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RESUMO

LIMA, Bruno Garcia, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa - Campus Rio Paranaiba,
dezembro de 2019. Extracao e determinacao cromatografica de acido chiquimico e acido
galico em Schinus terebinthifolius Raddi e nas fezes da lagarta predadora associada
Automeris sp. Orientador: Geraldo Humberto Silva.

O 4cido chiquimico possui alto valor de mercado, pois é o precursor do farmaco Fosfato de
Oseltamivir (Tamiflu®), um dos poucos fairmacos disponiveis no mercado para tratamento da
gripe A (HIN1). Tal substancia é extraida comercialmente apenas do anis estrelado chinés
(Illicium verum Hook.f.), sendo necessdrio buscar novas fontes desta matéria prima. Neste
contexto, buscou-se desenvolver um processo utilizando conceito de quimica verde, onde
lagartas predadoras do género Automeris sp. foram alimentadas com folhas de Schinus
terebinthifolius Raddi, com objetivo de aumentar a concentracdo do 4cido chiquimico na nova
matriz, as fezes das lagartas. Para quantificar os acidos chiquimico e galico, nas folhas e fezes,
nas etapas de otimiza¢do da extragdo e purificacao foi desenvolvido um método cromatografico
via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Arranjo de Diodos (CLAE-
DAD). A extracao dos dcidos das matrizes foi otimizada ajustando as condicdes temperatura,
tempo, granulometria, dilui¢cdo e os extratores Soxhlet e autoclave. O método desenvolvido e
otimizado, por CLAE-DAD, foi rdpido, seletivo, preciso e robusto nas condi¢des avaliadas.
Dentre os fatores avaliados na etapa de extracao, o que mais influenciou foi a temperatura, com
a condic¢do 6tima a 110°C, com uso de autoclave. A médxima concentracdo nesta condi¢ao, para
o dcido chiquimico foi de 3,7% m/m nas fezes e de 2,9% m/m nas folhas, evidenciando o
aumento da concentracdo do dcido chiquimico nas fezes das lagartas em relagdo as folhas. Os
dois dcidos foram separados com eficiéncia, através de uma extra¢do em fase sélida, na qual
extrato aquoso foi efluido através de uma coluna recheada com uma mistura de carvao ativado
e silica-gel. Para entender o processo foram determinadas as isotermas de adsorcdo, em fluxo,
para os dois 4cidos, sendo que a capacidade maxima de adsorc¢do de 4cido chiquimico, igual a
7,459 mg.g™!, e do 4cido gélico sendo igual a 55,780 mg.g™!, calculadas pelo modelo de isoterma

de Langmuir.

Palavras-chave: Extragdo. Cromatografia Liquida. Schinus Terebinthifolius Raddi. Automeris.



ABSTRACT

LIMA, Bruno Garcia, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa - Campus Rio Paranaiba,
December, 2019. Extraction and chromatographic determination of shikimic acid and
gallic acid in Schinus terebinthifolius Raddi and in feces of the associated predatory
caterpillar Automeris sp. Advisor: Geraldo Humberto Silva.

Shikimic acid has a high market value because it is the precursor of the drug Oseltamivir
phosphate (Tamiflu®), one of the few drugs available for the treatment of influenza A (HIN1).
Such substance is extracted commercially only from Chinese star anise (/llicium verum
Hook.f.), and it is necessary to search for new sources of this raw material. In this context, we
sought to develop a process using the concept of green chemistry, where predatory caterpillars
of the genus Automeris sp. were fed leaves of Schinus terebinthifolius Raddi in order to increase
the shikimic acid concentration in the new matrix, caterpillar feces. In order to quantify the
shikimic and gallic acids in the leaves and feces, in the extraction and purification optimization
stages, a chromatographic method via High Performance Liquid Chromatography with Diodes
Array Detector (CLAE-DAD) was developed. The extraction of acids from the matrices was
optimized by adjusting the temperature, time, grain size, dilution conditions and the Soxhlet
and autoclave extractors. The method developed and optimized by CLAE-DAD was fast,
selective, accurate and robust under the evaluated conditions. Among the factors evaluated in
the extraction stage, the one that most influenced was the temperature, with the optimal
condition at 110°C, with the use of autoclave. The maximum concentration in this condition for
shikimic acid was 3.7% w/w in in caterpillar feces and 2.9% w/w in leaves, showing an increase
in the concentration of shikimic acid in the feces in relation to the leaves. The two acids were
efficiently separated by solid phase extraction, in which aqueous extract was effected through
a column filled with a mixture of activated carbon and silica gel. In order to understand the
process, the adsorption isotherms in flux were determined for both acids, with the maximum
adsorption capacity of shikimic acid equal to 7,459 mg.g"! and gallic acid being 55,780 mg.g™!,

calculated by the Langmuir isotherm model.

Keywords: Extraction. Liquid Chromatography. Schinus Terebinthifolius Raddi. Automeris.
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1. Introducio Geral
1.1. Acido chiquimico

O Acido Chiquimico (figura 1) (dcido (3R,4S,5R)-3,4,5-tri-hidroxiciclo-hex-1-eno -
carboxilico) é um 4acido organico encontrado em plantas, sendo precursor de aminoécidos
aromadticos e derivados. Tal acido fo1 isolado pela primeira vez em 1885, a partir da flor do Anis
Estrelado Japonés (/llicium anisatum), que é conhecida como Shikimi, dando assim o seu nome.
0O Acido Chiquimico € um dcido ciclo-hexanocarboxilico, um ciclitol, opticamente ativo,

contendo trés grupos hidroxila. Os seus centros quirais o torna um dos principais intermedidrios

na biossintese de compostos arométicos no metabolismo vivo (IYER et al., 2007).

FIGURA 1 - Estrutura quimica do acido chiquimico.

HO._O

HO™ OH
OH

Fonte: elaborado pelo autor.

O Acido Chiquimico é utilizado para a sintese de produtos farmacéuticos, como o
fosfato de oseltamivir (Tamiflu®). O fosfato de oseltamivir, figura 2, € um pré-farmaco inibidor
potente e seletivo da enzima neuraminidase, impedindo a propagacdo do virus da gripe
(influenza A e B). A neuraminidase € responsavel pela liberagdo de particulas virais recém-
formadas nas células infectadas e para a posterior disseminacdo do virus no organismo,
portanto, quando ela € inibida, o virus morre ao ndo conseguir sair da célula hospedeira sendo
impedido de espalhar e infectar outras células do corpo. O fosfato de oseltamivir também inibe
a infec¢do e a replicagdo in vitro do virus da gripe e inibe a replicacio e a patogenicidade in
vivo do mesmo, assim reduz a proliferacdo dos dois virus (influenza A e B), pois inibe a

liberacdo de virus das células infectadas (ANVISA, 2018).
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FIGURA 2 - Estrutura quimica do fosfato de oseltamivir (Tamiflu®).

Oy O~

Fonte: elaborado pelo autor.

Segundo a ROCHE, o processo de fabricagdo do Tamiflu® é complexo e envolve pelo
menos 10 etapas, sua fabricacdo leva de 6 a 8 meses, e utiliza como matéria prima, o dcido
chiquimico extraido das vagens do anis estrelado (Zllicium verum Hook.f.), proveniente de uma
variedade especifica que possui maior concentragdo deste dcido. Esta espécie de anis para
expressar o seu maximo potencial produtivo requer condi¢des climaticas especificas, o que
limita seu cultivo a quatro provincias da China, o que dificulta a sua obten¢do. Mesmo para
essa variedade que produz mais dcido chiquimico, para cada quilograma de 4cido sdo
necessarios 30 quilogramas de anis (ESCALANTE et al., 2014; ROCHE, 2006).

Novas fontes de acido chiquimico tém sido objeto de estudo em todo o mundo, ao
utilizar diferentes metodologias e matérias-primas. No entanto, somente em alguns tipos de
plantas se consegue isolar o dcido chiquimico em maior quantidade, o que torna necessirio a
otimizacdo dos processos de extracdo para que possam ser utilizados pela industria
(BOCHKOV et al., 2012). Dentre estes estudos, CARDOSO, LOPES ¢ NASCIMENTO
(2014) conseguiram otimizar o processo de extracdo das folhas secas de Eichhornia crassipes
e obteve rendimento de 2,7% m/m; MARTIN et al. (2010) utilizou como matéria prima a casca
e pedacos de madeira da planta Liquidambar styraciflua L. conseguindo um rendimento de
1.68% e 0,20% m/m, respectivamente; USUKI et al. (2011) empregou uma técnica para
dissolver a celulose das folhas da planta Ginkgo biloba e assim conseguiu um rendimento de
2,3% m/m.

Em um estudo realizado por FEUEREISEN et al. (2014), ficou evidenciado através de

andlises por espectroscopia por RMN (ressonincia magnética nuclear) a presenca de derivados
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do 4cido chiquimico no extrato obtido da planta popularmente conhecida como Aroeira

Vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi).

1.2. Acido galico

O Acido Gilico (figura 2) (4cido 3,4,5-tri-hidroxibenzéico) € um &4cido aromdtico
encontrado nas plantas, como derivado da via metabdlica do 4cido chiquimico, na forma de
acidos livres, ésteres, derivados de catequina e de taninos hidrolisaveis. E considerado um dos
compostos fendlicos mais ativos possuindo atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatéria e anticancerigena (AYDOGDU; SUMNU; SAHIN, 2019; KARAMACG;
KOSINSKA; PEGG, 2006; SIMOES et al., 2017)

FIGURA 2 - Estrutura quimica do acido galico.

O~_OH

HO OH
OH

Fonte: elaborado pelo autor.

Devido a atividade antioxidante do 4cido galico ele € considerando uma substancia que
age como inibidor de radicais livres (CAO; WARNER; FANG, 2019), possui também um sabor
amargo e adstringéncia fortes o que limita seu uso em alimentos. Sua molécula pode ser
degradada pela acdo da temperatura, pH, presenca de oxigénio e luz (KARAMAC;
KOSINSKA; PEGG, 2006).

1.3. Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi, pertencente ao gé€nero Schinus e a familia
Anacardiaceae € uma espécie de planta conhecida popularmente como aroeira, aroeira
vermelha, aroeira pimenteira, aroeira do brejo, aroeira mansa, aroeira da praia e diversos outros

nomes que variam de regido para regiao.
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Segundo STRAPASSON (2002), a Schinus terebinthifolius Raddi ocorre em todo
continente Sul Americano e é encontrada em todo territorio brasileiro, de norte ao sul, em
diferentes biomas, tais como: cerrado, caatinga e mata atlantica. A espécie Schinus
terebinthifolius Raddi é considerada uma planta medicinal e na medicina popular € utilizada
contra febre, problemas do trato urindrio, cistites, uretrites, blenorragia, problemas menstruais
com excesso de sangramento, e gripes (SOUZA; LORENZI, 2012; STRAPASSON; SANTOS;
MEDEIROQOS, 2002).

A aroeira-vermelha pode atingir na idade adulta até 15 m de altura e 30 a 60 cm de
diametro, podendo formar aglomerados de plantas originadas de sementes ou brotacdes de raiz.
E também considerada como uma planta pioneira ou secundaria inicial, podendo ocupar
ambientes diferentes com grande capacidade. Suas flores s@o de coloragdo branco-amarelada a
branco esverdeada, além de serem muito pequenas e numerosas. Seus frutos possuem uma
coloragdo vermelha quando maduros, possuindo de 4 a 5,5 mm de diametro, sendo que seu
amadurecimento ocorre nos meses de maio a setembro (CARDOSO; SILVEIRA, 2010).

A espécie teve sua importancia reconhecida ao ser incluida na Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Sadde (RENISUS), elaborada pelo
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicas, que incentiva a pesquisa com plantas,
exoticas adaptadas ou nativas (BRASIL, 2019).

Em estudos fitoquimicos realizados para avaliar as propriedades farmacoldgicas das
folhas, cascas e sementes de S. ferebinthifolius Raddi, foram identificadas as ocorréncias de
terpenos, flavondides, dcidos graxos, fendis, taninos, dleos essenciais em diferentes niveis de
concentragdo. Porém, em grande parte desses estudos pouca atencdo foi dada para a
quantificacdo dos compostos quimicos presentes na planta, ficando restritos a identificagao dos
compostos (CARVALHO et al., 2013).

As plantas em geral, muitas vezes servem como habitat para outros seres vivos fazendo
o papel de hospedeiras, que possibilitam a sobrevivéncia de outras espécies parasitas. SPECHT,
CORSEUIL e FORMENTINI (2006) ao verificarem a incidéncia de lepidopteros que possuem
ocorréncia no Rio Grande do Sul, verificou que a Schinus terebinthifolius Raddi € planta
hospedeira de duas espécies de lepiddpteros, sendo a Automeris melanops (Walker) e
Leucanella viridescens (Walker).

Também foi citado por BARRETO e SILVA (2013) a incidéncia da lagarta Automeris

sp. na planta Schinus terebinthifolius Raddi ao realizar um estudo no qual avaliou o teor de
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acido gdlico nas folhas da planta e nas fezes da lagarta, onde ficou evidenciado que o teor de

acido galico encontrado nas fezes foi 487 vezes maior que o encontrado nas folhas.

(a) planta adulta, (b) flores, e (c) frutos. Fonte: arquivo pessoal, 2018.

1.4. Lepidopteros

1.4.1. Automeris sp.

Fazem parte os insetos popularmente conhecidos como borboletas e mariposas. O nome
da ordem lepidoptera tem origem no idioma grego (lepis = escamas, e pteron = asas) que faz
referéncia a presenca de escamas nas asas. S3o insetos que possuem uma metamorfose
completa, que t€ém cobertos por escamas 0 seu corpo, suas asas membranosas € apéndices
(CAMARGO et al., 2015).

Segundo RAFAEL (2012), a maior parte dos insetos adultos sdo sugadores e se
alimentam de néctar, pdlen, liquidos de frutos fermentados, excretas, resinas vegetais, podendo
ser também hemat6fagos, porém alguns adultos consomem reservas acumuladas no estagio

larval, consequentemente ndo se alimentando na fase adulta. Na fase larval sdo insetos
14



herbivoros dotados de aparelho bucal mastigador (RAFAEL; DE MELO; DE CARVALHO,
2012).

O género Automeris Hiibner pertence a familia Himeleucidae, que compreende mais de
500 espécies, dentre estas espécies, algumas do gé€nero Automeris possuem interesse
econdmico, sdo mariposas que possuem uma grande mécula ocelada, negra ou vermelha, que
se V€ no meio das asas posteriores, cujas lagartas possuem podem ingerir uma ampla variedade
de fontes alimentares. Dentre as espécies deste género, as mais comuns sao Automeris melanops
(Walker, 1865), A. illustris (Walker, 1855) e Hyperchiria incisa (Walker, 1855) (COSTA
LIMA, 1950).

Conforme PANIZZI e PARRA (1991), as folhas compdem a principal biomassa da
planta e representam a melhor fonte de nutrientes para as lagartas dos lepiddpteros, por isso sua
fisiologia e comportamentos sdo afetados diretamente pelos componentes presentes nas folhas.

As lagartas ao serem alimentadas com as folhas, durante o seu o processo digestivo, no
qual os alimentos sdo hidrolisados e transformados, através da acdo de enzimas presentes em
seu trato intestinal, de macromoléculas complexas em moléculas mais simples para serem
absorvidas No entanto, no trato intestinal dos insetos, nem todos os componentes sdo digeridos
e absorvidos, podendo assim, ocorrer a concentragdo de uma determinada substancia que esta

presente nas folhas consumidas (LEHANE; BILLINGSLEY, 2012; NATION, 2008).

FIGURA 4 - Lagarta do género Automeris sp. encontradas nas arvores de aroeira-vermelha.

(a) lagarta Automeris sp., (b) fezes. Fonte: arquivo pessoal, 2018.
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1.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O termo cromatografia é derivado das palavras gregas chrom (cor) e graphe (escrever),
foi utilizado pela primeira vez, em 1906, pelo botinico russo Mikhael Semenovich Tswett, que
os utilizou em trabalhos que descreviam suas experiéncias nas quais ele utilizou colunas de
vidro recheadas com diferentes solidos para arrastar os diferentes componentes de extratos de
folhas com éter de petréleo (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

Cromatografia € o método fisico-quimico no qual ocorre a separacdo dos componentes
de uma mistura pela distribuicio desses componentes em duas fases, sendo uma fase
estaciondria e a outra é denominada de fase movel, que € aquela se se move através da fase
estaciondria. Durante essa passagem os componentes da mistura sdo distribuidos por ambas as
fases de maneira que cada um € seletivamente retido pela fase estaciondria, resultando em
diferenciais de migracao desses componentes, possibilitando a identificacdo e quantificacdo
destas espécies quimicas (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

As formas de cromatografia podem ser classificadas pela forma fisica do sistema
cromatografico (cromatografia em coluna e cromatografia planar), pela fase mével empregada
(a cromatografia gasosa, a cromatografia liquida e a cromatografia supercritica), pela fase
estaciondria utilizada (fase estaciondria sélida, liquida e quimicamente ligadas), e pelo modo
de separacdo (adsor¢do, parti¢do, troca idnica, exclusdo ou combinagdes desses mecanismos)
(DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Na década de 60, foram utilizados equipamentos que operavam a fase moével liquida sob
pressdo, ao utilizar e aperfeicoar sistemas de bombeamento, e com métodos de detec¢do mais
sensiveis que possibilitou andlises com resultados satisfatdrios e com rapidez semelhante aquela
obtida na cromatografia gasosa, procedimento que viria a ser chamado de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

A CLAE ¢ uma técnica versatil que possibilita a realizacdo de andlises em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e detectabilidade de misturas com uma
ampla gama de compostos e na qual também a pode-se utilizar um grande nimero de diferentes
fases estaciondrias, o que a torna uma ferramenta importante em vdrias dreas, tais como, no
acompanhamento de sinteses, em andlises de pesticidas, feromdnios, no isolamento de produtos
naturais e sintéticos, entre outras aplicacdes (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Essa técnica promove uma separacdo dos componentes de uma amostra, esta que €

introduzida no sistema pela sua inje¢cdo, sendo que a amostra deve ser filtrada antes de ser
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injetada, na fase mével (que possui alto grau de pureza), que ¢ bombeada a uma vazao continua,
que possibilita a elui¢do da fase movel a uma vazao adequada. Em seguida, a fase movel com
a amostra atravessa a fase estaciondria o que resulta na separacdo dos componentes de acordo
com a afinidade destes com ambas as fases, e assim as substancias atingem o detector gerando
um sinal, que € enviado ao sistema de registro (computador) e este gera um cromatograma com
os dados da amostra, conforme demonstrado na figura 5 (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES,
20006).

FIGURA 5- Equipamento basico de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

i
==

a) reservatério da fase mével; b) bomba de alta pressdo; c) valvula de injecdo; d) coluna; e)

detector e f) registrador. Fonte: DEGANI, CASS e VIEIRA, 1998.

1.6. Validacao de métodos analiticos

Para THOMPSON (2002), a validagdo do método analitico é essencial, e ao ser
implementada em um laboratério ela permite que se produza dados analiticos confidveis,
através da preparagdo de protocolos sobre estudos de desempenho de métodos (colaborativos),
testes de proficiéncia e controle de qualidade (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

O objetivo da validacdo de um método analitico € a demonstracio do quao ele é
adequado para a finalidade pretendida, possibilitando a verificacdo das caracteristicas referentes
a identificacdo, controle de impurezas e procedimentos de ensaio (ICH, 2005).

Segundo RIBANI et al. (2004) é possivel distinguir dois tipos de valida¢do de métodos:
a validacdo no laboratério e a validacao completa. A valida¢do no laboratério sdo as etapas de

validacdo que ocorrem dentro de um tnico laboratério, e € utilizada na producao de dados para
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publicacdo de artigos cientificos e em etapas preliminares do desenvolvimento de uma nova
metodologia. J4 a validagdo completa, € um método que engloba todas as caracteristicas e
realiza um estudo interlaboratorial, e assim € capaz de verificar como a metodologia
desenvolvida se comporta ao ser reproduzida em laboratérios distintos.

Virias instituicdes no mundo desenvolvem protocolos para a validagdo de métodos e
também sdo responsaveis por acompanhar e credenciar a competéncia de laboratorios de ensaio.
No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria) e o INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade Industrial) sdo 6rgdos responsdveis por
credenciadoras para verificar a competéncia de laboratérios de ensaios e para isso
disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, que determinam
os parametros que devem ser avaliados, entre eles: especificidade/seletividade, intervalos da
curva de calibracdo, linearidade, curva de calibracdo, limite de detec¢do, limite de

quantificacdo, exatiddo, precisao, robustez (RIBANI et al., 2004).

1.6.1. Especificidade e seletividade

GONZALEZ e HERRADOR (2007) definem a seletividade como sendo o grau em que
um método pode quantificar com precisdo um analito na presenca de interferéncias existentes
nas condig¢des estabelecidos para o ensaio da amostra em estudo.

A seletividade € capaz de avaliar o grau de interferéncia entre componentes da amostra,
podendo ser substancias ativas diferentes, impurezas, produtos de degradacdo ou mesmo outros
componentes que possam ter propriedades similares entre si, presentes na amostra. Desde
modo, é garantido que o pico de resposta obtido pelo método representa exclusivamente a
substincia de interesse (RIBANI et al., 2004).

Conforme RIBANI et al. (2004), existem varias maneiras de se obter a seletividade:
pode-se comparar uma matriz isenta da substancia de interesse com a matriz na qual esta
substancia € adicionada, sendo que nenhum interferente deve possuir o mesmo tempo de
retencao da substincia de interesse, e esta deve possuir um sinal de resposta bem separado das
demais substancias da amostra; pode ser obtida também através da avaliagdo dos espectros da
amostra com um espectro obtido a partir de uma substancia padrao conhecida, e assim pode-se
indicar a presenca da substancia na amostra, € também pode ser utilizadas outras técnicas
cromatograficas para analisar a amostra, como por exemplo espectrometria de massas,

ressonancia magnética nuclear, espectroscopia no infravermelho.
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A International Conference on Harmonisation (ICH) define a especificidade como a
capacidade de avaliar corretamente o analito na presenca de componentes que podem estar
presentes (impurezas, degradantes, matriz, etc.) (ICH, 2005).

Através da especificidade € capaz de identificar um analito garantindo a sua identidade.
Podendo ser utilizada para realizar testes de pureza, com intuito de garantir que todos os
procedimentos analiticos realizados permitam uma declaragdo precisa do conteido de
impurezas de um analito e também pode ser utilizada em ensaios com a finalidade de obter um
resultado com exatidao, que permita uma declaracdo precisa sobre o contetido ou a poténcia do

analito em uma amostra (ICH, 2005).

1.6.2. Linearidade

A capacidade do método em prover resultados diretamente proporcionais a
concentragdo do analito em exame, sob uma faixa de trabalho conhecida, corresponde a
linearidade (RIBANI et al., 2004).

A linearidade pode ser avaliada através de um grifico de sinais em fung¢do da
concentracdo ou contetido do analito, utilizando métodos estatisticos apropriados para o calculo
da linha de regressdo, em alguns casos pode ser necessdria uma transformag¢ao matematica dos
dados antes da andlise de regressao (ICH, 2005). Sendo que € considerado como um ajuste
ideal, quando se obtém um coeficiente de correlagdo dos dados para a linha de regressao maior
que 0,999 (RIBANI et al., 2004).

A International Conference on Harmonisation (ICH) recomenda que para o
estabelecimento da linearidade seja utilizado um minimo de 5 concentra¢des para constru¢ao
da curva analitica (ICH, 2005), enquanto que, a [IUPAC recomenda que utilize no minimo seis
valores de concentracdes espagados uniformemente na faixa de concentracdo de interesse
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

A partir da andlise de regressao € possivel obter uma equagdo para quantificagdo de um
composto desejado. Os dados para obtengdo do modelo matemético podem ser obtidos por
métodos de padronizacdo externa, padronizacdo interna; superposi¢io de matriz; adicao padrao

(RIBANI et al., 2004).
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1.6.3. Intervalo

O ICH (2005) definiu o intervalo de um procedimento analitico como sendo aquele entre
a concentracdo superior e inferior do analito na amostra para o qual foi demonstrado que o
procedimento analitico tem um nivel adequado de precisao, exatiddo e linearidade.

A TUPAC recomenda que o intervalo da curva analitica deve abranger 0-150% ou 50-
150% da concentracdo provavel de ser encontrada e deve ser executada pelo menos em
duplicata (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

A faixa de trabalho ou aplicacdo compreende as concentragdes nas quais foi atingida a

linearidade, construindo a curva analitica correspondente (RIBANTI et al., 2004).

1.6.4. Precisio

A Precisdo de um procedimento expressa a proximidade da concordancia entre os
resultados medidos em testes independentes realizados a partir de multiplas amostras da mesma
amostra homogénea, em condi¢des prescritas, sendo especificadas em termos do desvio padrao
ou desvio padrao relativo (THOMPSON; ELLISON; WOQOD, 2002).

Para métodos que sdo utilizados para quantificar substancias em grandes quantidades
o desvio padrdo relativo (RSD) desejado € de 1 a 2%, e para métodos que analisam impurezas
ou tracos sdao aceitos desvio padrdo relativo de até 20%. Uma alternativa para aumentar a
precisdo € a utilizacdo de um nimero maior de replicatas (RIBANI et al., 2004).

Conforme as orientacdes da ICH (2005), a andlise da precisdao de um método deve
ser considerada em trés niveis, sendo: a repetibilidade (precisdo intra-ensaio), precisao

intermedidria e reprodutibilidade.

1.6.4.1. Repetibilidade (precisdo intra-ensaio)

A concordancia dos resultados de andlises sucessivas realizadas sob as condicdes
determinadas por um mesmo método em um curto espaco de tempo representa a repetitividade,
podendo também ser denominada como precisdo intra-ensaio (RIBANI et al., 2004).

A ICH (2005) recomenda que para verificar a repetitividade sejam utilizadas no minimo

nove determinacdes dentro do intervalo especificado para o método, por exemplo, trés niveis,
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trés repeticdes cada um; ou entdo, a utilizacio de no minimo seis determinacdes a uma

concentracdo semelhante a concentracdo esperada.

1.6.4.2. Precisao intermediaria

Precisao intermedidria expressa os efeitos das variacdes que podem ocorrer nas andlises
de uma amostra em um laboratério quando ocorrem eventos distintos, tais como: dias, analistas
ou equipamentos diferentes; ou uma combinacao destes fatores. Ela representa a variabilidade
dentro do mesmo laboratério, sendo que o principal objetivo € verificar se o0 método proposto
ird fornecer os mesmos resultados (RIBANI et al., 2004).

O ICH (2005) recomenda que o numero de ensaios necessdrios para se avaliar a precisao
intermedidria seja de pelo menos trés repeticdes e a US-FDA (2018) considera um minimo

cinco repeti¢cdes, assim, é desejavel que se utilize de 3 a 5 replicacdes.

1.6.5. Limite de deteccao

O limite de deteccdo (LD) € definido como a menor quantidade que pode ser detectada
de um analito em uma amostra, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um
determinado procedimento experimental (THOMPSON; ELLISON; WOQOD, 2002).

Para RIBANI et al. (2004) para o célculo do limite de detec¢ao pode ser utilizado trés
métodos a seguir:

a) O método visual consiste na utilizacdo da matriz com a adi¢do de concentracdes
conhecidas da substancia de interesse, de forma possa fazer a distin¢do entre o sinal
analitico e ruido pela menor concentracio que for detectavel.

b) O método da relagdo sinal-ruido € aplicado apenas em métodos analiticos nos quais
sdo possiveis visualizar o ruido da linha de base, e assim, para determinar essa
relacdo, € comparado os sinais de amostras da substincia de interesse em
concentragdes, 0 mais baixo possivel, conhecidas na matriz e um branco destas
amostras. Sendo que € aceitdvel estimar a relacdo sinal-ruido entre 3:1 ou 2:1
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

¢) O método baseado em parametros da curva analitica € aquele que utiliza os dados

de uma curva analitica que utiliza uma matriz que contenha a substancia de interesse
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com a concentracdo proxima ao limite de deteccao. Podendo ser expresso segundo

a equagao:
LD = 3,3 > 1
= X —
4 S ( )

Onde:

- S é a inclinagao (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica;

- s é a estimativa do desvio padrdo da resposta, podendo ser a estimativa do desvio
padrdo do branco, da equagdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da

equagao.
1.6.6. Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade da substincia de interesse numa
amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisado e exatidao adequadas, sendo
este, um parametro importante para ensaios quantitativos para baixas concentragdes de
compostos em amostras, tais como, a determinacdo de impurezas ou produtos de degradacao
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Segundo RIBANI et al. (2004) o limite de quantificacdo pode utilizar os mesmos
critérios de célculo que o limite de detec¢ao utilizando a relacdo sinal ruido de 10:1. Podendo

ser expresso pela equagao:
s

LQ =10

(2)

Onde:
- S ¢ a inclinagdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica;
- s € a estimativa do desvio padrdo da resposta, podendo ser a estimativa do desvio

padrdo do branco, da equagdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da equacao.
1.6.7. Exatidao

A exatiddo de um método analitico expressa a proximidade da concordédncia entre o

valor que € aceito como um valor verdadeiro e o valor encontrado (ICH, 2005).
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A exatidao € medida quantitativamente em termos de “tendéncia”, ou seja, uma menor

tendéncia indica uma maior veracidade. Para calcular essa tendéncia € feita uma avaliacio

estatistica dos resultados, sendo recomendado o teste de significincia (THOMPSON;

ELLISON; WOOD, 2002).

Assim, a exatiddao é considerada dentro de um limite definido e a um dado nivel de

confianca, podendo este limite ser pequeno para concentracdes mais elevadas e maior para

concentracdes em niveis de tragcos (RIBANI et al., 2004).

Para determinar o cdlculo da exatidao a ICH (2005) estabelece que seja utilizada no

minimo nove determinagdes, nas quais envolva trés niveis distintos de concentracao.

Os métodos mais utilizados, segundo RIBANI et al. (2004), para avaliar a exatiddo sdo:

a)

b)

d)

Materiais de referéncia certificados (CRM) que s@o aqueles materiais que possuem
um valor de concentragdo de uma certa substancia ou outra grandeza para cada
parametro e uma incerteza associada conhecidos e acompanhados de um certificado.
Sendo que sdo fornecidos por entidades reconhecidas e confidveis, tais como: NIST
(“National Institute of Standards and Technology” - USA), LGC (“Laboratory of
the Government Chemist” - UK), entre outros.

Comparacdo de métodos, consiste na comparacdo dos resultados obtidos pelo
método em estudo com os resultados obtidos por um método de referéncia, e assim
¢ avaliado o grau de proximidade entre o resultado do método em estudo com os do
método de referéncia.

Ensaios de recuperagdo, consistem na “fortificacdo" da amostra, ou seja, é feita a
adicao de solugdes com diferentes concentragcdes do analito de interesse seguida pela
determinacdo da concentragdo do analito adicionado, refletindo a quantidade de
determinada substancia, recuperada, em relacdo a quantidade real presente na
amostra (BRITO et al., 2003). A recuperacao de determinada substancia pode ser

calculada pela equagio:

R 50 (% (valor obtido — valor real) 100 3
= *
ecuperagio (%) —alor real 3)

Adicdo padrao, é o método que consiste em adicionar quantidades conhecidas da
substdncia em niveis distintos de concentracdo em uma matriz da amostra.
Geralmente € adicionada 25, 50 e 100% da concentracdo esperada da substancia na

matriz.
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1.6.8. Robustez

A robustez € a resisténcia a mudanga nos resultados produzidos por um método analitico
frente & pequenos desvios feitos nas condi¢des experimentais descritas no procedimento
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). E que lida com o efeito de fatores experimentais
inerentes ao procedimento analitico (por exemplo, temperatura, composi¢do da fase movel,
comprimento de onda de deteccdo, pH, etc.), no resultado analitico (ICH, 2005).

Um método é considerado robusto quando ele ndo € afetado por modifica¢des pequenas
e deliberadas em seus fatores, as altera¢des introduzidas a andlise de robustez refletem as
alteragdes que podem ocorrer na utilizagdo do método em outros laboratérios, analistas ou
equipamentos (RIBANI et al., 2004).

A andlise de robustez € baseada em um procedimento conhecido como teste de Youden,
que consiste na escolha de sete fatores influentes, na escolha da condicio nominal e das
variagOes inferior e superior, € a partir de um arranjo experimental fatorial, sdo realizados oito
ensaios com a combinacdo dos efeitos selecionados e assim, verifica-se quais efeitos ou

combinacio de efeitos podem apresentar variacdes (GONZALEZ; HERRADOR, 2007).

1.7. Conformidade do sistema

A etapa inicial para a andlise de amostras e a validacdo de um método, consiste em
verificar a conformidade do sistema, que € o conjunto de testes que ird garantir que o
equipamento utilizado gere resultados com exatiddo e precisdo aceitdveis (RIBANI et al.,
2004).

A aplicabilidade do método € um conjunto de caracteristicas que cobrem, além das
especificacdes de desempenho, informacdes sobre a identidade do analito, faixa de
concentracdo coberta, tipo de matriz do material considerado para validacdo, o protocolo
correspondente (descrevendo equipamentos, reagentes, procedimento analitico, incluindo
calibracdo, bem como procedimentos de qualidade e precaucdes de segurancga) e a aplicagdo
pretendida (GONZALEZ; HERRADOR, 2007).

A conformidade do sistema pode ser avaliada por duas abordagens, sendo que a primeira

considera que a resolucao e a repetitividade do sistema cromatografico sejam adequadas para a

andlise a ser realizada, e a segunda considera o sistema como um todo e inclui, além do sistema
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cromatografico, a calibracdo e manutencio dos equipamentos e instrumentos utilizados em todo
o procedimento analitico, dentro das especificacdes (RIBANI et al., 2004).

Conforme a US-FDA (1994), para garantir a conformidade de andlises cromatogréficas
devem ser avaliados o tempo de retencdo de pico, a drea de pico, o nimero de pratos tedricos e

fator de rejeic@o ou assimetria para a amostra.

TABELA 1 - Parimetros de conformidade do sistema e recomendacoes para analise de

conformidade em cromatografia conforme a US-FDA.

Parametro Recomendacdes da US-FDA

O pico deve estar bem separado de outros
picos e do pico correspondente ao tempo de
Fator de retencdo (k) _
retencdo de um composto nao retido (tM), k
> 2.
Precisao/Repetitividade nas inje¢cdes (RSD)  RSD < 1% paran > 5
Rs > 2 entre o pico de interesse € o
interferente  potencial ~mais  proximo
Resolugdo (Rs) _ o
(impureza, excipiente, degradacdo produto,
padrdo interno, etc.).
Fator de cauda (TF) TF<2
Numero de pratos tedrico da coluna (N) Em geral deve ser > 2000 para CLAE.

Fonte: (US-FDA, 1994).

1.8. Separacao

1.8.1. Adsorcao

GOMIDE (1988) define a adsor¢ao como sendo uma operacao de transferéncia de massa
do tipo sélido-fluido, na qual € utilizada a capacidade de alguns sélidos em concentrar na
superficie determinadas substancias encontradas em solucdes gasosas ou liquidas, permitindo
a separagdo destas das demais substancias que fazem parte destas solu¢des. A adsorcdo pode
ser dividida em adsorcao fisica ou quimica, sendo que a adsor¢do fisica, € a mais interessante
para industria, pois pode ser desfeita na maioria das vezes.

Segundo RUTHVEN (1984) uma vez que as substincias presentes nas solucdes

(adsorbato) sdo adsorvidas, elas passam a concentrar na superficie externa do sélido
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(adsorvente), e quanto maior a superficie externa for por unidade de massa, mais favordvel serd
a adsorgao.

O processo para obtencdo de uma isoterma de adsor¢do é simples, no qual uma massa
de adsorvente ¢ adicionada a um determinado volume em solugdes com concentragdes iniciais
diferentes e conhecidas. Assim, quando é estabelecido o equilibro de adsorcdo, € possivel
encontrar concentracdo final do soluto na solu¢do em equilibrio e também a capacidade de
adsorc¢do do adsorvente. A partir destes resultados pode-se construir um graficos, figura 6, para
representar as isotermas de adsor¢do, que sdo capazes de fornecer informagdes importantes

quanto ao mecanismo da adsor¢do (NASCIMENTO et al., 2014).

FIGURA 6 - Formas possiveis de isotermas de adsorcao.
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Fonte: MOREIRA, (2008).

Muitos modelos matemadticos foram propostos para descrever a adsor¢cdo, podendo ter
dois ou mais parametros para ajustar os dados experimentais. Dentre eles, os mais utilizados
sdo as equacoes de Langmuir e Freundlich, pois além de apresentarem apenas dois parametros,
sdo capazes de prever a capacidade maxima de adsor¢do do material possuindo a capacidade de

descrever os dados experimentais (NASCIMENTO et al., 2014).

1.8.1.1. Isoterma de Langmuir

E uma das equacdes mais utilizadas para representacao de processos de adsorcao, cuja

as principais hipéteses adotadas pelo modelo sao: hd um niimero definidos de sitios; cada sitio
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pode ser ocupada por apenas uma molécula; a energia de cada sitio € equivalente e as moléculas
adsorvidas ndo interagem umas com as outras; € a adsor¢cao ocorrem em uma monocamada. A

equacdo 4, representa a isoterma de Langmuir (LANGMUIR, 1918):

— QmaxKL Ce
1+ K, C,

4)

Onde:

- q € a quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g'l);
- Qmax € a capacidade médxima de adsorc¢do (mg g');

- K1 € a constante de interagdo adsorvato/adsorvente (L mg™);

- C. é a concentragio do adsorvato no equilibrio (mg L).

1.8.1.2. Isoterma de Freundlich

A equacido proposta por Freundlich relaciona a quantidade de material adsorvido e a
concentra¢cdo do material na solu¢gdo em um modelo a partir de caracteristicas empiricas, sendo
que ele pode ser aplicado para sistemas ndo ideais, em adsor¢do em multicamada e em
superficies heterogéneas (CIOLA, 1981; MCKAY, 1996). Este modelo considera um sélido
heterogéneo e para isso pode ser aplicado uma distribui¢do exponencial para identificar os
diferentes tipos de sitios de adsorcdo, pois eles possuem energias adsortivas diferentes
(FEBRIANTO et al., 2009).

A equacdo (5) da isoterma de Freundlich assume a forma:

Qe = KpCH" (5)

Onde:

- e € a quantidade do adsorbato adsorvida no equilibrio (mg g™)

- C. € a concentragdo do adsorbato no equilibrio (mg L)

- Kr [(mg g1) (L mg!)"™] e n sdo as constantes de Freundlich, Kr representa a

capacidade de adsor¢do e n representa a intensidade do processo de adsorcao.
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Resumo

O 4cido chiquimico € o precursor do fairmaco Fosfato de Oseltamivir (Tamiflu®), um
dos poucos farmacos disponiveis no mercado para tratamento da gripe A (HIN1), possuindo
um alto valor de mercado. Sua extracdo comercial € realizada a partir, apenas, do anis estrelado
chinés (/llicium verum Hook.f.), demanda a busca de novas fontes. Trabalhos prévios realizados
no laboratdério mostrou que uma fonte alternativa para producdo de acido chiquimico € o uso de
folhas de S. terebinthifolius Raddi diretamente ou fezes obtidas da lagarta Automeris
alimentadas com suas folhas. Esta ¢ uma planta de facil propagacdo, pouco exigente em
fertilidade do solo, e utilizada para recuperagdo de area degradada. Para otimizar o processo de
extracdo e purificacdo e controlar o teor de dcido chiquimico nas folhas e produto final foi
desenvolvido e validado um método analitico por CLAE DAD. O sistema cromatogréfico teve
como fase estaciondria, coluna Luna C18(2), 4,6 x 250 mm (5 um), sob a temperatura de 40 °C,
deteccao em 235 e 240 nm. A fase mével foi composta por dcido acético 0,01%, sob vazado de
1 mL.min"'. O método analitico desenvolvido permite separar e quantificar simultinea o dcido
chiquimico (ACC) e 4cido gdlico (ACG) nas folhas de S. terebinthifolius Raddi e fezes da
lagarta Automeris sp., apresenta um fator de retencao de 1,44 e 6,75, fator de cauda de 1,214 e
1,089, para o ACC e ACG, respectivamente, além de um nimero de pratos tedricos acima de
2000. O método atende os parametros de validacdo exigidos nas diretrizes da United States
Food and Drug Administration. Os coeficientes de correlacdo da andlise de regressdo linear
obtido a partir da solucao padrao foi de 0,9983 e 0,9992, para o ACC e ACG, respectivamente,
com um intervalo de trabalho de 0 a 150%. Os limites de detecc@o e de quantificagdo para o
ACC e ACG foram de 0,0120 e 0,0364; € 0,0079 e 0,0239 mg.mL‘l, respectivamente. As
andlises realizadas a partir das solucdes preparadas com os padroes de ACC e ACG,
apresentaram repetibilidade (desvio padrdo relativo de 0,47 % e 0,78 %), precisdo intermedidria
(desvio padrao relativo de 1,65% e 2,00 %), e recuperacao satisfatérias (acima de 93,04 + 0,84 %
e 96,94 £ 1,20). O método foi considerado robusto, através da andlise pelo método de Youden
& Steiner, e seletivo para quantificagdo de ACC e ACG nas condi¢des avaliadas e foi

considerado validado.

Palavras-chaves: SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS, ACIDO CHIQUIMICO, ACIDO
GALICO, CLAE, VALIDACAO.
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1. Introducao

O Acido Chiquimico (dcido (3R,4S,5R)-3,4,5-tri-hidroxiciclo-hex-1-eno -carboxilico)
€ um 4cido organico encontrados nas plantas, e € precursor dos aminodcidos aromaticos, foi
isolado pela primeira vez em 1885, a partir da flor do Anis Estrelado Japonés (Illicium
anisatum). Apresenta em sua estrutura quimica centros quirais que o torna um importante
intermedidrio na biossintese de compostos aromaticos no metabolismo de seres vivos (IYER et
al., 2007).

O Acido Chiquimico é utilizado para a sintese de produtos farmacéuticos, como o
fosfato de oseltamivir (Tamiflu®), um pré-farmaco seletivo e com potente efeito inibidor das
enzimas neuraminidase do virus da gripe (influenza A e B). Estas enzimas sdo responsdveis
pela disseminacdo do virus infeccioso no organismo, pois permite a liberagdo de particulas
virais recém-formadas das células infectadas. Desta forma o fosfato de oseltamivir inibe a
replicagdo e a patogenicidade in vivo do mesmo e assim reduz a proliferacdo dos dois virus
(influenza A e B), pois inibe a liberac@o de virus das células infectadas (ANVISA, 2018).

Segundo ROCHE, o processo de fabricacdo do Tamiflu® € complexo e envolve pelo
menos 10 etapas, sua fabricacdo leva de 6 a 8 meses, e utiliza como matéria prima, o dcido
chiquimico, que € extraido de uma variedade especifica de anis estrelado (/llicium verum
Hook.f.), que o produz maior quantidade. No entanto, esta espécie de anis requer condi¢cdes
climéticas especificas, sendo cultivado em apenas quatro provincias da China. Mesmo para essa
variedade que produz mais dcido chiquimico, para cada quilograma de 4cido sdo necessarios
30 quilogramas de anis (ESCALANTE et al., 2014; ROCHE, 2006).

Novas fontes de acido chiquimico tém sido objeto de estudo em todo o mundo, ao
utilizar diferentes metodologias e matérias-primas. No entanto, somente em alguns tipos de
plantas se consegue isolar o dcido chiquimico em maior quantidade, o que torna necessario a
otimizacdo dos processos de extracdo para que possam ser utilizados pela inddstria
(BOCHKOV et al., 2012). Dentre estes estudos, CARDOSO, LOPES e¢ NASCIMENTO,
(2014) conseguiram otimizar o processo de extracao das folhas secas de Eichhornia crassipes
e obteve rendimento de 2,7% m/m; MARTIN et al. (2010) utilizou como matéria prima a casca
e pedacos de madeira da planta Liquidambar styraciflua L. conseguindo um rendimento de
1.68% e 0,20% m/m, respectivamente; USUKI et al. (2011) empregou uma técnica para
dissolver a celulose das folhas da planta Ginkgo biloba e assim conseguiu um rendimento de

2,3% m/m.
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Estudo realizado por FEUEREISEN et al. (2014), evidenciou através de andlises por
espectroscopia por RMN (ressonincia magnética nuclear) a presenca de derivados do acido
chiquimico no extrato obtido da planta popularmente conhecida como Aroeira Vermelha
(Schinus terebinthifolius Raddi). Em virtude disto, este trabalho propds estudar a utilizagdo das
folhas da espécie Schinus terebinthifolius Raddi como fonte de dcido chiquimico.

A Schinus terebinthifolius Raddi ocorre em todo continente Sul Americano sendo
encontrada em todo territério brasileiro, de norte ao sul, em diferentes biomas, tais como:
cerrado, caatinga e mata atlantica. Estd espécie vem sendo utilizada para recuperacdo de dreas
degradadas, como ambientes contaminados por compostos quimicos e recuperacdo de matas
ciliares, segundo Barbosa et al. (2003) no Estado de Sao Paulo ela é utilizada em 70% dos
projetos com esta finalidade, S. terebinthifolius também € utilizada na medicina popular contra
febre, problemas do trato urindrio, cistites, uretrites, blenorragia, problemas menstruais com
excesso de sangramento, e gripes (BARBOSA et al., 2003; SOUZA; LORENZI, 2012;
STRAPASSON; SANTOS; MEDEIROS, 2002).

Em estudos fitoquimicos realizados para avaliar as propriedades farmacoldgicas das
folhas, cascas e sementes de S. rerebinthifolius Raddi, foram identificadas as ocorréncias de
terpenos, flavonodides, dcidos graxos, fendis, taninos, 6leos essenciais em diferentes niveis de
concentracdo. Porém, em grande parte destes estudos pouca atencdo foi dada para a
quantificacdo dos compostos quimicos presentes na planta, ficando restritos a identificacao dos
compostos (CARVALHO et al., 2013).

As plantas servem como habitat para outros seres vivos fazendo o papel de hospedeiras,
0 que possibilitam a sobrevivéncia de outras espécies parasitas. SPECHT, CORSEUIL e
FORMENTINI (2006) verificaram que duas espécies de lepidopteros, a Automeris melanops
(Walker) e Leucanella viridescens (Walker) predam folhas da planta S. terebinthifolius Raddi,
jAa BARRETO e SILVA (2013) verificaram que nas fezes da lagarta Automeris sp. alimentadas
com folhas de S. ferebinthifolius Raddi a quantidade de 4cido gdlico foi 487 vezes maior que
nas folhas.

Segundo PANIZZI e PARRA (1991), as folhas compdem a principal biomassa da planta
e representam a melhor fonte de nutrientes para as lagartas dos lepidopteros. As lagartas ao
serem alimentadas com as folhas, durante o seu o processo digestivo, os alimentos sao
hidrolisados, pela acdo das enzimas digestivas, e transformando macromoléculas complexas em
moléculas mais simples para serem absorvidas. No entanto, no trato intestinal dos insetos, nem

todos os componentes sdo absorvidos, podendo assim, ocorrer a concentragdo de uma

36



determinada substincia que estd presente nas folhas consumidas (LEHANE; BILLINGSLEY,
2012; NATION, 2008).

Através da andlise de ensaios preliminares dos extratos aquosos das folhas de S.
terebinthifolius Raddi e das fezes da lagarta Automeris sp., utilizando um sistema CLAE com
uma solucao de dcido acético como fase mével e uma coluna C18 como fase estaciondria, foram
identificados o 4cido chiquimico e o dcido gilico como substincias majoritarias. Este que pode
ser encontrado nas plantas como derivado da rota metabdlica do 4dcido chiquimico, na forma de
acidos livres, ésteres, derivados de catequina e de taninos hidrolisdveis (AYDOGDU; SUMNU;
SAHIN, 2019; KARAMAC; KOSINSKA; PEGG, 2006; SIMOES et al., 2017).

Portanto, neste trabalho, o principal objetivo foi desenvolver e validar um método
Cromatografico de Alta Performance (CLAE) especifico e simples para a quantificacdo das
substancias dcido chiquimico e dcido gélico presentes nas folhas da planta S. Terebinthifolius
Raddi e nas fezes das lagartas Automeris sp. alimentadas com elas para dar suporte ao
desenvolvimento de uma nova metodologia para produgdo de 4cido chiquimico destas matérias

primas.
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2. Experimental

2.1. Reagentes e produtos quimicos

Os materiais utilizados para o desenvolvimento do método analitico proposto foram os
seguintes: Acido Chiquimico com pureza acima de 99.99%, adquirido da Sigma Aldrich (St.
Louis, Missouri, Estados Unidos da América), Acido Galico com pureza acima de 98%,
adquirido da Dinamica Quimica Contemporanea (Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil), Metanol grau
CLAE adquirido da J.T.Baker (Bridgewater, New Jersey, Estados Unidos da América), dgua
ultrapura que foi purificada utilizando um sistema Milli-Q Plus (Millipore) com condutividade
de 20 puS/cm, Acido Acético Glacial P.A adquiridos juntos 2 ISOFAR (Duque de Caxias, Rio

de Janeiro, Brasil).

2.2. Material vegetal e fezes da lagarta Automeris sp.

As amostras das folhas de S. terebinthifolius Raddi, foram coletadas de varios
exemplares de plantas, na Universidade Federal de Vicosa - Campus Rio Paranaiba,
posteriormente estas amostras foram secas em estufa por 7 dias a 45 °C, moidas em moinho de
faca tipo créton, peneiradas para homogeneizar o tamanho das particulas da amostra e
acondicionadas em ambiente refrigerado para a obteng¢do dos extratos em etapa posterior.

As amostras de fezes de lagartas da espécie Automeris sp., foram obtidas de espécimes
coletados na Universidade Federal de Sergipe no Campus Prof. Aloisio de Campos em Sao
Cristovao/SE, as quais foram criadas em laboratério utilizando gaiolas fabricadas com material
reciclado. E diariamente o procedimento de limpeza, troca do alimento (folhas de S.
terebinthifolius Raddi) e coleta das fezes foi realizado. As fezes foram coletadas, secas para
evitar a proliferacdo de micro-organismos e acondicionadas em ambiente seco para a obten¢ao

dos extratos em etapa posterior.

2.3. Equipamentos

A andlise cromatogrifica foi realizada utilizando o sistema Agilent 1260 Infinity
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com bomba G7111B 1260 Quat,
amostrador automatico G7129A 1260 Vialsampler, detector G7117C 1260 DAD HS, coluna
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Luna C18(2) (Phenomenex; Torrance, CA, EUA, 4.6 mm ID x 250 mm, 5 um) e coluna
ZORBAX Eclipse Plus C18 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA, 4.6 mm ID x 250
mm, 5 pm). O software de cromatografia, OpenLab CDS ChemStation Edition, foi utilizado

para o controle de equipamentos, aquisicao de dados e andlises.

2.4. Condi¢Oes cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas no modo de elui¢do isocrética, sendo a
fase movel constituida de uma solucao de acido acético a 0,1%, foi utilizada uma vazao de 1,0
mL.min"!, a temperatura da coluna foi ajustada a 40 °C, o volume de injecdo foi de 20 puL e o
comprimento de onda utilizado foi de 240 nm para deteccao simultanea de acido chiquimico e
acido galico durante um periodo de 16 min de corrida, como pode ser demonstrado pela figura

1. Para a andlise foi utilizada 4rea total dos picos.

FIGURA 1 - Cromatograma com os espectros de absor¢io para os padroes de acido chiquimico

(ACC) e acido galico (ACG).
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[ACC] e [ACG] = 0,20 mg.mL"!; Fase mével = solugédo 0,1% &cido acético; Fase estaciondria = coluna

C18(2) luna. Fonte: elaborado pelo autor.
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2.5. Preparagao de solugdes padrio e de amostra

Conforme as recomendag¢des da [UPAC (THOMPSON; ELLISON; WOQOD, 2002),
foram preparadas solucdes estoque com o padrdo de 4dcido chiquimico e de 4dcido gdlico com
uma concentracio de 1 mg.mL"!, em triplicata, que foram dissolvidos em 4gua purificada. A
partir destas solu¢des para o dcido chiquimico foram feitas 12 diluigdes (25, 50, 75, 100, 125,
150, 175, 225, 250, 275 e 300 ug.mL") e para o 4cido gilico foram feitas 6 dilui¢des (50, 100,
150, 200, 250 e 300 pg.mL!) para obter solucdes padrio a diferentes concentracdes dentro
intervalo dos intervalos de interesse.

Solugdes foram preparadas diariamente a partir das amostras trituradas das folhas de S.
terebinthifolius Raddi e das fezes da lagarta Automeris sp., pesando-se com o auxilio de um
balanca analitica 500 mg e 300 mg, respectivamente, e diluidas em &4gua ultrapura nas
proporcdes de 1:50, 1:100 e 1:150. A extragdo foi realizada através método de decocg¢do, com
o auxilio de uma autoclave, para que fosse possivel a utiliza¢do de uma temperatura 100 a 120
°C com a pressio variando de 0 a 1 kfg.cm™.

As solucdes das amostras antes de serem injetadas no sistema CLAE foram filtradas
utilizando filtros para seringa CROMAFIL XTRA PTFE 0,45 um da Macherey-Nagel (Diiren,
Alemanha), assim a concentracdo de 4cido chiquimico e 4cido galico foram analisadas e

determinadas a partir da curva analitica previamente construida.
2.6. Método de validacdo

O método de CLAE foi validado de acordo com as diretrizes da International
Conference on Harmonisation - ICH (ICH, 2005) e da International Union of Pure and Applied
Chemistry - [IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOQOD, 2002) nos termos dos parametros

analiticos a seguir: especificidade, linearidade, limites de detec¢do e quantificacdo, precisao,

exatiddo e robustez.

2.6.1. Adequacdo do sistema

A avaliacao da aplicabilidade do sistema foi realizada conforme as diretrizes da United

States Food and Drug Administration (US-FDA, 1994), nas quais para garantir a conformidade

40



das andlises cromatograficas devem ser avaliados os do tempo de retencao de pico, drea de pico,

pratos tedricos e fator de rejeicdo ou assimetria para a amostra.

2.6.2. Especificidade e seletividade

A especificidade foi utilizada para determinar a capacidade do método analitico de medir
com precisdo as concentragdes de dcido chiquimico e dcido gdlico presentes nas amostras de
folhas e fezes sem que ocorram interferéncias devido outras substancias que possam estar
presentes.

Neste trabalho, a especificidade e a seletividade foram avaliadas por comparagdo das
areas dos picos dos cromatogramas correspondentes as solucdes de padrdes de dcido chiquimico
e 4cido gélico e também em extratos das folhas e das fezes, que contém possiveis substincias

interferentes.

2.6.3. Linearidade

A linearidade do método para a determinacdo do dcido chiquimico foi avaliada pelo
preparo de uma curva analitica a partir de 12 (doze) solucdes preparadas, em triplicata, pela
dilui¢do de uma solugio com concentracdo de 1 mg.mL™"! do padrio do 4cido chiquimico, na
faixa de concentracdo de 0,025 a 0,300 mg.mL"!, espacadas uniformemente.

Para a determinac¢do do dcido gdlico, a linearidade do método foi avaliada pelo preparo
de uma curva analitica a partir de 6 (seis) solugdes preparadas, em triplicata, a partir da diluigao
de uma solucdo com concentragio de 1 mg.mL"' do padrio do 4cido gilico, na faixa de
concentracao de 0,05 a 0,300 mg.mL"!, espagadas uniformemente.

Para obten¢do dos dados foram injetados 20 microlitros de cada solug¢do diluida, nas
condic¢des cromatograficas descritas anteriormente. Os resultados foram submetidos a anélise
de regressdo linear andlise de variancia ANOVA com nivel minimo de significancia

estabelecido em p<0,05.

2.6.4. Limites de deteccao e quantificacao

Para calcular os limites de detec¢do e quantificagdo foi utilizado o método baseado em

parametros da curva analitica, no qual foi utilizado os dados de uma curva analitica construida
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a partir de uma matriz que continha a substancia de interesse com a concentracdo proxima ao

limite de deteccao, sendo expressos segundo as equacoes:
(1) LD =33+ (2) LQ =103

Onde:
- S ¢ a inclinagdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica;

- s é a estimativa do desvio padrao dos residuos da curva analitica.

2.6.5. Precisao

A precisdo foi avaliada em trés niveis diferentes: precisao e repetibilidade do método
(precisdo intra-dia) e precisdo intermedidria (precisdo inter-dias). Para o método em estudo no
qual envolve quantificar substancias em grandes quantidades, o desvio padrao relativo (RSD)

recomendado € de 1 a 2% (RIBANI et al., 2004).

2.6.5.1. Repetibilidade do método.

A repetibilidade do método foi avaliada pela andlise, no mesmo dia, de seis solugcdes
padrdo dos 4cidos chiquimico e galico com uma concentracao proxima ao valor esperado nas

matrizes analisadas e injetadas em triplicata.

2.6.5.1. Precisdo intermediaria

A precisdo intermedidria foi avaliada pela anélise, de seis solugdes padrao dos dcidos
chiquimico e gdlico com uma concentracao proxima ao valor esperado, injetadas em triplicata

por cinco dias consecutivos.

2.6.6. Exatidio

A exatidao foi avaliada comparando o valor tedrico com a porcentagem de recuperacio

encontrada a partir da concentracdo média de cinco amostras do extrato aquoso de folhas de S.
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terebinthifolius enriquecido com dcido chiquimico e dcido gdlico em trés niveis de concentracao

diferentes, e foi determinado para cada nivel o desvio padrao relativo (RSD).

2.6.7. Robustez

A robustez foi avaliada pelo teste Youden & Steiner, um procedimento que consiste na
escolha de sete fatores influentes, na escolha da condi¢do nominal e das variacdes inferior e
superior, onde a partir de um arranjo experimental fatorial, foram realizados oito ensaios,
utilizando solucdes feitas com os padrdes, com a combinagao dos efeitos selecionados e assim,
verificou-se quais efeitos ou combinacdo de efeitos apresentavam variagdes (GONZALEZ;
HERRADOR, 2007).

A Tabela 1 mostra as condi¢Oes utilizadas para o teste, no qual as condi¢des nominais
sdo representadas por letras maidsculas e as variagdes sdo representadas por letras minusculas.
As solucdes preparadas a partir dos padrdoes de dcido chiquimico e 4cido géilico com

concentracdes de 0,12 e 0,11 mg.mL"!, respectivamente, foram usadas para cada ensaio.

TABELA 1 - Parametros e variacoes utilizados no teste Youden & Steiner para avaliar a robustez

do método utilizando solu¢oes com os padroes de Acido Chiquimico e Acido Galico

Combinacao dos

Condicoes .
ensaios
Parametros Nominal Variacao 12345678
(P1) Concentragao de acido acético
0,10 0,15 AAAAaaaA
na fase mével (%)
(P2) Temperatura da coluna (°C) 40 42 BBbbBBbB
(P3) Vazdo da fase mével (mL.min™") 1,0 1,1 CcCcCcCC
Phenomenex Agilent Zorbax
(P4) Fornecedor coluna DDddddDD
Luna C18(2) Eclipse Plus C18
(P5) Marca do acido acético Isofar Proquimios Ee Ee e Ee E
(P6) Comprimento de onda (nm) 240 235 FffFFf{fF
(P7) Volume de injecdo (uL) 20 22 GggGgGGQG
Resultados stuvwxyZ

Condi¢des normais = A, B, C, D, E, F, G; Condicdes variadas =a, b, c, d, e, f, g.

Fonte: elaborado pelo autor.
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3. Resultados e discussao

3.1. Otimizagao do método cromatografico

O método proposto foi desenvolvido com o objetivo de fornecer um método analitico
simples e otimizado para determinacdo via CLAE de 4cido chiquimico e acido galico presentes
nas folhas de S. terebinthifolius Raddi e nas fezes das lagartas Automeris sp.

Os parametros e as condicoes cromatogréficas foram ajustados para se obter resultados
confidveis apds uma andlise simples dos picos presentes nos cromatogramas, com uma melhor
resolucdo de pico, procurando assim reduzir o tempo de execugdo e andlise e também o custo
de anélise.

O procedimento foi baseado inicialmente em estudos anteriores realizados pelo grupo
de pesquisa e assim, foi utilizada uma eluicdo isocrdtica na fase mével, na qual se buscou
otimizar a concentragdo do solvente, sendo que foram testadas como fase moével solugdes
contendo dgua purificada, solu¢do de acido acético 0,1% e solucdo de acido acético 0,2%. Para
que fosse obtido um cromatograma com a melhor separa¢do dos picos das substancias em
estudo.

Porém, as concentragdes presentes nas amostras de folhas e fezes eram relativamente
grandes, 0 que causou uma saturacao no detector nos comprimentos de onda ideais para cada
substincia (223 nm para o dcido chiquimico e 270 nm para o dcido gélico).

Para resolver este problema foi selecionado o comprimento de onda de 240 nm para que
fosse possivel uma deteccao simultdnea para o dcido chiquimico e dcido gélico e foi definida
como a fase mdvel que se obteve a melhor separacdo dos picos a solucdo de dcido acético a
0,1%, o que resultou em um tempo de corrida de aproximadamente 15 minutos e uma resolucao
(R) entre os picos do dcido chiquimico e gélico igual a 11,138.

Os parametros de adequacgdo resultantes da otimiza¢do cromatografica para validac¢io

do método sdo apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2 — Adequacao do sistema cromatografico para analise dos acidos chiquimico e galico

Critérios de

Parametro Acido Chiquimico Acido Galico
aceitacao
Area do pico 4973,72 + 6,73 11590,2 + 15,36 -
Tempo de reten¢do (Rt) (min) 4,470 £ 0,004 14,197 £ 0,049 -
Fator de retencao (k) 1,442 + 0,002 6,758 £ 0,027 k>?2
Fator de cauda (TF) 1,214 + 0,008 1,089 + 0,008 TF<2
Numero tedrico de pratos (N) 12127,6 + 26,1 19021,0 + 26,9 N > 2000

Cada valor denota a média +% CV (n = 3); [ACC] = 0,12 mg.mL!; [ACG] = 0,11 mg.mL".

Fonte: elaborado pelo autor.

3.2. Método de validacao

3.2.1. Especificidade e seletividade

Para avaliar a especificidade e a seletividade foram prepararas solu¢des com
concentracdes conhecidas dos padrdes de dcido chiquimico e 4cido galico e solucdes a partir
do extrato aquoso das folhas de S. terebinthifolius Raddi e do extrato aquoso das fezes da lagarta
Automeris sp. enriquecidos com os padroes.

As amostras foram injetadas utilizando trés fases moveis distintas, uma contendo apenas
agua ultrapura, uma solugdo a 0,1% de Acido Acético e uma solucio a 0,2% de Acido Acético,
para a verificacao de inexisténcia de co-elui¢do ou interferentes e assim a escolha da fase mével
adequada, sendo que a solugdo a 0,1% de Acido Acético foi a que apresentou os melhores

cromatogramas, como € observado na figura 2.
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FIGURA 2 - Cromatograma dos padroes de acido chiquimico (ACC) e acido galico (ACG).
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de [ACC] e [ACG] = 0,10 mg.mL"'. Fonte: elaborado pelo autor.

Ap6s a escolha da fase mével foram injetadas as solucdes preparadas, e assim, foram
avaliadas por comparacdo das areas dos picos dos cromatogramas correspondentes as solugdes
de padrdes de dcido chiquimico e 4cido gdlico, com os picos presentes nas amostras dos extratos

de folhas e de fezes, como podem ser observados nas figuras 3 e 4.
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FIGURA 3 — Cromatograma das amostras do extrato aquoso das folhas de S. terebinthifolius
Raddi
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[ACC] = 0,22 mg.mL'; [ACG] = 0,12 mg.mL"!; Fonte: elaborado pelo autor.

FIGURA 4 - Cromatograma das amostras do extrato das fezes da lagarta Automeris sp.
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(a) extrato das fezes: [ACC] = 0,072 mg.mL'; [ACG] = 0,078 mg.mL"; (b) extrato das fezes
enriquecido: [ACC] = 0,189 mg.mL"!; [ACG] = 0,182 mg.mL"!; Fonte: elaborado pelo autor.

47



3.2.2. Linearidade

A linearidade do método para a determinagdo do 4cido chiquimico e 4cido gélico foi
avaliada pelo preparo das curvas analiticas sendo os resultados submetidos a andlise de
regressdo linear (tabela 3 e 4) e andlise de varidncia ANOVA (tabelas 3 e 4), com nivel minimo
de significancia estabelecido em p<0,05. O teste t aplicado aos dados utilizados para obtengao
das curvas analiticas mostra que a regressao linear foi significativa, tanto para a inclinagcdo

quanto para o intercepto para os dois dcidos.

TABELA 3 — Analise estatistica da regressao linear para determinacio do Acido Chiquimico

Estimativa t-estatistica p-valor
Inclinagdo 40028,14 £ 281,87 2,3687 0,02367
Intercepto 122,85 £51,86 142,0074 9,494E-49

Coeficiente de correlagio (1?) 0,9983

Cada valor denota a média + DP (n = 3). Fonte: elaborada pelo autor.

TABELA 4 — Analise estatistica da variancia para determinacio do Acido Chiquimico

Soma dos Graus de Meédia dos
Parametro ) F p-valor
quadrados liberdade quadrados
Regressdo 429603812 1 429603812 20166,12 9,494E-49
Residuos 724310 34 21303,24

Cada valor denota a média + DP (n = 3). Fonte: elaborada pelo autor.

TABELA 5 — Anilise estatistica da regressio linear para determinaciio do Acido Galico

Estimativa t-estatistica p-valor
Inclinacdo 99230,91 + 656,13 3,46 0,003223
Intercepto 442,08 £127,76 151,24 1,119E-26

Coeficiente de correlagio (1?) 0,9992

Cada valor denota a média + DP (n = 3). Fonte: elaborada pelo autor.
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TABELA 6 — Anilise estatistica da varidncia para determinaciio do Acido Galico

Soma dos Graus de Média dos
Pardmetro F p-valor
quadrados liberdade quadrados
Regressdo 1292389133 1 1292389133  22872,76 1,119E-26
Residuos 904054 16 56503

Fonte: elaborada pelo autor.
3.2.3. Limites de deteccdo e quantificacao

Para determinar os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) (tabela 7) foram
utilizadas as equagdes (1) e (2), e com o auxilio dos pardmetros obtidos nas curvas de calibracio

construidas com os padrdes do Acido Chiquimico e Acido Galico.

TABELA 7 — Limites de deteccao e quantificacio utilizando solucées preparadas com os padroes

de acido chiquimico e acido galico

Acido Chiquimico Acido Galico
Limite de detec¢iio (mg.mL™") 0,0120 0,0079
Limite de quantificacio (mg.mL™) 0,0364 0,0239

Fonte: elaborada pelo autor.

3.2.4. Precisao

A precisdo foi analisada através da repetibilidade (precisdo intra-dia) e da precisdo
intermedidria (inter-dias).

Para andlise da repetibilidade foram injetadas seis amostras preparadas com os padrdes
de 4cido chiquimico e dcido gélico, pelo mesmo analista e dia, com concentragdes 0,12 mg.mL"
e 0,11 mg.mL"!, respectivamente, préximas a 100% a concentra¢do de trabalho, conforme
apresentado nas tabelas 6 e 7, sendo obtidos um DPR de 0,47 a 2,81% para o 4cido chiquimico
e de 0,78 a 3,72% para o 4cido galico, estes que ficaram dentro do valor recomendando para a
validagdo do método (DPR <5 %).

Para andlise da precisdo intermedidria foram injetadas seis amostras de solu¢cdes dos
padrdes de dcido chiquimico e dcido gélico, pelo mesmo analista, durante o intervalo de cinco
dias, a uma concentragio 0,12 mg.mL"' e 0,11 mg.mL"!, respectivamente, préximas a 100% a

concentracdo de trabalho, conforme apresentado nas tabelas 8 e 9, sendo obtidos um DPR de
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1,65 % para o acido chiquimico e de 2,00% para o 4cido gélico, estes que focaram dentro do

valor recomendando para a validacdo do método (DPR <5 %).

TABELA 8 — Analise da precisio para o Acido Chiquimico utilizando solucées preparadas com o

padrao
Concentracao nominal Concentracao medida
(gL Dia (mg/mL)? Precisao”
Variagdo intra-dia
(n=06)
1 0,1183 +0,0034 2,81
2 0,1175 £0,0010 0,89
0,12 3 0,1191 £0,0013 1,06
4 0,1185 £0,0015 1,25
5 0,1202 + 0,0006 0,47

Variacao inter-dias
(n = 6x5)
0,1187 = 0,0020 1,65

2 Cada valor denota a média = DP (n = 6). P Cada valor denota a % CV. Fonte: Elaborada pelo autor.

TABELA 9 — Precisao para o Acido Galico utilizando solucoes preparadas com o padrao

Concentracao nominal Concentracao medida
(og/mL) Dia (mgfmL)® Precisdo”
Variacdo intra-dia
(n=6)
1 0,1099 £ 0,0041 3,72
2 0,1111 £ 0,0009 0,78
0,11 3 0,1106 £ 0,0024 2,14
4 0,1107 £0,0014 1,31
5 0,1111 £0,0015 1,35
Variagdo inter-dias
(n = 6x5)
0,1107 £ 0,0022 2,00

2 Cada valor denota a média = DP (n = 6). ® Cada valor denota a % CV. Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.2.5. Exatidao

Para a avalia¢do da exatiddo foram preparadas, em quintuplicata, trés solucdes a partir
do extrato aquoso da folha de S. terebinthifolius Raddi e do extrato aquoso das fezes da lagarta
Automeris sp., com concentracdes definidas, nas quais foram adicionados os padrdes de dcido
chiquimico (ACC) e 4cido gélico (ACG) com concentracdes proximas a 40%, 70% e 100 das
concentracoes tedricas do teste.

Foi utilizado o método de adi¢do padriao, no qual quantidades conhecidas dos padrdes
de referéncia foram adicionadas aos extratos das folhas de S. terebinthifolius Raddi e das fezes
da lagarta Automeris sp. com concentragdes definidas de acido chiquimico (0,106 e 0,072
mg.mL™, respectivamente) e 4cido gélico (0,023 e 0,078 mg.mL!, respectivamente).

A determinagdo da exatidao foi avaliada pela média da porcentagem de recuperacdo da
solugdo preparada com os padrdes de acido chiquimico e dcido galico, que foram adicionadas

as amostras de extrato das folhas e das fezes, obtidas pela equacao (3):

(valor obtido—valor real)

Recuperacido (%) = * 100 (3)

valor real

Sendo encontrados um percentual de recuperacao para do 4dcido chiquimico entre 96,22
a97,75% na amostra fortificada do extrato aquoso das folhas, e entre 96,94 a 98,84% na amostra
fortificada do extrato aquoso das fezes, conforme a tabela 10. E para o 4cido gdlico foram
encontrados um percentual de recuperacio para o dcido chiquimico entre 93,04 a 98,90% na
amostra fortificada do extrato aquoso das folhas, e entre 99,57 a 99,77% na amostra fortificada

do extrato aquoso das fezes, conforme a tabela 11.
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TABELA 10 — Exatidio para o Acido Chiquimico pelo método de adicio padrio.

Concentracao Concentracao Concentracao
Amostra original adicionada medida % Recuperacao®
(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™1)?
0,048 0,1522 £ 0,0008 97,75 + 1,76
Folhas 0,106 0,083 0,1858 £0,0011 96,22 + 1,32
0,119 0,2204 £ 0,0013 96,46 + 1,13
0,048 0,1198 £ 0,0004 98,84 + 0,94
Fezes 0,072 0,083 0,1530 £ 0,0010 96,94 + 1,20
0,119 0,1892 £0,0013 98,30 + 1,10

# Cada valor denota a média = DP (n = 5). Fonte: Elaborada pelo autor.

TABELA 11 — Exatidio para o Acido Galico pelo método de adiciio padrio.

Concentracao Concentracao Concentracao
Amostra original adicionada medida % Recuperacao®
(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™1)?
0,042 0,0625 £ 0,0003 93,04 + 0,84
Folhas 0,023 0,074 0,0961 £ 0,0006 98,76 + 0,76
0,105 0,1274 £ 0,0011 98,90 £ 1,06
0,042 0,1196 + 0,0004 99,71 £ 1,00
Fezes 0,078 0,074 0,1512 £ 0,0012 99,77 + 1,65
0,105 0,1824 + 0,0006 99,57 £ 0,54

2 Cada valor denota a média = DP (n = 5). Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2.6. Robustez

A robustez do método analitico foi analisada pelo teste de Youden & Steiner, no qual o
seu objetivo € introduzir muitas variacoes de uma vez e assim determinar os seus efeitos
(GONZALEZ; HERRADOR, 2007), foi considerado para a andlise dos efeitos o nivel minimo
de significancia de 5%. Para a andlise foram preparadas solu¢des com os padrdes de acido
chiquimico e 4cido gdlico com as concentragdes de 0,12 mg.mL™' e 0,11 mg.ml" para serem

utilizadas em cada ensaio.
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Nas andlises realizadas para o 4cido chiquimico, foram encontrados -efeitos
significativos no tempo de reten¢do em relacdo alteracdo na vazio da fase mével (mL.min™"),
pois seu valor (0,31) é superior ao valor calculado do efeito (0,15), que € representado por uma
linha azul na Figura 6a e na alteracdo do fornecedor da coluna, pois o valor do efeito (0,92) é
superior ao valor calculado (0,45), que € representado por uma linha vermelha na figura 5a. Foi
encontrado efeito significativo no fator de retencdo em relacdo a alteracdo do fornecedor da
coluna, pois o valor do efeito (0,69) € superior ao valor calculado (0,35), que € representado
por uma linha vermelha na figura 5b. E também foi encontrado efeito significativo no nimero
de pratos tedricos em relacdo a alteracdo do fornecedor da coluna, pois o valor do efeito
(2003,4) € superior ao valor calculado (1001,7), que € representado por uma linha vermelha na
figura Sc. Para todas as outras condi¢Oes, o método foi considerado robusto, conforme
representados na tabela 12.

Nas andlises realizadas para o acido gédlico houveram efeitos significativos com a
alteracdo do fornecedor da coluna que causou altera¢des no tempo de retencdo, pois o valor do
efeito (3,68) € superior ao valor calculado (1,83), que € representado por uma linha vermelha
na figura 6a, no fator de retencdo pois o valor do efeito (2,61) € superior ao valor calculado
(1,30), que € representado por uma linha vermelha na figura 6b, no fator de cauda pois o valor
do efeito (-0,10) € inferior ao valor calculado (-0,05), que é representado por uma linha
vermelha na figura 6¢, e no numero de pratos tedricos, pois o valor do efeito (4071,2) € superior
ao valor calculado (2035,6), que € representado por uma linha vermelha na figura 6d. Para todas

as outras condicdes, o método foi considerado robusto, conforme representados na tabela 12.
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FIGURA 5 - Efeito das variacoes pelo teste de Youden para avaliar a robustez do método para o
acido chiquimico.
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FIGURA 6 - Efeito das variacoes pelo teste de Youden para avaliar a robustez do método para o acido galico.
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TABELA 12 - Efeitos das variacoes obtidas pelo teste de Youden

Area Rt TF N

Parametros ACC ACG ACC ACG ACC ACG ACC ACG AcCC AcGCG
(P1) Concentracao de acido acético na fase movel (%)  409,5 491,6 0,05 027 0,05 021 0,12 0,001 -464,6 -220,7
(P2) Temperatura da coluna (°C) -180,6 170,8 0,11 0,69 0,08 046 -0,01 -0,010 1184 142,2
(P3) Vazio da fase mével (mL.min™") -10759 1874 031* 0,83 -0,07 -0,28 -0,09 0,014 1059,6 6578
(P4) Fornecedor coluna 2235 1408,2 0,92* 3,68* 0,70* 2,61* 0,13 -0,099* 2003,4* 4071,2*
(P5) Marca do acido acético 1573,3 724.,4 0,01 0,07 0,02 007 004 0,003 -369,8 -156,2
(P6) Comprimento de onda (nm) -1632,0  -8204 0,01 0,05 0,03 0,08 -0,08 -0,004 3089 3833
(P7) Volume de injecédo (uL) -1872,6  -1933,0 0,07 031 -0,06 -0,14 0,08 -0,007 149,9  443,0

Rt = tempo de reten¢@o (min); TF = fator de cauda; N= nimero tedrico de pratos; k = fator de reten¢do; ACC = 4cido chiquimico; ACG = 4cido galico. *

valores dos efeitos nos pardmetros que influenciaram significativamente a resposta.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4. Conclusoes

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método analitico para
quantificacdo das substancias dcido chiquimico e 4cido gélico presente nas folhas de
Schinus terebinthifolius Raddi ou nas fezes das lagartas Automeris sp. visando sua
aplicacdo para o desenvolvimento de um método alternativo para produc¢do industrial de
acido chiquimico. O método analitico desenvolvido por CLAE DAD apresentou precisiao
e exatiddo aceitdveis nas concentracoes testadas e robustez pelo teste Youden. Portanto,

conclui-se que o método desenvolvido € confidvel dentro dos pardmetros analisados.
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Resumo

O 4cido chiquimico possui um alto valor comercial, devido ao fato de ser o precursor do
farmaco Fosfato de Oseltamivir (Tamiflu®), um dos poucos farmacos disponiveis
comercialmente para tratamento da gripe A (HIN1). Comercialmente € extraido apenas
do anis estrelado chinés (lllicium verum Hook.f.), em virtude dessa dependéncia, €
necessario buscar novas fontes desta matéria prima. Neste contexto, buscou-se
desenvolver um processo utilizando conceito de quimica verde, onde lagartas predadoras
do género Automeris sp. foram alimentadas com folhas de Schinus terebinthifolius Raddi,
com objetivo de aumentar a concentracao do dcido chiquimico na nova matriz, as fezes
das lagartas. O objetivo deste trabalho foi de desenvolver e otimizar um método para a
extracdo do 4cido chiquimico (ACC) e 4cido gilico (ACG), utilizando dgua quente, nas
folhas de S. ferebinthifolius Raddi e fezes da lagarta Automeris sp e a posterior purificacao
do ACC. Assim, a extracdo foi otimizada ajustando os parametros de temperatura, tempo,
granulometria, diluicdo e os extratores Soxhlet e autoclave. Dentre os fatores avaliados
na etapa de extracdo, o que mais influenciou foi a temperatura, com a condi¢io 6tima a
110°C, com uso de autoclave. A médxima concentracdo nesta condi¢do, para o acido
chiquimico foi de 3,7% m/m nas fezes e de 2,9% m/m nas folhas, evidenciando o aumento
da concentragdo do 4cido chiquimico nas fezes das lagartas em relacao as folhas. O ACC
e ACG foram separados com eficiéncia, através de uma extragdo em fase sélida, na qual
extrato aquoso foi efluido, com uma vazao média de 7,46 mL.min"!, através de uma
coluna recheada com material adsorvente composto de carvao ativado e silica-gel na
propor¢do de 1:1. Foram determinadas as isotermas de adsorcdo, em fluxo, para os dois
dcidos, sendo que a capacidade maxima de adsorcdo de dcido chiquimico, igual a 7,459
mg.g !, e do 4cido gélico sendo igual a 55,780 mg.g!, calculadas pelo modelo de isoterma
de Langmuir, ficando evidenciado que a coluna foi capaz de adsorver o ACG
aproximadamente 7,48 vezes maior mais do que o ACC, sendo assim, apds eluido na
coluna, o extrato apresentou apenas o ACC purificado. Conclui-se que os métodos de
extracdo e purificagdo desenvolvidos produzem resultados satisfatérios dentro dos

pardmetros analisados.

Palavras-chave: EXTRACAO; CROMATOGRAFIA LfQUIDA; SCHINUS
TEREBINTHIFOLIUS RADDI; AUTOMERIS.
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1. Introducao

O Acido Chiquimico (dcido (3R,4S,5R)-3,4,5-tri-hidroxiciclo-hex-1-eno -
carboxilico) € encontrado em vdrias plantas, pois € um precursor dos aminodcidos
aromaticos e derivados indo6licos tal dcido foi isolado pela primeira vez em 1885, a partir
da flor do Anis Estrelado Japonés (/llicium anisatum), que € conhecida como Shikimi. O
Acido Chiquimico é uma substincia opticamente ativa que contém trés grupos hidroxila,
0 que a torna um dos principais intermedidrios na biossintese de compostos arométicos
no metabolismo vivo (IYER et al., 2007).

O Acido Chiquimico obtido de anis estrelado é utilizado para a sintese de produtos
farmacéuticos, como o fosfato de oseltamivir, um pré-farmaco com capacidade de inibir
a liberacdo de particulas virais de células infectadas com o virus da gripe (influenza A e
B), pois tal farmaco inibe de forma seletiva as enzimas neuraminidase necessdrias a sua
liberagdo. Desta forma inibi a replicacdo e a patogenicidade in vivo do mesmo, assim
reduz a proliferacdo dos dois virus (influenza A e B), pois inibe a liberag¢do de virus das
células infectadas (ANVISA, 2018).

O processo de fabricacdo do Tamiflu® é complexo, pois envolve 10 etapas, o que
o torna também demorado, sendo necessario de 6 a 8 meses para obtencdo do fosfato
oseltamivir (ROCHE, 2006).

O 4cido chiquimico utilizado nesta sintese € extraido das vagens do anis estrelado
(Illicium verum Hook.f.), proveniente de um quimiotipo especifico que é cultivado em
apenas quatro provincias da China, pois requer condicdes climdticas especificas, para o
produzi-lo em maior quantidade. Mesmo para essa variedade que produz mais acido
chiquimico, para cada quilograma de &4cido sdo necessarios 30 quilogramas de anis
(ESCALANTE et al., 2014).

Novas fontes de 4cido chiquimico tém sido objeto de estudo em todo o mundo, ao
utilizar diferentes metodologias e matérias-primas. No entanto, somente em alguns tipos
de plantas se consegue isolar o dcido chiquimico em maior quantidade, o que torna
necessdrio a otimizacao dos processos de extragao para que entdo possam ser utilizados
pela inddstria (BOCHKOV et al., 2012).

Dentre estes estudos, CARDOSO et.al. (2014) ao utilizar as partes aéreas da planta
Eichhornia crassipes secas obteve rendimento de 2,7% m/m na extragcdo; MARTIN et al.
(2010) utilizou como matéria prima a casca e pedagos de madeira da planta Liquidambar

styraciflua L. conseguindo um rendimento de 1.68% e 0,20% m/m, respectivamente;
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USUKI et al. (2011) empregou uma técnica para dissolver a celulose das folhas da planta
Ginkgo biloba e assim conseguiu um rendimento de 2,3% m/m.

Em um estudo realizado por FEUEREISEN et al. (2014), ficou evidenciado
através de andlises por espectroscopia por RMN (ressonancia magnética nuclear) a
presenca de derivados do 4cido chiquimico no extrato obtido da planta popularmente
conhecida como Aroeira Vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi). Em virtude disto,
este trabalho propde estudar a utilizagdo das folhas da espécie S. terebinthifolius Raddi
como fonte de dcido chiquimico.

Segundo STRAPASSON, SANTOS e MEDEIROS (2002), a S. terebinthifolius
Raddi ocorre em todo continente Sul Americano e € encontrada em todo territdrio
brasileiro, de norte ao sul, em diferentes biomas, tais como: cerrado, caatinga e mata
atlantica. A espécie S. terebinthifolius Raddi € considerada uma planta medicinal e na
medicina popular € utilizada contra febre, problemas do trato urindrio, cistites, uretrites,
blenorragia, problemas menstruais com excesso de sangramento, e gripes (SOUZA;
LORENZI, 2012).

A aroeira-vermelha pode atingir na idade adulta até 15 m de altura e 30 a 60 cm
de diametro, podendo formar aglomerados de plantas originadas de sementes ou
brotacdes de raiz. E também considera como uma planta pioneira ou secundaria inicial,
podendo ocupar ambientes diferentes com grande capacidade. Suas flores sdo de
coloragdo branco-amarelada a banco esverdeada, além de serem muito pequenas e
numerosas. Seus frutos possuem uma coloragdo vermelha quando maduros possuido de
4 a 5,5 mm de diametro, sendo que seu amadurecimento ocorre dos meses de maio a
setembro (CARDOSO; SILVEIRA, 2010).

Em estudos fitoquimicos realizados nas folhas, cascas e sementes de S.
terebinthifolius Raddi identificaram a ocorréncia de terpenos, flavondides, acidos graxos,
fendis, taninos, 6leos essenciais em diferentes niveis de concentragdo (CARVALHO et al.,
2013). A espécie teve sua importancia reconhecida ao ser incluida na Relagdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satdde (RENISUS), elaborada
pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicas, que incentiva a pesquisa

com plantas, exéticas adaptadas ou nativas (BRASIL, 2019).

As plantas em geral, muitas vezes servem como habitat para outros seres vivos
fazendo o papel de hospedeiras, que possibilitam a sobrevivéncia de outras espécies

parasitas. SPECHT; CORSEUIL e FORMENTINI (2006) ao verificar a incidéncia de
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lepidépteros que possuem ocorréncia no Rio Grande do Sul, verificou que a S.
terebinthifolius Raddi € planta hospedeira de duas espécies de lepiddpteros, sendo a
Automeris melanops (Walker) e Leucanella viridescens (Walker).

Também foi citado por BARRETO e SILVA (2013) a incidéncia da lagarta
Automeris sp. na planta S. terebinthifolius Raddi ao realizar um estudo no qual avaliou o
teor de 4cido galico nas folhas da planta e nas fezes da lagarta, onde ficou evidenciado
que o ter de acido gdlico encontrado nas fezes foi 487 vezes maior que o encontrado nas
folhas.

Segundo PANIZZI e PARRA (1991), as folhas compdem a principal biomassa da
planta e representam a melhor fonte de nutrientes para as lagartas dos lepidopteros, por
isso sua fisiologia e comportamentos sdo afetados diretamente pelos componentes
presentes nas folhas.

As lagartas ao serem alimentadas com as folhas, durante o seu o processo
digestivo, no qual os alimentos sdo hidrolisados e transformados, através da acdo de
enzimas presentes em seu trato intestinal, de macromoléculas complexas em moléculas
mais simples para serem absorvidas. No entanto, no trato intestinal dos insetos, nem todos
os componentes sao digeridos e absorvidos, podendo assim, ocorrer a concentracdo de
uma determinada substiancia que estd presente nas folhas consumidas (LEHANE;
BILLINGSLEY, 2012; NATION, 2008).

Neste trabalho, o objetivo de desenvolver e otimizar um método para a extracao
do 4cido chiquimico (ACC) e 4cido gdlico (ACG), utilizando dgua quente, nas folhas de
S. terebinthifolius Raddi e fezes da lagarta Automeris sp e a posterior purificacao do ACC,

para que a S. terebinthifolius Raddi seja viavel como fonte comercial de 4cido chiquimico.
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2. Materiais e métodos

2.1. Reagentes e produtos quimicos.

Os materiais utilizados para o desenvolvimento do método analitico proposto
foram os seguintes: Acido Chiquimico com pureza acima de 99.99%, adquirido da Sigma
Aldrich (St. Louis, Missouri, Estados Unidos da América), Acido Galico com pureza
acima de 98%, adquirido da Dindmica Quimica Contemporanea (Indaiatuba, Sdao Paulo,
Brasil), Metanol grau CLAE adquirido da J.T.Baker (Bridgewater, New Jersey, Estados
Unidos da América), dgua ultrapura que foi purificada utilizando um sistema Milli-Q Plus
(Millipore) com condutividade de 20 uS/cm, Acido Acético Glacial P.A adquiridos juntos
a ISOFAR (Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil).

2.2. Material vegetal e fezes da lagarta Automeris sp

As amostras das folhas de S. terebinthifolius Raddi, foram coletadas de sete
exemplares da planta, de forma aleatéria, na Universidade Federal de Vigosa - Campus
Rio Paranaiba. As folhas foram secas em estufa por 7 dias a 45 °C, moidas em moinho de
faca tipo créton, peneiradas em trés faixas de tamanhos de particula, 0-300 um, 300-450
um ou 450-600 pm, para homogeneizar o tamanho das particulas da amostra e
acondicionadas em ambiente refrigerado.

As amostras de fezes de lagartas da espécie Automeris sp., foram obtidas de
espécimes coletados na Universidade Federal de Sergipe no Campus Prof. Aloisio de
Campos em Sao Cristovao/SE, as quais foram criadas em laboratério utilizando gaiolas
fabricadas com material reciclado. A coleta das fezes foi didria seguida do procedimento
de limpeza, troca do alimento (folhas de S. ferebinthifolius Raddi). As fezes foram
coletadas, secas para evitar a proliferacio de micro-organismos e acondicionadas em

ambiente seco para a obtencdo dos extratos em etapa posterior.

2.3. Construgao das curvas analiticas

Conforme as recomendacdes da IUPAC (Thompson et al., 2002), foram
preparadas solugdes estoque com o padrdo de 4cido chiquimico e de 4cido gilico com

uma concentracio de 1,00 mg.mL"!, em triplicata, que foram dissolvidos em &4gua
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purificada, e a partir destas, foram feitas 12 dilui¢cbes para obter solu¢des padrdo a
diferentes concentragdes dentro intervalo de interesse (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175,
200, 225, 250, 275 e 300 ugmL™) para o 4dcido chiquimico e 6 diluicdes para obter
solugdes padrdo a diferentes concentragdes dentro intervalo de interesse (50, 100, 150,
200, 250 e 300 pgmL™!) para o 4dcido gélico.

As condi¢Oes de andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram:
sistema cromatografico Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA), fase estacionaria Luna C18(2) (Phenomenex; Torrance, CA, EUA, 4.6 mm ID x
250 mm, 5 pm); fase moével: sistema isocratico 0,1% CH3COOH em dgua (v/v); vazao de
1,0 mL.min"'; volume de inje¢do: 20 uL; temperatura de analise de 40 °C; detec¢io a 240

nm.

2.4. Preparagdo das amostras

Foram preparadas diariamente solucdes a partir das amostras trituradas das folhas
de S. terebinthifolius Raddi e das fezes da lagarta Automeris sp., foram pesadas com o
auxilio de um balanga analitica 500 mg e 300 mg, respectivamente, e diluidas em dgua
ultrapura nas proporg¢des de 1:50, 1:100 e 1:150.

As solucdes das amostras antes de serem injetadas no sistema CLAE foram
filtradas utilizando filtros para seringa CROMAFIL XTRA PTFE 0,45 um da Macherey-
Nagel (Diiren, Alemanha), assim a concentracdo de dcido chiquimico e 4cido gélico

foram analisadas e determinadas a partir da curva analitica previamente construida.

2.5. Extragdo

Para a andlise por CLAE das amostras das folhas de S. terebinthifolius Raddi e
das fezes da lagarta Automeris sp. diluidas em dgua ultrapura, nas propor¢des conforme
descrito anteriormente, foi utilizado uma extragdo por decoc¢do com auxilio de um
sistema de autoclave para que fosse possivel a utilizacdo de uma temperatura entre 100 a
120 °C e uma pressdo de 0 a 1 kgf.cm?2. Foram utilizados planejamentos fatoriais de 2* e
23 com ponto central, para avaliar os fatores que influenciam a extraciio nas folhas e fezes,

respectivamente, conforme as tabelas 1 e 2.
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TABELA 1 — Planejamento Fatorial 2* com ponto central para anilise as amostras das

folhas de S. terebinthifolius Raddi

Ensaio Temperatura Tempo Granulometria Diluicdo

1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
21 0 0 0 0
Onde as condi¢des de andlise foram as seguintes:
-1 0 1
Temperatura (°C) 100 110 120
Tempo (min) 5 10 15
Granulometria (um) 0-300 300-425 425-600
Diluicao 1:50 1:100 1:150

Fonte: elaborada pelo autor.

68



TABELA 2 — Planejamento Fatorial 2° com ponto central para andlise as amostras das fezes

das lagartas Automeris sp.

Ensaio Temperatura Tempo Diluicao

1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1

3 -1 1 -1

4 1 1 -1

5 -1 -1 1

6 1 -1 1

7 -1 1 1

8 1 1 1

9 0 0 0

10 0 0 0

11 0 0 0

12 0 0 0

13 0 0 0

Onde as condi¢Oes de analise foram as seguintes:
-1 0 1

Temperatura (°C) 100 110 120
Tempo (min) 5 10 15
Diluicao 1:50 1:100 1:150

Fonte: elaborada pelo autor.

As extracdes utilizadas para avaliar a recuperacdo foram feitas, em triplicata, o
equipamento SOXHLET, utilizando a 1,0 g de amostra das folhas de S. terebinthifolius
Raddi com a granulometria na faixa de 0-300 um, e metanol como solvente por um tempo
de 72 horas, conforme descrito por (OHIRA et al., 2009), com o intuito de conseguir
extrair todo dcido chiquimico presente na amostra e assim foram comparadas com a
quantidade de 4cido chiquimico obtido através da extracdo com o auxilio da autoclave,

conforme a equacgao:

acido chiquimico na amostra via autoclave [mg]
* 100%

Recuperacdo (%) = —— . :
peragdo (%) acido chiquimico na amostra via soxhlet [mg]
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2.6. Purificacdo

Para o ensaio de purificacdo pode-se adotar um processo de adsorcao, que pode
ser realizado através de experimentos em batelada ou em fluxo. TAN, AHMAD e
HAMEED (2008), ap6s a realizacdo de experimentos de adsor¢do em carvao ativado em
batelada e em fluxo, melhores resultados foram obtidos para o processo em batelada,
porém, para o processo em fluxo continuo foi obtido uma menor capacidade de adsor¢ao
para as mesmas concentracOes iniciais amostras utilizadas, devido ao fator de
empacotamento do adsorvente na coluna que diminui a superficie de contato disponivel
para a adsorcao.

Em virtude disso, para o ensaio de purificagdo do 4cido chiquimico foi adotado
um processo de adsor¢do em fluxo, utilizando como coluna de leito fixo, uma seringa
descartdvel de plastico com 20 mm de didmetro interno e 90 mm de comprimento, que
foi disposta em um kitasato e ligada a uma bomba de vacuo para controlar o fluxo das
amostras pela coluna, a uma vazdo média de aproximadamente 7,45 mL.min"' a uma
temperatura ambiente de 25 °C. Uma mistura contendo 1,00 g de carvao ativado (tamanho
de particula de 0,050 mm a 0,100 mm) com 1,00 g de silica gel (tamanho de particula de
0,063 mm a 0,210 mm), na proporcdo de 1:1, foi empacotada na coluna com uma camada
de algodao na parte inferior, como mostra a figura 1.

Aliquotas de 10 mL da solu¢do de extrato das fezes de Automeris sp. foram
introduzida na coluna, sendo assim filtrado. As amostras de efluentes foram coletadas em
intervalos especificados e analisadas quanto a concentracao residual de 4cido chiquimico
e 4cido galico utilizando um sistema de cromatografia liquida (CLAE DAD) no
comprimento de onda de 240 nm. Os estudos da coluna foram encerrados quando a coluna

atingiu a exaustao.
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FIGURA 1 - Diagrama esquematico da coluna para analise da adsorcio

‘1

—p2
1. Alimentacao da solugdo de extrato
2. Coluna com mistura de carvio-silica
3. Ligacdo da bomba a véicuo
4. Reservatdrio para coleta do efluente
—p 3

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3. Resultados e discussao

3.1. Extracdo

Para quantificar o 4cido chiquimico presente nas folhas e nas fezes, foram
preparados ensaios utilizando a metodologia de andlise fatorial 2*e 2° com ponto central,
na qual foram avaliadas varia¢des na temperatura, no tempo, na granulometria da amostra
(para as folhas) e a dilui¢do da amostra. Para os ensaios com a amostra das folhas foram
pesadas 500 mg da amostra em uma balancga analitica e para a amostra das fezes foram
pesadas 300 mg, estas amostras foram entdo acondicionadas em erlenmeyers e
posteriormente diluidas conforme determinado no planejamento fatorial e em seguida
foram colocadas dentro de uma autoclave para realizar a extra¢do por decoc¢do, conforme
a figura 2, em seguida os extratos obtidos foram filtrados e acondicionados em baldes

volumétricos de 100 mL.

FIGURA 2 - Extracdo com auxilio da autoclave.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.

Em seguida os extratos foram injetados em um sistema de cromatografia liquida
de alta pressao (CLAE DAD), utilizando uma eluicdo isocratica de uma solucao de 0,1%
de 4cido acético, como fase mdvel, e uma coluna Phenomenex Luna C18(2), como fase
reversa, a uma temperatura de 40 °C e utilizando um comprimento de onda de 240 nm.

A partir da drea dos picos presentes nos cromatogramas das amostras foi

quantificado o 4dcido chiquimico presente em cada ensaio, sendo que para a amostra de
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folhas foram encontrados um valor de 2,60 a 2,96% m/m da amostra (tabela 3), e para a

amostra das fezes foi encontrado um valor de 3,28 a 3,86% m/m da amostra (tabela 4).

TABELA 3 — Acido chiquimico presente na amostra de folhas

Area do pico
Ensaio % peso (m/m)

(h=240 nm)
1 2,66 5445,0
2 2,64 5409,6
3 2,64 5409,5
4 2,61 5331,6
5 2,65 5407,5
6 2,69 5510,4
7 2,63 5347,1
8 2,64 53779
9 2,68 5484,0
10 2,69 5483,2
11 2,64 5383,8
12 2,66 54542
13 2,62 5321,4
14 2,63 5369,4
15 2,60 5293,8
16 2,66 5429,2
17 2,92 5945,0
18 2,93 5973,3
19 2,94 6018,3
20 2,96 6012,0
21 2,91 5943,3

Fonte: Elaborada pelo autor.
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TABELA 4 — Acido chiquimico presente na amostra de fezes

Area do pico
Ensaio % peso (m/m)

(240nm)
1 3,53 4385,9
2 3,49 43223
3 3,28 4077,5
4 3,50 43574
5 3,34 4158,6
6 3,59 44449
7 3,47 4289,7
8 3,48 4331,8
9 3,86 4788,6
10 3,64 4522.5
11 3,65 45329
12 3,70 4584,1
13 3,73 4617,1

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para quantificar a quantidade de dcido chiquimico total presente nas amostras de
folhas, foi utilizado o método de extracdo sucessiva, com auxilio do equipamento
SOXHLET (figura 3), utilizando 1,00 g de amostra das folhas de S. ferebinthifolius Raddi
com a granulometria na faixa de 0-300 um, e metanol como solvente por um tempo de 72
horas a uma temperatura na manta de aquecimento proximo a 80 °C, conforme descrito
por OHIRA et al. (2009), realizado em triplicada. Apds a extragdo, as amostras foram
preparadas e injetadas utilizando a mesma metodologia utilizada nas amostras que foram
extraidas utilizando a autoclave e apds a andlise da area dos picos presentes nos
cromatogramas destas amostras foi quantificado o dcido chiquimico total presente na
amostra um valor médio de 2,639% m/m da amostra, com um desvio padrao relativo de

0,82%.
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FIGURA 3 - Extracdo com auxilio do Soxhlet.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.

3.2. Analise dos efeitos

Para a andlise dos efeitos foi utilizado uma andlise estatistica com nivel de
significancia de 5% a partir da qual foi possivel estimar os efeitos dos fatores: tempo,
temperatura, granulometria e dilui¢do na extracido do 4cido chiquimico nas folhas de S.
Terebinthifolius Raddi; e tempo, temperatura e diluicao na extracdo do dcido chiquimico
nas fezes da lagarta Automeris sp.

A partir da andlise dos grificos de pareto dos efeitos (figuras 4 € 5) e das estimativas
de efeitos (tabelas 5 e 6) dos extratos aquosos das folhas e fezes, respectivamente, verificou que
o fator de dilui¢do e o tempo de extracdo ndo demonstraram efeitos significativos na
extracdo do acido chiquimico, tanto para as amostras de folha de S. Terebinthifolius
Raddi, quanto para as amostras de fezes das lagartas Automeris sp. A temperatura
demostrou um efeito (quadrético) significativo para ambas amostras e a granulometria
um efeito (linear) significativo, porém com menor intensidade do que o demonstrado
pela temperatura, para a extragdo do dcido chiquimico nas amostras de folha de S.

Terebinthifolius Raddi.
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FIGURA 4 - Grafico de Pareto de Efeitos para solucio do extrato aquoso das folhas de S.
Terebinthifolius Raddi

Temperatura (Q) . 7
3L4L m

(2) Tempo (1)

1L3L m

(1) Temperatuna (1) 777277

(3) Granulometria (L) %

L4l %

2Ll %

aL3L %
L2l %
(4) Diluicdo (L) %

L = efeito linear; Q = efeito quadratico. Fonte: elaborada pelo autor.

FIGURA 5 - Grafico de Pareto de Efeitos para solucio do extrato aquoso das fezes da

lagarta Automeris sp.

Temperatura (Q) ////

(1) Temperatura (L}

2150

(2) Tempo (L)

1L:3L

(3) Diluigdoa (L)

1L:2L

p=.05

L = efeito linear; Q = efeito quadratico. Fonte: elaborada pelo autor.
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TABELA 5 - Estimativas de Efeitos para solucao do extrato aquoso das folhas de S.
Terebinthifolius Raddi (r2 = 0,9893)

Fator Efeito Erro €©) b Erro Padrao
Padrao. do Coeficiente
Mean/Interc.* 2,930249 0,008672 337,9065 0,000000 0,008672
(1) Temperatura (L) 0,013394 0,009695 1,3815 0,200467 0,004848
Temperatura (Q)* -0,564936 0,019870 -28,4323 0,000000 0,009935
(2) Tempo (L) -0,021736 0,009695 -2,2419 0,051683 0,004848
(3) Granulometria (L) -0,012683 0,009695 -1,3081 0,223250 0,004848
(4) Diluicao (L) 0,002069 0,009695 0,2134  0,835795 0,004848
1L:2L 0,004667 0,009695 04814 0,641755 0,004848
1L:3L 0,019617 0,009695  2,0233  0,073723 0,004848
1L:4L 0,010575 0,009695 1,0907  0,303736 0,004848
2L:3L 0,004922 0,009695 0,5077  0,623867 0,004848
2L:4L 0,008401 0,009695 0,8665  0,408722 0,004848
3L:4L%* -0,025428 0,009695 -2,6227 0,027688 0,004848

L = efeito linear; Q = efeito quadratico

. * fatores significativos. Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 6 - Estimativas de Efeitos para solucao do extrato aquoso das fezes da lagarta

Automeris sp (r? = 0,7928).

Erro
Erro
Fator Efeito t(5) P Padrao do
Padrao.
Coeficiente
Mean/Interc.* 3,716165 0,049888 74,49058 0,000000 0,049888

(1) Temperatura (L) 0,108751 0,078879 1,37870 0,226478  0,039440

Temperatura (Q)* -0,509096 0,127189 -4,00267 0,010296  0,063595
(2) Tempo (L) -0,053365 0,078879 -0,67654 0,528726  0,039440
(3) Diluicao (L) 0,018424 0,078879  0,23357  0,824580  0,039440
1L:2L 0,008711 0,078879 0,11043  0,916362  0,039440
1L:3L 0,021165 0,078879  0,26833  0,799167  0,039440
2L:3L 0,061944  0,078879  0,78530 0,467840  0,039440

L = efeito linear; Q = efeito quadratico. * fatores significativos. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.1. Efeito da temperatura

A alteracdo na temperatura demonstrou efeito significativo nas recuperagdes das
extragdes, tanto para a amostra de folhas, quanto para a amostra de fezes, como pode ser
visto nas figuras 4 e 5.

Na temperatura mais baixa, equivalente a 100 °C, foi obtido um percentual entre
2,5 a 2,6% m/m da amostra de folhas (figura 6) e 3,3 a 3,4% m/m das fezes (figura 7),
variando muito pouco com o tempo de extragao.

O efeito da temperatura mostrou um comportamento quadratico, com um ponto
de maximo no ponto central, que equivale a temperatura de 110 “C, no qual foi obtido um
percentual maior 2,9% m/m da amostra de folhas (figura 6) e 3,7% m/m das fezes (figura
7), acima da temperatura de 110 °C o percentual extraido diminuiu gradativamente.

Essa diminui¢do do percentual extraido se deve ao aumento da quantidade de
interferentes extraidos conforme a temperatura aumenta.

Ao avaliar a recuperagdo obtida, verificou-se que ja na temperatura de 100 °C se

consegue uma recuperacdo proxima a 100% para as folhas e na temperatura de 110 °C foi
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obtido uma recuperacdo de aproximadamente 110% para as folhas e de 140% para as

fezes.

FIGURA 6 — Efeito da temperatura na extracio da amostra de folhas

(wyw) 052d %

Fonte: Elaborado pelo autor.

FIGURA 7- Efeito da temperatura na extracao da amostra de fezes

(/) 083 %

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.2. Efeito do tamanho de particula

A figura 8 mostra o percentual do d4cido chiquimico obtido na extragdo das folhas
de S. Terebinthifolius Raddi utilizando dgua quente nas temperaturas de 100, 110 e 120
°C, nas trés faixas de granulometria analisadas (0-300, 300-425 e 425-600 um).

O percentual mdximo, encontrado foi para a menor faixa de granulometria e na
maior dilui¢do (1:150), o que significou que, quanto menor o tamanho da particula, mais
eficiente € a extracdo do 4cido chiquimico para uma determinada temperatura, conforme
demonstrado na figura 8.

Como pode ser visto na tabela 5, o percentual de extragdo possui um efeito

significativo, porém, em menor escala que o efeito da temperatura, na extracao.

FIGURA 8 - Efeito da granulometria e da diluicio na extracao da amostra de folhas

(wyu) 0sad %

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.3. Efeitos do tempo de extracdo e do fator de dilui¢do

O fator de diluicdo e o tempo de extracdo ndao demonstraram um efeito
significativo na extracdo do 4cido chiquimico tanto para as amostras de folha de S.

Terebinthifolius Raddi, quanto para as amostras de fezes das lagartas Automeris sp..

3.3. Purificacdo do 4cido chiquimico

Experimentos em uma coluna com leito fixo e em fluxo foram utilizados para
separar o acido chiquimico (ACC) do 4cido gélico (ACG) presentes no extrato das fezes
de Automeris sp., na propor¢do de concentracdo de aproximadamente 1:1. Como
adsorventes foram utilizados carvdo ativado (com o objetivo de reter substancias
aromdticas, o dcido galico) e silica gel (com objetivo de aumentar a porosidade da
coluna).

Ensaios preliminares verificaram que a silica gel ndo reteve as substincias
presentes na matriz, mostrando assim, ser vidvel a sua utilizacdo para aumentar a
porosidade da coluna.

Os cromatogramas dos extratos das folhas de S. terebinthifolius Raddi e das fezes
da lagarta Automeris sp. (antes e apOs a purificagdo) (figura 9), mostrou que os
adsorventes utilizados foram capazes de reter, seletivamente, as substancias presentes nos

extratos das fezes.
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FIGURA 9 — Cromatograma dos extratos de folhas de S. ferebinthifolius Raddi e fezes da lagarta Automeris sp.
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(a) extrato das folhas: [ACC] = 0,11 mg.mL!; [ACG] = 0,03 mg.mL"".
(b) extrato das fezes: [ACC] = 0,23 mg.mL"'; [ACG] = 0,20 mg.mL"".
(c) extrato das fezes purificado: : [ACC] = 0,23 mg.mL!; [ACG] = 0 mg.mL"'.

Fonte: elaborado pelo autor.




Os resultados obtidos foram analisados conforme os modelos linearizados de
Isotermas de Langmuir e Freundlich (FEBRIANTO et al., 2009) e apresentados nas
Figuras 11 e 12.

Os resultados da adsor¢do dos dcidos chiquimico e gélico no carvao ativado foram
apresentados na forma de curvas de ruptura (figura 10), que mostraram o0s
comportamentos da quantidade de 4cido chiquimico e acido galico adsorvidos da solugao,
expressa em termos de concentracao normalizada definida como a razdo da concentracao
de saida a concentracdo de entrada em funcdo do volume (L) da solucdo eluida (C/Co vs.
V).

A partir da observacao das curvas de ruptura (figura 10) ficou evidenciado que a
coluna de carvdo ativado fica saturada primeiro com o 4cido chiquimico, com percentual
de saturacdo préximo a 100%, e enquanto que acido gélico continua a ser adsorvido até
que atinja um percentual de saturacdo préximo a 80%. Isso faz com que uma fragcdo do
acido chiquimico presente no extrato ndo seja adsorvido, saindo da coluna, enquanto que

o0 4cido gdlico ainda continua sendo adsorvido no carvao ativado.

FIGURA 10 - Curva de ruptura (breaktrough) para adsorcéo do Acido Chiquimico e Acido

Galico em carvao ativado presentes no extrato aquoso das fezes da lagarta Automeris sp.
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[ACC]: C, =0,23 mg.mL!; [ACG]: C, =0,20 mg.mL"'; Fonte: elaborada pelo autor.
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FIGURA 11 — Modelos linearizados das Isotermas de adsor¢io de Acido Chiquimico em

Carvao Ativado presente no extrato aquoso das fezes da lagarta Automeris sp.
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(a) Langmuir, (b) Freundlich. Fonte: elaborado pelo autor.
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FIGURA 12 — Modelos linearizados das isotermas de adsorcio de Acido Galico em Carvio

Ativado presente no extrato aquoso das fezes da lagarta Automeris sp.
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(a) Langmuir, (b) Freundlich. Fonte: elaborado pelo autor.

A tabela 7 apresenta as constantes obtidas para as Isotermas de Langmuir e
Freundlich, a partir dos modelos linearizados. E observado pelos dados da tabela 7 os

dois modelos de isoterma, apresentaram coeficiente de correlacdo (R?) satisfatorios,
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sendo que o modelo de Langmuir apresentou os melhores coeficientes de correlagdo tanto

para o 4cido chiquimico, quanto para o dcido gélico.

TABELA 7 - Parametros das isotermas de adsorcao para o Acido Chiquimico e Acido

Galico segundo Langmuir e Freundlich.

Acido Chiquimico Acido Gilico
Qumax (mg-g) 7,459 55,780
S
=
£ Ki (L-mg™) 0,4232 0,0450
&
R2 0,9998 0,9919
Kr 1,714 2,7372
=
.2
S N 17,620 43378
= R2 0,9971 0,9839

Fonte: elaborado pelo autor.

Através do modelo de isoterma de Langmuir, foram calculadas as capacidades
méxima de adsorgdo de 4cido chiquimico, sendo igual a 7,459 mg.g”!, e do 4cido gélico
sendo igual a 55,780 mg.g™!, no carvio ativado. Ficando evidenciado que o carvio ativado
consegue adsorver aproximadamente 7,48 vezes mais dcido gilico do que o 4cido

chiquimico, o que possibilita sua separacdo.
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4. Conclusao

Neste trabalho examinamos a extracdo em dgua quente de 4cido chiquimico e
gélico presente nas folhas de S. ferebinthifolius Raddi ou nas fezes das lagartas Automeris
sp. Verificou-se que o 4cido chiquimico pode ser extraido das matrizes com dgua a
temperaturas superiores a 100 ° C, nesta temperatura, ja se consegue uma recuperaciao
proxima a 100% para as folhas e na temperatura de 110 °C obteve uma recuperacao de
aproximadamente 110% para as folhas e de 140% para as fezes.

Uma temperatura de extragdo de 110 ° C mostrou-se levar as extracdes mais
rapidas e com maior recuperacao para a menor quantidade de agua. A dilui¢do e o tempo
de extragdo ndo desempenham um papel relevante nas recuperacdes de extragdo. O
tamanho das particulas que proporcionou as maiores taxas de extracdo e as maximas
recuperacgdes foi de 0 a 300 um.

A lagarta Automeris sp. mostrou ser capaz de absorver seletivamente algumas
substincias em seu processo digestivo. Das suas fezes foi obtida nova matriz com um
menor nimero de substancias, os dcidos chiquimico e gilico foram identificados como
substancias majoritdrias e quantificados, e assim foi obtida uma proporcao de
aproximadamente 1:1 para os acidos. E também foi quantificado nas fezes, uma
concentracdo de 4cido chiquimico de aproximadamente 1,27 vezes maior que a
concentracdo encontrada nas folhas da S. terebinthifolius Raddi.

A purificacdo dos extratos de através da utilizacdo de coluna com leito fixo com
uma mistura de carvao ativado e silica, em fluxo continuo, mostrou-se ser viavel, pois o
carvao ativado mostrou possui maior capacidade para adsorver o dcido galico do que o
acido chiquimico, aproximadamente 7,48 vezes maior. Portanto, conclui-se que os
métodos de extragdo e purificacdo desenvolvidos produzem resultados satisfatérios

dentro dos parametros analisados.

87



5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANVISA. Tamiflu. Fosfato de oseltamivir. Disponivel em:
<www.anvisa.gov.br/datavisa/fila_bula/frmVisualizarBula.asp?pNuTransacao=9710392

015&pIdAnex0=2932954>. Acesso em: 15 dez. 2018.

BARRETO, J. R. S.; SILVA, G. H. Estudo da interacdo quimica entre aroeira e lagarta
predadora. Parte 1: Avaliacdo do teor de 4cido gédlico nas folhas de Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira) e fezes da lagarta Automeris sp. Recife, PE: 65 Reunido

Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia, 2013

BOCHKOV, D. V. et al. Shikimic acid: review of its analytical, isolation, and

purification techniques from plant and microbial sources. Journal of Chemical Biology,

v.5,n. 1, p. 5-17, 24 jan. 2012.

BRASIL, M. DA S. Plantas Medicinais de Interesse ao SUS — Renisus. Disponivel em:
<http://www.saude.gov.br/acoes-e-programas/programa-nacional-de-plantas-
medicinais-e-fitoterapicos-ppnpmf/politica-e-programa-nacional-de-plantas-medicinais-
e-fitoterapicos/plantas-medicinais-de-interesse-ao-sus-renisus>. Acesso em: 15 nov.

2019.

CARDOSO, J. H.; SILVEIRA, J. V. D. L. Aroeira-vermelha Importincia Econdmica e
Ambiental Floragado e Frutificagdo. Pelotas, RS: [s.n.].2010.

CARDOSO, S. F.; LOPES, L. M. X.; NASCIMENTO, I. R. Eichhornia crassipes: An
advantageous source of shikimic acid. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 24, n. 4,

p. 439442, jul. 2014.

CARVALHO, M. G. et al. Schinus terebinthifolius Raddi: chemical composition,
biological properties and toxicity. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 15, n. 1,

p. 158-169, 2013.

ESCALANTE, A. et al. Current perspectives on applications of shikimic and

aminoshikimic acids in pharmaceutical chemistry. Research and Reports in Medicinal

88



Chemistry, p. 35, 2014.

FEBRIANTO, J. et al. Equilibrium and kinetic studies in adsorption of heavy metals
using biosorbent: A summary of recent studies. Journal of Hazardous Materials, v. 162,

n. 2-3, p. 616-645, mar. 2009.

FEUEREISEN, M. M. et al. Characterization of Phenolic Compounds in Brazilian
Pepper ( Schinus terebinthifolius Raddi) Exocarp. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 62, n. 26, p. 6219-6226, 2 jul. 2014.

IYER, S. V. et al. Method for obtaning Shikimic AcidWorld Intellectual Property
Organization, , 2007.

LEHANE, M. J.; BILLINGSLEY, P. F. Biology of the insect midgut. [s.l.] Springer
Science & Business Media, 2012.

MARTIN, E. et al. Sweetgum (Liquidambar styraciflua L.): Extraction of Shikimic

Acid Coupled to Dilute Acid Pretreatment. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.
162, n. 6, p. 1660—1668, 27 nov. 2010.

NATION, J. L. Insect physiology and biochemistry. 2° ed. [s.l.] CRC press, 2008.

OHIRA, H. et al. Rapid separation of shikimic acid from Chinese star anise (//licium
verum Hook. f.) with hot water extraction. Separation and Purification Technology, v.

69, n. 1, p. 102-108, set. 2009.

PANIZZI, A. R.; PARRA, J. R. P. Ecologia nutricional de insetos e suas implicacoes no
manejo de pragas. [s.l.] Manole, 1991.

ROCHE. Factsheet Tamiflu. 2006. Disponivel em:

<www.roche.com/med_mbtamiflu05e.pdf>.

SOUZA, V. C.; LORENZI, H. Botanica Sistematica: guia ilustrado para identificacao

das familias de Faner6gamas nativas e ex6ticas no Brasil, baseado em APG III. [s.1:

89



s.n.]. 2012.

SPECHT, A.; CORSEUIL, E.; FORMENTINI, A. C. Lepdépteros de Importancia
Médica Ocorrentes no Rio Grande do Sul - IV. Lasiocampidae. Biociéncias, v. 14, n. 1,

p. 53-60, 2006.

STRAPASSON, M.; SANTOS, A. F. DOS; MEDEIROS, A. C. DE S. Fungos
Associados as Sementes de Aroeira-vermelha ( Schinus terebinthifolius ) Seed-Borne
Fungi Associated with Schinus terebinthifolius. Revista Pesquisa Florestal Brasileira, n.

45, p. 131-135, 2002.

TAN, I. A. W.; AHMAD, A. L.; HAMEED, B. H. Adsorption of basic dye using
activated carbon prepared from oil palm shell: batch and fixed bed studies. Desalination,

v. 225, n. 1-3, p. 13-28, maio 2008.

THOMPSON, M.; ELLISON, S. L. R.; WOOD, R. Harmonized guidelines for single-
laboratory validation of methods of analysis (IUPAC Technical Report). Pure and
Applied Chemistry, v. 74, n. 5, p. 835-855, 1 jan. 2002.

USUKI, T. et al. Extraction and isolation of shikimic acid from Ginkgo biloba leaves
utilizing an ionic liquid that dissolves cellulose. Chemical Communications, v. 47, n.

38, p. 10560, 2011.

90



Conclusoes Gerais

A partir dos resultados apresentados nos dois artigos acima foi possivel concluir
que o método analitico, desenvolvido por CLAE DAD e validado, para quantificacdo das
substancias dcido chiquimico e acido gélico presente nas folhas de S. ferebinthifolius
Raddi ou nas fezes das lagartas Automeris sp., apresentou precisdo e exatiddo aceitaveis
nas concentragdes testadas e robustez pelo teste Youden, mostrando ser confidvel dentro
dos parametros analisados.

Conclui-se também que o 4cido chiquimico pode ser extraido dos produtos
naturais através de extracdo em agua quente, com recuperagdes proximo a 100% a
temperaturas acima de 100 °C.

A lagarta Automeris sp. mostrou ser capaz de absorver seletivamente algumas
substancias em seu processo digestivo. Suas fezes, foi obtida nova matriz com um menor
nimero de substincias, os dcidos chiquimico e gdlico foram identificados como
substancias majoritdrias e quantificados, e assim foi obtida uma propor¢do de
aproximadamente 1:1 para os acidos. E também foi quantificado nas fezes, uma
concentracdo de dcido chiquimico de aproximadamente 1,27 vezes maior que a
concentracdo encontrada nas folhas da S. terebinthifolius Raddi.

O método de purificagdo com coluna de leito fixo de carvao ativado se mostrou
uma 6tima ferramenta, pois garantiu que o acido gélico ficasse retido na coluna, enquanto
que o 4cido chiquimico eluiu através do carvao, tendo apenas uma pequena fragao retida,
possibilitando assim a sua separacao.

Os métodos desenvolvidos se mostraram serem simples e rapidos, e capazes de

produzir resultados satisfatérios dentro dos pardmetros analisados.

91



