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RESUMO

Spilanthes acmella (L.) Murray (Asteraceae) € uma planta nativa da América do Sul
conhecida popularmente como jambu. Esta planta € usada como condimento em pratos
tipicos da Regido Norte como o tacaca e o pato no tucupi e tem aplicagdo na medicina
tradicional para tratar dor de dente, estomatite e doencas da garganta. Além disso,
véarias propriedades terapéuticas foram relatadas para S. acmella tais como antiviral,
antibacteriana, anti-séptica, diurética, antiinflamatéria e cicatrizante. Espilantol é o
constituinte majoritario das flores desta espécie, o qual estd associado a vérias
atividades biolégicas: analgésica, larvicida, inseticida, antimicrobiana, fungicida, etc.
Atualmente, extratos de jambu e o espilantol sdo usados como ingredientes para
cosmético antienvelhecimento. Diante do exposto, este trabalho relata o
desenvolvimento de um método analitico por CLAE-DAD para determinagdo de
espilantol em amostras de S. acmella. Neste estudo foram utilizadas amostras dos
acessos de S. acmella (planta inteira fresca e suas partes: folhas, caules e
inflorescéncias frescas e secas) cultivadas e coletadas no Campus Rural da UFS. As
condicBes de analise utilizando o sistema CLAE-DAD Shimadzu LC 20A Prominence
foram: coluna analitica C18 Luna® (250 mm x 4,6mm, 5 pm) Phenomenex; eluigéo
gradiente no modo reverso, utilizando como fase movel MeOH(B): H,O(A): 85% (A) por
6 min., 85-100% (A) por 1 min., 100% (A) por 5 min.; 100-85% (A) por 1 min.; 85% (A)
por 10 min; vazédo 1,0 mL/min; volume de injecdo 25 uL e os cromatogramas obtidos
em A=230 nm. Espilantol foi usado como padrao de referéncia (t.=5,1 min). O método
foi validado conforme RE n° 899/03 (ANVISA). A linearidade foi determinada pela curva
de padrdo externo (r?=0,9997) e por adicdo de padrdo (r’=0,9995). O limite de
guantificacdo e de deteccdo foram 0,7 e 0,1 pg/mL, respectivamente. A repetibilidade
apresentou coeficientes de variacdo (CV%) entre 0,21 a 2,85% e a exatiddo, expressa
como percentual de recuperacéao, variou de 100,2 a 103,3%. O método foi aplicado em
41 amostras de S. acmella incluindo amostras oriundas de melhoramento genético. As
amostras da flores seca e do acesso J-05 apresentaram o maior teor de espilantol
(101,2 pg/mL e 120,5 pg/mL, respectivamente). Esse trabalho apresenta uma
contribuicdo ao controle de qualidade de extratos de S. acmella.

Palavras-chave: Asteraceae, Spilanthes acmella, espilantol, CLAE-DAD.



ABSTRACT

Spilanthes Acmella (L.) Murray (Asteraceae) is native to South America, popularly
known as jambu. This plant is used in Northern Region of Brazil as a condiment in
typical dishes such as “tacaca” and “pato no tucupi” and has application in traditional
medicine to treat toothache, stomatitis and throat diseases. Furthermore, several
therapeutic properties have been reported for S. acmella such as antiviral, antibacterial,
antiseptic, diuretic, anti-inflammatory and healing agent. Spilanthol is the major
constituent from flowers of this species, which is associated with several biological
activities: analgesic, larvicide, insecticide, antibacterial, antifungal, etc. Currently,
extracts of jambu and spilanthol are also used as ingredients for cosmetic anti-aging.
Given the above, this work reports the development of a HPLC-DAD method for
determination of spilanthol in samples of S. acmella. This study used samples from
accessions of S. acmella (fresh whole plant and its parts: leaves, stems and flowers,
fresh and dried) cultivated and collected in the Rural Campus-UFS. The conditions for
analysis using HPLC-DAD system Shimadzu LC 20A Prominence were: analytical
column Luna ® C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um) Phenomenex, gradient elution using as
mobile phase MeOH (B): H20 (A): 85% (A) for 6 min., 85-100% (A) for 1 min., 100% (A)
for 5 min.; 100-85% (A) for 1 min.; 85% (A) for 10 min; flow rate 1.0 mL/min, injection
volume 20 pL and the chromatograms obtained at A=230 nm. Spilanthol was used as a
reference standard (tr=5.1 min). The method was validated according to RE 899/03
(ANVISA). Linearity was determined by external standard calibration curve (r>=0.9997)
and by the standard addition method (r’=0.9995). The limit of quantification and
detection were 0.7 and 0.1 pg/mL, respectively. The repeatability showed coefficients of
variation (CV, %) between 0.21 to 2.85% and the accuracy, expressed as a recovery
percentage ranged from 100.2 to 103.3%. The method was applied in 41 samples of S.
acmella including samples from genetic improvement. Samples of dried flowers and
accession J-05 had the highest content of spilanthol (101.2 pg/mL and 120.5 pg/mL,
respectively). Therefore, this work presents a contribution to the quality control of

extracts of S. acmella.
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1. Introducéo

As plantas fazem parte da vida do homem desde seus primérdios como
fonte de alimentos, de materiais para vestuario, habitacdo, utilidades
domésticas, defesa e ataque, na producdo de meios de transporte, como
utensilios para manifestacfes religiosas e como meio restaurador da saude.
Nos dias atuais representam uma das alternativas entre as diversas fontes de
insumos necessarios a existéncia da sociedade, tendo como principal
vantagem o fato de ser uma fonte renovavel e, em grande parte, controlavel

pelo homem.*

A Organizacdo Mundial de Salde (OMS)? define planta medicinal como
“todo e qualquer vegetal que possui em um ou mais Orgaos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos”. Assim, planta medicinal € aquela que contém um ou

mais de um principio ativo, que lhe confere atividade terapéutica.’

As plantas medicinais apresentam diversas vias metabdlicas
secundarias que levam a formacdo de compostos, cuja distribuicéo € restrita a
algumas familias, géneros ou mesmo espécies,* como exemplo, os alcaléides
inddlicos monoterpénicos (1) que sdo encontrados em espécies das familias
Apocynaceae, Rubiaceae e Loganiaceae e as saponinas triterpénicas (2) que
sdo encontradas principalmente nas familias Sapindaceae, Hippocastanaceae

e Araliaceae’.
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Figura 1: Estrutura da Olivacina



Figura 2: Estrutura do acido 3-O-3-D-glucopiranosideo-quinévio.

O conjunto dos metabdlitos secundarios nas plantas é resultado do
balanco entre a formacdo e eliminacdo desses compostos durante o
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crescimento da planta, sendo que esse equilibrio é influenciado por fatores
genéticos e ambientais tais como luz, temperatura, tipo de solo, agua, além de
outras variaveis® (FIGURA 3). Esses e outros fatores, tais como coleta,
estabilizacdo e estocagem, podem ter grande influéncia na qualidade da

matéria-prima para os diversos usos.*
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Figura 3: Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos

secundarios em plantas. (Gobbo-Neto et al, 2007)



Como exemplo, podemos citar as folhas de Digitalis obscura que
apresentam menores concentracfes de cardenolideos, como o lanatosideo A
(4), na primavera e uma fase de rapido acumulo no verdo, seguida por uma
fase de decréscimo no outono. Outro caso que pode ser citado é sobre as
concentragdes de hipericina (5) na erva de Sao Joao (Hypericum perforatum)
utilizada no tratamento de depressdes leves a moderadas cuja concentragao

aumenta de 100 ppm no inverno para mais de 3000 ppm no verdo.*
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Figura 5: Estrutura da Hipericina.



Atualmente, grande parte da comercializacdo de plantas medicinais &
feita principalmente em feiras livres, onde preparagfes vegetais ndo possuem
certificado e sé&o produzidas a partir de plantas cultivadas, o que descaracteriza
a medicina tradicional que utiliza quase sempre, plantas de flora nativa.® No
caso da comercializacado popular, muitos cuidados sao relevantes, tais como
identificacdo correta da planta (identificagbes erroneas pelo comerciante e/ou
pelo fornecedor sdo comuns), evitar possibilidades de adulteragdo (em
extratos, capsulas com p6 da espécie vegetal), interacdes entre plantas
medicinais, efeitos de superdosagens, reacdes alérgicas ou téxicas.®

Considerando que 80% da populagdo mundial consumem produtos de
origem vegetal’ e o crescente desenvolvimento de fitoterapicos em nivel
industrial, a aplicagcdo de normas sobre a sua elaboracdo faz-se importante.
Além disso, a regulamentacdo e oficializacdo do desenvolvimento e uso de
fitoterapicos contrapde a crenga culturalmente fixada de que “o que é natural

ndo possui efeitos colaterais™®

. Tal afirmacdo é enganosa e remete a inumeros
riscos a saude da populagdo, pois, estudos demonstram que as plantas
medicinais possuem efeitos indesejaveis e muitas vezes toxicos remetendo a

conscientizacdo do seu bom uso, seguindo aspectos também legislativos.®

A utilizacdo dos principios ativos ou extratos de plantas ndo se restringe
a area dos fitoterapicos. Atualmente ha outros dois setores que apresentam
consideravel destaque: alimentacdo e cosmético.”® Na area da alimentacéo,
estuda-se a utilizacdo das plantas para a saude humana, de modo a investigar
0s componentes das plantas e dos alimentos, isolando-se 0s seus compostos
bioativos, que formam um conjunto de substancias capazes de prevenir e tratar
o organismo humano de diversas enfermidades, como: cancer, diabetes e
doencas cardiovasculares. Na area dos cosméticos, grandes empresas vém
investindo em produtos como sabonetes, xampus, condicionadores, sais e
Oleos de banho tendo como matérias-primas ervas vegetais, 6leos essenciais,

entre outros insumos™.



1.1 Controle de qualidade de plantas medicinais

O controle de qualidade é definido como um conjunto de critérios que
caracterizam a matéria-prima para o uso ao qual se destina com bases
cientificas e técnicas. Os produtos de origem vegetal, utilizados em
fitoterdpicos, cosméticos dentre outros, necessitam do controle de qualidade de
suas matérias-primas, ou seja, dos seus extratos vegetais, contribuindo para a

sua eficacia, seguranca e qualidade."

A falta de padronizacdo das informacdes referentes a composicdo dos
produtos a base de plantas indica um alto nivel de descaso da maioria das
industrias com relacao as determinagdes da ANVISA, o que gera davidas sobre
a autenticidade das informacdes contidas nas embalagens,® pois sem a
padronizacdo dos extratos, o produto perde qualidade e a industria ndo pode
garantir a eficacia apregoada, ja que desconhece a concentracdo do produto a

venda.*

Na andlise das matérias-primas os problemas mais frequentes séo as
adulteracoes, a ndo uniformidade da composi¢cao quimica e as contaminacdes
com agentes diversos, oriundos de coletas e/ou armazenamento em locais
inadequados, como por exemplo, os vegetais provenientes de regifes onde

sdo aplicados agrotoxicos.™

O uso de extratos padronizados em grupos
especificos de principios ativos visando garantir a homogeneidade quimica do
produto, pode contribuir para melhoria da qualidade das matérias-primas
vegetais. Inicialmente a planta a ser investigada deve ser classificada com
muito cuidado para ndo ser agregada a outras espécies diferentes.”® Na
preparagdo dos seus extratos, deve estar fresca ou completamente seca, que
pode ser procedida logo apds a coleta em estufas ou a temperatura ambiente
para evitar a proliferacdo de fungos, para definir com melhor exatiddo o
rendimento tanto da massa bruta como dos constituintes quimicos. Na
obtencdo dos extratos a escolha do solvente é de fundamental importancia
para evitar possiveis contamina¢des sendo que esse mesmo solvente também

podera ser utilizado como eluente em uma separacédo cromatografica."’



Convencionalmente, um dos primeiros e imprescindiveis passos para o
controle de qualidade é a verificagdo da autenticidade da matéria-prima
vegetal, que pode ser feita por meio da identificacdo botanica e de métodos
quimicos, baseados na presenca de substancias que possuam relacdo com a
atividade terapéutica e com a identificacdo das espécies, os chamados
marcadores quimicos.” Esses marcadores sdo usados como padrdes de
referéncia e sdo quimicamente analisados na identificagcdo e na quantificacao
dos diferentes tipos de amostras de origem vegetal. Muitas vezes, porém,
esses padres ndo sado disponiveis comercialmente e assim, torna-se
necessario utilizar procedimentos de purificacdo, isolamento e caracterizacédo,*
isso constitui uma tarefa bastante complexa, tendo em vista que as plantas
medicinais rednem inumeras substancias biologicamente ativas. Assim, a
qualidade dos extratos vegetais pode ser verificada utilizando-se
procedimentos de analises quimicas indicados em Farmacopéias Nacionais e
Internacionais, e monografias elaboradas por oOrgdos reconhecidos
internacionalmente, como os publicados pela Organizacdo Mundial de Saude,

Unido Européia, dentre outros.?

As informacbes técnicas disponiveis ainda sao insuficientes para a
maioria das plantas medicinais, para garantir a necessaria qualidade, eficacia e
seguranca no uso. Contudo, a domesticacdo, os estudos biotecnologicos e o
melhoramento genético podem oferecer vantagens, uma vez que torna possivel
obter uniformidade e material de qualidade que sdo fundamentais para a

eficacia e seguranca.’

1.2 Melhoramento genético em plantas medicinais

A identificacdo de metabdlitos vegetais de interesse terapéutico continua
sendo uma area de grande importancia para a saude humana. O
melhoramento de plantas pode contribuir para o aumento significativo da

producdo desses metabdlitos que normalmente € produzida em baixas

guantidades.*

Por melhoramento genético de plantas medicinais subentende-se

interagir os gendtipos da espécie em estudo a fim de obter, em mesmo local de



cultivo, aumento de massa seca e/ou fresca ou, ainda, aumento do teor de
principios ativos em determinado 6rgdo vegetal; de modo que estas
caracteristicas sejam mantidas na geracao seguinte, permitindo obter ganhos
adicionais nas geraces subsequentes.” Sendo seu objetivo principal a
produtividade expressa pelos caracteres quantitativos envolvendo, geralmente,
o teor de principios ativos que sao especificos para determinados tipos de
plantas. Porém, esse ndo é um trabalho facil e um dos principais complicadores
desta atividade é a interagcdo gendtipo versus ambiente, sendo portanto
necessario considerar alguns aspectos como 0s recursos disponiveis, bem
como o conhecimento prévio do sistema reprodutivo e da variabilidade genética

das espécies consideradas.”"*

As perspectivas do melhoramento genético de plantas medicinais
relacionam-se a obtencdo de germoplasma competitivo para diversas regioes
do pais; selecédo de cultivares de plantas adaptadas as condi¢bes de cultivo;
eleicio de novas espécies que servirdo como fonte de compostos
biologicamente ativos, visando atender ao crescente aumento das doencas
infecto-contagiosas resistentes a terapéuticas usuais; aprimoramento da
producéo de fitoterapicos para o mercado interno e externo, a fim de suprir
necessidades de consumo, surgindo, como tendéncia, a substituicdo da

importagdo pela exportacéo e independéncia econémica para o pais.?

1.3 Aplicacao de técnicas no controle de qualidade de plantas medicinais

A exigéncia cada vez maior na obtencdo de produtos de origem vegetal
com qualidade requer o emprego de técnicas analiticas seletivas e eficientes,
gue possibilitem com seguranca a identificacdo e quantificacdo de diferentes
classes de compostos.*

A obtencéo do perfil metabdlico de extratos brutos ndo € uma tarefa facil
de ser realizada em razéo da diversidade de estruturas quimicas presentes na
plantas.* Porém, o avancgo tecnoldgico de técnicas analiticas, sobretudo das
técnicas hifenadas, proporciona um papel importante na elucidacdo de
composic¢des quimicas complexas dos produtos de origem vegetal, com niveis

de sensibilidade e seletividade impensaveis até poucos anos atras.®



A hifenacdo de um método eficiente de separacdo com detector
espectrométrico constitui a principal ferramenta utilizada no estudo de plantas
medicinais, onde a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida ocupam
posicdes de destaque entre os métodos de separacdo. Para compostos que
apresentam grupos cromoéforos, o detector de arranjo de diodos (DAD) é
normalmente empregado; caso contrario, a deteccdo é feita pelo detector de
massas, por causa do grande numero de informacdes geradas. No estudo de
plantas medicinais, na maioria das vezes, torna-se necessario o uso de
técnicas complementares para a identificacdo dos componentes ativos, como a

Ressonancia magnética nuclear (RMN).**%

1.3.1 Extrac&do em Fase Solida (EFS)

A Extracdo em fase solida é uma das ferramentas mais empregadas
para extracdo e/ou pré-concentracdo de analitos presentes em matrizes
complexas.”® Apesar do surgimento de técnicas modernas de separagdo, onde
se pode obter alta seletividade e sensibilidade, em termos de deteccéo, para
um dado analito, presente em matrizes complexas o preparo de amostras ainda

é necessario sendo a etapa mais problematica da analise.”

A aceitacdo da EFS, frente as outras técnicas de extracdo como a
Extracdo liquido-liquido, é que além de extrair, concentrar e pré-purificar os
analitos, reside no fato de ser uma técnica rapida, consumir menores volumes

de solventes e de amostra e ser de facil mecanizacéo.?

Em geral, mais de um tipo de técnica de extracdo ou concentracao pode ser
empregada para certa amostra. A escolha do modo de extracéo a ser utilizada

deve levar em conta as seguintes caracteristicas:®

e Ser simples;

e Ser rapida;

e Ter custo baixo;

e [Fornecer extratos relativamente livres de interferentes;

e Ter recuperacgdo alta, com boa exatidado e precisdo, para os analitos de

interesse.



Em geral, o procedimento de EFS contém cinco etapas:*?*°
i) ativacdo do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis;

i) condicionamento do sorvente com solvente adequado para ajustar as forgcas

do solvente de eluicdo com o solvente da amostra;

i) introduc@o da amostra, quando ocorre a retencéo do analito e as vezes de

alguns interferentes;
iv) limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito;
V) eluigéo e coleta do analito.

Essa técnica de extracdo permite que a analise dos componentes de
interesse se torne possivel, tendo como meta final a obtencdo de uma fracao
da amostra original enriquecida com o composto de interesse analitico, de
forma que se obtenha uma separacdo cromatografica livre de interferentes,

com deteccdo adequada e um tempo razoavel de analise.?
1.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A CLAE é uma técnica de separacdo que em menos de trinta anos,
passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados para fins qualitativos e
guantitativos. As razdes para esse crescimento estdo relacionados a sua
adaptabilidade para determinacfes quantitativas com boa sensibilidade e a

possibilidade de separar espécies nédo volateis e termicamente instaveis.”

Essa técnica consiste em um meétodo fisico-quimico de separacéo, que
ocorre através de diferentes interacdes entre as substancias presentes em uma
mistura e na interface entre dois ambientes quimicos imisciveis: a fase
estacionaria e a fase movel. Durante a passagem da fase movel sobre a fase
estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos entre as duas fases,
de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migracdes diferenciais destes componentes.®

A CLAE pode ser efetuada mantendo-se a composicdo da fase movel
constante durante toda a andlise cromatografica, que € denominada modo
isocratico. Quando necesséria a utilizacdo de solventes de diferentes

polaridade e porcentagens destes em misturas, denomina-se como modo por



gradiente, tendo como vantagem andlises mais rapidas, melhores separacdes
e maior simetria nos picos, em contraste a eluicdo isocrética, que pode tomar
muito tempo com forma de picos nem sempre adequados.®

Essa técnica apresenta diversas vantagens para a quantificacdo de
marcadores quimicos tais como: eficiéncia na separacéo, alta reprodutibilidade,
linearidade, automacgdo e habilidade em analisar varios compostos em um
Gnico método.**** Porém para a caracterizacdo e quantificacdo de marcadores
guimicos em amostras complexas requer a utilizacdo desta técnica
cromatografica com a  detectores apropriados que aumentem
consideravelmente a seletividade e a sensibilidade na analise das substancias
de interesse.

Um detector € um transdutor que converte uma mudanca de
concentragcdo na fase mével eluente num sinal, que podera ser registrado por
um processador de dados ou por um registrador conveniente. A interpretacao
desse registro produz dados qualitativos e quantitativos sobre a amostra e seus
constituintes.** O numero de técnicas de deteccdo empregadas em CLAE é
enorme, mas os detectores geralmente utilizados séo: de absor¢cédo no UV e no
visivel, de fluorescéncia, de indice de refracéo e eletroquimicos.

A utilizacdo de perfis cromatograficos ou “fingerprints” sao utilizados
para analises de extratos vegetais, pois possibilita obter representatividade dos
multiplos compostos quimicos presentes na amostra em uma Unica analise e,
desta forma, permite estabelecer um parametro comparativo para o0
reconhecimento de semelhancas e diferencas entre extratos submetidos as
mesmas condicbes de andlise.*® Porém, deve-se considerar que um
cromatograma fornece apenas uma peca de informacao qualitativa acerca de
cada espécie em uma amostra, a saber, seu tempo de retencédo ou sua posicao
sobre a fase apds certo periodo de eluicdo e ndo indica o numero total dos
compostos existentes na amostra.*® A andlise deve ser repetida com outras
fases mdveis e em outras colunas, a fim de se conseguir 0 maior nimero de
picos e mesmo assim deve-se tomar cuidado com o detector empregado.®’

Para analise de perfis cromatograficos, um dos aspectos importantes € a
escolha do método de extracdo e preparo de amostras, uma vez que
influenciam sobremaneira na variedade de substancias que serdo analisadas,

além de promover a degradacdo de varias delas.®* Portanto, faz-se necessario



desenvolver um método adequado, que apresente boa reprodutibilidade e que
possa extrair compostos ativos caracteristicos do vegetal.*

Para utilizagdo da CLAE, € necesséario conhecimento das amostras
avaliadas e estudo prévio de todos os mecanismos e fatores que estdo
relacionados a técnica, pois apesar de 0os equipamentos cromatograficos serem
aparelhos automatizados, 0 manejo e a padronizacdo para cada amostra €

diferente e necessita de experiéncia.

1.3.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG-
EM)

A cromatografia gasosa € utilizada para a separacdo de compostos
volateis, isto €, os analitos a serem separados devem apresentar uma razoavel
pressdao de vapor a temperatura de separacdo. Foi a primeira técnica a ser
acoplada com o espectrometro de massas por causa da facilidade do manuseio

% E uma ferramenta muito UGtil na

do efluente gasoso do cromatégrafo.
identificacdo de compostos de origem vegetal gracas a disponibilidade de
bibliotecas espectrais, com detector de massas operando sob condi¢cbes de
ionizacao por elétrons ou por ionizagdo quimica.*

Na ionizacédo por impacto de elétrons, as moléculas da amostra, vindas
do sistema cromatografico, entram na fonte de ions e sdo ionizadas pela
colisdo com os elétrons gerados num filamento de tungsténio ou rénio. Essa
colisdo leva a fragmentacdo e ionizacdo das moléculas da amostra. Na
ionizacdo quimica, as moléculas do analito sdo ionizadas indiretamente,
através de reacbes com os ions de um gas reagente (metano, isobutano,
amonia ou agua). Essa técnica representa uma ionizacdo mais branda, ja que a
energia envolvida na colisdo é pequena.®

A técnica de CG-EM é aplicada rotineiramente na caracterizacado
guimica dos 6leos essenciais que possuem um grande nimero de constituintes
e pode assegurar a qualidade e autenticidade deste material. * No estudo de
plantas medicinais, porém, tem-se restringido, geralmente, a andlise de
misturas de componentes de baixa polaridade e de baixa massa molecular.
Porém, a possibilidade de analisar extratos brutos pode ser extremamente (til

para o estudo sistematico de plantas medicinais e outras fontes de amostras



biologicamente ativas, como um método de andlise rapida, que pode guiar o
trabalho fitoquimico subsequente.*

Como resultado, depois de uma etapa de triagem (“screening”), s6
alguns picos cromatogréficos desconhecidos permanecerdo dependentes de
metodologia analitica classica (por exemplo, isolamento) para identificacdo
inequivoca. Em certos casos essa abordagem pode ser simplificada pelo
isolamento de uma substancia chave apenas. Apds sua identificacdo € possivel
buscar, via espectrometria de massas, a presenca de outros membros de sua
familia estrutural presentes na amostra.* A caracterizacdo dessas substancias
correlatas pode ser feita por transformacfes quimicas efetuadas naquela que
foi isolada, possibilitando a rapida caracterizagdo dos demais compostos
desconhecidos. Essa abordagem é especialmente vantajosa, quando a
guantidade dos compostos desconhecidos € insuficiente para permitir o seu

isolamento.*®

1.3.4 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

O uso de alguns detectores, como o0 espectrofotdbmetro de massas,
podem né&o ser suficientes para a identificacdo de alguns compostos presentes
nos extratos de plantas, os quais podem ser determinados utlizando a
ressonancia magnética nuclear. Porém para uma elucidacdo mais exata de
novas moléculas, muitas vezes torna-se necessario o isolamento em CLAE
preparativa.*

Recentes progressos em gradiente de pulso de campo, a possibilidade
de altos campos magnéticos, entre outros, tém re-estimulado o uso desta
técnica que teve inicio no final da década de 70, mas que sem as atuais
vantagens ndo alcancou grandes avancos.’ Aparelhos de 750 a 800 MHz
aliados a novas técnicas de aquisicdo de dados tém solucionado os problemas
de sensibilidade e dependendo da concentracdo do analito e da sua estrutura,
a aquisicao de dados pode ser em fluxo continuo ou com interrupcéo de fluxo.
Esta segunda possibilidade tem auxiliado na obtencdo de espectros de boa
qualidade.® A interpretacdo de cada um dos espectros de *C e 'H pode

fornecer diferentes informagdes qualitativas e quantitativas a respeito do



extrato da planta em estudo, tornando possivel a descoberta dos seus

metabolitos secundarios.

1.4 Validagao de método analitico

A validacdo € um processo utilizado para estabelecer a relacdo
guantitativa e qualitativa do biomarcador, em funcdo da substancia quimica e
do objetivo selecionado. Uma vez desenvolvido um método de extracdo e uma

analise cromatogréfica, é importante fazer a validacdo para avaliar se 0s

resultados séo confiaveis, de forma a poder ser aplicado rotineiramente.*

A validacao consiste na avaliacdo da capacidade do processo analitico
em produzir resultados compativeis com precisdo e exatiddo considerados
satisfatorias. Sendo que um processo de validacdo bem definido e
documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os

métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado.*

As agéncias reguladoras disponibilizam guias para a validacdo de
métodos analiticos, sendo que tais documentos usualmente sugerem as
diretrizes a serem seguidas e sao, portanto, abertas a interpretacdes. Se, por
um lado, para alguns analistas isto é benéfico, pois possibilita a flexibilizacéo
das condicfes analiticas, para outros, entretanto, tais documentos sdo vagos,
no que se refere a forma como alguns experimentos devem ser conduzidos.*” A
legislacdo brasileira tem sido melhor definida nos ultimos anos, através de
resolucdes e recomendacdo descritas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA)* e pelo Instituto Nacional de Metrologia
(INMETRO).”Apesar da importancia da qualidade de matéria-prima vegetal,
ainda ndo existe uma legislacdo especifica para o controle de qualidade dos
extratos de plantas. Porém para se fazer o controle de qualidade de um ou
mais analito em determinada matriz, pode-se desenvolver um método de
validacdo seguindo os parametros descritos na RE 899/03 da ANVISA®, ja que
a prépria ANVISA traz orientacdes de como realizar o controle de qualidade de
extratos vegetais e de fitoterdpicos baseado nessa resolucdo. Varios trabalhos
na literatura descrevem os parametros que devem ser avaliados na validacao
de um método analitico e h4 uma concordancia em quais parametros analiticos

devem ser considerados na validacdo, quais sejam:*



e Seletividade/Especificidade;

e Linearidade;

e Precisao;

e Exatidao;

e Llimite de quantificacdo e limite de deteccéao;
e Eficiéncia de extracao (recuperacao);

e Robustez.

A seletividade e especificidade de um método analitico sado importantes
parametro a serem avaliados para garantir que a quantificacdo do analito de
interesse nao seja afetada pela presenca de outros compostos presentes na
matriz.** A resposta que um determinado método analitico apresenta para as
diversas substancias presentes em uma amostra € definida como seletividade,
enquanto que a especificidade se baseia na habilidade que um determinado
método apresenta em responder a uma uUnica substancia de interesse dentre

outros presentes nas amostras.*

A linearidade corresponde ao modelo matematico que estabelece uma
relacéo entre a resposta instrumental (area/altura da banda cromatogréfica) e a
concentracdo do analito. Além disso, de acordo como a ANVISA o coeficiente
de correlagédo linear (r) deve ser igual ou superior a 0,98.* Pode-se optar por
diferentes tipos de padronizacdo para a construcdo da curva analitica, isto é
feito de acordo com o tipo de andlise e do tratamento utilizado para a amostra.
O método de padronizacgao escolhido deve fornecer a melhor exatidao possivel,

além de um alto nivel de precisdo.**

A precisdo de um método analitico € a medida dos erros aleatorios e
representa a proximidade dos resultados obtidos a partir de medidas
independentes de amostragens mdultiplas de uma amostra homogénea. Deve
ser avaliada de trés maneiras: repetibilidade (precisdo intra-corrida), precisao
intermediaria (precisdo inter-corrida) e reprodutibilidade (precisdo inter-
laboratorial).**** A repetibilidade do método é verificada utilizando-se, no
minimo, 3 (trés) concentracdes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de
variacdo do procedimento, realizando-se, no minimo, 5 (cinco) determinacfes

por concentracdo. Na precisdo intermediaria da andlise é feita em quintuplica
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em dias ndo consecutivos e a precisdo inter-laboratorial é realizada por

laboratorios e analista diferentes.*

A exatidao representa o grau de concordancia entre os ensaios dos
resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de
referencia aceito como verdadeiro.* Assim como a precisdo, a exatiddo
também é um parametro que permite julgar a confiabilidade do método
bioanalitico e deve ser investigada ap0s a determinacdo da seletividade,
linearidade e precisdo do método.*

Os termos limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccdo (LD) séo
utilizados para demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar

baixas concentracées de um analito.*

O LD e definido como a menor concentracdo de um analito que o
método é capaz de diferenciar confiavelmente do ruido de fundo. A ANVISA
recomenda que o LD seja 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base. O LQ
€ definido como a menor concentracdo do analito de interesse em uma
amostra, que pode ser quantitativamente determinado com valores aceitaveis

de precisdo e exatiddo.*

Por sua vez, a robustez de um método analitico mede sua
suscetibilidade frente a pequenas variagcbes que podem ocorrer durante as
analises de rotina. Para examinar as causas de variabilidade dos resultados,
varios fatores devem ser avaliados, tais como: pH, forca idnica e quantidade do
modificador organico da fase movel, diferentes colunas, procedimentos
envolvidos no preparo das amostras, etc. Se as alteracdes das condicdes de
analise produzirem resultados dentro dos limites aceitdveis de seletividade,
exatiddo e precisdo, o método pode ser considerado robusto e tais variacfes

podem ser incorporadas ao procedimento.*

1.5 Spilanthes acmella

Dentre as varias espécies de plantas medicinais, encontra-se a espécie
Spilanthes acmella, conhecida popularmente como jambu que se destaca por

apresentar inUmeras aplicacdes na area da medicina popular, utilizada no



tratamento de afec¢Bes da boca e garganta e como analgésico para dores de
dentes. Na &rea de cosméticos é utilizada em produtos anti-rugas e na
alimentacao faz parte de pratos tipicos da culinaria do estado do Para, como o
“tacaca” e o “pato no tucupi’. Estas propriedades séo atribuidas a presenca de
isobutilamidas, principalmente o espilantol.****

Apesar de sua importancia para a industria em relacdo a quantidade de
espilantol normalmente encontrada nas plantas, as informagdes presentes na
literatura sdo escassas. Diferencas entre as espécies estudadas, entre o0s
métodos de extracdo utilizados, bem como a origem da espécie, local de
plantio, estagio de crescimento e floracdo, época da colheita, dentre outros,
dificultam estabelecer uma faixa de concentragdo de espilantol presente na
planta. No Brasil, devido ao interesse comercial recente pelo extrato de S.
acmella, estudos agrondmicos, fitoquimicos e farmacoldgicos desta espécie
avancaram muito, mas estas informagées néo estdo disponiveis na literatura.®

Diante do exposto, o presente trabalho contempla o desenvolvimento de
um meétodo de andlise do teor de espilantol em amostras (acessos e partes da
planta fresca e seca) de S. acmella por CLAE-DAD visando o melhoramento
genético da planta para o aumento de teor do principio ativo na espécie
estudada. O desenvolvimento desse método sera util no controle de qualidade
dessa espécie, ja que validacdo de métodos analiticos aplicados ao seu extrato
nao € encontrada na literatura e desta forma contribuir para o conhecimento

desta espécie.



2. Revisao Bibliografica
2.1 Spilanthes acmella (Jambu)

Spilanthes acmella (L.) Murray (FIGURA 6) da familia Asteraceae é
conhecida no Brasil como jambu.* E uma erva tipica da regio norte do Brasil,
onde é utilizada na culinaria local em pratos tipicos “pato no tucupi” e o
“tacaca”,**'E conhecida também pelos nomes de agrido do Para, agrido bravo,
botdo de ouro, jambu-assU, abecedaria, agrido do Brasil, jabuacu, jaburama.*

Figura 6: Foto da Spilanthes acmella (L.) Murray

E uma espécie encontrada da Amazdnica e se multiplica tanto por
sementes como por hastes enraizadas. E uma planta herbacea anual, perene
de 20 a 30 cm de altura, tem facil propagacdo assexuada e fornece 2 a 3
colheitas por ano com produtividade normal de seis a dez magos de 300 a 500
g por cm? e canteiro'?. Apresenta folhas opostas, longo-pecioladas, ovadas,
agudas, membranosas. Suas flores sdo pequenas, verde-claras ou amarelas e
dispostas em capitulos globosos terminais ou axiliares com carola curva,
pecioladas, peciolos de 20-60 mm de comprimento, achatados, com sulcos

sobre a superficie, ligeiramente alado e pouco piloso. As inflorescéncias séo



isoladas e com capitulos globosos axiliares e terminais pendiculados,
juntamente com as folhas apresentam um sabor picante e causam leve

formigamento e entorpecimento da lingua. ****

A S. acmella é muito usada na medicina popular no tratamento de aftas,
herpes, afec¢des da garganta e forte diurético. Também como inseticida, contra
o Aedes aegyptii®, fungos causadores de doencas em humanos e em
plantagcdes®. Os principais efeitos bioldgicos observados — atividade anestésica
local, aromatizante, inseticida e bactericida — sao atribuidos ao espilantol, uma

isobutilamida obtida pela primeira vez por Gerber em 1903.%

Varias patentes relacionadas a utilizacdo de espilantol ou extrato de S.
acmella em formulacdes para higiene oral foram depositadas na década de 80
e 90, sobretudo no Japao. Mas sO recentemente a atividade desta espécie
nativa da regido amazoénica despertou o interesse da industria brasileira, o que
motivou o0 seu cultivo também na regido centro sul do pais em producao e
desenvolvimento de extratos vegetais padronizados, destinados as industrias

farmacéutica, cosmética e alimenticia.*

2.2 Alquilamidas

As alquilamidas sdo um grupo de metabolitos secundarios encontrados
em varias plantas, dentre elas a do género Spilanthes. E um grupo de
compostos constituido pela unido de um acido graxo de comprimento de cadeia
média a grande, oito a dezoito carbonos, geralmente alifatica, e uma amina.*

Varios estudos tém sido realizados para o isolamento e elucidacao das
alguilamidas presentes nas diversas espécies de Spilanthes.”* Porém, em
relacdo a quantidade destas, principalmente do espilantol, as informacdes
presentes na literatura séo escassas.

Nakatani e Nagashima,” isolaram quatro alquilamidas utilizando a
inflorescéncia de S. acmella. Dentre as estruturas foram encontradas a
(2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-dienamida (FIGURA 7), a (7Z)-N-
isobutil-7-trideceno-10,12-dienamida (FIGURA 8), (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-
decatrienamida (FIGURA 9) e (2E)-N-(2-metilbutil)-2-undeceno-8,10-dienamida
(FIGURA 10).
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Figura 7: (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-dienamida
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Figura 8: (7Z)-N-isobutil-7-trideceno-10,12-dienamida

i
H?’CMN/\(CHs
I
Ho hc

Figura 9: (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida
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Figura 10: (2E)-N-(2-metilbutil)-2-undeceno-8,10-dienamida

Boonem e colaboradores,” em um estudo fitoquimico S. acmella,
utilizando o extrato etandlico, identificou oito alquilamidas dentre eles, o
espilantol e a (2E)-N-isobutil-2-undeceno-8,10-dienamida (FIGURA 11) a (22)-
N-isobutil-2-nonena-6,8-dienamida (FIGURA 12), e a N- fenetil-2,3-epoxy-6,8-
nonadienamida (FIGURA 13).
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Figura 11: (2E, 7Z)-N-isobutil-2,7-decadienamida
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Figura 12: (2Z)-N-isobutil-2-nonena-6,8-dienamida

Figura 13: N- fenetil-2,3-epOxy-6,8-nonadienamida

Em 2007, Bae* isolou do extrato etandlico do S. acmella a (2E,4Z)-N-
isobutil-2,4-undecadieno-8,10-dienamida (FIGURA 14) e a (2E,4E,8Z,10E)-N-
isobutil-dodeca-2,4,8,10-tetraenamida (FIGURA 15) dentre as outras ja citadas

nos trabalhos de Boonem e colaboradores,> e Nakatani e Nagashima.*
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Figura 14: (2E ,4Z)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-dienamida
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Figura 15: (2E, 4E, 8Z, 10E)-N-isobutil-dodeca-2,4,8,10-tetraenamida

Essas alquilamidas tém sido isoladas também de outras espécies de

Spilanthes como em S. alba®; S. ciliata®™* e S. mauritana.”’

2.3 Espilantol



O espilantol, [(N-2-metilpropil)-2,6,8-decatrienamida ou N-isobutil-
2E,6Z,8E-decatrienamida)] (FIGURA 9), é uma alquilamida alifatica de férmula
molecular Ci4H23NO, descrita como um Oleo viscoso ardente, de coloracdo
amarelo palido a amarelo claro, que produz um efeito anestésico e de
formigamento sobre a lingua.® E o maior constituinte encontrado nas espécies
Spilanthes e apresenta atividade inseticida contra ovos e larvas de Culex e
mosquitos de Aedes. E tradicionalmente usado em tratamento de dores de
dente, estomatite, e doencas de pele.”® Também tem sido muito usado na
fabricacdo de cosméticos, como cremes para higiene pessoal, em produtos
anti-rugas e relaxantes musculares.*®

Delarcina e colaboradores® desenvolveram um processo de preparagéo
de extrato de jambu livre de clorofila aplicado em diversas composicdes
cosméticas. Flammer e colaboradores® patentearam formulacées de produtos
de higiene pessoal tais como xampus, sabonetes e cremes contendo espilantol
na formulacdo como principio ativo potencializando a sensacéo de refrescancia

de seus produtos.

2.4 Atividades biolégicas da S. acmella

A medicina tradicional recomenda suas folhas e flores na elaboracao de

infusdes para o tratamento de anemia, dispepsia, malaria, afeccbes da boca
(dor de dente) e da garganta, contra escorbuto e também como antibiotico e
anestésico.”
Ramsewak e colaboradores™ avaliaram a atividade do extrato de Spilanthes
acmella frente a larvas de Aedes aegyptii e neonatos de Helicoverpa zea
(lagarta parasita do milho). O extrato hexanico mostrou maior atividade
biolégica, sendo que o fracionamento deste extrato resultou em trés aminas
identificadas como: o espilantol (9), (2E ,42)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-
dienamida (FIGURA 14) e a (2E, 4E, 8Z, 10E)-N-isobutil-dodeca-2,4,8,10-
tetraenamida (FIGURA 15).

Ratnasooriya e colaboradores;* avaliaram o efeito diurético do extrato
aquoso das flores de Spilanthes acmella e relataram uma forte acdo diurética

mostrada em ensaios com ratos.



Em estudo realizado por Rani e colaboradores®; o espilantol foi isolado
da inflorescéncia de S. acmella e aplicado em diferentes concentracdes a
fungos causadores de doencas em humanos como o Asperigillus flavus e A.
paraciticu e fungos causadores de doencas presentes na agricultura, o
Fusarium oxysporium e F. moniliformis, mostrando atividade biol6gica em
véarias concentra¢cfes de espilantol aplicadas.

As diversas aplicacdes apresentadas da S. acmella e de suas
alquilamidas, principalmente o espilantol, justifica a importancia do
desenvolvimento desse trabalho.



3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

> Desenvolver e validar um método analitico utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de diodo (CLAE-DAD), para caracterizar o
aspecto qualitativo e quantitativo dos extratos e aplicar na quantificacdo do
espilantol em amostras de Spilanthes acmella.

3.2 Objetivos Especificos

> Isolar o marcador quimico através do extrato bruto de S. acmella utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia e caracterizar sua estrutura atraves

de técnicas espectroscopicas.

» Desenvolver um método de tratamento por extracdo em fase solida dos

extratos de S. acmella para retirada da clorofila e de possiveis impurezas.

» Desenvolver e validar o método em cromatografia liquida de alta eficiéncia

com o detector de arranjo diodo para caracterizagcao quimica das espécies.

» Aplicar o método analitico na quantificacdo do espilantol em amostras de S.

acmella e S. acmella oriundas de melhoramento genético.



4. Parte Experimental

4.1 Materiais

Evaporador rotatério da marca Heidolph®, utilizado para concentracédo
dos extratos.

Para a realizacdo das extracdes em fase sélida (EFS) foram utilizados
cartuchos de fase reversa C;g de 1,0 mL/100 mg de sorvente da marca JT
Baker®.

O trabalho foi conduzido em cromatografo a liquido Shimadzu (Quioto,
Japao), modelo Prominence, composto pelos seguintes modulos: 2 bombas
LC-6AD, detector espectrofotometro com arranjo de diodos (SPD-M20A),
autoinjetor (SIL-20A), desgaseificador on-line (DGU-20As3), controlador (CBM-
20A) e o software LC Solution e temperatura da coluna, ambiente. O sistema
de deteccdo UV-VIS com varredura espectral de 190 a 450 nm, monitorado em
230 nm para deteccdo do espilantol. Nas analises dos extratos, as analises
foram conduzidas utilizando-se uma coluna Luna® Cis Phenomenex 5 pm (250
X 4,6 mm), com volume de injecdo de 25 pL, fluxo de 1 mL/min, utilizando
metanol e agua como fase movel. Para as condi¢cdes de isolamento do
espilantol, utilizou-se uma coluna semi-preparativa Luna® hexil-phenil, 10 um
(250 x 10000 mm), Phenomenex, volume de inje¢cdo de 600 pL, fluxo de 3,5

mL/min

A pureza do padrao isolado foi verificada em CG/EM, Shimadzu QP
5050A (Kyoto, Japéo), utilizando: modo de injecédo splitless, temperatura do
injetor 250 °C, temperatura da coluna 80 °C, gas de arraste hélio com fluxo de
1,6 mL/min e coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Modo de ionizacdo
impacto de elétrons a 70 eV. Programacao de temperatura para a coluna 80°C
- 290°C (razdo de 10°C/min), com tempo de corrida de 27 min. As corridas

cromatogréficas foram gerenciadas pelo software Shimadzu GC Solution®.

Os espectros de RMN 'H e **C foram obtidos em um espectrometro

Bruker (Rheinstetten, Alemanha), modelo Avance de 9,4 Tesla, operando a 400



MHz para frequéncia do hidrogénio e 100 MHz para o carbono, utilizando-se
uma sonda de 5 mm BBI e/ou BBO e mantendo-se a temperatura constante de
298 K, durante todos os experimentos. Utilizou-se como referéncia interna o
TMS (tetrametilsilano). Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e as multiplicidades dos sinais foram indicadas
seguindo a convencao: s (simpl eto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto),
dt (duplo tripleto), m (multipleto). Estes experimentos foram realizados através
de colaboragcdo com o Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do
DQ/UFSCar através de colaboracdo com o Prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira.

4.2 Reagentes

Os extratos de S. acmella foram preparados em metanol, grau p.a
(Quimex®) e etanol, grau p.a (Quimex®).

Na extracdo em fase soélida e analises cromatogréaficas foi utilizado
metanol grau HPLC da marca (J. T. Baker,USA) e agua purificada em sistema
Milli-Q (Milipore, Sao Paulo, Brasil).

O solvente utilizado para dissolucdo da amostra e obtencdo dos

espectros em RMN foi cloroférmio deuterado (CDCls3)
4.3 Limpeza do material

A limpeza das vidrarias utilizadas no trabalho obedeceu aos seguintes
passos: enxaguar com agua corrente por varias vezes, limpar com detergente,
enxaguar novamente com agua corrente, deixar oS materiais por no minimo
trés horas em etanol, enxaguar com agua corrente, lavar por duas vezes com
agua destilada, borrifar com etanol e levar a estufa durante uma hora a 120 °C.
O material volumétrico foi seco fora da estufa, em seguida todo o material foi

coberto com papel filme e guardado em armario fechado.
4.4 Solucgbes padrao de espilantol

Num baldo volumétrico de 10 mL foi preparado uma solugédo padrédo em

metanol (solugdo estoque), utilizando 9,76 mg de espilantol (com pureza de



82,05%), diluidos em 4 mL de metanol (grau HPLC), obtendo-se concentracao
final de 2000 pg/mL.

As solucbes intermediarias foram preparadas por diluicdo a partir da
solucdo estoque com aliquotas de 10, 110, 210, 310, 410, 510, 610 puL em
metanol completando para um baldo de 1 mL, obtendo-se concentracdes finais
de 20, 220, 420, 620, 820, 1020 e 1220 pg/mL.

As solucdes de trabalho foram preparadas por diluicbes a partir de 50 pL
de cada solucéo intermediéaria, completando-se com metanol para uma solucao
de 500 pL, obtendo-se concentragOes finais de 2, 22, 42, 62, 82, 102 e 122
pg/mL.

Todas as amostras preparadas foram mantidas no freezer, durante o

desenvolvimento do trabalho.
4.5 Material vegetal de S. acmella
4 5.1 Extrato |: extratos hexanicos e metandlicos e de S. acmella

A planta foi cultivada no Campus Rural da Universidade Federal de
Sergipe e coletadas no més de setembro de 2008. Em seguida separadas em
partes (folha, caule e inflorescéncia) e acessos (NO1, NO2, NO3, NO7, VO3, V04,
V05 e V10) e triturados em moinhos de facas da marca MARCONI®. As partes
da planta coletada foram divididas em duas, sendo que uma parte manteve-se

fresca e outra parte foi seca a temperatura ambiente.

A folha, caule e inflorescéncia coletadas da planta foram divididas em
trés partes: a primeira macerada em hexano (TABELA 1), outra parte macerada
em metanol (TABELA 2) e outra parte foi seca a temperatura ambiente e em
seguida macerada em metanol (TABELA 3). Os acessos coletados foram
macerados em metanol (TABELA 4). Em todas as amostras a proporcao
utilizada na maceracao foi de 1:3 (m/v) o qual foi executado em cinco dias,
posteriormente foram filtrados por filtracdo simples. Este procedimento foi feito

em triplicata.



O extrato obtido foi concentrado em um baldo de fundo redondo com
capacidade para 100 mL em evaporador rotatério da marca Heidolph®
(Schwabach, Alemanha) a 65°C.

Tabela 1: Quantidade do material vegetal fresco de S. acmella utilizada na

macerac&o em metanol.

Amostra (metanol) Massa da planta Massa do
(9) extrato (g)
Caule fresco 71,35 1,41
Folha fresca 83,49 5,73
Inflorescéncia fresca 88,98 6,94

Tabela 2: Quantidade do material vegetal fresco de S. acmella utilizada na

maceracédo em hexano.

Amostra Massa da planta Massa do extrato
(hexano) 9) )
Caule fresco 169,45 0, 166
Folha fresca 161,6 0,574
Inflorescéncia 55,13 1, 425

Tabela 3: Quantidade do material vegetal seco de S. acmella utilizada na

maceracédo em metanol.

Amostra Massa da Massa do extrato
(metanol) planta (g) (9)
Caule seco 30 2,14
Folha seca 37,8 3,32
Inflorescéncia 41,3 3,81

seca




Tabela 4: Quantidade do material vegetal acesso fresco de S. acmella utilizada

na maceragao em metanol.

Amostra Massa da Massa do extrato
(metanol) planta (g) (9)

VO3 459,04 28,78

V04 387,65 2,22

V05 300,04 7,32

V10 226,62 5,92

NO1 435,24 31,43

NO2 957,81 12,89

NO3 708,77 38,98

NO7 299,35 27,05

4 5.2 Extrato Il extratos etandlicos de S. acmella oriundas de melhoramento
genético.

O material vegetal de S. acmella oriundas de melhoramento genético
foram coletadas no més de abril de 2009. Sendo os acessos: J-03, J-04, J-05,
J-06, J-07, J-08, J-09, J-10, J-12, J-13, -14, J-16, J-17, J-19, J-21, J-23, J-25, J-
26, J-27, J-28, J-29, J-31, J-33, J-36, J-38, J-40 e J-4X. A maceracdo foi

realizada em etanol, na proporcéao de 1:6 (m/v).

O extrato obtido foi coletado em um baldo de 100 mL e concentrado em
evaporador rotatério da marca Heidolph® a 65°C, (TABELA 5).



Tabela 5: Quantidade do material vegetal fresco de S. acmella oriundas de

melhoramento genético utilizadas na maceracdo em etanol.

Amostra Massada Massado Rendimento Amostra Massada Massado

(etanol) planta(g) extrato (g) (% p/p) (etanol) planta(g) extrato (g)
J-03 15 0,801 5,34 J-21 30 1,97
J-04 30 1,05 3,5 J-23 30 1,48
J-05 30 2,21 7,36 J-25 15 0,71
J-06 30 1,74 5,8 J-26 30 1,25
J-07 30 1,38 4,6 J-27 15 0,85
J-08 30 1,81 6,03 J-28 15 0,27
J-09 30 1,51 5,03 J-4X 15 1,03
J-10 30 1,47 49 J-30 30 1,02
J-12 15 1,22 8,13 J-31 15 0,81
J-13 30 1,32 4.4 J-33 30 1,24
J-14 15 0,64 4,26 J-36 30 1,41
J-16 30 1,41 4,7 J-38 15 0,74
J-17 30 1,67 5,56 J-40 15 0,58
J-19 15 1,33 8,86

4.6 CondicOes da extracdo em fase soélida

O cartucho, foi condicionado com 1 mL de metanol e agua ( em todos
os testes) e acoplado a um sistema de vacuo (manifold). A TABELA 6 mostra
os procedimentos que foram realizados. Apds o pré-tratamento a fracdo da
eluicdo foi acondicionada em um vial contendo um insert de 300 pL e fechado

com septo de silicone e tampa de Teflon, e em seguida analisados em CLAE.

Tabela 6: Procedimentos em EFS para os extratos de S. acmella.

Procedimento  Concentracéo Volume da Eluicdo (1 mL) Limpeza
do extrato amostra de
(mg/mL) extrato (uL)
1 30 300 MeOH/H,O MeOH
(45/55)
2 25 200 MeOH/H,0 MeOH/H,0
(60/40) (50/50)

3 25 200 MeOH H,O




4.7 CondicOes cromatograficas
4.7.1 Condi¢Oes analiticas

Foram avaliadas quatro condi¢cdes cromatograficas por CLAE-DAD
utilizando as amostras dos extratos de S. acmella obtidas no pré-tratamento
por EFS. As andlises cromatogréficas foram realizadas com deteccédo efetuada
a 200, 230, 240 e 254 nm e fluxo de 1 mL/min. A TABELA 7 mostra os
procedimentos utilizados em modo isocrético, enquanto a TABELA 8 mostra as
condicBes de andlise em modo gradiente.

Tabela 7: Condi¢cbes cromatograficas (CLAE) em modo isocratico com fluxo de
1 mL/min, coluna LUNA C;s Phenomenex 5 um (250 x 4,6 mm) 5 um, volume
de injecéo : 25 uL e 230 nm.

Método Proporcédo da fase Tempo de Tempo de retencéo
movel andlise (min) (banda do
espilantol)
MeOH/H,0 (68/32) 15 min 4,9
MeOH/H,0 (75/25) 13 min 4,8
MeOH/H,0 (50/50) 20 min 9,8

Tabela 8: Condi¢cGes cromatograficas (CLAE) em modo gradiente (A= 4gua, B=
metanol) com fluxo de 1 mL/min, coluna LUNA C;s Phenomenex (250 x 4,6

mm) 5 pm, volume de injecéo : 25 uL e 230 nm.

Método Proporcéo da fase Tempo de Tempo de reten¢do (min)
moével analise (min) (banda do espilantol)
1 85% (MeOH) — 6 min 23 min 51

85-100% (MeOH) — 1min
100% (MeOH) — 5 min
100-85% (MeOH) — 1min
85% (MeOH) — 10 min




4.7.2 Condicfes de isolamento do marcador quimico: espilantol

O extrato da inflorescéncia seca foi selecionado para o isolamento do
espilantol. A amostra foi preparada para uma concentracdo de 30 mg/mL, em
seguida foi processada em EFS, nas seguintes condi¢des: condicionamento
com 1 mL de metanol e 1 mL de agua, 400 pL da amostra eluida com 500 pL

de metanol e a limpeza com 1 mL de agua.

O isolamento do espilantol em CLAE-DAD foi realizado a partir de 16
coletas da regido central da banda referente & banda do espilantol em um
baldo de 100 mL. Em seguida, o volume coletado foi concentrado em
evaporador rotatorio.

O fluxo a ser utilizado nas condi¢gdes cromatograficas de isolamento foi

obtido através da férmula do escalonamento (EQUACAO 1).%

Equacéao 1:

onde:

S = escalonamento

R, = didmetro da coluna preparativa

Ra = didmetro da coluna analitica

L, = comprimento da coluna preparativa
a = comprimento da coluna analitica

4.8 Validacdo do método

4.8.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada pelos métodos do padrdo externo (espilantol) e
da adicdo de padrdo através de injec6es no cromatografo de diferentes

concentragfes da substancia do padréo a ser quantificado (espilantol).



O padréo externo foi avaliado utilizando as solugdes de trabalho (2, 22,
42, 62, 82, 102 e 122 pg/mL). Para a adicdo de padrao, foram utilizados 7
tubos de ensaios sendo colocado em cada tubo 100 pL de cada concentracéo
da solucao de trabalho, apds evaporacao total dessas solugdes foi adicionado
500 pL da solucdo de extrato VO3 (25 mg/mL) e misturados usando o Vortex
por 1 min, em seguida purificada conforme o procedimento em EFS das
amostras dos extratos e analisadas em CLAE-DAD, em triplicata.

Para a linearidade do método foi considerada como faixa linear os pontos
cujos valores de (S/Q)% estao no intervalo de 100 + 5, ou seja, pontos cujas
razdes sinal/concentracdo nao diferem mais de 5% do coeficiente angular da
reta (a). Para verificar se 0s pontos encontram-se dentro da regido linear da
curva, foi utilizado o teste da razéao entre o sinal (S) e a concentracdo (Q), como
mostra a EQUACAO 2.

Equacéao 2:

Onde: b € a intersecéo da reta no eixo y quando x é igual a zero.

Os valores de S e Q foram obtidos na curva analitica por padronizacao
externa, considerando os parametros de area do pico e concentracdo do

analito.
4.8.2 Limite de quantificacdo e Limite de deteccéo

Para a determinacao do limite de quantificacdo foram preparadas cinco
solucdes do padrédo em concentracdes diferentes. Inicialmente foi preparada
uma solucédo estoque com concentracdo de 2 pg/mL. A partir de aliquotas de
900, 750, 500 e 350 pL da solucdo estoque e completando o volume com
metanol para um baldo volumétrico de 1 mL, obtendo concentracdes finais de
1,8; 1,5; 1,0 e 0,7 pg/mL. Essas cinco concentracbes (2, 1,8; 1,5; 1,0 e 0,7
pg/mL) foram utilizadas na construcdo da curva analitica por padronizacao

externa para determinacg&o do limite de quantificacdo, EQUACAO 3.



Equacéao 3:

onde:
= desvio padrao
coeficiente angular.

Para a determinacdo do limite de deteccédo foram preparadas cinco
solucdes do padrédo em concentracdes diferentes. Inicialmente foi preparada
uma solucao estoque com concentracao de 0,5 pg/mL. A partir de aliquotas de
800, 600, 400 e 200 pL da solucdo estoque e completando o volume com
metanol para um bal&o volumétrico de 1 mL, obtendo concentragdes finais de
0,4; 0,3; 0,2 e 0,1 pg/mL. Essas cinco concentra¢des (0,5; 0,4; 0,3; 0,2 e 0,1
pMg/mL) foram utilizadas na construgcdo da curva de padrdo externo para
determinac&o do limite de deteccédo (EQUACAO 4.)

Equacéo 4:

Onde:
= desvio padrao

coeficiente angular

4.8.3 Precisao

Para a analise da precisdo foram preparadas trés amostras (em trés
concentracfes diferentes) a partir de aliquotas de 11, 305 e 515 yL da solucao
estoque , de 2000 puL/mL e completando com metanol para um baldo de 1 mL,
e obtendo concentragdes finais de 22; 620 e 1030 pg/mL. Utilizou-se 100 pL de
cada solucdo e completando-se com metanol para um volume de 1 mL e

concentracgdes finais de 2,2; 62 e 103 pg/mL. Essa andlise foi feito em triplicata.



4.8.4 Exatidao

Trés amostras (em trés concentracdes diferentes) foram preparadas a
partir da solucdo estoque de espilantol (2000 pg/mL). As solugbes
intermediarias foram preparadas por diluicdo a partir da solugdo estoque com
aliquotas de 10, 310, 510 puL em metanol para 1 mL de solucdo, completando-
se 0 volume e concentragOes finais de 20, 620, 1220 pg/mL. As solugdes de
trabalho foram preparadas por diluicdes a partir de 100 yuL de cada solucéo
intermediaria, completando-se com metanol para uma solucdo de 1 mL, para

concentragodes finais de 2, 62 e 122 pg/mL.

Utilizando-se trés tubos de ensaio foram adicionados 100 pL das
solucdes do padrdo (2, 62 e 122 upg/mL). ApOs total evaporacdo foram
adicionados em cada tubo, 500 puL da amostra do extrato VO3 (25 mg/mL) e
misturados usando o Vortex por 1 min, em seguida tratada conforme o
procedimento em EFS (Procedimento experimental 5.5) das amostras dos
extratos. A amostra sem adicdo de padréo (extrato VO3) e cada uma das
amostras com padrdo adicionado foram analisadas em CLAE-DAD e a
recuperacao foi expressa em termos de porcentagem da quantidade medida da
substancia em relacdo a quantidade adicionada na matriz, de acordo com a
EQUACAO 5.

Equacéo 5:

Onde:
Xi= concentracdo experimental

X= concentracéo tedrica



5. Resultados e Discussao

5.1 Rendimento dos extratos

Tabela 9: Rendimento do material vegetal fresco de S. acmella utilizada na

macerac&o em metanol.

Amostra (metanol) Massa da planta Massa do Rendimento (% p/p)
(9) extrato (g)
Caule fresco 71,35 1,41 1,98
Folha fresca 83,49 5,73 6,86
Inflorescéncia fresca 88,98 6,94 7,80

Tabela 10: Rendimento do material vegetal fresco de S. acmella utilizada na

maceracdo em hexano.

Amostra Massa da planta Massa do extrato Rendimento (% p/p)
(hexano) ) 9)
Caule fresco 169,45 0, 166 0,09
Folha fresca 161,6 0,574 0,35
Inflorescéncia 55,13 1, 425 2,58

Tabela 11: Rendimento do material vegetal seco de S. acmella utilizada na

maceracédo em metanol.

Amostra Massa da Massa do extrato Rendimento (% p/p)
(metanol) planta (g) (@)
Caule seco 30 2,14 7,13
Folha seca 37,8 3,32 8,78
Inflorescéncia 41,3 3,81 9,22

Seca




Tabela 12: Rendimento do material vegetal acesso fresco de S. acmella

utilizada na maceracao em metanol.

Amostra Massa da Massa do extrato Rendimento (% p/p)
(metanol) planta () (9)

VO3 459,04 28,78 6,26

V04 387,65 2,22 0,58

V05 300,04 7,32 2,43

V10 226,62 5,92 2,61

NO1 435,24 31,43 7,22

NO2 957,81 12,89 1,34

NO3 708,77 38,98 5,49

NO7 299,35 27,05 9,03

Tabela 13: Rendimento do material vegetal fresco de S. acmella oriundas de

melhoramento genético utilizadas na maceragéo em etanol.

Amostra Massada Massado Rendimento Amostra Massada Massado Rendimento
(etanol) planta(g) extrato (% p/p) (etanol) planta(g) extrato (Q) (% p/p)
9)

J-03 15 0,801 5,34 J-21 30 1,97 6,56
J-04 30 1,05 3,5 J-23 30 1,48 4,93
J-05 30 2,21 7,36 J-25 15 0,71 4,73
J-06 30 1,74 5,8 J-26 30 1,25 4,16
J-07 30 1,38 4,6 J-27 15 0,85 5,66
J-08 30 1,81 6,03 J-28 15 0,27 1,8
J-09 30 1,51 5,03 J-4X 15 1,03 6,86
J-10 30 1,47 49 J-30 30 1,02 3,4
J-12 15 1,22 8,13 J-31 15 0,81 54
J-13 30 1,32 4,4 J-33 30 1,24 4,1
J-14 15 0,64 4,26 J-36 30 1,41 4,7
J-16 30 1,41 4,7 J-38 15 0,74 4,9
J-17 30 1,67 5,56 J-40 15 0,58 3,86
J-19 15 1,33 8,86




5.2 Procedimentos no tratamento das amostras de Spilanthes acmella por
extracdo em fase sdlida

A escolha do tratamento das amostras em EFS reside no fato de que
esta técnica permite ndo sO a extracao eficiente dos analitos, mas possibilita
sua concentracado e purificacdo. Devido a presenca da clorofila nos extratos de
S. acmella, foi necessério realizar um tratamento por EFS nos extratos para
andlise cromatografica. Os varios procedimentos (Procedimento Experimental
item 5.5-TABELA 6), foram realizados com o objetivo de obter um método de
extragcdo que resultasse em uma amostra com menos clorofila e uma maior

guantidade do analito de interesse, o espilantol.
5.3 Desenvolvimento das condi¢des cromatograficas

Foram realizadas varias analises em CLAE-DAD, utilizando eluigdo no
modo isocratico (TABELA 7) e em modo gradiente (TABELA 8), Procedimento
Experimental item 5.6.1, com o objetivo de obter uma boa separacédo da banda
do analito de interesse dos outros compostos presentes na matriz e um perfil
cromatografico satisfatério para todos os extratos para assim comparar,
gualificar e quantificar o espilantol em todas as amostras de S. acmella. Esses
cromatogramas foram monitorados em quatro comprimentos de onda: 200,
228, 230 e 240 nm.

Inicialmente foram analisadas as amostras obtidas no procedimento 1
(TABELA 6) em EFS e foram analisadas em CLAE-DAD com o método 1
(TABELA 7), como mostra TABELA 14.

Tabela 14: Condicbes de andlise em EFS (procedimento 1) e CLAE-DAD
(método 1) .

CLAE-DAD (método 3) EFS (procedimento 1)
Proporcéo da MeOH/H,0 (68/32) Concentracdo do 30
fase mével extrato (mg/mL)
Tempo de 15 min Volume da 300
andlise amostra de

extrato (uL)
Tempo de 4,3 min Eluicdo (1 mL) MeOH/H,O
retencao (banda (45/55)
do espilantol) Limpeza (1 mL) MeOH




O resultado foi uma boa separacdo da banda do espilantol. Porém, na
analise da inflorescéncia seca, a banda do espilantol aparece com uma alta
concentracdo levando a uma banda além do limite detectavel (FIGURA 18), o

gue ndo permite uma quantificacdo exata do espilantol nessa amostra.
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Figura 18: Cromatograma da inflorescéncia seca de S. acmella obtido por
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CLAE-DAD. Condices da andlise cromatografica: coluna Phenomenex® Cig
5um (250 x 4,6 mm); eluicdo isocratica da fase movel (método 1, TABELA 6),
fluxo 1 mL/min; volume de injecao 25 pL; deteccdo a 228 nm, Pico 1: espilantol.
Sistema EFS (TABELA 7-procedimento 1).

Partes da planta fresca (folha, caule e inflorescéncia) foram maceradas
em dois solventes com polaridades diferentes, o metanol e hexano, para
analisar uma maior eficiéncia na extracdo de espilantol durante o processo da
maceracdo. Para analise desses extratos, a EFS foi realizada utilizando o
procedimento 1 (TABELA 6) e a analise em CLAE-DAD foi feita em eluicédo
isocratico com método 2 (TABELA 7), como mostra a TABELA 15.

Tabela 15: Condicdes das analises em EFS (procedimento 1) e CLAE-DAD

(método 2) .
CLAE-DAD (método 2) EFS (procedimento 1)
Proporcéo da MeOH/H,O (75/25) Concentragcdo do 30
fase mével extrato (mg/mL)
Tempo de 13 min Volume da amostra 300
analise de extrato (pL)
Tempo de 5,1 min Eluicéo (1 mL) MeOH/H,O
retencao (banda (45/55)

do espilantol) Limpeza (1 mL) MeOH




Na andlise dos perfis cromatogréaficos dos extratos em hexano (FIGURA
19) observa-se que ndo houve uma separacdo adequada do analito de
interesse, com linha de base alterada e bandas nao definidas, além de extrair o
espilantol em pouca quantidade. Porém na analise dos perfis cromatograficos
dos extratos em metanol (FIGURA 20), o espilantol é extraido em uma maior
guantidade, uma linha de base definida e banda cromatogréafica definida para o
espilantol. Portanto, neste trabalho, optou-se em analisar apenas 0s extratos
em metanol de S. acmella.
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Figura 19: Cromatogramas dos extratos em hexano de S. acmella: a) caule
fresco, b) folha fresca e c) inflorescéncia fresca. Pico 1- espilantol. EFS e CLAE
(TABELA 9), coluna Cig 5um (250 x 4,6 mm) da Phenomenex®; fluxo de 1

mL/min; volume de injecdo 25 L.
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Figura 20: Cromatogramas dos extratos em metanol de S. acmella: a) caule
fresco, b) folha fresca e c) inflorescéncia fresca. Pico 1- espilantol. EFS e CLAE
(TABELA 15); coluna Cig 5um (250 x 4,6 mm) da Phenomenex®; fluxo 1

mL/min; volume de injec&o 25 pL, 200 nm.

Apés analises dos cromatogramas (FIGURA 20) pode-se observar que
a amostra da inflorescéncia (FIGURA 20- c¢) se mostra em alta concentracgao,
sendo necessario desenvolver outro método de extracdo. Portanto, para a
escolha do procedimento de EFS, a amostra do extrato (inflorescéncia seca) foi
preparada nos procedimentos 2 e 3 (TABELA 6) e avaliados em um anico
método cromatografico (método 3, TABELA 7), como mostra a TABELA 16.



Tabela 16: Condicbes das analises em EFS (procedimento 2 e 3) e CLAE-
DAD (método 3) .

CLAE-DAD (método 3) EFS (procedimento 2) EFS (procedimento 3)
Proporcdo da MeOH/H,O Concentracdo 25 Concentracéo 25

fase movel (50/50) do extrato do extrato

(mg/mL) (mg/mL)

Tempo de 20 Volume da 200 Volume da 200

analise (min) amostra de amostra de
extrato (pL) extrato (pL)

Tempo de 13 Eluicdo (1 mL) MeOH/H,O Eluicéo (1 mL) MeOH
retencdo (min) (60/40)

(handa do Limpeza (1 mL) MeOH Limpeza (1 mL) H.O

espilantol)

Ao comparar os perfis cromatograficos dos dois procedimentos (FIGURA
21), observou-se que o procedimento 3 em EFS apresentou uma maior
concentracdo de espilantol. Desta forma, este procedimento foi selecionado

para realizar das amostras de S. acmella.
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Figura 21: Cromatogramas do extrato em metanol (inflorescéncia seca). EFS:
a) procedimento 2 e b) procedimento 3 (QUADRO 1). CLAE-DAD: método 3
(QUADRO 2); coluna Cig Phenomenex® 5um (250 x 4,6 mm); fluxo 1 mL/min;

volume de injecao 25 L. Pico 1- espilantol, 230 nm.

Outro método cromatogréafico foi desenvolvido, incluindo um tempo

adicional de limpeza para a retirada de possiveis impurezas retidas na coluna.



A FIGURA 22 mostra o cromatograma da andlise do extrato da inflorescéncia
utilizando para o EFS o procedimento 3 (TABELA 6) e o sistema gradiente
(TABELA 8), como mostrado na TABELA 17.

Tabela 17: Condi¢cbes das analises em EFS (procedimento 3) e CLAE-DAD
(método 4) .

CLAE-DAD (método 4) EFS (procedimento 3)

Proporcéo da 85% (MeOH) — 6 min Concentracao 25
fase movel 85-100% (MeOH) — 1min do extrato
100% (MeOH) — 5 min (mg/mL)

100-85% (MeOH) — 1min
85% (MeOH) — 10 min
Tempo de 23 Volume da 200
analise (min) amostra de

extrato (pL)

Tempo de 51 Eluicdo (1 mL) MeOH
retencao(min) Limpeza (1 mL) H,O

(banda do

espilantol)

A FIGURA 22 mostra um perfil com linha de base definida e com boa
resolucdo. Esses dois métodos, o de extracdo e o cromatografico foram

selecionados como padréo para o desenvolvimento do trabalho.
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Figura 22: Cromatograma do extrato em metanol, inflorescéncia seca (n=6).
EFS e CLAE-DAD (TABELA 17), coluna Phenomenex® Cig 5 pm (250 x 4,6

mm); fluxo 1 mL/min; volume de injec&o 25 pL. Pico 1- espilantol, 230 nm.

5.4 Selegcdo do comprimento de onda nas analises cromatograficas



Com a obtencéo do cromatograma da amostra padréo (FIGURA 23-a), o
espilantol, pode-se obter o espectro de absorcdo (FIGURA 23-b) em diferentes
comprimentos de onda, utilizando o detector espectrofotdmetro de arranjo de
diodo, sendo que o comprimento de 230 nm foi selecionado por apresentar
uma maior absor¢do do analito de interesse (FIGURA 23-c). Portanto, o
comprimento de onda de 230 nm, foi utilizado como comprimento padréo para
andlise das amostras de extratos de S. acmella.
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Figura 23: Cromatogramas referentes as andlises do espilantol. EFS e CLAE-
DAD (TABELA 12); coluna Phenomenex® Cig 5 um (250 x 4,6 mm); fluxo 1



mL/min; volume de injecdo 25 pL. Pico 1- espilantol. a) perfil cromatogréafico do
padrao (0,1 mg/mL), b) cromatograma de absorcéo referente ao pico do
espilantol (tr=5,1), c) espectro UV de absorcdo da banda cromatogréfica do
espilantol.

5.5 Analise qualitativa dos perfis cromatograficos dos extratos de S.

acmella

Um cromatograma fornece apenas uma peca de informacao qualitativa
acerca de cada espécie em uma amostra, a saber, seu tempo de retencao ou
sua posicao sobre a fase apés certo periodo de eluicdo. Deve-se notar que um
simples cromatograma néo indica o numero total dos compostos existentes na
amostra. E importante observar que os cromatogramas podem n#o levar a
identificagdo positiva dos constituintes presentes na amostra, mas fornece

evidéncia segura da auséncia de certos compostos.*

Apés a otimizacdo das condicbes de extracdo por EFS e
cromatograficas em CLAE-DAD, as amostras dos extratos metanolicos e
etandlicos foram preparadas minutos antes das injecdes no cromatografo e
através dos perfis cromatograficos obtidos (FIGURA 24 e FIGURA 25) péde-se

fazer uma analise qualitativa das amostras.

Avaliando-se os perfis cromatograficos mostrados na FIGURA 24, foi
observada uma Otima separacdo para o analito de interesse e um perfil
semelhante entre os extratos metandlicos, possibilitando sua comparacéo
gualitativa. Comparando-se valores de absorcdo nos cromatogramas, dentre
todos os extratos, a inflorescéncia seca apresenta uma maior intensidade do

pico do espilantol.
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Figura 24: Cromatogramas dos extratos metandlicos de S. acmella. EFS: e
CLAE-DAD (TABELA 17), coluna Phenomenex® Cig5 pm (250 x 4,6 mm); fluxo

1 mL/min; volume de injecdo 25 pL. Pico 1- espilantol, 230 nm.



Através dos perfis cromatograficos mostrados na FIGURA 25, foi
observada uma boa separagcdo para o analito de interesse para alguns
extratos, um perfil ndo semelhante entre todos os extratos etandlicos e uma
linha de base nado definida, porém possibilitou sua comparacdo qualitativa.
Através dos valores de absor¢cdo observados nos cromatogramas, dentre todos

0s extratos, os acessos J-05 e J-13 apresentam uma intensidade maior do pico
do espilantol.
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Figura 25: Cromatogramas (230 nm) dos extratos etandlicos oriundos de
melhoramento genético de S. acmella. EFS e CLAE-DAD (TABELA 17), coluna
Phenomenex® Cig 5 pm (250 x 4,6 mm); fluxo 1 mL/min; volume de injec&o 25

pL. Pico 1- espilantol.

5.6 Isolamento e caracterizacdo do padrao de espilantol

Para realizacdo do desenvolvimento do método foi necessario obter uma
guantidade suficiente do padrao. O espilantol ndo é um padrdo comercialmente
disponivel. Desta forma foi necessario realizar o isolamento e a caracterizacéo

das amostras de S. acmella.

O padréo foi isolado a partir do extrato da inflorescéncia seca, ja que, na
analise qualitativa dos extratos metandlicos, foi 0 que apresentou uma maior
absorcao referente a banda do espilantol. As condicdes cromatograficas de

analise foram aquelas utilizadas foi a mesma utilizada nas andlises dos



extratos de S. acmella, porém foi utilizada uma coluna semi-preparativa e o

fluxo foi ajustado para 3,5 mL/mim.

No isolamento foi coletada a parte central da banda do espilantol para
evitar possiveis contaminacdes. ApoOs todos os procedimentos (Parte
Experimental, item 5.6.2), o rendimento em massa de espilantol foi de 16,7 mg.

O padréao isolado foi injetado no cromatégrafo em modo gradiente
(TABELA 8), para avaliar o grau de pureza, FIGURA 26. Estimou-se o grau de
pureza da banda cromatografica do espilantol em 89,4%.
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Figura 26: a) Cromatograma (230 nm) do espilantol em CLAE-DAD: sistema
gradiente (TABELA 8), coluna C;s Phenomenex®5 um (250 x 4,6 mm); fluxo 1

mL/min; volume de inje¢do 25 pL. Pico 1- espilantol tempo de retencao: 5,1

min. b) Espectro do espilantol na regido UV-Vis.



A CLAE-DAD limita-se a existéncia de grupos croméforos na molécula
para o detector na regido do UV.** Portanto, o grau de pureza do padrdo
isolado foi também avaliado por a gas acoplada a espectrofotometro de

massas.

O espilantol isolado e o solvente metanol (utilizado no processo de
isolamento) foram analisados por CG-EM. Na FIGURA 27 (a e b), apresenta os
cromatogramas obtidos, demonstrando haver uma contaminacdo do padrao
com o solvente utilizado. Com os resultados das areas obtidas a partir dos
cromatogramas, foi feito um background obtendo-se uma pureza de 82,05%,

gue sera utilizado de referéncia para a quantificacdo nas amostras de S.

acmella.
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Figura 27: Cromatogramas analisados em CG-MS: modo de injecao splitless,
temperatura do injetor 250 °C, temperatura da coluna 80 °C, gas de arraste
Hélio com fluxo de 1,6 mL/min e coluna da Supelco, Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm
X 0,25um). Modo de impacto por elétrons a 70 eV. Programacdo de
temperatura para a coluna 80°C - 290°C (razdo de 10°C/min), com tempo de
analise de 27 min. a- cromatograma do espilantol e b- cromatograma do

metanol.



Na FIGURA 28, o espectro de massa identifica o espilantol nessas
fragmentagcbes dos picos como m/z 41[CsHs], m/z 81[CgHg], m/z 149

[C10H140%], m/z 167 [C10H16NO*], caracteristicos de aminas.****

149

4_‘
a1 81 OH" ﬁ
% < | !|
A 81 \/ \ — \VAS /&/
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: 41 98
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Figura 28: Espectros de massas obtidos no CG-MS: modo de injecéo splitless,
temperatura do injetor 250 °C, temperatura da coluna 80 °C, gas de arraste
Hélio com fluxo de 1,6 mL/min e coluna, Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
Modo de ionizac&o impacto de elétrons a 70 eV. Programacao de temperatura
para a coluna 80°C - 290°C (razdo de 10°C/min), com tempo de corrida de 27

min.

A estereoquimica do espilantol isolado foi confirmada nesses espectros

de *H-RMN e **C-RMN, comparando-se com dados da literatura®>**

, referentes
ao espilantol: *H-RMN (400 MHz, CDCls), 5 6.83 (dt, 1H, J=15Hz), 6.29 (br dd,
1H, J=15Hz), 5.97 (dd, 1H, J=11Hz), 5.77 (br d, 1H, J=15Hz), 5.70 (dqg, 1H,
J=15Hz), 5.47 (br s, 1H), 5.26 (dt, 1H, J=11Hz), 3.14 (dd, 2H), 2.29 (m, 4H),
1.78 (m, 1H), 1.78 (d, 3H), 0.93 (d, 6H) e para o espectro de **C-RMN (100
MHz, CDClI3), 6 165.97, 143.61, 129.96, 129.45, 127.66, 126.69, 124.10, 46.86,
32.10, 28.59, 26.38, 20.31, 18.31. Os espectros obtidos sdo mostrados nas

FIGURAS 29-34.
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Figura 29: Espectro de **C-RMN do espilantol (100 MHz, CDCls).
8 3 O
\/\_/\/\)L —\1 N
7 6 4 2 H
7
8
' 6
3 4 | ‘ | 2
|
1
|
17‘0.0 16‘5.0 16‘0.0 15‘5.0 15‘0.0 14‘5.0 14‘0.0 13‘5.0 13l).0 12‘5.0 12‘0.0

ppm (f1)

Figura 30: Espectro de “*C-RMN do espilantol ampliado entre 120-170 ppm
(100 MHz, CDCl3).
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Figura 31: Espectro de **C-RMN DEPT 135 do espilantol ampliado entre 17.5-
47.5 ppm (100 MHz, CDCly).
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Figura 32: Espectro de **C-RMN DEPT 135 do espilantol ampliado entre 122-
147 ppm (100 MHz, CDCl3).
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Figura 33: Espectro de *H-RMN do espilantol (400 MHz, CDCls).
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Figura 34: Espectro de *H-RMN do espilantol ampliado 5,33-6,83 ppm (400
MHz, CDCls).



5.7 Validac&do do método

A validacdo do método seguiu as normas estabelecidas pela ANVISA
através da RDC de n° 899 de 2003, para validacdo de métodos analiticos.
Foram avaliadas as seguintes figuras de mérito: especificidade, linearidade,
precisdo, exatidao, limites de quantificacéo e de deteccéo.

A validacdo do método permite verificar se os resultados obtidos no
desenvolvimento do método sdo confiaveis, de forma que possa ser aplicado

rotineiramente em analises de extratos de S. acmella.

5.7.1 Especificidade

A especificidade do método cromatografico péde ser determinada pela
comparacao dos perfis cromatogréaficos obtidos da solucdo padrdo (FIGURA
35-a) e dos extratos de S. acmella (FIGURA 35-b), demonstrando a
inexisténcia de quaisquer interferentes nos cromatogramas, independente da

amostra analisada.
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Figura 35: Cromatogramas dos extratos metandlicos de S. acmella. EFS: e
CLAE-DAD (TABELA 17), coluna Phenomenex® Cig5 pm (250 x 4,6 mm); fluxo
1 mL/min; volume de inje¢cédo 25 pL. a) amostra do espilantol e b) amostra do

acesso NO2, Pico 1- espilantol (t= 5,1 min.), 230 nm.



5.7.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada por dois métodos de calibracdo: padronizacao
externa e padronizacdo por adicdo de padrdo. A padronizacdo externa €
utilizada em amostras que nao precisam de extenso pré-tratamento,* como é o
caso das andlises de extratos de espécies de S. acmella estudadas no
presente trabalho. Neste caso, a construcdo da curva de calibracao foi feita
através de padrbes de calibracdo, que sdo solucbes de concentracbes
conhecidas do analito.

Avaliando-se os resultados obtidos na TABELA 18, conclui-se que a
curva analitica apresentou linearidade satisfatoria na faixa de 2 a 122 pg/mL,
uma vez que as razdes S/Q para cada ponto da curva ndo se desviaram mais

do que 5% em relacdo ao coeficiente angular da reta.

Tabela 18. Resultados referentes ao estudo da linearidade tendo como base a

concentracao de espilantol e a area média obtida nas analises cromatograficas.

Concentracao Area S/IQ
(ng/mL) média (%)
2 62352,6 92,3
22 695018,3 98,9
42 1366516,6 102,1
62 1976863,3 100,2
82 2566376,6 98,4
102 3266603,3 100,7
122 3876920,0 99,9

5.7.2.1 Curvas de calibracédo analiticas

As curvas analiticas foram construidas a partir de sete concentracdes
diferentes de espilantol (2, 22, 42, 62, 82, 102 e 122 ug/mL), as quais foram
analisadas em triplicatas, e a regressao foi avaliada pelo método dos minimos
guadrados O procedimento de preparacdo das amostras foi descritos nos item

4.3 e 4.7.1 do Procedimento Experimental.



As curvas analiticas estdo na FIGURA 35. Os valores de correlacdo
foram de 0,9997 e 0,9995 para a curva de padrdo externo e adicao de padréo
respectivamente. Esses valores estdo de acordo com o exigido pela ANVISA,*
para métodos analiticos, r2=0,99.
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Figura 36: Curvas analiticas: a) curva por padrao externo, b) curva de adicao
de padréo e c) comparacédo entre as duas curvas obtidas por adicdo de padrao
e por padrdo externo para o método da quantificacdo de espilantol em

amostras de S. acmella.

A comparacdo entre as duas curvas (FIGURA 36-c) mostra o
comportamento paralelo entre as linhas de regressao, o que demonstra ser um

método seletivo. Essa seletividade também foi avaliada a partir de dados



estatisticos, como mostra o TABELA 19. A comparagdo foi feita pela
guantificacédo do espilantol na amostra VO3 (sem adi¢cédo de padrao) utilizando a
regressao por padrdo externo e por adicdo de padrdo sendo calculada através
da EQUACAO 5. O coeficiente de variacdo de 0,45% entre os valores de
concentracdo experimental prova a seletividade do método.

Tabela 19: Comparacdo entre as curvas de calibracdo, atravées da
guantificacédo do espilantol na amostra do acesso V03.

Equac&o dareta Area VO3 (2381784)

(Padréo externo) Conc. Exp.= 75,21pg/mL
y=3705,1+31762,0x
(Adicéo de Padrao) Conc. Exp.= 75,68 pg/mL
y=2,369x10%+31563,05x

5.6.3 Limite de quantificacdo e Limite de deteccéo

O Limite de deteccéo (LD) e o Limite de quantificacdo (LQ) podem ser
calculados pelo método relacdo sinal-ruido ou métodos baseado em
parametros da curva analitica.* As solucdes utilizadas nas construcdes das
curvas estdo descritas no item 4.7.2 do Procedimento Experimental. Neste
trabalho foram utilizados parametros da curva analitica para determina o LD e o

LQ desse método.

O limite de deteccdo representa a menor concentracdo da substancia
em analise que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental.** O LD foi determinado
pela analise em quintuplicata de amostras preparadas em ordem decrescente

(abaixo de 0,5 pg/mL). O limite de deteccéo determinado foi de 0,1 pg/mL.

O limite de quantificacdo representa a menor concentracdo da
substancia em andlise que pode ser medida.”® O LD foi determinado pela
analise em quintuplicata de amostras preparadas em ordem decrescente

(abaixo de 2,0 ug/mL) . O limite de quantificacdo determinado foi de 0,7 pg/mL.



5.6.4 Precisao

A precisao foi avaliada pela repetibilidade (preciséo intra-corrida) e da
precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas). A precisdo do método foi
verificada utilizando-se trés concentragbes da solugcao padrdo: 2,2 pg/mL
(baixa), 62 pg/mL (média) e 103 pg/mL (alta), contemplando a faixa de variagcédo
da curva de calibracéo, realizando-se, no minimo, 5 (cinco) determinagfes por

concentracdo em dias ndo consecutivos.

A TABELA 20 mostra os valores obtidos nas analises cromatogréaficas. O
coeficiente de variacdo, que é utilizado para avaliar precisdo do método, variou
entre 0,9 e 4,3%, estando dentro do limite aceitavel pela ANVISA,*® de 15%,
demonstrando que o método analitico é preciso para quantificacdo de amostras
de S. acmella no intervalo de concentracéo estudado.

Tabela 20: Dados da analise da preciséo (repetibilidade).

Concentracao do 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3°dia (n=5)
padrdo (Y CcVv CV
(Mg/mL)

2,2 1,23 1,51 0,9
62 2,37 2,23 4,3
103 1,35 1,97 1,28

CV= coeficiente de variacdo e n= namero de analises cromatograficas.

5.6.5 Exatidao

A exatiddo é um parametro que permite julgar a confiabilidade do
método analitico e deve ser investigada apés a determinacdo da
especificidade, linearidade e precisdo do método.*’Na validacdo de método
analitico, a exatiddo é obtida através da aproximacédo de resultados, ou seja,
devido a impossibilidade de se trabalhar com amostras certificadas do analito
na matriz de interesse, as amostras padrao sao obtidas pela adicdo do analito
na amostra branco ou pelo uso amostra que jA contenham uma determinada

guantidade do analito.*®

Para avaliar a exatiddo do método foi utilizado o processo de ensaio de

recuperagdo. Esse método € usado quando € dificil ou impossivel preparar um



branco da matriz sem a substancia de interesse.* Utilizando as amostras
controle de qualidade (CQ) que devem ser determinadas em 3 concentragdes
diferentes baseados nos intervalos das concentragbes da curva de padrdo
externo: controle de qualidade baixa (CQB) que deve ser menor ou igual a 3x
LIQ (limite inferior de quantificacdo); controle de qualidade média (CQM) que
deve ser aproximadamente a média entre CQB e CQA e o controle de
gualidade alta (CBA) que deve ser 75 a 90% da maior concentragcédo da curva
de calibracao.

Amostra da matriz VO3 foi fortificada com trés niveis de concentracdes
diferentes de solucéo padrdo: 2 pg/mL (baixa), 62 pg/mL (média) e 122 pg/mL
(alta), e em seguida, foram adicionadas amostra da matriz conforme o item
4.7.4 no Procedimento Experimental. A amostra sem a adi¢cédo de padréo (V03)
e cada uma das amostras com adicdo do padrdo (concentracdo estimada)
foram analisados e a recuperacédo foi expressa em termo de porcentagem da
guantidade medida da substancia em relacdo a quantidade adicionada na

matriz. Os valores obtidos encontram-se descritos na TABELA 21.

A determinacdo da recuperacdo do analito foi realizada através da sua
guantificacdo na matriz em estudo pelo emprego de um padrdo. A porcentagem
de recuperacdo possui valores aceitaveis das especificacdes esperadas para

matrizes complexas (80-120%).*

Tabela 21: Porcentagem de recuperacao de espilantol aplicando-se o0 método

analitico.
Nivel de fortificacao Concentracéo Recuperacéo
(ng/mL) experimental (ug/mL) (%)
2 2,1 105,0
62 63,25 102,01
122 122,29 100,24

Com os valores obtidos em cada parametro, dentro dos limites
aceitaveis da ANVISA®, o método mostra-se preciso e exato para aplicacédo de

analise quantitativa de espilantol em amostras da espécie Spilanthes acmella.



5.8 Aplicagdo do método

O método analitico desenvolvido foi aplicado em 14 amostras de
extratos metandlicos e 27 amostras de extratos etandlicos oriundas de
melhoramento genético de S. acmella.

A quantificagdo de espilantol nessas amostras foi realizada utilizando os
valores das é&reas da banda cromatografica do espilantol, e aplicada a

regressao linear obtida na curva por padréo externo.

O espilantol foi encontrado em maior quantidade nos extratos
metandlicos nas partes da inflorescéncia seca (110,65 pg/mL) e fresca (98,41
pg/mL), ndo havendo uma variagdo significativa, confirmando os dados
encontrados na literatura,*® que afirma ser a parte da planta que apresenta
maior concentracao de espilantol. Entretanto, houve uma variagéo significativa
entre as partes do caule e folha fresca e seca (FIGURA 36). Portanto, na
analise das partes das plantas, a inflorescéncia seca ou fresca, demonstra ser

uma melhor desse metabdlito.

Nos acessos do tipo V (FIGURA 37), também foram encontrados altas
concentracdes do espilantol, mostrando que a planta completa, também € uma

boa fonte desse composto.

NO7 21,53
NO3 23,83
NO2 15,08
NO1 12,31
V10 95,41
V05 80,09
V04 79,24
V03 74,83
inflor. seca 110,21
folhaseca 67,68
caule seca 14,16
inflor. Fresca 98,41
caule fresco 2,54
folhafresca 14,46

0 20 40 60 80 100 120
Concentragédo (ug/mL)

Figura 37: Gréafico da andlise quantitativa de espilantol nas amostras de S.

acmella.



Nas amostras oriundas de melhoramento genético de S. acmella, foram
quantificadas de forma analoga as amostras de extratos metandlicos. A
FIGURA 38 mostra o resultado da quantificacdo dos extratos etandlicos. Foram
encontrados uma maior quantidade de espilantol nos acessos J-05, J-13, J-26,
J-27 e J-40. O método desenvolvido pode, portanto, ser aplicado em estudos
de monitoramento do manejo agrondmico dessas espécies, nos casos em que
se pretende aumentar a concentragcdo dessa classe de metabolitos secundarios

no vegetal.

J-4X 4,82

J-40 82,42
J-38 3,95

J-36 11,76

J-33 8,79

J-31 6,83

J-29 45,95

J-28 8,67

J-27 90,75
J-26 85,95
J-25 6,29

J-23 7,51

J-21 24,75

J-19 10,04

J-17 13,34

J-16 1,09

J-14 2,62

J-13 122,08
J-12 3,72

J-10 521

J-09 49,81

J-08 8,78

J-07 7,61

J-06 8,94

J-05 120,5
J-04 35,98

J-03 12,77
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Figura 38: Grafico da analise quantitativa de espilantol nas amostras de S.

acmella.



6 Concluséao

Esse trabalho apresenta uma contribuicdo no controle de qualidade da
espécie Spilanthes acmella (L.) Murray, através da quantificacdo de seu
principal metabdlito secundario, o espilantol.

Para isso, o desenvolvimento de um método padronizado por extracao
em fase solida foi fundamental, possibilitando um método cromatogréafico que
forneceu perfis cromatograficos apropriado para a representatividade das
amostras submetidas ao estudo.

A utilizacdo da CLAE possibilitou separacdo de bandas cromatograficas
utilizando uma coluna C;s, com ajuda do detector com espectrometro de diodo
e tendo como fase movel metanol e agua, e pode ser considerado como um
método rapido, econdmico e livre de interferentes capazes de caracterizar e
distinguir as amostras de S. acmella analisadas.

O procedimento de validacdo do método demonstrou que o processo de
extracdo e das analises cromatograficas é adequado com 6timos resultados em
todas as etapas, mostrando ser um método sensivel, preciso e exato.

O método quantitativo em amostras cultivadas de S. acmella demonstrou
gue existem variacdes na concentracdo de espilantol, onde € encontrado uma
maior quantidade na parte da inflorescéncia fresca e seca e no acesso V10 da
planta. As amostras oriundas de melhoramento genético apresentaram também
alto teor de espilantol, mostrando que esse método também pode ser aplicado
no monitoramento de espilantol em novas amostras de S. acmella, como forma
de manejo agrbnomo para aumentar o teor de espilantol em amostras dessa

espécie.
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