cm
Massa da fase 52,29 103,459 103,45¢ 103,45¢
Massa da amostra 215 mg 517,25 mg 509,20 mg 200,1 mg
Fracoes 1504 ml (20 ml) F1 {3840 ml F1 2000 ml F1 500 ml F1-F13
16 ml (20 ml) F2 640 ml F2 500 ml F2-F4 365 ml F14
880 F3 3200 ml F3 340 ml F5 (Total 6865)
(Total 2400 mi) (Total 8960 ml) 640 ml F6 1280 ml F15
160 ml F4 (MeCN) | 1280 ml F4 500 ml F7-F9 (MeCN)
(MeCN) 116 ml F10
(Total 6096)
1000 ml F11
(MeCN)
300 ml F12
(MeCN)

5.6.2 Resultados
5.6.2.1 Otimizagédo da coluna
A Figura 61 mostra um cromatograma da amostra CTn utilizada junto com o

PPTn nas colunas de fase reversa.

Figura 61 - Cromatograma da amostra CTn.
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Os

apresentados nos conjuntos de cromatogramas abaixo.

resultados das onze colunas de fase reversa realizadas estao

As fragdes sao



apresentadas na ordem de eluigao.

Figura 62 - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa.
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Figura 63 - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa Il.
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Figura 64a - Cromatogramas das fragcdes obtidas pela coluna de fase reversa lll.
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Figura 64b: Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa lll.
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Figura 65a - : Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa IV.
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Figura 65b - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa IV.
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Figura 66a - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa V.
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Figura 66b - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa V.
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Figura 67a - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa VI.
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Figura 67b - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa VI.
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Figura 68 - Cromatogramas das fracdes obtidas pela coluna de fase reversa VII.
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Figura 69a - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa VIil.
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Figura 69b - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa VIil.
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Figura 70a - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa IX.
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Figura 70b - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa IX.
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Figura 70c - Cromatogramas das frag6es obtidas pela coluna de fase reversa IX.
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Figura 71a - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa X.
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Figura 71b - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa X.

175

i Time 39467 Inten. 152,993
100000
0 * T 1 1 1 I 1 1 I I 1 T T 1 i
i Time 37639 Inten. 147 070
100000
u] i _A_
T 1 1 1 I 1 1 I I 1 T T 1 i
i Time 356.044  Inten. -0 478
100000
0 I I 1 I I I 1 I I /\_ I T T 1
oo ad 10.0 1a0 200 2a0 ana 3a0 400 4a0 a0 a0 &o.0 B30 min
i Time 37633 Inten. 147,070
100000+
0 T T T T T T T T T T T T T i
i Time 33044  Inten. -H10,475
100000+
0 L T T T T T T T SR T T N
an an 1an 1a0 200 20 300 30 400 4a0 a0ao a0 B0.0 B30 min

(Tappin, 2012)



Figura 72a - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa XI.
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Figura 72b - Cromatogramas das fragdes obtidas pela coluna de fase reversa XI.
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5.6.2.2 Aumento de escala da coluna para isolamento de tetranortriterpenoides.

Os resultados da coluna de aumento de escala estdo apresentados a seguir.
Nao foi possivel realizar a coluna A, pois a velocidade linear de 0,09 cm/s nao foi
atingida. Os resultados das demais colunas estdo apresentados em seguida com a
uma tabela de massas e rendimentos das fragbes e os cromatogramas de cada

fracao.

Tabela 23 - Massa e rendimento das fragdes da coluna B.

Fracéo Massa (mg) Rendimento (%)
F1 252,2 48,8
F2 52,8 10,2
F3 101,2 19,6
F4 3,7 0,7
Total 409,9 79,3

Figura 73 - Cromatogramas das fragdes da coluna B.
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Tabela 24 - Massa e rendimento das fragdes da coluna C.
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Fracao Massa (mg) Rendimento (%)
F1 130 25,5
F2 49,2 9,7
F3 34,6 6,8
F4 29,3 5,8
F5 21,4 4.2
F6 40,9 8
F7 29,7 5,8
F8 18,1 3,6
F9 9 1,8
F10 8 1,6
F11 22 4,3
F12 2 0,4
Total 394,2 77,4
Figura 74a - Cromatogramas das fragdes da coluna C.
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Figura 74b - Cromatogramas das fragdes da coluna C.
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Tabela 25 - Massa e rendimento das fragdes da coluna D.
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Fracao Massa (mg) Rendimento (%)
F1 6 3
F2 12,9 6,4
F3 20,3 10,1
F4 40,3 20,1
F5 18 9
F6 14,4 72
F7 24,8 12,4
F8 28,3 14,1
F9 11 55
F10 4,7 2,3
F11 1,5 0,7
F12 3 1,5
F13 1,1 0,5
F14 7.3 3,6
Total 193,6 96,8




Figura 75a - Cromatogramas das fragdes da coluna D.
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Figura 75b - Cromatogramas das fra¢des da coluna D.

200000 Time 64785 Irten. 3437
100000-]
D I 1 1 I f\l T I 1 mi
2'30':'0':"_ Time Irten.
100000
n 2 I 1 1 I J\I Jﬂ\l‘_ I 1 mi
QUDDDD‘_ Time Irten.
100000-]
b e —————T—— T jL ,—"—'—"f\‘— T
] 10 20 30 40 50 £ 70 &0 i
200000 Time 64745 Inten. 13,437
100000
mi
2'30':“30—_ Titne Irten.
100000
U L I 1 1 I 1 T T _"‘T_ mi
QUDDUD‘_ Time Inten.
100000
D_J' I 1 1 T T T T f\l
0 10 20 30 a0 50 2] 70 &0 min
2'30':“30‘_ Time Inten.
100000
o |L i AN
1 1 1 1 1 1 T T
0 10 20 30 40 a0 ] 70 &0 miir

(Tappin, 2012)

5.6.3 Discusssao
5.6.3.1 Otimizagéo da coluna de fase reversa
Além das amostras do item anterior as colunas também foram realizadas com

a amostra CTn que resulta de estudos de cristalizagdo (ndo apresentados) que tem
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perfil cromatografico similar a PPTn. Um cromatograma esta apresentado na Figura
61.

O Quadro 19 apresenta as caracteristicas mais importantes das colunas de
fase reversa realizadas para o isolamento de tetranortriterpenoides. A primeiras trés
colunas foram realizadas com SPF2, e as restantes com PPTn. Todas as fases
moveis utilizadas decorrem do planejamento experimental de CLAE (apresentado
abaixo), a ideia foi tentar prever a melhor separagdo com o menor uso de solvente
possivel.

A primeira coluna (Figura 62), apesar de evidenciar a ndo adequacgao desta
técnica e das condigdes ali utilizadas para isolar um tetranortriterpenoide a partir de
SPF2, resultou positiva quanto a obtencdo de uma separagao discreta entre 7-
desacetoxi-7-oxogedunina e o 6a-acetoxigedunina. Considerando que o resultado da
coluna | evidenciava sinais de sobrecarga de amostra, a coluna Il (Figura 63) foi
realizada nas mesmas condi¢gdes, porém com cinco vezes menos amostra. Os
resultados indicaram uma separagcdo melhor, apesar de ainda nao ideal. Na coluna
lll (Figura 64a e 64b), a massa da fase estacionaria foi duplicada, e o resultado
mostrou uma separacdo bem mais resolvida, como resultado do aumento do numero
de pratos tedricos. No entanto, ficou evidente que a amostra SPF2 tem constituicao
muito complexa. Com a obteng¢ao de PPTn, a coluna IV foi uma repeticdo da coluna
lIl utilizando esta amostra (Figuras 65a e 65b). O resultado foi positivo, com a
obtengdo de fragdes enriquecidas tanto em 7-desacetdxi-7-oxogedunina como em
6a-acetoxigedunina. Contudo, na tentativa de reproduzir a coluna 1V, entdo, avaliou-
se a velocidade linear da fase mével, indicada como sendo essencial na reprodugao
e aumento de escala da coluna (Mazzei e d'Avila, 2003). Durante o desenvolvimento
da extragdo em fase solida, esta foi realizada com eluicdo por gravidade — o que
tornava a velocidade razoavelmente constante. No entanto, a eluicdo em fase
reversa exigiu a aplicacdo de pressao na cabecga coluna, pois neste sistema a fase
movel n&o elui apenas com a forga da gravidade. Pelo fato de ndo se haver
controlado inicialmente o equipamento utilizado (bomba de vacuo/pressao) e
nenhuma forma constante e segura para se aplicar a pressao sobre a coluna, esta
poderia ser a causa primaria da falta de reprodutibilidade. Entdo uma valvula de
coluna flash foi adaptada na cabeg¢a da coluna, permitindo regular a pressao e,
consequentemente, a velocidade de eluicdo. Considerando-se a possibilidade de se

estar utilizando uma velocidade linear muito alta, que impede a 6a-acetoxigedunina
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de interagir com a fase estacionaria, optou-se por uma velocidade reduzida sem, no
entanto, otimiza-la diretamente, mas apenas operando outros parametros. A
velocidade de 0,09 cm/s foi determinada empiricamente. O resultado da coluna V
(Figuras 66a e 66b) mostrou que, ao reduzir a velocidade, a separacéo entre os
dois principais tetranortriterpenoides melhorou consideravelmente. Uma nova fase
movel, contendo menos acetonitrila e mais agua e metanol, foi testada na coluna VI
(Figuras 67a e 67b). Os resultados foram positivos, melhorando a separacéo. A
coluna VII (Figura 68) foi a repetigdo da coluna VIl com apenas quatro fragdes,
sendo F1 rica em 7-desacetdxi-7-oxogedunina e F3 rica em 6a-acetoxigedunina.

Com o protocolo da coluna de separagdo desenvolvido, passou-se a
considerar o aumento de escala. No entanto, ao se realizar os calculos, constatou-se
gue a quantidade de amostra seria muito pequena para o volume utilizado de fase
movel. Este fato induziu ao ensaio da coluna VIII (Figuras 69a e 69b), com
aplicagdo de uma massa maior de amostra. Os resultados nao foram satisfatérios,
revelando sinais evidentes de sobrecarga. Entdo a coluna IX (Figuras 70a, 70b e
70c) foi realizada, com base na coluna VII, duplicando a fase estacionaria e a massa
aplicada e aumentando também o volume de fase mével sem, no entanto, duplica-lo.
O resultado foi uma separagdo muito boa entre os tetranortriterpenoides, devido ao
aumento do numero de pratos tedricos. A coluna X (Figuras 71a e 71b) foi a
repeticdo da coluna IX, utilizando-se um numero menor de fragbes, que resultou em
uma fragéo altamente rica em 7-desacetoxi-7-oxogedunina e as ultimas fragdes ricas
em 6a-acetoxigedunina.

Com este protocolo estabelecido, foi possivel aumentar a escala e reduzir a
quantidade de fase moével. Tendo como base o mesmo protocolo de aumento de
escala da extracdo em fase solida, tentou-se aumentar a escala desta coluna (A,
Quadro 20). Porém, nao foi possivel transpor este resultado para a coluna
disponivel (ndo era do tipo flash e portanto ndo dispunha da vedagao apropriada), ja
gue nao se alcangou a velocidade linear de 0,09 cm/s. Como alternativa, considerou-
se utilizar a coluna flash disponivel, que acarretava outro tipo de impedimento: sua
grande area transversal resultaria em uma fase estacionaria com altura maior que a
da coluna em si.

Dai, para avancar na aplicacao dos parametros obtidos até entdo, testou-se
uma nova coluna (coluna Xll, Figuras 72a e 72b), que representaria o oposto da

coluna Xl, onde as massas da fase e da amostra seriam reduzidas pela metade.
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Embora o resultado ndo tenha sido muito satisfatério, decidiu-se ensaiar o aumento

da escala.

5.6.3.2 Aumento de escala da coluna para isolamento de tetranortriterpenoides

O aumento de escala deste protocolo esta representado pelas colunas B e C
(Figuras 73, 74a e 74b). Os resultados nao foram satisfatérios, com evidéncias de
sobrecarga, no entanto foram condizentes com a coluna Xl onde ha uma separagao
menor entre os dois picos majoritarios. Com a coluna D (Figuras 75a e 75b), tentou-
se obter uma melhora com a diminuicéo da carga, o que foi parcialmente alcangado,
mas a fragdo rica em 7-desacetdxi-7-oxogedunina ainda resultou contaminada com

6a-acetoxigedunina.

5.6.4 Conclusdo e desdobramentos da coluna de fase reversa

Desta forma, € possivel se considerar que uma coluna de fase reversa em
pequena escala foi desenvolvida. Contudo, por limitacbes do laboratério, seu
aumento de escala nao foi totalmente bem sucedido. No entanto, uma coluna que
produz fragdes isoladas com os 7-desacetdxi-7-oxogedunina e 6a-acetoxigedunina
como majoritarios foi desenvolvida e teve sua escala aumentada.

Como desdobramentos validos desta etapa, pode-se pontuar: (i) 0 aumento
de escala da coluna desenvolvida em uma coluna flash de area transversal menor
do que 7,163 cm?; (ii) aplicagao deste protocolo em sistemas cromatograficos
automatizados e (iii) O uso de fases estacionarias com tamanho de particula menor
que pode resultar em uma altura de fase estacionaria menor com o0 mesmo numero

de pratos tedricos.

5.7 PRECIPITACAO/PURIFICACAO DAS FRACOES DAS COLUNAS
5.7.1 Metodologia
5.7.1.1 Teste de precipitacdo e purificagcdo de fragcbes da coluna B

Um teste de precipitacdo/purificacdo foi realizado com o protocolo do
experimento 1 do item 5.2.5.1, utilizando-se as fracbes 1 e 3 da coluna B,
objetivando aumentar a pureza dos tetranortriterpenoides majoritarios destas
fragbes, respectivamente 7-desacetoxi-7-oxogedunina e 6a-acetoxigedunina.
Algumas amostras apresentaram nova precipitagdo no sobrenadante; este

precipitado foi separado e denominado pp2.
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5.7.1.2 Precipitagéo de fragdes das colunas de fase reversa

As fragdes obtidas nas colunas de maior escala B, C e D foram unidas
segundo os tetranortriterpenoides majoritarios de cada fracdo. Foram estabelecidos
trés grupos: o grupo 1 com dois subgrupos 1A e 1B, cujo tetranortriterpenoide
majoritario € o 7-desacetdxi-7-oxogedunina; o grupo 2 que tem quantidades
similares de 7-desacetoxi-7-oxogedunina e 6a-acetoxigedunina e o grupo 3 com 0s
subgrupos 3A, 3B, 3C e 3D, cujo tetranortriterpenoide principal é 6a-
acetoxigedunina. A classificacdo leva em conta a razdo entre a area da substancia
principal e de seu maior contaminante, no caso dos grupos 1A, 1B e 2, a razéo é
entre as areas do 7-desacetoxi-7-oxogedunina e 6a-acetoxigedunina (7-oxo/6a) e no
caso dos grupos 3A, 3B, 3C e 3D duas razdes foram consideradas: a razdo entre as
areas do 6a-acetoxigedunina e da gedunina (6a/Ged) e a razdo entre as areas da
6a-acetoxigedunina e o sinal de uma substancia desconhecida que elui entre estes
dois ultimos tetranortriterpenoides (6a/des). O Quadro 21 apresenta a classificagéo

das fragdes.

Quadro 21 - Classificagao e uniao das fragoes.

Grupo / Subgrupo
1A 1B 2 3A 3B 3C
Col. D F4 Col. B: F1pp, Col. B: F1sob, Col. B: F2sob.; Col. C: F4, F5, F6. Col. B: F3pp,
F1pp2; Col. C: F3 Col. D: F6, F7, F8. F7. F3pp2;
Col. C: F1, F2; Col. C: F8;
Col. D: F1, F2, F3, Col. D F9.

F5.

Condigao de classificagao

60/Ged > 20 10<60/Ged<20 6a/Ged<10
6a/des <0 5>6a/des > 0 6a/des>5

7-oxo/6a > 10 1<7-ox0/6a<10 7-oxo/6a ~ 0,5

Todas os subgrupos, menos o grupo 2, foram purificados pelo protocolo do
experimento 2 do item 2.1.16. O precipitado dos grupos 1B (1Bpp), 3A (3App), 3B
(3Bpp), 3C (3Cpp) e 3D (3Dpp) foram novamente purificados pela mesma técnica.

Para facilitar a identificacdo da amostra, os sobrenadantes e precipitados
serdo denominados da seguinte maneira: primeiro, 0 nome do subgrupo (ex. 3A), em
seguida a fragédo do processo (“pp1” para primeiro precipitado, “pp2” para precipitado
formado no sobrenadante e “sob” para o sobrenadante). O numero de vezes que
aparecem estes sufixos € o numero de vezes que a amostra passou pelo processo.
Exemplo: 3App1sob: sobrenadante da segunda precipitagdo do precipitado da

primeira precipitacdo da amostra do subgrupo 3A.




188

5.7.1.3 Re-teste de precipitacao/purificacdo da amostra 3App1sob

A amostra 3App1sob foi repurificada por um novo protocolo. Para cada 10 mg
da amostra foram adicionados sobre ela 300 yl de MeOH. O frasco foi agitado e
deixado em repouso para decantar. Entdo o sobrenadante foi retida e um volume
correspondente a 60% do inicial foi adicionado. Novamente o frasco foi agitado,

decantado e o sobrenadante foi retirado. Este ultimo ciclo foi repetido 5 vezes.

5.7.1.4 Re-precipitagdo / purificagdo do grupo 3

Algumas amostras do grupo 3 foram unidas em dois grupos para uma
purificacdo. Foram denominados dois grupos F e G. Amostras unidas no grupo F
apresentam razao entre o 6a-acetoxigedunina e a gedunina maior que 50, e o grupo
G apresenta uma razao entre o 6a-acetoxigedunina e a gedunina entre 10 e 50. Os
agrupamentos das amostras estdo no Quadro 22. Estas amostras foram re-

precipitadas pelo protocolo descrito no item 5.2.7.3.

Quadro 22 - Unido de amostras do grupo 3.

Grupo F Grupo G

3App2; 3App1pp1; 3App1sobpp1 3Bpp2; 3Bpp1pp1; 3Bpp1sob; 3App1sobsob; 3Cpp2;
3Cpp1pp1; 3Cpp1sob; 3Dpp1pp1; 3Dpp1sob.

Condigao de classificagao
7-oxo / 6a > 50 10 < 7-oxo / 6a < 50

5.7.2 Resultados
5.7.2.1 Precipitagao e purificagcao de fragées da coluna B

A Tabela 26 mostra o aumento da razdo entre o0s principais
tetranortriterpenoides precipitados/purificados em cada fracdo, acompanhados das

figuras com os cromatogramas correspondentes.
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Tabela 26 - Razdes entre areas de tetranortriterpenoides em fragdes da coluna B, apds purificagéo.

Fracao Razao Amostra original Fracao pp1
F1 7-desacetoxi-7-oxogedunina / 3,1 4.4
6a-acetoxigedunina
F3 6a-acetoxigedunina / 2.3 4.1
gedunina

Figura 76 - Cromatogramas das fra¢des resultantes da purificagédo da fragéo F1.
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Figura 77 - Cromatogramas das fragdes resultantes da purificagdo da fragdo F3.
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5.7.2.2 Agrupamento das fragbes das colunas de fase reversa com perfis

cromatograficos similares

A Tabela 27 traz as massas resultantes de cada grupo apds a unido.

Tabela 27: Massa dos grupos originados da unido de fragdes.

Grupo Massa (mg)
1A 40,3
1B 400
3A 110,2
3B 107,9
3C 77,8
3D 30,4

5.7.2.3 Precipitagdes das fracbes de coluna de fase reversa

As figuras a seguir apresentam os cromatogramas das fragdes resultantes da

precipitacao/putificacdo dos grupos apresentados na Tabela 27.

Figura 78 - Cromatogramas das fra¢des resultantes da purificagdo do grupo 1A.
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Figura 79 - Cromatogramas das fragdes resultantes da purificacdo do grupo 1B.
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Figura 80 - Cromatogramas das fragdes resultantes da purificacdo do grupo 3A.
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Figura 81 - Cromatogramas das fra¢des resultantes da purificagdo do grupo 3B.
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Figura 82 - Cromatogramas das fragdes resultantes da purificagao do grupo 3C.
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Figura 83 - Cromatogramas das fragdes resultantes da purificagdo do grupo 3D.
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Tabela 28 - Resultados das amostras pp1 resultantes da precipitagdo/purificagao.

Descrigdo da razao ~ Massa da fragao
Raz&o resultante

Amostra medida (mg)

Rendimento (%)

7-desacetoxi-7-
1App1 oxogedunina / 6a- 143 30,5 75,7
acetoxigedunina

7-desacetoxi-7-
1Bpp1 oxogedunina / 6a- 7,2 280,8 70,0
acetoxigedunina

6a-
3App1 acetoxigedunina / 80,5 81 72,7
Gedunina

6a-
3Bpp1 acetoxigedunina / 341 72,5 67,2
Gedunina;

60-
acetoxigedunina /
Gedunina;
6a-
acetoxigedunina /
Desconhecido

6a-
acetoxigedunina /
Gedunina;
6a-
acetoxigedunina /
Desconhecido

3Cpp1 15,7; 60,1 48,6 62,5

3Dpp1 9,5;,7,9 21,3 70,1

Os resultados da re-precipitagao/purificagdo das amostras 1Bpp1, 3App1,

3Bpp1, 3Cpp1 e 3Dpp1 estdo apresentados nas figuras abaixo.



Figura 84 - Cromatogramas das fragdes resultantes da re-purificacdo do grupo 1Bpp1.
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Figura 85 - Cromatogramas das fragbes resultantes da re-purificagdo do grupo 3App1.
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Figura 86 - Cromatogramas das fra¢des resultantes da re-purificacdo do grupo 3Bpp1.
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Figura 87 - Cromatogramas das fragdes resultantes da re-purificacéo do grupo 3Cpp1.
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Figura 88 - Cromatogramas das fragdes resultantes da repurificagdo do grupo 3Dpp1.
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Tabela 29 - Resultados das amostras pp1 resultantes da reprecipitagao/purificagao.

195

Amostra Descrigao da razéo Raz&o resultante Massa da fragéo (mg) Rendimento (%)

medida

7-desacetoxi-7-
1Bpp1pp1 oxogedunina / 6a- 213,8 206,4 73,5
acetoxigedunina

6a-acetoxigedunina /

Gedunina 72,6 64,7 79,9

3App1pp1

6a-acetoxigedunina /

Gedunina: 32,1 57,9 79.9

3Bpp1pp1

6a-acetoxigedunina /
Gedunina;
6a-acetoxigedunina /
Desconhecido

3Cpp1pp1 17,3; 802 36,9 75,9

6a-acetoxigedunina /
Gedunina;
6a-acetoxigedunina /
Desconhecido

3Dpp1pp1 15,3; 413 6,6 31,0




5.7.2.4 Re-teste de precipitacao/purificacdo da amostra 3App1sob
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Os resultados do re-teste de precipitagao/purificacdo estao apresentados para

a amostra 3App1sob. A massa da amostra original foi de 14,6 mg e a razao de 6a-

acetoxigedunina/Gedunina foi de 70,5.

Figura 89 - Cromatogramas das fracdes resultantes da re-purificacdo do grupo 3App1sob .
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Tabela 30 - Resultados da precipitagao/purificacdo de 3App1sob.

min

Amostra Descrigéo .da razao Raz3o resultante Massa da fragao
medida
7-desacetoxi-7-
3App1sob oxogedunina / 6a- 164,7 9,2 mg
acetoxigedunina

Rendimento

63,0%

5.7.2.5 Agrupamento das fragées nos grupos 3F e 3G

As massas resultantes do agrupamento estao apresentados na Tabela 31.

Tabela 31: Massas dos grupos 3F e 3G.

Grupo Massa
3F 64,2 mg
3G 121,1 mg
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5.7.2.6 Precipitagdo/purificagdo dos grupos F e G
Os cromatogramas para as amostras dos grupos F e G estdo apresentados

nas Figuras 90 e 91 com os resultados consolidados na Tabela 32.

Figura 90 - Cromatogramas das fragdes resultantes da re-purificagdo do grupo 3F.
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Figura 91 - Cromatogramas das fragbes resultantes da repurificagéo do grupo 3G.
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Tabela 32 - Resultado da purificagcdo dos grupos 3F e 3G.

Grupo | Razéo resultante | Massa da fragado Rendimento Pureza cromatografica
3Fpp1 1244 45,7 mg 71,2% 98,8
3Gpp1 47 .4 77,1 mg 63,7% 97,1

5.7.3 Discusséo
5.7.3.1 Precipitagao/purificagdo de fragées da coluna B

Como as principais fracbes derivadas das colunas de fase reversa
apresentam um tetranortriterpenoide maijoritario ou, 7-desacetéxi-7-oxogedunina ou
6a-acetoxigedunina, mas ainda com contaminantes, o0 processo de
precipitacao/purificagcdo com metanol apresentado por Tappin (2007) foi testado para
a obtencdo precipitado rico no tetranortriterpenoide majoritario. As amostras

escolhidas foram as fracées F1 e F3 da coluna B. Os resultados estdo apresentados
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na Tabela 26 e nas Figuras 76 e 77. Eles indicam um aumento na pureza dos

respectivos tetranortriterpenoides majoritarios.

5.7.3.2 Agrupamento das fragbes das colunas de fase reversa com perfis
cromatograficos semelhantes.

Assim, as fracbes oriundas das trés colunas em escala aumentada foram
classificadas segundo a pureza do tetranortriterpenoide majoritario, como mostra o

Quadro 21. A Tabela 27 apresenta as massas dos grupos.

5.7.3.3 Precipitagdo/purificagcédo das fragbes agrupadas das colunas de fase reversa

A precipitagao/purificagao foi realizada segundo o protocolo do experimento 1
indicado no Quadro 17. Este protocolo foi escolhido, pois uma vez que a pureza
destas amostras € muito mais alta que a pureza do SPF2, a utilizacido de um volume
menor de metanol deveria favorecer a precipitagcdo de tetranortriterpenoides
majoritarios.

A pureza foi medida pelo calculo da razdo entre o tetranortriterpenoide
majoritario e seu(s) principal(is) contaminante(s). Nos grupos 1A, 1B e 2 a razéo foi
calculada entre a area do 7-desacetoxi-7-oxogedunina e 6a-acetoxigedunina. Nos
grupos 3A, 3B, 3C e 3D a razao foi calculada entre as areas da 6a-acetoxigedunina
e a gedunina. Nos grupos 3C e 3D ainda foi calculada a razao entre as areas de 6a-
acetoxigedunina e um contaminante desconhecido. Em todos os grupos, a pureza
resultante do precipitado foi maior do que a pureza maxima determinada para a
classificagao (Tabela 28 e Figuras 78 a 83), com excegao do grupo 1B, cuja razédo
maxima € 10, apresentando uma razéo de 7,5. Nos grupos 3C e 3D, a razéo entre a
6a-acetoxigedunina e o contaminante desconhecido aumentou. Os rendimentos
estiveram entre 62-75%.

A re-precipitacdo pelo mesmo protocolo resultou em uma pureza maior para
amostra 1Bpp1pp1 com uma razdo de 213 . No entanto, as amostras do grupo 3 nao
apresentaram melhora, a excegdo do grupo 3D. Com relagdo ao contaminante
desconhecido, ele praticamente desapareceu das amostras 3C e 3D (Tabela 29 e
Figuras 84 a 88).

A amostra 1Bpp1pp1 tem massa de 206,4 mg (73,5% de rendimento) e foi
selecionada para as etapas de identificacdo e estudo de otimizagcdo e

estabelecimento de massa minima do protocolo de certificagao.
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5.7.3.4 Re-teste de precipitacdo/purificacdo da amostra 3App1sob

Como n&o houve melhora na re-precipitacdo dos grupos 3, um teste foi
realizado com a amostra 3App1sob aumentando o volume de metanol por massa da
amostra. O resultado mostrou um aumento significativo da razdo na fragdo pp1
(Tabela 30).

5.7.3.5 Agrupamento das fragbes dos grupos 3 nos grupos F e G
As amostras dos grupos 3 foram reagrupadas nos grupos 3F e 3G. A Tabela

31 mostra a massa resultante.

5.7.3.6 Precipitagdo/purificagdo dos grupos 3F e 3G

O resultado do tratamento mostrou um aumento significativo na pureza do
grupo 3F (Tabela 32). O grupo 3G n&o apresentou uma melhora tdo boa, ficando a
pureza perto do valor maximo de sua classificagcdo. No entanto, é pertinente
mencionar que o intervalo da classificagdo do grupo 3G é bem amplo, com razdes
de 6a-acetoxigedunina/gedunina entre 10 e 50, e a maioria das fragbes que o
compdem este grupo se encontra bem abaixo da razdo final (valores né&o
apresentados). Estas duas amostras foram selecionadas para as etapas de
identificacdo e estudo de otimizacdo e estabelecimento de massa minima do
protocolo de certificagdo. No entanto ndo houve tempo habil para realizar a segunda

etapa.

5.7.4 Conclusdo e desdobramentos da precipitagcdo/purificacdo de fragcbes das
colunas de fase reversa

Assim, o protocolo de Tappin foi aplicado no caso presente, com algumas
modificagdes, e permitiu obter amostras de 7-desacetdxi-7-oxogedunina e 6a-
acetoxigedunina com uma massa representativa e com alta pureza. Os
desdobramentos desta etapa sdo essencialmente o0os mesmos da

precipitacao/purificacao de SPF2.

5.8 RENDIMENTO TOTAL DO PROCESSO E COMPARACAO COM A LITERATURA
A Tabela 33 mostra o rendimento individual de cada etapa e o rendimento

acumulado, nos experimentos com escala aumentada.
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Tabela 33 - Rendimento do processo de isolamento.

. . . Rendimento acumulado
0] 0]

Etapa de isolamento Rendimento (%) | Rendimento acumulado (%) a partir de PP (%)
Extragdo das sementes 0,84 0,84 100
Particao liquido liquido

de PP 81,2 0,68 81,2
Extracdo em fase sélida
de PPsG 21,3 0,14 17,3
Precipitagéo /
Purificagio SPF2 64.7 0,09 1.2
Coluna de fase reversa 48.6%: 42,2 0,044*: 0,038* 5.4% 4,7
de PPTn
Precipitagéo /
Purificagéo de fragdes 49 0,022%; 0,019** 2,6%; 2,3
ricas

* Referente a 7-desacetoxi-7-oxogedunina; ** Referente a 6a-acetoxigedunina.

O rendimento das precipitagdes foi considerado 70%.

A Tabela 33 evidencia a pequena quantidade de tetranortriterpenoides na
polpa das sementes de andiroba, que constituem menos de 0,3% da amostra para
os dois tetranortriterpenoides majoritarios. No entanto, é interessante observar que a
massa individual dos dois tetranortriterpenoides majoritarios foi cerca de 2% da
massa de PP. Os pontos criticos deste processo sao, sem duvida, as precipitagdes /
purificacbes. Como nao se conhece a solubilidade individual de cada substancia, o
rendimento destas etapas pode estar subestimado. Além disso, caso a coluna de
fase reversa com mais pratos teoricos fosse exequivel, € possivel também que a
ultima etapa ndo fosse necessaria, fato que dobraria o rendimento. E importante
lembrar que este processo depende da presenca de tetranortriterpenoides
parcialmente soluveis em metanol com pureza razoavel. O angolensato de metila,
por exemplo, ndo pode ser isolado por este método, pois é totalmente soluvel no
metanol. Para o seu isolamento, outras técnicas devem ser aplicadas a partir da
extragdo em fase solida.

Para avaliar a eficacia do processo, os resultados foram comparados com o
trabalho de Silva e colaboradores (Silva e colaboradores, 2009), onde os autores
utilizaram cromatografia em contracorrente (CCC) para o isolamento de
tetranortriterpenoides a partir de extrato do bagagco de C. guianensis, extraido da
mesma forma quea polpa das sementes no protocolo apresentado. Ao todo foram
isolados seis tetranortriterpenoides em uma unica corrida cromatografica, a partir de

800 mg do extrato. A Tabela 34 mostra as massas e os rendimentos para as
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substancias individuais. A Figura 92 mostra os cromatogramas deste estudo.

Tabela 34 - Tetranortriterpenoides isolados por Cromatografia em Contra-Corrente.

N° Tetranortriterpenoide Massa (mg) Rendimento (%)
1 angolensato de metila 28,7 3,6
2  T7-desacetoxi-7-oxogedunina 17,9 2,2
3 deacetilgedunina 3,7% 0,4
4 6a-acetoxigedunina 40,1 5,0
5 gedunina 21 2,6
6 andirobina 5,8 0,7
- Total 117,2 14,5

*Isolado posteriormente em placa de silica, a partir de uma fragdo da CCC.

Figura 92 - Cromatogramas do isolamento por CCC.
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Os rendimentos em CCC obtidos pelos autores para os dois

tetranortriterpenoides isolados sao compativeis com os obtidos no presente estudo,

apesar da pureza do 7-desacetdxi-7-oxogedunina ndo ter sido compativel. E

interessante notar na Figura 92 o cromatograma correspondente ao extrato bruto.
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Ha claramente uma predominancia de 7-desacetoxi-7-oxogedunina (substéncia 2)
na amostra. Isto demonstra, na pratica, a variacdo de composicao do extrato
dependendo da origem da amostra.

Os dois processos tém suas vantagens e desvantagens. O CCC pode ser
realizado em uma unica etapa, ao passo que o processo proposto é realizado em
varias etapas diferentes. No entanto, ficou evidente que todas as etapas
desenvolvidas sao facilmente escalonaveis, com a possivel excecao da
cromatografia de fase reversa. Ja o escalonamento em CCC envolve equipamento e
instalagdes especiais, de baixa exequibilidade. Por outro lado seria interessante
combinar os dois processos, realizando, por exemplo, a separagao por CCC da

amostra SPF2, com uma quantidade minima de contaminantes.

5.9 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO DE CG PARAANALISE DE PP
5.9.1 Metodologia
5.9.1.1 Planejamento Experimental

A otimizagdo do método analitico para CG foi baseada no método do Quadro
5. Foi aplicado um planejamento de composto central e as variaveis estudadas
foram fluxo e a taxa de aquecimento. Os experimentos estdo descritos no Quadro
23, com as injegdes sendo realizadas em ordem aleatéria. As respostas medidas

sdo as resolucdes entre os picos co-eluidos e os tetranortriterpenoides.
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Quadro 23 - Experimentos para otimizacao do método

cromatografico de CG.

Experimento Fluxo Taxa de aquecimento
(ml/min) (°C/min)
1 1,6 3
2 1,6 9
3 2 3
4 2 9
5 1,5 6
6 21 6
7 1.8 1,76
8 1.8 10,24
9 1.8 6
10 1.8 6
11 1.8 6
12 1.8 6
13 1,8 6
14 1,8 6
15 1.8 6
16 1.8 6

5.9.1.2 Quantificagédo dos tetranortriterpenoides na amostra de PP

Com o método desenvolvido no item anterior, foram quantificados os
tetranortriterpenoides presentes nas amostras. Uma curva de calibracdo foi
preparada preparando-se uma solugdo-mae com cerca de 4 mg de 7-oxo em CH.Cl,
num baldo volumétrico de 10 ml. As solugcbes para a construcdo da curva foram
preparadas segundo o Quadro 24. Estas solugbes foram injetadas na seguinte

ordem: 400, 40, 320, 80, 160, 120, realizando-se quatro séries de injecéo.

Quadro 24 - Preparo da curva de calibragdo de 7-desacetoxi-7-oxogedunina.

Solugéo (ug/ml) Volume de solugao Volume do balao (ml)
320 4 ml da solugdo mae 5
240 3 ml da solugao mae 5
160 2 ml da solugao mae 5
120 1 ml da solucdo de 240 pg/ml 2
80 1 ml da solugao de 160 pg/ml 2
40 1 ml da solugao de 40 ug/ml 2
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5.9.2 Resultados
5.9.2.1 Desenvolvimento de método analitico por CG para analise de PP

A Figura 93 mostra um cromatograma da amostra de PP no método descrito
no Quadro 5, onde estdo apresentadas as resolucgdes utilizadas como resposta no
planejamento. A Figura 94 mostra o grafico de Pareto para cada resposta estudada.
A Figura 95 mostra o grafico do modelo em fungdo das variaveis. A Tabela 35
apresenta os meétodos testados tendo como base o modelo calculado pelo
planejamento, assim como os resultados esperados e encontrados. A Figura 96

mostra um cromatograma no método otimizado.

Figura 93 - Cromatograma de PP obtido pelo método analitico do quadro 5.
e Angolensato de metila 5 oo 7-desacetoxi-7oxogedunina
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(Tappin, 2012)



Figura 94 - Grafico de Pareto da otimizagcdo do método de CG.

D1 resolution

Term Estimate Prob=|t|
Heating rate(3,9) -0.204677 0.1071
Heating rate¥Heating rate -0.178998 0.1530
Flow(1.6,2) 0.13 0.2733
Flow*¥Heating rate -0.1175 0.4888
Flow*Flow -0.016152 0.8814
D2 resolution

Term Estimate Prob=|t|
Heating rate(3,9) -0.756321 <=.0001%
Heating rate*Heating rate 0.2731525 0.004 7+
Flow*Flow 0.0491778 0.4905
Flow¥Heating rate 0.0575 0.6009
Flow(1.6,2) -0.016471 0.8261
7-ox0 resolution

Term Estimate Prob=|t|
Heating rate(3,9) 0.8343692 <.0001%*
Heating rate¥*Heating rate -0.350655 0.0005%*
Flowil.6,2] -0.096471 0.1767
Flow*¥Heating rate -0.0775 0.4417
Flow*Flow -0.04701 0.4689
D3 resolution

Term Estimate Prob=|t|
Heating rate(3,9) -1.779641 <.0001%
Heating rate*Heating rate 0.574267 <. 0001*
Flow(1.6,2) 0.1235294 0.0482%
Flow¥Heating rate 0.105 0.2188
Flow*Flow 0.0013188 0.9801

(Tappin, 2012)

Figura 95 - Grafico do modelo em fungéo das variaveis da otimizagédo do
método de CG.
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Tabela 35 - Resultados previstos pelo modelo e os obtidos experimentalmente
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Condicdes de analise

Previsto

Fluxo (ml/min)

Taxa de aquecimento

Resolugao de D1

Resolugao de D2

Resolugao de 7-

(°C/min) 0X0
1,6 5,75 1,00 £ 0,35 1,56 £ 0,23 1,50 £ 0,21
1,7 5,8 1,10 £ 0,26 1,50 £ 0,17 1,50 £ 0,16
1,8 5,8 1,16 £ 0,26 1,48 +0,17 1,48 £ 0,15
1,9 5,92 1,21+ 0,26 1,44 + 0,17 1,45+ 0,16
2 6,15 1,24 + 0,35 1,42 + 0,23 1,42 + 0,21

Condicoes de analise

Experimental

Fluxo (ml/min)

Taxa de aquecimento

Resolugao de D1

Resolugao de D2

Resolugao de 7-

(°C/min) 0X0
1,6 5,75 1,26 1,47 1,50
1,7 5,8 1,35 1,35 1,46
1,8 5,8 1,30 1,33 1,43
1,9 5,92 1,17 1,33 1,36
2 6,15 1,35 1,44 1,37
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Figura 96 - Cromatograma de PP no método otimizado.
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5.9.2.2 Quantificagdo dos tetranortriterpenoides na amostra de PP

A Tabela 36 mostra o coeficiente de variacdo de cada concentracdo. O

coeficiente de determinagdo (R?) foi 0,99911 e o coeficiente de determinagdo

ajustado (R*-ajustado) foi 0,99907. A Tabela 37 apresenta a quantificagdo dos TNTP

na amostra CGPP.

Tabela 36 - Coeficientes de variagao de cada concentragao da curva.

Concentragao (ug/ml) Coeficiente de variagao (%)
320 0,66
240 1
160 1,5
120 1,96
80 3,22
40 3,36
Tabela 37 - Teor dos TNTP na amostra CGPP.
Tetranortriterpenoide Teor (%)
Angolensato de metila 3,36
Gedunina 5,44
7-desacetoxi-7-oxogedunina 6,71
6a-acetoxigedunina 7,76
Total 23,27
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5.9.3 Discusséo
5.9.3.1 Desenvolvimento de método analitico por CG para analise de PP

Em trabalho anterior, (Tappin, 2007) foi desenvolvido um método de
cromatografia em fase gasosa para a analise de tetranortriterpenoides em 6leo de
andiroba. O método esta descrito no Quadro 5 e foi aplicado a amostra de PP. A
Figura 93 mostra o resultado dessa analise, onde é possivel verificar a coeluicao de
substancias com os tetranortriterpenoides presentes na amostra. O planejamento
experimental foi entdo elaborado de modo a otimizar a taxa de aquecimento e o
fluxo de gas de arraste. As respostas medidas sao as indicadas. O grafico de Pareto
na Figura 94 mostra que a taxa de aquecimento foi o parametro mais significativo, e
nenhum dos dois foi significativo para a resolugdo de D1. O grafico da Figura 95
mostra como as resolugdes variam com os parametros. Normalmente, em uma
otimizagdo, comega-se a avaliar o parametro mais significativo. No entanto, devido a
limitagdes do equipamento, o fluxo sé pode ser ajustado na primeira casa decimal, e
apenas cinco fluxos sao possiveis. Entdo, para cada fluxo foi determinada a taxa de
aquecimento 6timo medindo-se, pelo modelo, o valor da resolugdo esperada com a
faixa de erro. A amostra de PP foi entdo injetada nestas condigdes e as resolugdes
medidas. Como evidencia a Tabela 35, todos os valores experimentais cairam
dentro da faixa prevista pelo modelo, demosntrando sua adequacédo. O método de
fluxo de 1,6 ml/min e 5,75 °C/min foi entdo selecionado, pois apresenta resolucdes
maiores para D3 e 7-desacetdxi-7-oxogedunina. Nesta condigéo, a resolu¢ao de D1
cai para um valor proximo de 1,26; no entanto, como a intensidade de D1 € muito
menor que a dos demais, concluiu-se que o impacto no resultado final seria
desprezivel. A Figura 96 mostra o cromatograma na condi¢do otimizada. A curva de
calibragdo analisada foi satisfatéria. A amostra foi entdo quantificada e o resultado

esta apresentado na Tabela 37.

5.9.4 Concluséo e desdobramentos do desenvolvimento de método analitico de CG
para analise de PP

Um método analitico por cromatografia com fase gasosa foi desenvolvido com
sucesso para a analise do precipitado da extracdo de polpa de sementes de PP.
Esta ferramente pode ser utilizada para controlar a qualidade deste processo de

extracao e de todas as etapas subsequentes.
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5.10 Desenvolvimento de método para analise de SPF2 por CLAE
5.10.1 Metodologia
5.10.1.1 Planejamento Experimental

A fase movel do método de analise por CLAE foi otimizada por planejamento
de mistura. A fase movel € composta de trés solventes: acetonitrila, agua e metanol.
A fracado de cada solvente na fase movel foi determinada através de planejamentos
experimentais de mistura. Foram realizados ao todo trés planejamentos sucessivos
em diferentes intervalos de mistura dos trés solventes. Os planejamentos estédo

apresentados no Quadro 25.

Quadro 25 - Planejamentos de mistura para a otimizagdo da fase mével de CLAE.

Planejamento 1 Planejamento 2 Planejamento 3

Solvente MeCN H:0 MeOH | MeCN H.O MeOH | MeCN H.O
Proporgéo 1 25,0 25,0 50,0 20,8 45,9 33,3 29,2 35,4
Proporgéo 2 25,0 50,0 25,0 20,8 33,3 45,9 16,6 417
Proporgéo 3 50,0 25,0 25,0 33,3 33,3 33,3 22,9 41,7
Proporgéo 4 25,0 37,5 37,5 20,8 39,6 39,6 22,9 35,4
Proporgéo 5 37,5 25,0 37,5 271 33,3 39,6 16,6 35,4
Proporgéo 6 37,5 37,5 25,0 271 39,6 33,3 16,6 48
Proporgéo 7 33,3 33,3 33,3 25,0 37,5 37,5 20,8 39,6

O fluxo da fase moével utilizado foi de 1 ml/min e o volume de injecao de 5 pl,
com os sinais sendo detectados a 210 nm. Em todos os planejamentos, utilizou-se
uma solugédo de 1 mg/ml de amostra em acetonitrila. A composigao da fase movel foi

determinada no ultimo planejamento.

5.10.1.2 Quantificagcao dos tetranortriterpenoides na amostra de SPF2

A amostra SPF2 foi analisada quantitativamente utilizando-se a fase moével
otimizada, utilizando-se como referéncia uma amostra isolada de 7-desacetoxi-7-
oxogedunina com cerca de 96% de pureza. A curva foi preparada segundo o
Quadro 26.
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Quadro 26 - Curva de calibragao.

Solugéo (ug/ml) Volume de solucéao Volume do balao

(ml)

330 Solugdo-mae 10

264 4 ml da solugdo mae 5

198 3 ml da solugdo mae 5

132 2 ml da solugado mae 2

66 1 ml da solugao de 132 ug/ml 2

33 1 ml da solugdo de 58 ug/ml 2

As amostras foram quantificadas quanto aos teores de tetranortriterpenoides

e corrigidas pela pureza da referéncia estimada por DSC.

5.10.2 Resultados
5.10.2.1 Planejamento experimental

A Figura 97 mostra um cromatograma CLAE de SPF2 com fase moével
acetonitrila/agua/metanol 25:37,3:37,5. A Figura 98 mostra os graficos de superficie
de resposta de cada planejamento realizado. A Figura 99 e 100 mostram
respectivamente o grafico de Pareto e o grafico do modelo em funcéo das variaveis
do planejamento 3 (item 2.3). A Figura 101 mostra um cromatograma da amostra

SPF2 na fase moével otimizada.

Figura 97 - Cromatograma de SPF2 na fase moével 25:37,3:37,5 (acetonitrila/agua/metanol).
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Figura 98 - Graficos de superficie de resposta dos trés planejamentos realizados.

Planejamento 1 Planejamento 2

Planejamento 3

(Tappin, 2012)

Figura 99 - Grafico de Pareto do planejamento 3.

Term t Ratio Prob>|t| Estimate Std Error
{Agua-0.354)/0.126 43.08 <.0001% 1.7560568 0.040764
{Metanol-0.354)/0.126 38.92 [| <.ooo1* 1.5865568 0.040764
{Acetonitrila-0.166)/0.126 17.32 <.0001* 0.7060568 0.040764
AcetonitrilatAgua 2.99 N 0.0172% 0.5608636 0.187379
Acetonitrila*Metanol 2.19 | 0.0602 04098636 0.187379
AguakMetanol -0.91 L= 0.3904 -0.170136 0.187379

(Tappin, 2012)
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Figura 100 - Grafico do modelo em fungéo das variaveis do planejamento 3.
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Figura 101 - Cromatograma CLAE da amostra SPF2 utilizando a fase mével otimizada.
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5.10.2.2 Quantificagao dos tetranortriterpendides em SPF2

Uma ~curva de calibracdo foi analisada para quantificar os
tetranortriterpenoides. A analise da regressdao mostrou a adequagao da curva com
um coeficiente de determinagao R? de 0,9998. O maior coeficiente de variagao entre

as analises é de 1,14%. Os quatro tetranortriterpenoides presentes na amostra

foram quantificados e os teores estao apresentados na Tabela 38.
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Tabela 38: Conteudos individuais de tetranortriterpenoides em SPF2.

Tetranortriterpenoide Teor (%)
angolensato de metila 10,8
gedunina 6,7
7-desacetoxi-7-oxogedunina 19,4
6a-acetoxigedunina 20,2
Total 57,1

5.10.3 Discusséo
5.10.3.1 Desenvolvimento de método analitico por CLAE para a analise de SPF2

Para o monitoramento dos resultados das etapas de precipitagao/purificacao
de SPF2 e a coluna de fase reversa de PPTn, um método analitico por CLAE foi
desenvolvido. A estratégia adotada foi otimizar a composicao da fase movel ternaria
com um planejamento de mistura. Os solventes utilizados foram acetonitrila, agua e
metanol.

Foram realizados ao todo trés planejamentos, o Quadro 24 mostra suas
composic¢oes. O objetivo foi realizar inicialmente um planejamento com uma variagao
grande de composicdo de fase movel. Este planejamento apontou como melhor
condicao, ainda que nao ideal, a composig¢ao 25:37,5:37,5
(acetonitrila/agua/metanol) apresentada na Figura 97. E possivel observar que o 7-
desacetoxi-7-oxogedunina e a gedunina encontram-se bem resolvidos de seus picos
vizinhos, no entanto o mesmo resultado ndo é obtido para o angolensato de metila e
a 6a-acetoxigedunina. Ao analisar os resultados verificou-se que a resolugao do pico
desconhecido D1 com o angolensato de metila é a de maior dificuldade, entdo esta
resolucao foi escolhida como resposta para este planejamento e os demais
subsequentes.

O segundo planejamento utilizou uma variagdo de composi¢gdes bem menor
ao redor da composigao 25:37,5:37,5 (acetonitrila/agua/metanol). A ideia foi utilizar
composi¢des de fase movel mais proximas que pudessem indicar de forma segura a
composi¢cao onde a resolucado escolhida seria maior que 1,5. Os resultados foram
coerentes com o planejamento anterior, no entanto a maior resolugcdo atingida foi
1,4, o que levou a um terceiro planejamento.

O ultimo planejamento teve a mesma variagdo de composicao do

planejamento anterior, no entanto, esta deslocado para uma menor quantidade de
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acetonitrila. Neste planejamento foram obtidas resolugdes de até 1,7, no entanto, de
forma a encurtar o tempo de analise foi escolhida uma composicdo em que a
resolucéo estivesse em 1,5. A composi¢cao 20:41:39 (acetonitrila/agua/metanol)
apresentou esta resolugdo. A Figura 98 mostra os graficos de superficie de resposta
dos trés planejamentos. A Figura 99 mostra o grafico de Pareto deste planejamento
e a Figura 100 mostra o grafico da resposta em fungdo das variaveis. Um
cromatograma na condi¢ao otimizada esta apresentado na Figura 101.

Uma curva de calibragdo com esta fase movel foi preparada, mostrando-se
satisfatoria. Os tetranortriterpendides de SPF2 foram quantificados correspondendo

a 57,1% da amostra.

5.10.4 Conclusao e desdobramentos do desenvolvimento de método para analise de
SPF2 por CLAE

Um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
desenvolvido com sucesso para a analise da amostra de SPF2 resultante da etapa
de extracdo em fase solida. Este método é complementar ao método de
cromatografia com fase gasosa desenvolvido no item anterior. No entanto, ao
contrario do método anterior, este pode ser aplicado apenas a amostras com pureza
de tetranortriterpenoides igual ou maior a SPF2, pois a andlise de amostras mais

complexas resultaria em sinais de tetranortriterpenoides sem a resolu¢ado adequada.
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6. CONCLUSAO

Um protocolo para a certificacdo de material de referéncia para derivados de
plantas medicinais foi proposto. Este protocolo tem como base o ISO GUIA 35, o
estado da arte da calorimetria diferencial exploratoria e da ressonancia magnética
nuclear quantitativa e as limitacdes para a certificagado de substancias de referéncia
para plantas medicinais. Desta ultima se conclui que as principais dificuldades sao a
obtencado de substancias derivadas de plantas medicinais com pureza adequada e
massa suficiente. A massa minima de substancia para a certificacao foi calculada.

Foi desenvolvido, com escala aumentada, um processo de isolamento de
tetranortriterpenoides a partir de polpa de sementes de Carapa guianensis, que tem
o potencial de, futuramente, obter material suficiente para certificacdo. Nao foi
possivel obter, adequadamente e em tempo habil, um tetranortriterpenoide para
certificagcdo, devido principalmente a dificuldades relacionadas a origem do material
vegetal.

Como forma de ilustrar o protocolo, os dois tetranortriterpenoides isolados e
mais dois acidos triterpénicos foram submetidos as primeiras etapas do protocolo
proposto. Os resultados indicaram que o acido ursolico € a unica das quatro

substancias analisadas ja com pureza adequada para a certificagcao.
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ANEXO A - CALCULOS ESTATISTICOS

A1) Andlise de Variancia

Para a realizagdo de calculos da incerteza da homogeneidade e estabilidade
€ necessaria a aplicacdo de analise de variancia, a seguir serdo apresentado
resumidamente os calculos basicos. A Analise de Variancia € uma técnica estatistica
utilizada para comparar diversos grupos de resultados simultaneamente buscando

determinar se ha uma diferenca significativa entre eles.

A1.1) Analise de Variancia simples
Van der Veen(ref) descreveu o calculo para a analise de variancia com as

seguintes expressdes. Para uma quantidade a de grupos e n replicatas de cada

grupo:

Onde

Y, (2)

Onde 7y é a grande média, a 0 numero de grupos e n 0 numero de elementos em

cada grupo.

SSinIm:Z Z (y(/_yi>2 (3)
i=1 j=1
Onde SS.... € a soma dos quadrados intragrupo.

SSemre:Z nz(j/_):/) 2 (4)
i=1

Onde SS.... € a soma dos quadrados entre grupos.
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SSinlru
=0 — (9

intra”_ g

Zni_a

i=1

MS

Onde MS.... € a média dos quadrados intragrupo.

SS(‘HZFC
=—— (6)

MS
a—1

entre

Onde MS.... € a média dos quadrados entre grupos.

O resultado da analise de variancia é obtido através do calculo da estatistica F:

MS, .
F — entre (7)
MS

intra

O valor de F é comparado a uma tabela de valores criticos. Se o valor

calculado for maior que o valor tabelado para a confianga desejada e o numero de

graus de liberdade correspondente, o resultado é dito significativo e ha uma

diferenga entre os grupos. Caso contrario ndo ha diferenca significativa entre os

grupos.

A1.2) Andlise de Variancia em dois niveis “nested”.

Em algumas situagcbes de comparagao de resultados ha além de grupos

subgrupos, o que fornece um novo nivel de comparacgao de resultados. Levando isso

em consideracao as expressoes (1) a (4) séo reescritas para acomodar o0 novo nivel,

sendo a 0 numero de grupos, b 0 numero de subgrupos e n o numero de replicatas

de cada subgrupo:

a /J[

S =2 2 2 (3,—7)7 (8)

i=1 j=1k=1
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a b n

SSintm:Z Z Z (yjjk_f3)2 (10)

i—1 j=1k=1

Onde 7y, ¢é amédia do subgrupo.

42 (12)

2
&
n
S

[l
M-
\N;
o |

|

|

Onde SS,., é a soma dos quadrados do subgrupos (B) nos grupos (A) e
v, € amédia do grupo (A). De forma similar a (5) e (6) a média dos quadrados

€ calculada:

_ entre ( 1 4)

entre ™ a—1

SS
MSBCA: oA

(15)

a

z b—a
i=1

O resultado da analise de variancia é obtido através do calculo da estatistica F

para cada nivel:

MS("U re
P (18)

intra
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MS.,,..
entre (17)

F =
5 MS

intra

Novamente os valores de F sdo comparados a uma tabela de valores criticos.
Se os valores calculados forem maiores que os valores tabelados para a confianga
desejada e o numero de graus de liberdade correspondente, o resultado € dito
significativo e ha uma diferenga entre os grupos. Caso contrario ndo ha diferenca

significativa entre os grupos.

A2) Regressao linear (analise de tendéncia)

A regressédo linear € uma técnica estatistica comum que € utilizada para
modelar duas ou mais variaveis dependentes por variaveis independentes. Em
certificacdo de material de referencia é utilizado para a analise de tendéncia do
teste de homogeneidade e estabilidade. Abaixo sdo apresentadas as expressdes

basicas para regressao linear simples, que segue o seguinte modelo.
Y=p+p, X+e (18)

Onde p, é o coeficiente linear e B, o coeficiente angular da reta e € o erro aleatério.

[ € By sao calculados pelas seguintes expressoes:

n

Z (Xi_)_()<Yi_Y)
b, =" (19)

b=V —b X (20)

Onde X é a variavel independente, Y a variavel dependente, » o numero de
pares de dados, X e Y s&o as médias de X e de Y respectivamente. Os desvios

padrdes de b, e b, podem ser calculados:
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s(b,)= : (20)
\ (Xi_)_()z
i=1
Onde
(Y[_bo_lei)z
2=l 21
s — (21)

Onde a expressao (21) se refere ao desvio padrao da regressao.

A variancia de b, € calculada por:

Para se testar a significancia de b, o valor de um fator t correspondente a su;
pode ser comparado ao valor critico com n-2 graus de liberdade e uma

confianga adequada. Outra forma é realizar uma analise de variancia de forma

similar ao descrito acima:

Tabela A1: Analise de varidncia da regresséo.

Fonte da Variancia. Graus de Soma dos Quadrados médios F
liberdade quadrados
RegreSSéO 1 . 5 S MS regressao MSrevressdo
> (7-7): I
i=1 S
Residuos n-2 i ( N ) ,_ 5SS
Y,—-Y)? 7=
P (n —2)
Total, corrigido n-1 " _
para Y (Y i~y )2

A estatistica F resultante pode ser testada para significancia em uma tabela F.

Caso seja significativa b, é significativo.
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ANEXO B — CALCULO DE INCERTEZA DE METODOS ANALITICOS.
B1) Introdugao

Uma parte essencial da certificacdo de materiais de referéncia é a
determinacao da incerteza associada ao seu uso. Esta incerteza € derivada, entre
outras fontes, da incerteza da medicdo da propriedade do MRC. Neste anexo é
apresentado um exemplo de determinagdao de incerteza retirado do Quantitying
Uncertainty in Analytical Measurement da Eurachem (ref) para ilustrar o processo.
Estdo primeiramente reapresentadas as expressoes (1) e (2) do calculo da incerteza

combinada para referéncia. Em seguida, o exemplo.

B2) Exemplo de calculo de incerteza.

=[x, [y o

med ) ) 11]2 (1)

u med = \/

Onde u... € a incerteza combinada da medicao, x, sao as fontes de incerteza,

u

u('xl\’) u(xz] u[x3)

2+ 2+

X

1 2 3

(2)

u(x,) € aincerteza de x,.

A expressdo (1) é utilizada quando o modelo inclui apenas somas ou
subtracdes e a expressdo (2) quando o modelo inclui apenas multiplicacbes ou
divisdes. Em caso de um modelo misto, 0 modelo pode ser dividido em partes que
podem ser calculadas por (1) ou (2).

Exemplo de determinacdo da incerteza: Preparagdo de uma solugéo padrao
de hidroxido de sédio contra hidrogenoftalato de potassio (KHP).

A expressdo matematica que define a concentragao é:

1000-m g);p- P

Nu()H: M VT (3)

KHP

KHP'

Onde Cn.on € a concentracdo de NaOH, m«ur € a massa de KHP pesada, Pxur
€ a pureza do KHP de referéncia como fracdo de massa, Mkwr € a massa molar do

KHP e - é o volume de solugdo de NaOH utilizado.
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Para facilitar a anélise é preparado um grafico de causa e efeito para melhor

evidenciar as fontes de incerteza.

Figura B1 - Exemplo de grafico de causa e efeito.

P(KHP) m(KHP)

> c(NaOH)

V(T) M(KHP)

Como vemos na Figura B1, o grafico € montado da seguinte forma: uma seta
horizontal representa a medida que esta sendo realizada. Sobre ela incidem setas
menores ou ramos que representam cada componente principal da expresséo (3).
Em seguida, sob cada ramo, incidem outros ramos que levam em conta as fontes de

incerteza de cada (Figura B2).

Figura B2 - Exemplo de grafico de causa e efeito detalhado.

P(K,HP) m(K\HP) calibration
II\".\ calillir::mon I‘I".\I \T‘*MLW
\ Eefﬁu/ylly —)'-I\.I\ I'-.‘ "'\II-( linearity
‘II\'-. linearity )-4 \\‘7‘ m(gross)
“ m(tare )-\‘
» c(NaOH
, 4 g eaon)
V(T * calibration—>/
end-point—3=/ /
/ temperature— /
m(KHP)— )-,' end-point =/ ,"'f
repeatability bad  V(T) M(KHP)

A incerteza é calculada pela combinagcdo das incertezas de todas as fontes
discriminadas no grafico de causa e efeito. Segue o detalhamento das fontes de
incerteza deste exemplo.

* Massa de KHP: a incerteza da pesagem € determinada pelo certificado de

calibragdo da balanca. Como vemos no grafico da Figura B2, ha duas
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principais fontes de incerteza para a pesagem do KHP: a tara do frasco e a
pesagem do KHP. Sob as duas incidem as fontes de incerteza de pesagem
que sao a repetitividade e a incerteza da calibragdo da balanca. Sob esta
ultima ainda incidem as incertezas da linearidade e da sensibilidade (erro
sistematico). Uma vez que a pesagem foi feita por diferenga, esta ultima é
cortada restando apenas a incerteza da calibracdo. A incerteza de
repetitividade foi colocada sob uma nova seta que engloba toda a incerteza da
metodologia tornando o calculo mais simples. O certificado de calibragcdo da
balanga indica a incerteza de linearidade é de 10,15 mg. Neste caso, o
fabricante da balangca recomenda utilizar distribuicdo retangular® para

converter a incerteza da linearidade em incerteza padrao da seguinte forma:

0.15
>—=0.09mg
V3 (4)

Como foram realizadas duas pesagens, uma para a tara e outra para a
massa do KHP, este valor de incerteza padrao é multiplicado por 2. Assim,

utilizando (1) a incerteza da pesagem sera:

u(mKHP)Z\/2-(0,O92]

| ()

ulmKHP|)=0,13 mg (6)

Pureza do KHP: a pureza do KHP é apresentada com estando estre os limites
de 99,95% e 100,05% ou 1,0000 £ 0,0005. Como nao ha mais informagdes
sobre a distribuicdo da incerteza entdo sera assumida a incerteza retangular®.

Assim como em (4), a incerteza padréo é:

0,0005 =0,00029
V3 (7)

Massa molar de KHP: a féormula molecular do KHP é CsHsO4K. A IUPAC

divulga, bienalmente, a incerteza das medicbes de massa de todos os
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elementos da tabela periddica. Assim, a incerteza da massa molecular do
KHP é derivada das incertezas dos elementos que o compdem. As massas
atbmicas e as incertezas de cada elemento do sal estdo apresentadas na
Tabela B1, atualizadas para a ultima versdo da IUPAC (Eurachen/CITAC,
2000).

Tabela B1 - Massas atdbmicas e incertezas dos elementos de KHP.

Elemento Massa atbémica Incerteza indicada Incerteza padréao
C 12.0106 +0,0010 + 0,00058
H 1,00798 + 0,00014 1 0,000081
(0] 15,99940 + 0,00037 1 0,000214
K 39,0983 10,0001 + 0,00006

Os valores de incerteza publicados pela IUPAC apresentam uma distribuicéo
retangular e, por isso, os valores da incerteza padrao foram calculados como
em (4). A incerteza da soma de cada elemento é calculada multiplicando a
incerteza padrao de cada uma pelo numero de atomos de cada elemento
presentes em KHP. Assim, as incertezas dos elementos estdo apresentadas
na Tabela B2.

Tabela B2 - Calculo das incertezas total de cada elemento.

Elemento Calculo Resultado Incerteza padréo
C 8 x12.0106 96,0848 + 0,00464
H 5x 1,00798 5,03990 + 0,000405
O 4 x 15,99940 63,99760 + 0,000856
K 1 x 39,0983 39,0983 + 0,00006

Assim, o calculo da incerteza da massa molecular é:

1| M 0| =7/0,004642+0,000405% +0,0008562 +0,00006*=0,00474 gmol '

(8)

Volume de solugéo utilizado: as fontes de incerteza do volume de solugéo
utilizado s&o: repetitividade do uso, temperatura, calibragao e erro sistematico
do ponto final de calibragdo. Tal como para a pesagem, a repetitividade é
avaliada em uma seta separada. A incerteza derivada da falta de controle da

temperatura é calculada utilizando-se o coeficiente de expansado da agua
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(2,1x10* °C™), levando-se em consideragdo uma variagdo de + 3 °C.

—4
—19'2’11 '9160 3 0,006ml
g (9)

Neste calculo foi considerada uma distribuicdo normal.
O fabricante informa que o limite de exatidao da calibracdo da bureta é de + 0,03 ml.

Neste caso € assumida uma distribui¢do triangular (ver sessao 5B):

0,03 _ 0,006 m!
V6

(10)

Como neste exemplo foi utilizado um equipamento para a titulagao, esta foi realizada
sob uma camada de argénio. Ndo ha, portanto, indicagdo de que possa ocorrer
um erro sistematico de deteccdo devido a carbonatacdo da solucdo. Desta

forma, o erro foi considerado desprezivel.

Repetitividade: a incerteza derivada das operacgdes realizadas no experimento sao
agrupadas na seta da repetitividade; é utilizada a medida de repetitividade
determinada experimentalmente a partir dos estudos de validacdo do método
analitico.

A Tabela B3 mostra os valores de cada fonte de incerteza desta medig¢ao e suas
respectivas incertezas. Baseada na expressao (3), a expressao (11) é utilizada

para o calculo:

U, ( C vaon ]

C =40,00052+0,000332+0,000292+0,0000232+0,00070*>=0,00097

NaOH (11)

-0,00097=0,00010

”c( CNuOH) =C vaon

(12)
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Tabela B3 — Fontes de incerteza e seus respectivos valores.

Fonte de Incerteza Valor Incerteza u(x,)  Incerteza relativa u(x,)/x,
Repetitividade 1,0 0,0005* 0,0005
Massa de KHP 0,3888 g 0,00013 g 0,00033
Pureza de KHP 1,0 0,00029 0,00029
Massa molar de KHP 204,2206 g mol™ 0,00474 g mol’ 0,000023
Volume de NaOH 18,65 ml 0,013 mi 0,0007

*Valor obtido dos estudos de validagao.

Uma vez estabelecida a incerteza da medicdo, esta sera utilizada para
expressar o resultado. Para tanto, o valor da incerteza € multiplicado por um fator de
abrangéncia obtendo-se como resultado a incerteza expandida “k”, o resultado final
sera expresso junto com um intervalo de +1 e -1 a incerteza expandida, no qual o
resultado real se encontra com uma determinada confianga. A escolha do fator &
leva em consideragao o nivel de confianga requerido, a distribuicdo do resultado e o
numero de graus de liberdade. Na maioria dos casos € assumida a distribuicdo
normal, k=2 é utilizado para 95% de confianga. No caso de poucos graus de
liberdade, a distribuicao de ¢ de Student é recomendada. Neste caso, o valor de &

depende do numero de graus de liberdade (Eurachem/CITAC, 2000).

B3) Caélculo da incerteza pela técnica de Calorimetria Diferencial Exploratéria.

A calorimetria diferencial exploratéria (CDE) foi apresentada no Capitulo 3.
Nesta secdo sera apresentado o calculo da incerteza desta técnica proposto por
Gao e colaboradores (2011). Os autores identificam as seguintes fontes de incerteza
para a técnica: medicdo da entalpia, massa molecular do analito, fracdo fundida,
determinagao da temperatura de fusao, determinacéo da depressao de temperatura
de fusdo, pesagem e outras variaveis que afetam a determinagcdo da pureza
(expressas como f).

Estas fontes sdo baseadas na expressao abaixo.

_OMFAT
mRT, (13)

2

Onde x,* é a fragdo molar da impureza, QO € a entalpia da medi¢do, M é a massa

molecular, F a fragéo fundida, 47 é a depressao da temperatura de fuséo, m é a



233

massa pesada da amostra, R € a constante dos gases e T, a temperatura de

fusdo. A expresséao da incerteza é a que segue:

u, O]
0

u M)
M

u,|F)
F

u,AT|
AT

o ol
c TO

2+ 2+ 2 2

2
u =
X3

u,(m\)
[& 2+

m

uc‘f‘)z
7 g
A incerteza da entalpia é calculada a partir da incerteza do indio padréo utilizado
para a calibragdo do equipamento. A incerteza da massa molecular é calculada a
partir das incertezas dos elementos divulgada pela IUPAC. A incerteza de F é
calculada a partir da incerteza da correcéo linear de F. As incertezas da
temperatura sdo calculadas a partir da incerteza do indio padrdo, da
repetitividade da medida e do erro de T,. A incerteza da massa é calculada a
partir da incerteza da balanca e da repetitividade da pesagem. A incerteza dos
fatores adicionais € calculada a partir do erro do software e da variabilidade dos

resultados. A Figura B3 apresenta o diagrama de causa e efeito desta técnica.

Figura B3 - Diagrama de causa e efeitoda incerteza da analise por CDE.

equipment

factor repeatability calibration calibration
m
—q—e-[—]-_q—}[—]—’r-}ﬁ— \ = .\LI.L\IILJ.\.J.LJ.
permissible deviation permissible deviation
for weighing for weighing
|
Mg pycible “\ My
) |
P
1 1
Q—x
linear calibration AH calibration F calibration calibration T calibration
fitting

B4) Calculo da incerteza para a técnica de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio quantitativa (RMNHQ).
A Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ja foi apresentada no Capitulo
3. Al-Deen e colaboradores (2004) apresentaram o calculo de incerteza que

segue apontando a seguintes fontes de incerteza: massa molecular do analito,
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massa molecular da referéncia, incerteza da pesagem, area dos sinais do analito
e da referéncia e pureza da referéncia. Estas fontes de incerteza estado

baseadas na expressao abaixo:

_ ]analitu mre_f'pref Manaliru
analito ™~ I m
ref

analito P analito Mref (1 5)

Onde P, € a pureza do analito, ..« € a area do analito, m,r € a massa da

p

referéncia, elic & o numero de nucleos no sinal do analito, M.,.... € @ massa

molecular no analito, 1., & a area da referéncia, ma.ui» € @ massa do analito,
€ 0 numero de nucleos no sinal da referéncia e M,, € a massa molecular da
referéncia. A incerteza é calculada pela seguinte expressao.

2 u 2 M uP

U, J1= rnrqf' 24 M 11
m M o ’ M o Pres

analito |, + ref

2+

2 I J1= Ianalim
m

Loy

analito analito

(15)

As incertezas das massas moleculares sao calculadas a partir da incerteza dos
elementos divulgada pela IUPAC. A incerteza da pesagem ¢é baseada na
incerteza da calibracdo da balanca. A incerteza das areas dos sinais é calculada
a partir da repetitividade destes sinais com o calculo do desvio padréo e erro
padrao. A incerteza da referéncia € calculada a partir dos certificados da mesma.
O calculo da incerteza apresentado em (15) € um pouco diferente pois as fontes
de incerteza nao sao todas independentes entre si; assim, fontes similares foram
agrupadas em uma unica expressao. A Figura B4 mostra o diagrama de causa

e efeito da analise por RMNHq.
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Figura B4 - Diagrama de causa e efeito da incerteza da analise de RMNHgq.
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BS5) Tipos de incerteza

O documento da Eurachem Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement
define dois tipos de avaliagdo de incerteza: tipo A e tipo B. As incertezas do tipo A
sao aquelas avaliadas por anadlise estatistica, enquanto as do tipo B sdo aquelas
avaliadas por outros meios. Um exemplo foi apresentado por Kim e colaboradores ao
certificar uma amostra de ginsenosideo Rg1. Ao calcular a incerteza das impurezas
organicas os autores utilizaram CLAE acoplado a detector de AFD e detector de
DAC. Apesar do segundo detector ser considerado como universal, sua resposta
varia durante a corrida ao utilizar gradiente. Por outro lado, as respostas de
diferentes substancias variam significativamente no uso do DAD. Para compensar as
diferencas entre as duas técnicas os autores calcularam a diferenca da fracdo de
ginsenosideo Rg1 entre os dois detectores e consideraram esse valor como
incerteza. Este valor foi escolhido por uma avaliagdo nao estatistica, portanto é
incerteza de tipo B.

Os tipos de incerteza estdo ligados ao tipo de distribuicdo que consideram que
tenham. Trés tipos de distribuigdo sdo normalmente utilizados em calculo de
incerteza: retangular, triangular e normal. A distribuicdo retangular € denominada
assim porque, dentro do seu intervalo, a probabilidade de acontecer um resultado é

constante.
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Figura B5 - Distribuicao retangular.

Ja(= za)

12a

X
A Figura B5 apresenta uma representacédo da distribuigdo retangular. Para
uma incerteza « com meédia X a probabilidade de ocorrer um resultado € igual no
intervalo ¥ *22 _ Este tipo de distribuicdo ¢ utilizada quando n3o se tem

conhecimento da distribuicido dos dados. Para o calculo da incerteza padrdo a

incerteza é divida por V3 .
A distribuicao triangular, por outro lado, favorece a ocorréncia de resultados

mais proximos da média.

Figura B6 - Distribuicao triangular.

a(=+a)

A
Y

l/a

X
A Figura B6 apresenta uma representagao da distribuigao triangular. Para

uma incerteza a com média X, a probabilidade de ocorrer um resultado no intervalo

X *+2a é maior préximo da média e menor nas extremidades do intervalo. Esta
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distribuicao € utilizada quando se tem a percepgao de que a distribuicdo dos dados

nao € homogénea mas nao se comprovou a normalidade. Para o calculo da

incerteza padrao divide-se a incerteza por V6

Tanto a distribuicdo retangular quanto a triangular sao utilizadas em incertezas do
tipo B.

A distribuicdo normal € aquela normalmente utilizada em avaliagdes estatisticas
quando se conhece que a distribuicdo dos dados é normal (Figura B7). Nesta
distribui¢cdo a incerteza € o desvio padrao e a incerteza padrao € o erro padréo. Esta

distribuicdo € utilizada em incertezas do tipo A.

Figura B7 - Distribuicdo normal.
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