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RESUMO

A atropina € um alcaloide conhecido pela inibicdo da acetilcolina e como substancia
antimuscarinica e esta presente em folhas de algumas espécies da familia
Solanaceae, e, em especial, da Atropa belladonna L. A importancia da producéo de
fitoterapicos na industria farmacéutica tem impulsionado estudos cientificos no sentido
de desenvolver metodologias analiticas para quantificacdo de marcadores quimicos,
presentes em drogas vegetais, e que atendam os parametros de controle de qualidade
da legislacdo vigente. Assim, neste trabalho, diferentes metodologias para
quantificacdo da atropina (marcador quimico predominante nas folhas de A.
belladonna) foram desenvolvidas e validadas. Os métodos propostos por
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE), Cromatografia a
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia a Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE)
foram validados comprovando ter especificidade/seletividade, linearidade, preciséao,
exatiddo e robustez e adequando-se a legislacdo vigente. Além disso, diferentes
métodos de extracdo foram propostos. Para o primeiro método de andlise (CCDAE),
uma extracao com acido diluido (H2SO4 0,5 mol/L), seguida de extracao liquido-liquido
foi utilizada, resultando em teor médio de 0,2913 % de atropina. Para o segundo
(CLAE), uma extracdo com solvente apolar (metanol p.a.) foi proposta, seguida
também de extracao liquido-liquido e com teor médio de 0,2660 % do ativo. No terceiro
(CLUE), otimizac&o de extracdo foi realizada através de Desenho Fatorial Fracionado,
seguido de Desenho Box-Behnken, resultando em extracao realizada pela mistura de
solvente apolar e 4gua (metanol 47 %), seguido de uma extracdo em fase soélida
(silica) e um teor de atropina médio de 0,3343 %. Um extrato otimizado foi analisado
nos trés métodos, resultando em teores de atropina iguais a 0,2905, 0,3598 e 0,3343
% para CCDAE, CLAE e CLUE, respectivamente. A revisdo da monografia do material
vegetal, com ensaios de identificacdo e fisico-quimicos, juntamente com a
metodologia de doseamento por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia foi
proposta com o objetivo de atualizar as metodologias que hoje comp®de o roteiro de
controle de qualidade da espécie na Farmacopeia Brasileira, que estd em sua 5°
edicao.

Palavras-chave: Atropa belladonna L.; Atropina; Controle de Qualidade;

Cromatografia; Otimizag&o.






ABSTRACT

Atropine is an alkaloid known for acetylcholine inhibition and as antimuscarinic
substance and is present in leaves of some species of the family Solanacea, and
especially of Atropa belladonna L. The importance of the production of herbal
medicines in the pharmaceutical industry has driven scientific studies to develop
analytical methods for quantification of chemical markers, present in herbal drugs, and
that meet the quality control parameters of the current legislation. Thus, in this work,
different methodologies for quantification of atropine (chemical marker predominant in
the leaves of A. belladonna) were developed and validated. The methods proposed by
High Performance Thin-layer Chromatography (HPTLC), High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) were
validated proving to have specificity/selectivity, linearity, precision, accuracy and
robustness, and conforming to legislation. In addition, different extraction
methodologies were proposed. For the first method of analysis (CCDAE), extraction
with dilute acid (H2SO4 0.5 mol/L) followed by liquid-liquid extraction was used,
resulting in an average content of 0.2913% atropine. For the second (HPLC),
extraction with apolar solvent (methanol p.a.) was proposed, followed also by liquid-
liquid extraction and with an average content of 0.2660% of the active. In the third
(CLUE), optimization of extraction was done through Fractional Factorial Design,
followed by Box-Behnken Design resulting in extraction by the apolar solvent mixture
and Water (47% methanol), followed by solid phase extraction (silica) and an average
atropine content of 0.3343%. An optimized extract was analyzed in three methods,
resulting in atropine levels equal to 0.2905, 0.3598 and 0.3334 % for HPTLC, HPLC
and UPLC, respectively. The review of the monograph of the plant material, with
identification and physicochemical tests, together with the methodology of
determination by HPLC was proposed with the objective of updating the methodologies
that today compose the roadmap of quality control of specie in Brazilian

Pharmacopoeia, which is in its 5th edition.

Key-words: Atropa belladonna L.; Atropine; Quality control; Chromatography;

Optimization.
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INTRODUGCAO GERAL







Atropa belladonna L. (Solanaceae), conhecida pelo nome popular beladona, é
uma planta subarbustiva perene, com até 1,5 m de altura, nativa na Europa, Norte de
Africa e Asia Ocidental e em partes da América do Norte (TYLER, BRADY, ROBBERS,
1988; MORALES, 1995).

As folhas da Beladona (assim como outras partes da planta) apresentam entre
seus metabolitos secundarios alcaloides tropanicos (AT), com importante papel na
terapéutica: a atropina e a escopolamina. A obtencdo desses metabdlitos, embora
possa ser realizada por via sintética, ainda é realizada a partir de fontes naturais.
Esses compostos caracterizam-se pela acao inibidora da acetilcolina, conhecidos
como substancias antimuscarinicas ou bloqueadores de receptores muscarinicos
colinérgicos (HERNANDES, KATO, BACCHI, 2017). Toneladas de atropina e
escopolamina extraidas de cultivos geneticamente modificados, sdo utilizadas na
medicina contemporanea (GRYNKIEWICZ, GADZIKOWSKA, 2008).

A importancia das matérias-primas de origem vegetal e drogas vegetais para a
industria farmacéutica, cada vez mais, tem impulsionado estudos cientificos no
sentido de desenvolver metodologias analiticas para quantificacdo de marcadores
guimicos, resultando em materiais de qualidade e que atendam os parametros de
controle preconizados na legislacdo vigente. A FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010),
descreve controle de qualidade como o conjunto de medidas destinadas a garantir, a
qualquer momento, a producdo de lotes de medicamentos e demais produtos, que
satisfacam as normas de identidade, atividade, teor, pureza, eficacia e inocuidade. De
acordo com a Resolucdo n°26/2014 (BRASIL, 2014) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as drogas vegetais utilizadas como matéria-prima na
producdo de medicamentos fitoterdpicos, devem passar por analise qualitativa e
quantitativa dos principios ativos e/ou marcadores quimicos, quando conhecidos. No
caso de metodologias de analise desenvolvidas e utilizadas ndo descritas em
compéndios oficiais, as mesmas devem ser validadas de acordo com o Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos da Resolugédo n° 899/2003 (BRASIL,
2003) e todas as etapas de validacdo (especificidade/seletividade, linearidade,
Intervalo, Limites de Deteccédo (LD) e Quantificacdo (LQ), Precisdo, Exatidao e
Robustez) devem ser comprovadas.

Nesse contexto, pesquisa, desenvolvimento e investimentos tem sido

crescentes na area de controle de qualidade de produtos naturais, e muitos métodos
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analiticos vém sendo desenvolvidos para auxiliar na qualificacdo e quantificacdo de
tais produtos. Andlises cromatogréficas, por exemplo, tem sido uma ferramenta
amplamente utilizada tanto para a “impressao digital” (fingerprint) da planta como para
guantificacdo de seu(s) marcador(es) quimico(s). Estas técnicas vém crescendo
substancialmente, com destaque para a Cromatografia a Liquido, que € a mais
utiizada. O acoplamento com técnicas de deteccdo (arranjo de fotodiodos,
espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear) tem sido fundamentais na
guantificacdo e elucidacdo de estruturas, por vezes, muito complexas. A
Cromatografia a Gas (CG) também € amplamente utilizada em analises de sistemas
ou complexos constituidos principalmente de espécies volateis (VILEGAS,
CARDOSO, QUEVEDO, 2016). Mais recentemente, a Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) vem se mostrando uma excelente ferramenta
analitica, (SRIVASTAVA, 2011), unindo em uma Unica técnica, a identificacdo e
guantificacdo de compostos de interesse em drogas vegetais.

Ferramentas estatisticas também tém sido utilizadas em algumas etapas no
controle de qualidade, como na otimizacdo da extracdo dos metabdlitos em plantas.
As técnicas de estatistica multivariada, por exemplo, auxiliam na analise da influéncia
dos diversos fatores, em diferentes niveis, avaliando suas interacées no processo de
extracdo. Entre as mais utilizadas esta a metodologia de superficie de resposta (MSR)
gue reune diversas técnicas, matematicas e estatisticas, utilizando o ajuste de uma
equacao polinomial para descrever o comportamento de um conjunto de dados
experimentais. Dessa maneira, os diferentes niveis das variaveis analisadas séo
otimizados simultaneamente e o melhor desempenho do sistema € alcancado
(BEZERRA et al., 2008).
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OBJETIVOS GERAIS







Desenvolver e validar de acordo com critérios oficiais, diferentes métodos
analiticos para a determinacdo quantitativa de atropina presente em folhas de A.
belladonna (Familia Solanaceae).

Revisar a monografia das folhas de A. belladonna, constante na Farmacopeia
Brasileira 5° Edicao, propondo método de quantificacdo de atropina para o controle de
qualidade da droga vegetal.

Otimizar o método de extracdo da atropina, presente no material vegetal,

utilizando como ferramenta estatistica o Software Minitab® 17.

Os objetivos especificos encontram-se descritos nos proprios capitulos.
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1. REVISAO DA LITERATURA







1.1 Aspectos Quimicos e Fisico-quimicos

As folhas de A. belladonna L. séo caracterizadas pela presenca de AT, com
teor médio de 0,3 — 0,5 %, principalmente de (S)-hiosciamina transformada, em
grande propor¢cdo, em atropina (HERNANDES, KATO, BACCHI, 2017;
FARMACOPEIA, 2010; BRITISH, 2015; REAL, 2002; USP, 2014).

AT presentes em A. belladonna, apresentam em comum uma estrutura
nitrogenada biciclica denominada tropano (8-metil-8-azabiciclo[3,2,1]octano) e sdo
ésteres do acido tropico. A atropina (Figura 1.1 a), marcador quimico majoritario nesta
planta, € uma mistura racémica de (R)-hiosciamina e (S)-hiosciamina sendo o
enantiomero (S)-hiosciamina de ocorréncia natural predominante. A escopolamina
(Figura 1.1 b) é o estereoisbmero levégero, (S)-hioscina da mistura racémica
conhecida como atroscina. A propor¢cdo atropina:escopolamina € de,
aproximadamente 20:1, ou seja, as folhas sdo pobres em escopolamina, o que as
diferencia, por exemplo, do estraménio e do meimendro que apresentam teor maior
de escopolamina (HERNANDES, KATO, BACCHI, 2017).

o (a) M&C:gﬁ; OH (b)
DQ‘ OH

0 £ 3
0
O
o)
: (R) - (+) - Hiosciamina (R) - (+) - Hioscina
Atropina Atroscina
(S) - (-) - Hiosciamina (S) - (-) - Hioscina (Escopolamina)

Figura 1.1: Estrutura quimica da atropina (a) e da escopolamina (b)

A estrutura dos AT, assim como outros alcaloides, apresenta o elemento
Nitrogénio com um par de elétrons disponivel/livre, o que confere basicidade e
reatividade a esses compostos. A solubilidade desses metabdlitos esta diretamente
relacionada com a forma em que se encontram e, esta forma estd diretamente
relacionada com o pH do meio onde se encontram. Estes compostos sao soluveis em
solventes apolares quando se encontram na forma de base livre em pH alcalino e em

solventes polares quando se encontram na forma de sal em pH acido (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Caracteristicas Fisico-quimicas dos alcaloides — solubilidade e pH.

1.2 Métodos de Extracado e Limpeza

A preparacdo de amostras tem se mostrado um passo analitico importante para
obtencdo de metabdlitos secundarios em material vegetal (CASTRO, POVEDANO-
DELGADO, 2014), podendo ainda ser uma ferramenta 0til na limpeza dos extratos de
amostras e concentracdo dos analitos de interesse. Para os AT presentes nas folhas
de A. belladonna L. estas etapas se tornam importantes tendo em vista que esses
analitos estdo em concentracdo muito baixa.

Os métodos tradicionais de extracdo, para obtencdo de extratos brutos, como
maceracdao, infusdo, soxhlet, percolacdo e refluxo ainda sdo bastante utilizados e
estdo descritos na maioria das monografias dos compéndios oficiais (FARMACOPEIA,
2010; BRITISH, 2015; REAL, 2002; USP, 2014). Estas metodologias empregam
grandes quantidades de solventes, tempo relativamente longo e temperatura o que,
em determinados casos, podem degradar os alcaloides.

Todavia, métodos alternativos visando economia de solvente e tempo vém
sendo empregados. PICO (2013) relatou que técnicas de extracéo por ultrassom tem
atraido interesse nos Ultimos anos, por se tratar de uma técnica eficiente e rapida para
extracdo de diversos compostos, incluindo marcadores quimicos em materiais
vegetais. Este método extrativo foi empregado por ASHTIANIA e SEFIDKONB (2011)
em A. belladonna L. e por JACABOVA et al. (2012) em espécies de Datura, com
sucesso.

Em geral, para obteng&o dos extratos brutos, solventes como metanol, etanol,
diclorometano e éter dietilico sdo comumente utilizados para obtencéo de alcaloides

na forma de base livre, enquanto que solventes polares, como acidos diluidos sdo
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empregados, e nesse caso, 0S compostos sao extraidos na forma de sais
(HERNANDES, KATO, BACCHI, 2017). Apesar deste tipo de extracdo ser
relativamente seletivo, no caso de extracao de alcaloides, por vezes, € necessario
realizar limpeza e concentracao do extrato bruto obtido, antes da analise, a fim de se
obter um extrato enriquecido desses metabdlitos. As técnicas mais utilizadas séo a
extracao liquido-liquido (ELL) ou a extracdo em fase soélida (EFS). A primeira técnica
apesar de mais utilizada, esta sujeita a erros, perdas durante o processo, além de
necessitar de um volume maior de solvente no processo do que a segunda (DRAGER,
2002). KURSINSZKI et al. (2015) utilizaram extracdo por ultrassom em raizes de A.
belladonna L. e Datura innoxia seguida por extracéo em fase sélida, utilizando colunas
de silica C18, para limpeza dos extratos.

KLEIN-JUNIOR et al. (2016) na publicacdo “Enlarging the bottleneck in the
analysis of alkaloids: A review on sample preparation in herbal matrices” descreveram
ainda que extracdes de AT em A. belladonna foram realizadas utilizando técnicas com
fluido supercritico e membrana liquida. Além disso, ressaltaram que extratos de AT
foram purificados por EFS utilizando colunas de silica com troca ibnica. A extracédo de
atropina e escopolamina foi realizada ainda, em plantas da familia Solanaceae,
utilizando método de extracdo assistido por microondas e limpeza dos extratos por
EFS dispersiva (método QUEChERS) (CIECHOMSKA, et al., 2016).

1.3 Otimizacao de Extracéo

Muitos fatores influenciam na extracdo de metabolitos em materiais vegetais.
Otimiza-los se torna uma etapa analitica fundamental para quantificacdo destes
compostos (LUNDSTEDT et al.,, 1998). Para tal, existem métodos tradicionais de
otimizacdo que testam cada fator de forma independente, mas que possuem alguns
inconvenientes, tais como desprezar possiveis interacdes dos fatores avaliados, e
desta forma, a interferéncia entre processos (entre corridas) ndo € analisada, a menos
gue um numero grande de experimentos seja realizado. Dificilmente por métodos
deste tipo, as condi¢cbes Otimas de um processo séo atingidas (WEISSMAN, 2015).

Metodologias de desenho experimental vém se tornando uma 6tima ferramenta
de otimizacdo em processos quimicos, na medida que utilizam analise multivariada

para alcancar uma condicdo Otima no processo. Neste tipo de metodologia, 0s
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diversos fatores sdo avaliados simultaneamente e a significancia das interag6es pode
ser analisada. Em muitos casos, inicialmente é interessante realizar uma “triagem?”,
através de Desenho Fatorial (DF), para avaliar os fatores com influéncia significativa
sobre os resultados, podendo ser avaliadas uma ou mais respostas (LUNDSTEDT et
al., 1998) e em seguida estes fatores sao otimizados utilizando ferramentas
estatisticas como Desenho de Composto Central, Desenho Box-Behnken (DBB) ou
Desenho Doehlert, conhecidas como metodologias de superficie de resposta. (CARINI
et al., 2013; LUNDSTEDT et al., 1998; MONTGOMERY, 2001).

N&o ha relatos na literatura sobre essas metodologias na extracdo de atropina
em folhas de A. belladonna L., mas diversos autores utilizam planejamento fatorial e
otimizacdo para extracdo de metabdlitos em plantas. Alguns artigos, recentemente

publicados, estdo descritos na Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Publicagcbes de otimizacdo de extragdo de metabdlitos em material vegetal.

Material Vegetal Metabolito Metodologiat Autor

Psychotria nemorosa Alcaloides inddlicos DFF e DCC KLEIN-JUNIOR, et al., 2016

Epimedium brevicornum  Compostos fendlicos DCC ZHAO, et. Al., 2014
Senna alexandrina Senosideos DF SEVERO, et al., 2013
Uncaria tomentosa Alcaloides oxindélicos, DBB KAISER, et al., 2013

glicosideos do acido
quindvico, polifendis

Seda do milho Polissacarideos DBB MARAN, et al., 2013
Boletus edulis Polissacarideos DBB CHEN, et al., 2012
Codonopsis pilosula Polissacarideos DBB Z0U, et al., 2011
Gardenia jasminoides Crocina, geniposiedos, DCC YANG, et al., 2009

compostos fendlicos

1.4 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologias Analiticas

O desenvolvimento de um método analitico € um processo que seleciona um
procedimento aceitavel para analisar uma determinada matéria-prima ou formulacao.
De acordo com o objetivo pretendido, que pode ser o de identificar, separar ou

guantificar um analito, a técnica analitica a ser utilizada € definida, assim como os

1 DF = Desenho Fatorial; DFF = Desenho Fatorial Fracionado; DCC = Desenho de Composto
Central; DBB = Desenho Box-Behnken
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parametros de analise para que este objetivo seja alcangcado. Equipamentos e
analistas qualificados sdo fundamentais para que um método seja bem desenvolvido
(CHAUHAN A., MITTU, CHAUHAN P., 2015; TOOMULA et al., 2011).

Por tratar-se de matrizes mais complexas, o desenvolvimento analitico para
matérias-primas vegetais, €, na grande maioria das vezes, mais complicado do que
para matérias-primas sintéticas. (VILEGAS et al., 2016).

Segundo VILEGAS e colaboradores (2016), a validacdo de metodologias
analiticas garante confiabilidade e credibilidade ao método desenvolvido e tem-se
tornado requisito para novas publicacfes. Alguns érgaos reguladores como Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003), International Conference on
Harmonization (ICH, 2005) e United States Pharmacopeia (USP, 2015) estabelecem
parametros para sua realizacdo. Segundo esses 0rgaos, 0s principais parametros de

validacdo sao:

Especificidade/Seletividade: capacidade que o método possui de medir

exatamente um composto em presenca de outros tais como impurezas, produtos de
degradacéo e componentes da matriz. Este parametro pode ser comprovado, em
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE/DAD), por exemplo, comparando-se 0s espectros de ultravioleta do marcador

guimico em andlise, nas solucdes de referéncia e amostra.

Linearidade: capacidade que o método possui de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. Deve ser comprovada pela analise de 5 pontos (no
minimo), com concentracdo de 80 a 120 % da concentracdo do analito na amostra.
Os resultados devem ser analisados visualmente através do tracado de graficos e
tratados estatisticamente (calculo da regressao e o método dos minimos quadrados e

analise de variancia) para comprovar a linearidade.
Intervalo: é a faixa que define os limites maximo e minimo de quantificacdo do

meétodo, de acordo com analise das amostras e ap0s comprovacao da linearidade,

precisao e exatiddo do método.
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Precisdo: é a capacidade do método de reproduzir os resultados, ou seja, é a
proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem
multipla de uma mesma amostra. Pode ser medida em trés niveis:

Repetibilidade: concordancia de resultados em curto periodo de tempo,
com mesmo analista e mesmo equipamento. E verificada pelo preparo de seis
repeticdes de uma amostra a 100 % da concentracao tedrica do analito na amostra,

ou em nove determinacdes em trés concentracdes diferentes (baixa, média e alta).

Intermediaria: concordancia dos resultados em, no minimo, dois dias
diferentes, analistas e/ou equipamentos diferentes. Verificada a variacdo dos

resultados em mesmo laboratorio.
Reprodutibilidade: concordancia dos resultados, entre diferentes
laboratérios em estudos colaborativos. Geralmente utilizados para inclusdo de

monografias em Farmacopeias.

A partir de cada série de medidas, a precisao pode ser expressa como desvio

padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variagcao (CV%).

Limite de deteccdo (sensibilidade): Menor quantidade de analito que pode ser

detectada, mas ndo necessariamente quantificada, em uma amostra sob as condicbes

do método analitico estabelecido.

Limite de Quantificacdo: Menor quantidade de analito que pode ser quantificada

em uma amostra sob as condi¢cdes do método analitico estabelecido, com precisdo e

exatidao aceitaveis.

Ambos podem ser obtidos a partir do desvio padréo do intercepto e inclinacao
da reta, obtido no estudo da linearidade. Ou experimentalmente, pelo preparo de
solugbes com concentracdo decrescentes sucessivas, ou ainda, pela avaliacéo visual

da relacéo sinal-ruido da linha de base no cromatograma.

42



Exatiddo: é verificada pelo calculo da recuperacao de quantidade conhecida de
um composto (substancia de referéncia) adicionado a amostra. Esta determinacéo
deve ser realizada pela adicdo de trés niveis de concentracdo, em relacdo a
concentracédo tedrica da amostra (geralmente 80, 100 e 120 %).

Robustez: é verificada pela capacidade de um método analitico resistir a

pequenas modificacdes de parametros, sem alterar os resultados.

Adequabilidade do Sistema: baseia-se no conceito de que o equipamento, a

eletrdnica, as operacfes analiticas e as amostras a serem analisadas constituem um
sistema integral que pode ser avaliado como tal. Os parametros de teste de
adequacdo do sistema a serem estabelecidos para um procedimento especifico

dependem do tipo de procedimento a ser validado.

1.5 Andlise Quantitativa de Alcaloides Tropanicos

1.5.1 Compéndios Oficiais

A andlise quantitativa de alcaloides totais, em folhas de A. belladonna esta
descrita em monografias de alguns compéndios oficiais (Tabela 1.2).

O método mais utilizado descrito em farmacopeias € o de volumetria através
de titulacédo de retorno, onde o percentual de alcaloides totais extraidos do material
vegetal € determinado e expresso em hiosciamina. Este método utiliza grande
guantidade de material vegetal e tem baixa reprodutibilidade, além de demandar
tempo longo para a extracdo e andlise. Este método esta descrito nas Farmacopeias
Internacionais ha muitos anos, e, portanto, foi desenvolvido anteriormente aos critérios
de validagdo atualmente exigidos.

A Farmacopeia Americana € a Unica que descreve um método quantitativo para
determinacdo desses marcadores quimicos por Cromatografia a Gas, porém, este
meétodo preconizada a utilizacdo de colunas com preparo diferenciado e especifico,
apresentando uma série de dificuldades na execucao e reprodutibilidade.
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Tabela 1.2: Monografias da A. belladonna em Compéndios Oficiais

Farmacopeia Método Marcadores Quimicos

0 . .
Brasileira 52 Edic&o — Vol. 2 Volumetria (Titulometria) /0 AIcaI0|des_ Totgls .
Expressos em Hiosciamina
0 . .
British Pharmacopeia 2014 Volumetria (Titulometria) Exp(gsélgglgﬁeljiggg%?nina
% Alcaloides Totais
Expressos em Hiosciamina

Raeal I.:elrmacopea Espafiola Volumetria (Titulometria)
32 Edicéo
% Alcaloides Totais

United States Pharmacopeia 37 Cromatografia a Gas L
Expressos em Hiosciamina

1.5.2 Métodos Desenvolvidos

Os métodos para quantificar AT em materiais vegetais por Cromatografia a
Liquido de Alta e Ultra Eficiencia (CLAE/CLUE) sdo o0s mais amplamente
desenvolvidos e os mais recentemente publicados estdo apresentados na Tabela 1.3.

Métodos envolvendo técnicas de CG sdo menos encontrados quando
comparados aos relacionados a cromatografia a liquido. Um método para deteccéo
de AT em Fagopyron esculentum L. foi desenvolvido e validado por Cailigiani e
colaboradores (2001). Namera e colaboradores (2002) descreveram um método
guantitativo para determinacdo de AT em material biologico utilizando técnica de
cromatografia a gas acoplado a espectrobmetro de massas (CG-EM). Além disso,
atropina e escopolamina foram quantificadas por CG-EM em 2006 por método
utilizando diferentes partes e estagios de desenvolvimento da Datura stramonium L.
(Solanaceae) (IRANBAKHSH et al., 2006). BAZAOUI e colaboradores (2011),
identificaram nove novos AT em Datura stramonium L., utilizando esta mesma técnica
analitica.

Métodos de quantificacdo de atropina e escopolamina por CCDAE possuem
ainda menos publicacdes se comparados aos métodos anteriormente citados. Entre
0s estudos estdo os de MROCZEK e colaboradores (2006) que descreveram um
ensaio comparativo entre CLAE e CCDAE, com diferentes métodos extrativos de
Datura sp. Mais recentemente, ONISZCZUK e colaboradores (2013) avaliaram a
influéncia do método de preparo de amostras sobre a quantificacdo de AT em Datura
innoxia Mill. N&o hé relatos na literatura de métodos de quantificagcdo utilizando esta

metodologia para A. belladonna L.
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Em 2002, DRAGER publicou no Review: “Analysis of tropane and related

alkaloids” uma discussdo, avaliando diferentes métodos de

identificacéo e

quantificacdo (CG, CLAE e CCD) de tropano e outros alcaloides relacionados em

espécies de Datura, Atropa e Hyoscyamus.

Tabela 1.3: Quantificacdo de atropina e escopolamina por CLAE descritos na literatura.

Sistema Coluna Detef(;ao Referéncia
Gradiente C18 (100 x 2,1 mm, 1,8 um) MS CHEN, et al., 2017
Acetonitrila
Agua:Acido férmico (0,1 %)
Gradiente C18 (50 x 2,2mm, 2,7 um) DAD-UV JAKABOVA et al.
Agua:Acido formico (1%) + MS 2012
Metanol:Acido férmico (1%)
Gradiente C18 (250 x 2 mm, 5 um) MS TEMERDASHEV, et
Solug¢do Tampéo Fosfato pH 3,5 al., 2012.
Acetonitrila
Isocratico C8 (250 x 4,6 mm, 5 um) uv ASHTIANIA e
Acetonitrila:Tamp&o NaH2PO4 50 mM SEFIDKONB, 2011
(pH=2,95 &cido ortofosférico) (10:20)
Isocratico C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) DAD-UV HOSSEINI et al.,
Tampéo fosfato de potéssio 2011.
monobasico 50 mM (pH=3,0 ¢/ &cido
ortofosforico): Acetonitrila (80:20)
Isocratico C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) DAD-UV KURSINSZKI et al.,
Acetonitrila:Metanol: Tampéo 30 mM 2005
KH2PO4-K2HPO4 pH 6 (815:185 g/g)
(12:7,9:80,1, viviv)
Isocratico Fenil (150 x 2,1 mm, 5 um) DAD-UV STEENKAMP et al.,
Acetonitrila:Acetato aménio 10 mM 2004
(pH=10,5 c/ ambnia 5%) (10:90)
Isocratico C8 (250 x 4,6 mm, 5 um) DAD-UV HANK et al., 2004
Acetonitrila:Tampéao fosfato 30 nM (pH
6,2):Metanol (12,2:79,7:8,1 viviv) e 0,1
% trietilamina
Isocratico ) C18 (300 x 3,9 mm, 10 um) DAD-UV CEYHAN et al.,
Metanol:Agua:Acido formico (165:35:1) 2001.
(pH=8,3 c/ trietilamina)
Isocratico C18 (75 x 4,6 mm, 3,5 um) DAD-UV HUBER, 1998.

KH2PO4 0,05 mol/L (pH=3): Acetonitrila
(90:10)

1 MS = Detector Espectrédmetro de Massas; UV = Detector Ultravioleta; DAD-UV = Detector de

Arranjo de Diodos-Ultravioleta

45






2. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA DE ALTA EFICIENCIA (CCDAE)







2.1 Introducéao

A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) é uma técnica
instrumental baseada nos principios da cromatografia em camada delgada (CCD),
porém, com avancgos tecnolégicos que a tornam mais sofisticada e com potencial para
fornecer dados qualitativos e quantitativos. Isto é possivel, pois esta técnica utiliza
material de revestimento otimizado em cromatoplacas (tamanho de particula de silica
menores), o que favorece o poder de separacdo dos componentes de uma mesma
mistura; novos procedimentos para alimentacdo em fase movel; além de aplicacao de
amostra melhorada (automatizada) (SRIVASTAVA, 2011).

A utilizacdo da CCDAE vem crescendo entre as técnicas de controle de
qualidade de matérias-primas vegetais, por unir metodologias de identificacdo
(qualificacdo) e doseamento (quantificacdo) em uma Unica andlise. Igualmente o
método é capaz promover uma maior eficiéncia de separacdo, um tempo de andlise
mais curto (analise simultanea de diversas amostras), menores quantidades de fase
movel e uma aquisicdo e processamento de dados eficientes.

Os principais parametros que influenciam a separacéo dos constituintes dentro
de uma mistura utilizando CCD, e que sao otimizados quando se utiliza CCDAE estao

citados a segquir:

Coeficiente de particdo: definido como a concentracdo molar do analito na fase

estacionaria em relacdo a fase moével.

Fator de retencao (Rf): valor qualitativo fundamental, é expresso como a razao

entre as distancias de migracdo de componentes individuais de uma mistura em
relacdo a fase mavel.

Fator de capacidade (k): caracteristica fundamental de uma substancia que

determina seu comportamento cromatografico qualitativo. Pode ser expressa como a
proporcdo do tempo de retencdo da substancia entre a fase estacionéria e a fase
movel e é influenciada pela natureza quimica das duas fases.

Numero de Separacdo (N): o nimero mais elevado possivel de componentes

gue estdo completamente separados numa mistura.

Resolucédo (R): eficiéncia da separagdo de dois componentes de uma mistura

num cromatograma.
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O alcance dos melhores resultados em CCDAE, assim como em outras
técnicas analiticas, depende de algumas etapas, e neste caso, o preparo de amostras
e a escolha do sistema de fase movel adequado sé&o fundamentais. A partir destes
cuidados, as demais etapas da analise, como aplicacdo de amostras, eluicao,
detecgdo e documentagdo, podem ser realizados por instrumentos automatizados
(SRIVASTAVA, 2011). Na aplicacédo, a amostra é contida em seringa (operada por
motor) e é aplicada (na forma de ponto ou banda) com velocidade e volume
controlados eletronicamente. No sistema de elui¢cdo, a cromatoplaca é presa em braco
mecanico e colocada em contato com a fase movel. A deteccdo pode ser realizada
por densitometria. Neste caso a cromatoplaca € colocada no interior de uma camara
escura e entdo a leitura é realizada em cada banda, em comprimento de onda definido
ou por varredura no espectro. As leituras podem ser realizadas em luz visivel,
ultravioleta ou ainda por fluorescéncia. As respostas sdo convertidas em
densitogramas, com picos de areas definidos para cada componente da amostra. As
imagens das bandas nas cromatoplacas podem, ainda, ser registradas por imagem,
através de camera fotogréfica acoplada a cadmara de deteccdo. Existem também
metodologias de CCDAE com deteccdo por massas (CCDAE-MS) e infravermelho
(CCDAE-IR).

Um esquema para andlise por CCDAE esta ilustrado na Figura 2.1.

Escolha Otimizacédo Preparo
Fase Estacionaria Fase Movel Amostra e Padrao

Deteccéo Tratamento

Escaneamento e Documentacao Desenvolviment Aplicagéo
: Cromatoplaca Cromatoplaca Amostra e Padréo
> Bandas Dados

Figura 2.1: Esquema de analise por CCDAE.

S&ao0 necessarios, obrigatoriamente, para obtencéo dos resultados, o aplicador
automatico e a cdmara de deteccdo. Todavia, € possivel realizar as analises através

de eluicdo manual das cromatoplacas e sem registro fotografico das mesmas.
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N&o h& relatos de analise de quantificacdo de atropina em A. belladonna
descritos na literatura, porém diversos autores descrevem esta técnica para outras

drogas vegetais. Alguns, mais recentemente publicados, estéo listados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Publicacdes recentes de CCDAE em drogas vegetais.

Material Vegetal Metabdlito Autor

Camelia simensis Catequina e Teanina KUMAR, et al., 2016
Vitis vinifera Acido galico, catequina e resveratrol PILLAI; PANDITA, 2016
Rauvolfia serpentina e Reserpina e ajmalicina PANDEY, et al., 2016

Ralvolfia tetraphylla

Matricaria recutita Apigenina-7-O-glicosideo GUSELMERIC, et. Al., 2015

Mangifera indica Mangiferina e Lupeol JYOTSHNA, et al., 2015

Calendula officinales Rutina, Acido cafeico e Acido LOESCHER, et al., 2014
clorogénico

Alnus nepalensis Diarilheptandides YADAV; GUPTA, 2014

2.2 Objetivo Especifico

Desenvolver e validar método para quantificacao de atropina nas folhas de A.
belladonna L. utilizando CCDAE.

2.3 Materiais e Métodos

2.3.1 Material Vegetal, Solventes, Reagentes e Materiais

O material vegetal foi obtido, comercialmente, da Industria Farmacéutica
Catedral LTDA, com lote n° 01204/10 e da Phytolab, com lote n°® 768/12/0. As
amostras foram identificadas como AB-01 e AB-02, respectivamente. As folhas secas
(Figura 2.2 a e b), foram recebidas embaladas em saco plastico e posteriormente
transferidas para envelopes de papel pardo, revestidos externamente com saco

plastico e armazenadas sob refrigeracéo durante sua utilizagéo.

51



- o~ .- -

Figura 2.2: Material vegetal obtido comercialmente. (a) Catedral; (b) Phytolab

Os solventes grau HPLC utilizados foram adquiridos da marca Tedia do Brasil.
Os reagentes grau analitico foram obtidos das marcas Tedia do Brasil e Sigma Aldrich.
A substancia quimica de referéncia (SQR) — atropina base livre — foi adquirida da
marca Sigma Aldrich, lote 5LBD8308V, pureza 99%. A &gua ultrapura utilizada foi
fornecida pela Central de agua da Faculdade de Farmacia. As cromatoplacas
utilizadas foram adquiridas das marcas Merck e Macherey-Nagel. As vidrarias

utilizadas foram adquiridas das marcas Pyrex e Vidrolabor.
2.3.2 Ensaio de identificagédo para presenca de Alcaloides Tropanicos

As amostras foram testadas quanto a presenca de AT através de método
descrito na monografia da planta na FB 5° Edig&o (p.679):

“Agitar 3 g de droga pulverizada com 30 mL de &cido sulftrico 0,05 M durante
2 minutos e filtrar. Alcalinizar o filtrado com 3 mL de hidréxido de aménio e adicionar
através do filtro 15 mL de agua. Transferir a solu¢do alcalina para funil de separacéo
e extrair sucessivamente com trés aliquotas de 15 mL de cloroférmio. Reunir as fases
cloroférmicas e adicionar sulfato de sodio anidro. Filtrar e dividir o filtrado em duas
capsulas de porcelana, procedendo a evaporacao do solvente. Em uma das capsulas
de porcelana, adicionar 0,5 mL de acido nitrico fumegante e evaporar a secura em
banho-maria. Adicionar ao residuo 2 mL de acetona e gotejar uma solucdo de
hidréxido de potassio a 10% (p/v) em etanol, desenvolve-se uma coloracao violeta

intensa.”
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2.3.3 Perfil ultravioleta e Determinacao de agua

O perfil ultravioleta da atropina foi obtido a partir da analise de varredura (200
— 400 nm) de uma solucdo da SQR atropina base livre a 600 pg/mL, utilizando
Espectrofotdmetro da marca Agilent e modelo 8453. Desta forma, o comprimento de
onda de maxima absorcdo da atropina foi determinado para deteccdo das
cromatoplacas em analise.

A analise de determinacao de agua foi realizada, em triplicata, conforme ensaio
5.4.2.3 - Determinacéo de Agua em Drogas vegetais da FB 5 °Ed, (volume 1, p. 197)
descrita a seguir e o percentual de agua calculado pela equacgéo 2.1.

“Método gravimétrico: Transferir cerca de 2 a 5 g (<180 um), ou o especificado,
na monografia, exatamente pesados, de amostra preparada conforme instrucdes
anteriores, para pesa-filtro tarado, previamente dessecado nas mesmas condi¢cdes a
serem adotadas para a amostra, durante 30 minutos. Dessecar a amostra a 100-105
°C durante 5 horas, até peso constante. Calcular a porcentagem de agua em relacao

a droga seca ao ar.”

Equacgéo 2.1: Célculo para determinacao do percentual de perda de agua.

Pi — Pf
a

x 100

PA(%) =

Onde:

PA = perda de 4gua,

Pa = peso da amostra (g),

Pi = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao (g),
Pf = peso do pesa-filtro contendo a amostra apés a dessecacao (g).

2.3.4 Preparo dos extratos
A partir do estudo de diversas metodologias para o preparo de extrato de

alcaloides em folhas de A. belladonna L., descritas na literatura, o método de extracéo

descrito a seguir foi desenvolvido para quantificacdo de atropina por CCDAE:
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Foram pesados, com exatidao, cerca de 1 g de amostra, com granulometria
padronizada de 180 pm. A massa pesada foram adicionados 40 mL de &cido sulfarico
(H2S04) 0,05 mol/L e a mistura foi submetida a extragdo por banho de ultrassom por
1 hora, a temperatura ambiente. Apds, a mistura foi filtrada atraves de papel filtro para
um baldo volumétrico de 50 mL e o baldo foi avolumado com o mesmo solvente. O
Extrato aquoso foi transferido para um funil de separagao de 250 mL e alcalinizado
com NH4OH concentrado (25 %) até pH 10. Em seguida os alcaloides foram extraidos
com 3 aliquotas de 30 mL de diclorometano. Entre as extra¢des, a mistura bifasica foi
centrifugada (devido a formagéo de emulséo intensa), em centrifuga da marca Spinlab
e modelo SL-5M por 10 minutos a 3.000 rotages por minuto (rpm) em tubo falcon
com tampa. As fases organicas foram reunidas, secas com 15 g de sulfato de sédio
anidro, filtradas para capsulas de porcelana e evaporadas até secura em banho
d’agua entre 30 - 40 °C. O Extrato seco foi solubilizado e avolumado em balédo
volumétrico de 5 mL utilizando metanol Grau HPLC como solvente. O Extrato foi

transferido para vial de 2 mL e aplicado nas cromatoplacas conforme descrito em

2.3.5. O esquema do preparo e analise dos extratos esta ilustrado na Figura 2.3.

X

//
Folhas de Folhas A. belladona (L.) Extragdo - Ultrassom
A. belladonna (L.) Moidas (180 pm) 1 h / H2504 0,05 mol/L / Extracdo acido-base

Droga:solvente (1:40) pH 10 com NH4OH
Diclorometano (3x30 mL)

Solubilizagdo Extrato Evaporacdo Solvente

S 5 mL metanol (HPLC) Banho d"dgua (40 C)
Aplicacdo Extrato (20 pL)

Camag TLC Sampler 4

Aquisi¢cdo de dados
WinCATS/Camag

Detecc¢do (217 nm)
Camag TLC Scanner 4

Eluigdo
Tolueno:Ac.Etila:Dietilamina
(55:35:10)

Figura 2.3: Preparo dos extratos para analise por CCDAE.
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2.3.5 Desenvolvimento do método

Inicialmente, o método foi desenvolvido manualmente em cromatoplacas para
cromatografia em camada delgada (cromatoplacas CCD) para escolha da melhor fase
movel e obtencdo de uma boa separagdo dos alcaloides presentes nas folhas. Em
seguida, cromatoplacas para cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
(cromatoplacas CCDAE) foram utilizadas e as amostras foram aplicadas
automaticamente utilizando-se um aplicador automatico “Automatic TLC Sampler 4”
da Marca CAMAG. A eluicao foi realizada manualmente em cuba de vidro da marca
CAMAG e dimensbes 12 x 22,5 x 8 cm, preenchida com 40 mL de fase mével. O
escaneamento das placas foi realizado por densitometria, com scanner da marca
CAMAG “TLC Scanner 4”. Os dados foram analisados através de software
WINCATS/CAMAG.

Os parametros estabelecidos para o método estdo descritos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Pardmetros desenvolvidos para analise por CCDAE.

Parametro Especificacdo
Fase Movel (v/viv) Tolueno : Acetato de Etila : Dietilamina (5,5: 3,5: 1)
Volume de amostra aplicado (pL) 20
Tamanho da Banda (nm) 6,0
Distancia entre as bandas (nm) 50
Distancia em relagdo ao eixo x (nm) 150
Distancia em relagdo ao eixo y (hm) 100
Comprimento de Onda scanner (nm) 217
Abertura da fenda scanner (mm) 6,0x0,3

2.3.6 Validacéao

A método foi validado, de acordo com a Resolucao n° 899/2003 e os seguintes

parametros foram contemplados na validacao:

a) Especificidade/Seletividade: realizada pela comparacdo dos espectros de

ultravioleta, da banda referente a atropina, obtidos a partir da leitura de cromatoplacas

contendo aplicacao de solugéo da SQR atropina base livre (600 pg/mL), e da solugéo
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amostra, preparada conforme descrito no item 2.3.4 e pela comparacao das areas,
referentes a banda da atropina, obtidas a partir da leitura de cromatoplaca contendo
aplicacdo da solucdo amostra, preparada conforme descrito no item 2.3.4 e solucéo

amostra com adicdo de SQR atropina base livre.

b) Linearidade: realizada através da aplicacdo de diferentes volumes de
solucéo estoque da SQR atropina base livre, com concentracéo igual a 1068 pg/mL,
em cromatoplacas. Trés curvas da substancia de referéncia foram construidas, com 6
pontos (aplicados em triplicata) correspondendo a um intervalo de concentragéo de
atropina entre 320,4 e 813,5 pg/mL. A linearidade do método foi verificada a partir da
medida da area da banda referente ao marcador quimico e o coeficiente de regressao
minimo exigido pela Resolucdo n° 899/2003 no valor de r? = 0,99 foi verificado, o
tratamento estatistico foi realizado através de método dos minimos quadrados e
andlise de variancia (ANOVA).

c) Limites de Deteccdo e Quantificacdo: foram calculados a partir dos dados
obtidos no estudo de linearidade (curva padréo da SQR atropina base livre) e através
das Equacgbes 2.2 e 2.3

Equacéo 2.2: Célculo para determinagéo do Limite de Detecgéo.

_ 33xS
T

LD

Equacao 2.3: Calculo para determinagcéo do Limite de Quantificagdo.

10xS
LQ = I

Onde:

LD = Limite de Deteccao

LQ = Limite de Quantificacao

S = desvio padrdo médio do intercepto das trés curvas

| = Inclinacdo média das trés curvas
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d) Precisdo Repetibilidade: realizada através da andlise de seis extracoes,

realizadas conforme descrito no item 2.3.4. Cada uma das seis solu¢bes amostra
foram aplicadas em triplicata na cromatoplaca e a area correspondente a banda do
marcador quimico foi avaliada. Juntamente com as solucbes amostra, uma solucao
da SQR atropina base livre, com concentragéo igual a 536 pg/mL, foi aplicada também
em triplicata.

e) Precisdo Intermediaria: realizada através da analise de trés extracoes,

realizadas conforme descrito no item 2.3.4. Cada uma das trés solu¢gbes amostra
foram aplicadas em triplicata na cromatoplaca e a area correspondente a banda do
marcador quimico foi avaliada. Juntamente com as solu¢cdes amostra, uma solucao
da SQR atropina base livre, com concentracéo igual a 536 pg/mL, foi aplicada também
em triplicata. Este procedimento foi realizado em dois dias diferentes, sendo um deles
executado por um analista diferente dos demais.

f) Exatiddo: realizada através da recuperacao da solucdo da SQR atropina base
livre (1038 pg/mL), adicionada em concentragdes iguais a 80, 100 e 120 % em relagao
a extracdo do material vegetal, ou seja, solugcdo amostra preparada conforme descrito
no item 2.3.4, porém, partindo-se de 2,0 g de material vegetal. A recuperacao foi

calculada a partir da equacao 2.4.

Equacao 2.4: Célculo para determinacéo do teor recuperado da SQR.

CSR) — (CSA
R (%) = ( C)SPa(d ) x 100

Onde:

CSR = Concentracao (ug/mL) da solucdo amostra com adi¢cdo de padréo;
CSA = Concentragéo (ug/mL) da solucdo amostra;

CSPad = Concentragdo (ng/mL) da solugdo da SQR atropina base livre

adicionada a solugcdo amostra.

g) Robustez: realizada através da modificacdo de parametros da analise,
estabelecidos previamente. As variacOes estao descritas na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3: Parametros avaliados na etapa de robustez - CCDAE.

Parametro Normal Alterado

Tolueno : Ac. Etila : Dietilamina

i Tolueno : Ac. Etila ; Dietilamina (5,53:3,52:1,005) (+0,5%)
Fase Mdvel (viviv) ) o
(5,5:3,5:1) Tolueno : Ac. Etila : Dietilamina
(5,47 : 3,48 : 0,995) (- 0,5 %)
Tempo de T =30 min
escaneamento da Imediato (T=0 min) T =60 min
cromatoplaca T=18h
Comprimento de Onda A =212 nm
A=217 nm
scanner A =222 nm
Tempo de Saturacdo da ] T =20 min
T =30 min
Cuba T =40 min
Tipo Cromatoplaca CCDAE CCD

h) Adequabilidade do Sistema: realizada através da aplicacdo de SQR a cada

dia de analises. Foram monitorados os parametros, fator de retencdo e area do pico

da atropina e os coeficientes de variacdo foram calculados.

Os resultados da quantificacéo de atropina nas extracdes e analises realizadas

nas etapas da validacéo, foram expressos em % de atropina e calculados através da

equacao 2.5.
Equacgéo 2.5: Célculo para determinacao do teor de atropina.
] CpxAa
% atropina = ——— xFDx 100
Apxm
Onde:
Cp = concentragdo da solucdo de referéncia de atropina em g/mL,

considerando pureza do padrao (99 %);

Aa = area do pico correspondente a banda da atropina no cromatograma obtido
com a solugcédo amostra;

Ap = area do pico correspondente a banda da atropina no cromatograma obtido
com a solucéo de referéncia;

m = massa da amostra, em gramas, utilizada na preparagcdo da solugéo
amostra considerando a perda por dessecacao (6,983 %);

FD = Fator de diluicdo da amostra (5).
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Os coeficientes de varia¢do (CV) foram calculados através da equacao 2.6.

Equacéo 2.6: Célculo para determinacéo do coeficiente de variagéao.

x 100

V(%) = v

Onde:
CV (%) = coeficiente de variagéo
DP = desvio padrao

CMD = concentracdo média determinada

2.4 Resultados e Discussao

2.4.1 Ensaio de identificacdo para presenca de Alcaloides Tropanicos

As amostras AB-01 e AB-02 apresentaram resultado positivo para AT. A

coloracao violeta intensa caracteristica desses metabdlitos foi evidenciada em ambas

amostras, as imagens das cores do ensaio estao ilustradas na Figura 2.4.

Figura 2.4: Esquema de cores do ensaio de presenca de AT. (a) antes da adicdo de KOH alcodlico;
(b) durante a adigdo de KOH alcodlico; (c) apds adicdo de KOH alcodlico.

2.4.2 Perfil ultravioleta da amostra e Determinagdo de agua

A solucao de referéncia analisada apresentou o perfil conforme demonstrado
na Figura 2.5 apos submetido a varredura no ultravioleta. O comprimento de onda de
maxima absorcdo foi de 217 nm e este valor foi o utilizado para deteccdo das

cromatoplacas durante a validacao.
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Figura 2.5: Espectro de varredura no ultravioleta da solugcéo de atropina a 600 pg/mL.

Todos os resultados apresentados a seguir sdo referentes a amostra AB-
01. Esta amostra foi escolhida para os demais ensaios e para a validacao devido

a quantidade disponivel de material vegetal.

O resultado encontrado para a determinacdo de agua foi de 6,9832 % com
coeficiente de variacdo igual a 1,2293 % e os dados da analise estdo demonstrados
na Tabela 2.4. O teor médio de agua encontrado no material vegetal foi descontado

das massas pesadas nos ensaios de quantificacédo da validagéo.

Tabela 2.4: Resultado da determinacdo de agua para amostra AB-01.

Replicata Pi pf Pa PA (%)
1 58,6735 58,5355 2,0038 6,8869
2 53,6010 53,4589 2,0268 7,0111
3 51,1869 51,0438 2.0293 7,0517
Média (%) 6,9832
Desvio Padréo 0,085842
Coeficiente de Variacao (%) 1,2293

2.4.3 Desenvolvimento do Método

Apés o desenvolvimento do método, as solugdes padréo e amostra, produziram

0s cromatogramas ilustrados na Figura 2.6.
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Na figura estdo apresentados os densitogramas em duas e trés dimensdes (2D e 3D), referentes a banda da atropina em
ambas solucdes. A solucdo de referéncia e a solugdo amostra tiveram Rf de aproximadamente 0,36 para o0 marcador quimico em
analise.

+ 5 & 3 F 3 B K ¥ 3 B

o 8 8 8 % B 5 ¥ % 8 8

o0 o o 0 03

Figura 2.6: Densitogramas obtidos para 0 método desenvolvido por CCDAE.
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2.4.4 Validacéo

a) Especificidade/Seletividade: apdés analise da cromatoplaca contendo

aplicacao de solucdo da SQR atropina base livre e da solucdo amostra, 0s espectros
de ultravioleta, referentes a banda do marcador quimico, foram comparados e a Figura
2.7 mostra o resultado encontrado.

Spectra comparison

100.0 100.0

\ Atropina (Amostra)

2000 250.0 200.0 [nm] 400.0

Figura 2.7: Comparativo de Espectros UV da solu¢cdo SQR e amostra - CCDAE

Apoés analise da cromatoplaca contendo aplicacdo de solucdo amostra com e
sem adicdo da SQR atropina base livre, as areas, referentes a banda do marcador
guimico, e a area da banda mais proxima a ele, foram comparadas e a Figura 2.8 (a
e b) mostra o resultado encontrado.

E possivel perceber, pela analise dos cromatogramas obtidos, que a adicdo de
SQR na solucdo amostra resultou em incremento apenas na area referente a banda
da atropina (aumento da area de 11787,8 para 23863,9), ndo alterando a banda
adjacente a ela.

Os resultados demonstram que o método é especifico e seletivo para o

marcador quimico em andlise.
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Figura 2.8: (a) Picos das bandas da amostra AB-01; (b) Picos das bandas da
amostra AB-01+SQR atropina base livre - CCDAE

b) Linearidade: apés aplicacao e leitura das cromatoplacas contendo os pontos
da solucéo da SQR atropina base livre, o tracado e o tratamento estatistico das curvas
de padréo de atropina foram realizados utilizando planilha eletrénica Microsoft Excel
2016. Os dados e graficos das curvas dos dias 1, 2 e 3 estdo apresentados no
Apéndice A. Na Tabela 2.5 estédo apresentadas as areas médias, da banda referente
a atropina para cada concentracdo aplicada nas cromatoplacas. O grafico da
linearidade média, a equacao da reta e o coeficiente de regresséo estéo ilustrados na

Figura 2.9.

63



Tabela 2.5: Dados obtidos a partir da média das areas dos dias 1,2 e 3 da linearidade - CCDAE

Atropina (ug/mL) Dial Dia 2 Dia 3 Média Desvio CV (%)
320,4 49615  5263,1 47912 5005,2 238,97 4,774
427,2 6032,4 63250 6093,0 6150,1 154,44 2,511
534,0 72249 7476,9 73740  7358,6 126,68 1,722
641,0 82151  8661,6  8320,4  8399,0 233,42 2,779
7475 9455,2 9522,6 9057 9344,9 251,60 2,692
813,5 10076 10488 10320 10294 207,41 2,015
Linearidade Média - Atropina  (a) (b)

"g° 10000

.‘-: = 8000

23 =10,471x + 1679,5

2 g o0 " R 09978 4

© 4000 - ‘ ‘ ‘ el

< 250 450 650 850 g

Concentragdo Atropina (ug/mL)

Figura 2.9: Gréfico da curva média de padrédo de atropina obtida nos dias 1,2 e 3 da linearidade,
equacao da reta e coeficiente de regresséo. (a) curva tracada em 2D; (b) curva em 3D.

Os valores obtidos na anélise de variancia (ANOVA) (Tabela 2.6) demonstram
gue ha diferencas significativas entre as diferentes concentracdes e respectivas areas

(valor-P < 0,05 e F > Fcritico), com intervalo de confianca de 95 % (a = 0,05).

Tabela 2.6: Andlise de variancia (ANOVA) para os dados de linearidade da curva padrao de atropina.

Fonte da variacdo SQ GL MQ F valor-P F critico
Entre grupos 154576276 1 154576276 77,81513597 4,95399E-06 4,964602744
Dentro dos grupos  19864551,3 10 1986455,13

Total 174440827,3 11

c) Limites de Deteccéo e Limite de Quantificacéo: os limites de deteccéo (LD)
e de quantificacdo (LQ), para a substancia de referéncia, de acordo com o0s
parametros obtidos com a equacdo média da reta, foram calculados a partir da média
dos coeficientes de regressao linear (10,471) e do desvio padrdo médio dos
interceptos (150,263).

Os resultados obtidos foram: LD = 47,358 pg/mL e LQ = 143,51 pg/mL,

indicando que o método apresenta boa sensibilidade com baixos valores de LD e LQ.
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d) Precisdo - Repetibilidade e Intermediéria: os resultados na etapa de precisdo

foram satisfatorios, tendo em vista que a legislacdo exige um maximo de 5 % nos

valores de coeficiente de variacao entre os resultados e isto foi observado tanto nas

analises intra como nas interdias. Da mesma forma, todas as médias calculadas entre

as médias das andlises apresentaram coeficiente de variagdo inferior a 5 %. O teor

médio de atropina encontrado, foi de 0,29113 %. Foi possivel, dessa forma, comprovar

a precisdo do método e os resultados obtidos nesta etapa estdo contemplados na

Tabela 2.7.

Tabela 2.7: Resultados para teor de atropina na etapa de precisdo - CCDAE

Precisao
Repetibilidade Intermediaria
% Atropina % Atropina
Replicata % Atropina Replicata ) _
Dia 1 Dia 2
1 0,29741 1 0,29312 0,29741
2 0,29631 2 0,28506 0,30244
3 0,30244 3 0,27696 0,29432
4 0,29432 Média 0,28505 0,29806
5 0,28135 Desvio 0,0080790 0,0041005
6 0,26981 CV (%) 2,8342 1,3758
Média 0,29027 Repetibilidade + Intermediéria
Desvio 0,012249 Média 0,29113
CV (%) 4,2198 Desvio 0,0065454
CV (%) 2,2483

e) Exatiddo: a realizacdo do teste de recuperacéo foi feita a partir da preparacao

de uma solucdo amostra e uma solucéo da SQR, com concentragcdo em torno de 1000

pg/mL.

Cinco solugbes foram preparadas simultaneamente e foram denominadas

COmo segue.

SA = Solucdo amostra

SP = Solucéo Padréao

SR80 = Solucéo de recuperacao 80%

SR100 = Solucao de recuperagao 100%
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SR120 = Solucao de recuperacao 120%

ApoOs o preparo, as solucdes foram aplicadas em cromatoplaca, analisadas e

os teores recuperados foram calculados e estdo descritos na Tabela 2.8.

Tabela 2.8: Resultados obtidos na etapa de exatiddo - CCDAE

Concentracdo Adicionada Concentracdo Determinada Recuperacéo

Solugdo (ug/mL) (ug/mL) (%)

SA - 2995

SP 352,9

SR80 282,3 582,7 100,3

SR100 352,9 638,6 96,1

SR120 415,2 694,1 95,0
Média 97,1
Desvio 2,79
CV (%) 2,87

Os resultados da etapa de exatiddo foram satisfatérios, uma vez que a
legislacdo preconiza percentual de recuperacdo entre 95 — 105 % em relagdo as
concentracdes de SQR adicionadas a solugcédo amostra. O teor recuperado dentro dos
parametros estabelecidos pela legislacéo vigente, comprovam a exatiddo do método

desenvolvido.

f) Robustez: testada variando os seguintes parametros: composi¢ao da fase
movel de eluicdo das cromatoplacas (+ 0,5 % e — 0,5 %); tempo para o escaneamento
(leitura) das cromatoplacas (+30 min, +60 min e +18 h); comprimento de onda da
leitura (+ 5 nm e - 5 nm); tempo de saturacdo da cuba de elui¢do (- 10 min e + 10 min);
troca das cromatoplacas (CCDAE por CCD).

Os resultados foram comparados aos de uma analise nas condi¢cdes normais,

realizada em paralelo as modificacdes e estdo apresentados na Tabela 2.9.

Tabela 2.9: Resultados obtidos na etapa de robustez - CCDAE

Parédmetro Alterado Teor Atropina (%) CV (%)
Fase Mdvel (+ 0,5 %) 0,31903 0,45417
Fase Mavel (- 0,5 %) 0,32546 0,95766
Tempo Saturacdo (30 min) 0,32221 0,24846
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Tempo Saturacdo (60 min) 0,33194 2,3508

Tempo Saturacao (18 h) 0,31289 1,8275
Comprimento de onda (A = 212 nm) 0,32644 1,1701
Comprimento de onda (A = 222 nm) 0,32849 1,6132
Saturacéo da cuba (T = 20 min) 0,22621 24,516
Saturacéo da cuba (T = 40 min) 0,28151 9,2877
Cromatoplaca (CCD) 0,33645 3,3047

Todos os parametros modificados, com excecdo do tempo de saturacdo da
cuba, produziram coeficientes de variacdo menores que 5 % em relacdo a condicéao
normal de analise. Desta forma, foi possivel comprovar que o método desenvolvido é
robusto e o tempo de saturacdo da cuba ndo deve sofrer alteracdes para que o

resultado ndo seja comprometido.

g) Adequabilidade do Sistema: Os resultados para cada aplicagdo da SQR

estao descritos na Tabela 2.10.

Tabela 2.10: Resultados da adequabilidade do sistema - CCDAE.

Dia Fator Retencéo (Rf) Area do pico
1 - Linearidade Dia 1 0,35 8591,3
2 — Linearidade Dia 2 0,36 8215,1
3 — Linearidade Dia 3 0,35 8517,1
4 — Precisdo Repetibilidade 0,36 8216,6
5 — Precisdo Dia 1 0,36 8534,9
6 — Precisédo Dia 2 0,35 8209,6
7 — Robustez 0,36 8393,3
Média 0,355 8382,6
Desvio 0,005345 168,57
CV (%) 1,5027 2,011

Os parametros monitorados apresentaram CV (%) inferiores a 5 %,

demonstrando adequabilidade do sistema para o método analitico desenvolvido.
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2.5 Conclusao

Métodos de quantificacéo de atropina por CCDAE tém poucas publicacbes em
comparacao com outros como CLAE, por exemplo. Alguns autores descrevem este
método para espécies de Datura (MROCZEK et al., 2006, ONISZCZUK et al., 2013).
No entanto, ndo existem relatos para quantificacdo deste marcador em A. belladona.

Desta forma, o método desenvolvido por CCDAE se mostrou eficaz na
guantificacdo de atropina em folhas de A. belladonna L., uma vez que todos os
parametros da legislagdo vigente, em relagdo a validagdo foram atendidos. Foi
possivel verificar que o método € especifico e seletivo, linear, preciso, exato e robusto.

O método utilizado para a extracdo dos alcaloides, apesar de amplamente
utilizado e descrito na literatura, apresentou formacdo de emulsdo e houve
necessidade de centrifugacéo para que a separacao das fases fosse eficiente, este
procedimento ndo comprometeu os resultados, mas acrescenta uma etapa a mais no

meétodo extrativo e desta forma o tempo para a completa extracdo se torna maior.
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3. REVISAO DA MONOGRAFIA PARA A FARMACOPEIA BRASILEIRA E
DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO POR CROMATOGRAFIA A
LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)







3.1 Introducéao

A Farmacopeia Brasileira estd na sua 5° edicdo, mas constantemente seu
conteudo passa por revisdo. As monografias sdo elaboradas por profissionais com
efetiva experiéncia no assunto e revisadas por outros profissionais do mesmo campo
de atividade. A elaboracéo é realizada de acordo com o “Manual para Elaboracdo de
Monografia para a Farmacopeia Brasileira” (ANVISA, 2012) e sdo apresentadas com
redacdo clara, sucinta e sem detalhes ou explicacdes didaticas, considerados
desnecessarios a Comissdo Permanente de Revisdo da Farmacopeia Brasileira,
responsavel pelo texto final das mesmas (ANVISA, 2010).

Algumas monografias possuem, principalmente, metodologias de quantificacao
de ativos farmacéuticos, desatualizadas, ou seja, descrevem métodos ja
ultrapassados ou que nao foram validados, como é o caso da monografia das folhas
de A. belladonna L., que na edi¢do atual, descreve um método de doseamento de
alcaloides totais por volumetria (ANVISA, 2010).

Técnicas modernas tém sido cada vez mais utilizadas, na indastria e na
pesquisa, para o controle de qualidade de drogas vegetais, e dentre elas a que mais
se destaca € a Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE). Isso ocorre,
principalmente, pela grande quantidade de amostra que pode ser analisada por esta
técnica, além da variedade de detectores disponiveis como detectores por ultravioleta
e arranjo de diodos (os mais utilizados), indice de refracéo, fluorescéncia dentre outros
(REGINATTO, 2017).

A CLAE é uma técnica baseada em separacdo de componentes, de uma
mistura, que ocorre a partir da interacdo diferencial entre analito, fase mével e fase
estacionaria do sistema. Dentre os tipos a que mais se destaca ainda é a
cromatografia em fase reversa, onde a fase estacionaria apresenta baixa polaridade
e tem ampla aplicacédo na analise de produtos farmacéuticos, incluindo fitoterapicos.
O equipamento consiste em um ou mais reservatérios contendo fase mavel, uma
bomba ou sistema de bombas que impulsionam a fase mével, de forma controlada,
pelo sistema, um injetor de amostra, uma coluna cromatografica (existem diferentes
tipos), um detector e sistema de captura de dados (software). Um esquema do
funcionamento basico de um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia esté ilustrado

na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Esquema de funcionamento — CLAE. (WATERS)

Alguns parametros podem ser avaliados para verificar a separacdo dos

constituintes dentro de uma mistura e estéo citados a seguir:

Tempo de Retencédo (Tr): caracteristico da substancia analisada, entretanto ndo

é exclusivo.

Fator de retencao (k): € a razéo entre a quantidade da substancia com afinidade

pela fase estacionaria e a quantidade com afinidade pela fase mével. Quanto maior a
afinidade da substancia pela fase estacionaria maior a sua retencao.

Numero de Pratos (N): é indicativo da eficiéncia da coluna. Pode ser expresso

em numeros de pratos tedricos por coluna ou nimero de pratos tedricos por metro.

Resolucdo (R): eficacia da separacédo de dois componentes de uma mistura

num cromatograma.

Assim como na CCDAE, na CLAE o preparo de amostra e escolha do sistema
de fase moével sdo essenciais para um bom desenvolvimento de metodologias de
guantificacéo e influenciam diretamente os parametros citados acima.

As metodologias para quantificacdo de alcaloides totais em folhas de A.
belladonna descritas em compéndios oficiais, bem como as publicacbes que
descrevem métodos para quantificacdo de AT em CLAE foram descritas no item 1.5.2
nas Tabelal.le 1.2.
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3.2 Objetivos Especificos

Revisar a monografia das folhas de A. belladonna da Farmacopeia Brasileira
5° Edicao.

Desenvolver e validar método para quantificacdo de atropina nas folhas de A.
belladonna utilizando CLAE.

3.3 Materiais e Métodos

3.3.1 Material Vegetal, Solventes, Reagentes e Materiais

Além do material vegetal obtido e descrito no item 2.3.1, mais duas amostras
foram obtidas, comercialmente, da empresa Healthy Life, com lote n® 1_12 4 e da
Martin Bauer Group (Pharmacopeia Europea), com lote n°® 1511410. As amostras
foram identificadas como AB-03 e AB-04, respectivamente. As folhas secas (Figura
3.2 a e b), foram recebidas embaladas em saco plastico e posteriormente transferidas
para envelopes de papel pardo, revestidos externamente com saco plastico e
armazenadas sob refrigeracdo durante sua utilizacao.

Os solventes grau HPLC utilizados foram adquiridos da marca Tedia do Brasil
e Vetec. Os reagentes grau analitico foram obtidos das marcas Tedia do Brasil e
Sigma Aldrich, Dindmica e Nuclear. A substancia quimica de referéncia (SQR),
atropina base livre foi adquirida da marca Sigma Aldrich, lote 5LBD8308V, pureza
99%. O bromidrato de escopolamina também foi adquirido da marca Sigma Aldrich,
lote 5LBL1552V, pureza 99%. A 4gua ultrapura utilizada foi fornecida pela Central de
agua da Faculdade de Farmécia. As colunas cromatograficas utilizadas foram
adquiridas das marcas Kromasil e NST. A pré-coluna utilizada foi adquirida da marca

Phenomenex. As vidrarias utilizadas foram adquiridas das marcas Pyrex e Vidrolabor.
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Figura 3.2: Material vegetal obtido comercialmente. (a) Healthy Life; (b) Martin Bauer Group

3.3.2 Ensaio de identificacdo para presenca de Alcaloides Tropanicos

As amostras AB-03 e AB-04 foram testadas quanto a presenca de AT conforme

descrito no item 2.3.2.

Os ensaios descritos nos itens a seguir, foram propostos para constar na nova
monografia do material vegetal da Farmacopeia Brasileira, e as quatro amostras (AB-
01, AB-02, AB-03 e AB-04) foram testadas, com excec¢io da Determinacdo de Agua

para AB-01 que ja havia sido realizado.
3.3.3 Identificagdo por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O ensaio foi realizado seguindo item 5.2.17.1 — Cromatografia em Camada

Delgada da FB 5 °ED (volume 1, p. 105), descrito a seguir:

Fase estacionaria: silica-gel GF2sa.
Fase movel: mistura de tolueno, acetato de Etila e dietilamina (7:2:1 v/v/v).

Solucdo amostra: foram pesadas, cerca de 1,5 g de amostra e adicionados 15
mL de H2S0O4 0,05 mol/L. A mistura foi agitada por 2 minutos em agitador magnético,
filtrada por papel filtro e transferida para um funil de separacdo de 125 mL. Foram
adicionados 7,5 mL de agua destilada e o extrato foi alcalinizado com hidroxido de

amonio até pH 10. Os alcaloides foram extraidos com 3 x 10 mL de diclorometano
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p.a.. As fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de sédio (Na2SOa) anidro.
O extrato de alcaloides foi filtrado em papel filtro para capsula de porcelana e o
solvente foi evaporado até secura em banho d’agua (sem ultrapassar 40 °C). O

residuo foi solubilizado em 0,5 mL de metanol.

Solucéo referéncia 1: preparar uma solucao a 10 mg/mL de atropina base livre
em metanol.
Solucédo referéncia 2: preparar uma solugdo a 4 mg/mL de bromidrato de

escopolamina em metanol.

Revelador: Misturar volumes iguais de solugdo de iodeto de potassio a 40%
(p/v) em agua e de solucao preparada dissolvendo 0,85 g de subnitrato de bismuto
em mistura de 10 mL de acido acético glacial e 40 mL de &gua. Diluir 1 volume dessa
mistura com 2 volumes de &cido acético glacial e 10 volumes de 4gua imediatamente
antes do uso. (solucéo de iodeto de potassio e subnitrato de bismuto SR - Reagente

de Dragendorff)

Procedimento: Aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda,
10 puL da Solucdo amostra e das Solucbes referéncia (1 e 2). Desenvolver o
cromatograma por 10 cm. Remover a cromatoplaca e deixar secar ao ar por 15
minutos e em seguida, em estufa 100-105 °C por 15 minutos. Nebulizar com o

revelador. Visualizar sob luz visivel.

3.3.4 Determinacdo do Teor de Matéria Estranha

O ensaio foi realizado seguindo item 5.4.2.2 — Determinacdo de Matéria

Estranha da FB 5 °ED (volume 1, p.194), descrito a seguir:

Foram pesados, com exatidao, cerca de 50 g de amostra, colhidas, por
quarteamento, e espalhadas em camada fina sobre uma superficie plana. Os
materiais estranhos a droga foram separados manualmente a olho nu e, em seguida,

com auxilio de lente de aumento. O material separado foi pesado e sua porcentagem
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calculada, com base no peso da amostra submetida ao ensaio, através da equacao
3.1

Equacéo 3.1: Célculo para determinacao de Matéria Estranha.

Pe
ME (%) = Bi x 100

Onde:
Pe = Massa, em g, de matéria estranha

Pi = Massa, em g, de material vegetal inicial
3.3.5 Determinacgéao de Cinzas Totais

O ensaio foi realizado, em triplicata, seguindo item 5.4.2.5 — Determinacéo de
Cinzas Totais da FB 5° ED (volume 1, p.195), descrito a seguir:

Foram pesados, exatamente, entre 1,0-3,0 g da amostra pulverizada (180 pum),
em cadinho de porcelana previamente tarado (2 h a 600 °C). A amostra foi distribuida
uniformemente no cadinho e incinerada aumentando, gradativamente, a temperatura
até, no maximo, 600 + 25 °C, até que todo o carvao seja eliminado. Um gradiente de
temperatura (30 minutos a 200 °C, 60 minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 °C) foi
utilizado. Os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados. A porcentagem de

cinzas foi calculada em relacédo a droga seca ao ar, através da equacéo 3.2.

Equacao 3.2: Célculo para determinacéo de Cinzas Totais.

Pf — Pcv

CT (%) = x 100

Onde,
Pf = massa, em g, do cadinho + amostra ap0s a incineracéo
Pcv = massa, em g, do cadinho vazio antes da incineracao

Pi = massa, em g, da amostra

3.3.6 Determinacéo de Agua
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O ensaio foi realizado, em triplicata, nas amostras AB-02, AB-03 e AB-04,
conforme ensaio 5.4.2.3 - Determinacdo de Agua em Drogas vegetais da FB 5 °Ed,

(volume 1, p. 197) descrito no item 2.3.4 e calculados pela equacao 2.1.

3.3.7 Preparo dos extratos

O método de extracdo para compor a monografia das folhas na FB levou em
consideracéo os resultados obtidos na metodologia anteriormente desenvolvida para
analise por CCDAE, o que resultou na troca do &cido sulfarico 0,05 mol/L por metanol
p.a. para eliminar a formacdo de emulséo, e alguns ensaios preliminares (método
extrativo, relacdo droga:solvente, tempo) também foram realizados. A otimizacéo da
extracao, proposta nos objetivos deste trabalho, foi iniciada, porém, alguns resultados
demonstraram ndo ser o melhor método para controle de qualidade Dessa forma,
reunindo as melhores condi¢fes ja conhecidas para a extracdo, o método de extracao
descrito a seguir foi desenvolvido para ser utilizado na quantificacdo de atropina por
CLAE:

Foram pesados, com exatidao, em erlenmeyer de 50 mL, cerca de 0,25 g da
droga em p6 (180 um) e adicionados 15 mL de &lcool metilico p.a.. O frasco foi fechado
com filme pléstico e levado a banho de ultrassom por 60 minutos. O extrato bruto
metandlico foi filtrado através de papel filtro para baldo de fundo redondo de 50 mL.
O erlenmeyer foi lavado com 2 x 1 mL de alcool metilico p.a.. O solvente foi eliminado
em evaporador rotatorio sem ultrapassar 40 °C. O extrato seco do balédo foi transferido
para funil de separacao de 250 mL, utilizando 2 aliquotas de 10 mL e 1 aliquota de 5
mL de &cido cloridrico 5 % (HCI 5%), com auxilio de ultrassom para facilitar a
solubilizacédo do extrato no acido. O extrato aquoso acido foi extraido com 3 x 20 mL
de diclorometano, usando os primeiros 20 mL para limpar o residuo do baldo de fundo
redondo de 50 mL. As fases organicas das lavagens foram desprezadas. O extrato
aguoso foi alcalinizado com Hidroxido de Aménio p.a. (NH4OH 25 %) até pH 10. Os
alcaloides foram extraidos com 5 x 20 mL de diclorometano p.a.. As fases orgéanicas
foram reunidas e secas com 15 g de sulfato de sodio anidro. Apds, filtradas em papel
filtro para uma capsula de porcelana, o sulfato de sodio do papel filtro foi lavado com
2 mL de diclorometano p.a.. O solvente foi evaporado até secura em banho d’agua,

sem ultrapassar 40 °C. O extrato seco de alcaloides foi solubilizado com metanol (grau

77



HPLC) para baldo volumétrico de 5 mL e filtrado por membrana 0,45 um para vial de
2 mL e injetado em Cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia conforme descrito no
item conforme descrito em 3.3.5. O esquema do preparo e analise dos extratos esta

ilustrado na Figura 3.3.

Folhas de Folhas A. belladona (L.) Extragdo - Ultrassom =
A. belladonna (L.) Moidas (180 pm) 1h/Metanol p.a. / Evaporagio Solvente
Droga:Solvente (1:60) Rotaevaporador

Solubilizagdo
_ | Extrato Bruto
Ll HCI 5 % (25 mL)

T Evaporagdo Solvente
S Solubilizagdo Extrato
Water Alliance 2695 Limpeza Extrato

Detector 2696 (DAD) Diclometano (3x20 mL)
Extragdo acido-base
—_ pH 10 com NH40OH
Diclorometano (5x20 mL)

Aquisi¢do de dados
Empower 3/Waters

Figura 3.3: Preparo dos extratos para analise por CLAE.

3.3.8 Desenvolvimento do método

Muitos relatos da literatura descrevem metodologias de quantificacdo de AT
utilizando Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, porém, a quase totalidade das
publicacbes descrevem fase movel tampdo ou com sais dissolvidos. Estas
metodologias sdo amplamente utilizadas, mas apresentam o inconveniente de
precipitacdo dos sais dissolvidos na fase movel, dentro das tubulacdes e filtros do
equipamento, caso a limpeza do sistema nao seja realizada adequadamente.

Dessa forma, diferentes fases moveis foram testadas sem a utilizacédo de sais

ou tampdo na composi¢cdo. Foram realizados teste utilizando &acido férmico, acido
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fosférico e acido trifluoracético para acidificar a fase movel. Sistemas de eluicdo
isocraticos e gradientes também foram testados.

O desenvolvimento do método foi realizado em Cromatografo a Liquido de Alta
Eficiéncia da marca Waters, modelo Alliance 2695, equipado com detector de arranjo
de diodos da marca Waters, modelo 2996. Os parametros estabelecidos para o
método estéo descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Parametros desenvolvidos para andlise por CLAE.

Parametro Especificacdo
Coluna Kromasil C18 (150 x 4,6 mm x 5 um)
Pré-coluna Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm)
Sistema de Eluic&o Gradiente Linear (Descrito na Tabela 3.2)
Vazéao (mL/min) 0,7
Volume de injecao (uL) 10

A: Agua Purificada : Acido Trifluoracético (0,01 %)
B: Acetonitrila : Acido Trifluoracético (0,08 %)
Faixa Comprimento de Onda / Detecc¢éo (nm) 190 - 400/ 210

Fase Movel

Gradiente
Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%) Eluicéo
0-15 95 -0 5— 100 Gradiente linear
15-20 0 100 Isocrético

O método desenvolvido teve tempo total da corrida cromatografica de 20
minutos, com um equilibrio de 10 minutos entre as corridas com fase mével A e B na
proporcao inicial do método de 95:5, respectivamente.

3.3.9 Validacéao

O método foi validado, de acordo com a Resolucdo n° 899/2003 e os seguintes

parametros foram contemplados na validagao:

a) Especificidade/Seletividade: realizada pela comparacado dos espectros de

ultravioleta, da banda referente a atropina, obtidos a partir da injecdo de solucéo da
SQR atropina base livre (125 pg/mL), e da solucdo amostra, preparada conforme

descrito no item 3.3.7 e pela comparagdo das areas, referentes a atropina, obtidas a

79



partir da injegdo da solu¢gdo amostra, preparada conforme descrito no item 3.3.7 e
solugéo amostra com adicao de SQR atropina base livre.

b) Linearidade: realizada através da injecdo de diferentes diluicbes de uma
solucéo estoque da SQR atropina base livre, com concentracdo igual a 500 pg/mL.
Trés curvas da substancia de referéncia foram construidas, com 7 pontos (injetados
em triplicata) correspondendo a um intervalo de concentracao de atropina entre 50 e
200 pug/mL. A linearidade do método foi verificada a partir da medida da area do pico
referente ao marcador quimico no cromatograma. O coeficiente de regressdo minimo
exigido pela Resolucédo n° 899/2003 no valor de r? = 0,99 foi avaliado e o tratamento
estatistico foi realizado através de método dos minimos quadrados e analise de
variancia (ANOVA).

c) Limites de Deteccao e Quantificacdo: foram calculados a partir dos dados

obtidos no estudo de linearidade (curva padrdo da SQR atropina base livre) e através

das Equacgbes 2.2 e 2.3.

d) Precisdo Repetibilidade: realizada através da analise de seis extracoes,

realizadas conforme descrito no item 3.3.7. Cada uma das seis solucbes amostra
foram injetadas em triplicata no cromatografo e a area correspondente ao pico do
marcador quimico no cromatograma foi avaliada. Juntamente com as solucbes
amostra, uma solugdo da SQR atropina base livre, com concentragéo igual a 125

pg/mL, foi injetada também em triplicata.

e) Precisdo Intermedidria: realizada através da analise de trés extracoes,

realizadas conforme descrito no item 3.3.7. Cada uma das trés solu¢gdes amostra
foram injetadas em triplicata no cromatégrafo e a area correspondente ao pico do
marcador quimico no cromatograma foi avaliada. Juntamente com as solugfes
amostra, uma solucéo da SQR atropina base livre, com concentragéo igual a 125
pg/mL, foi injetada também em triplicata. Este procedimento foi realizado em trés dias

diferentes, sendo um deles executado por um analista diferente dos demais.

f) Reprodutibilidade Interlaboratorial: realizada em colaboragcdo com os

laboratérios de farmacognosia das Universidades Federais do Parana (UFPR) e de
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Pernambuco (UFPE). A amostra e a SQR foram enviadas para analise, juntamente
com protocolo descrevendo a metodologia. As andlises foram realizadas em triplicata
e os resultados foram enviados, via relatério, contendo os cromatogramas obtidos e
calculos realizados. Os resultados encontrados foram comparados aos encontrados

apos analise de doseamento da amostra AB-01 (3.3.10) para calculo do CV.

g) Exatiddo: realizada através da recuperagcdo da solugdo da SQR atropina
base livre (126,5 pg/mL), adicionada em concentracdes iguais a 80, 100 e 120 % em
relacdo a extracdo do material vegetal, ou seja, solucdo amostra preparada conforme

descrito no item 3.3.7. A recuperacéo foi calculada a partir da equacao 2.4.

h) Robustez: realizada através da modificacdo de pardmetros da analise,

estabelecidos previamente. As variacGes estdo descritas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Pardmetros avaliados na etapa de robustez - CLAE.

Parametro Normal Alterado
Fluxo/Vazéao de Fase Movel 0.7 0,65
(mL/min) ’ 0,75
Marca Coluna Kromasil NST

. A =205
Deteccéo (nm) A=210
A =215

i) Adequabilidade do Sistema: realizada através da injecdo de SQR a cada dia

de andlises. Foram monitorados os parametros, tempo de retencéo, area do pico da
atropina e eficiéncia da coluna através do calculo do niumero de pratos tedricos

(Equacéao 3.3) e os coeficientes de variagcdo de cada parametro foram calculados.

Equacéo 3.3: Célculo do numero de pratos tedricos (N)

(Tr)?

N=16%x —=
w)?

Onde,
Tr = tempo de retengao (min)
W = tracado de um tangente a curva gaussiana nos seus pontos de inflexao

extrapolando a linha de base até a interse¢gdo com a tangente (min).
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3.3.10 Doseamento das Amostras Comerciais

As quatro amostras, obtidas comercialmente, foram preparadas e analisadas

conforme itens 3.3.7 e 3.3.8, respectivamente, para avaliacdo do teor de atropina.

Os resultados da quantificacéo de atropina nas extracdes e analises realizadas
nas etapas da validacdo, e doseamento das amostras, foram expressos em % de
atropina e calculados através da equacdo 2.5. Os coeficientes de variagdo foram

calculados através da equacao 2.6.

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Ensaio de identificacdo para presenca de Alcaloides Tropanicos

As amostras AB-03 e AB-04 apresentaram resultado positivo para AT. A
coloracéo violeta intensa caracteristica desses metabdlitos foi evidenciada em ambas

amostras, as imagens das cores do ensaio estao ilustradas na Figura 2.3.
3.4.2 ldentificacdo por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A Figura 3.4 ilustra o resultado encontrado no ensaio de CCD.

Bandas laranja intensas referentes
/ a escopolamina nas solucdes
- padrdao e amostras. (Rf ~ 0,38)
S SeSees L
Bandas laranja intensas referentes
a atropina nas solu¢cbes padrédo e
amostras. (Rf ~ 0,35)

PA  PF  AB-01 AB-02 AB-03 AB-04

Figura 3.4: Resultado do ensaio de Identificacdo por CCD. (PA) — Padrao Atropina; (PE) — Padrao
Bromidrato de Escopolamina; (AB-01 a AB-04): Extratos das Amostras.
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O ensaio de identificagdo por CCD possibilitou uma facil e correta identificacdo
dos principais AT presentes nas amostras.
As amostras apresentaram manchas de intensidade semelhante e mesmo Rf

do que aqueles produzidos pelas das solucdes de referéncia.

3.4.3 Determinacgédo do Teor de Matéria Estranha

Os resultados obtidos no ensaio estdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Resultados de matéria estranha para as amostras AB-01, AB-02, AB-03 e AB-04.

Amostra Pe (9) Pi (9) ME (%)
AB-01 1,4761 51,4732 2,87
AB-02 0,7208 50,0545 1,44
AB-03 3,4601 50,0018 6,92
AB-04 1,4912 50,3798 2.96

A FB 5 °ED especifica um maximo de 3 % de matéria estranha para as folhas
de A. belladonna. Desta forma, apenas a amostra AB-03 teve o teor acima do
preconizado. Esta amostra foi adquirida da internet, o que pode explicar o teor acima
do especificado, ou seja, o material ndo tem origem de fonte conhecida e confiavel

como as demais.

3.4.4 Determinacao de Cinzas Totais
Os resultados obtidos no ensaio estdo apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Resultados de cinzas totais para as amostras AB-01, AB-02, AB-03 e AB-04.

Cinzas Totais (%)

Replicata
AB-01 AB-02 AB-03 AB-04
1 10,01 10,40 10,95 14,40
2 10,54 10,50 10,86 14,21
3 10,39 10,59 11,18 13,96
Média (%) 10,31 10,49 11,00 14,19
Desvio Padréo 0,2702 0,09617 0,1670 0,2212
Coeficiente de Variacao (%) 2,620 0,9163 1,519 1,559
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A FB 5 °ED especifica um maximo de 10 % de cinzas totais para as folhas de
A. belladonna. Desta forma, apenas as amostras AB-01 e AB-02 apresentaram teor

préximo do preconizado atualmente na monografia deste material vegetal.

3.4.5 Determinacao de agua

Os resultados obtidos no ensaio estdo apresentados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Resultados da determinacao de agua para as amostras AB-01, AB-02, AB-03 e AB-04.

_ Agua (%)
Replicata

AB-01 AB-02 AB-03 AB-04
1 6,887 6,908 7,145 9,427
2 7,011 6,693 6,879 9,394
3 7,052 6,869 6,559 9,177
Média (%) 6,983 6,824 6,861 9,333
Desvio Padrao 0,0858 0,1144 0,2931 0,1357
Coeficiente de Variacéo (%) 1,229 1,676 4,272 1,454

Este ensaio ndo faz parte da monografia atual da FB 5 °ED. A determinacgéo de
agua é apenas indicada para que o teor encontrado seja subtraido da massa inicial
no ensaio de doseamento (teor de atropina € calculado em relagdo ao material vegetal

Seco).
3.4.6 Desenvolvimento do Método

Apds o desenvolvimento do método, as solucdes padrao e amostra, produziram
0s cromatogramas ilustrados na Figura 3.5 (a) e (b), respectivamente. Na figura &

possivel identificar o pico referente a atropina no tempo de retencdo de

aproximadamente 7,7 minutos e ambas solugdes.
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Figura 3.5: Cromatogramas obtidos para o método desenvolvido por CLAE. (a) solucdo SQR;
(b) amostra AB-01.

3.4.7 Validacéao

a) Especificidade/Seletividade: apos injecdo de solucdo da SQR atropina base

livre e de solucdo amostra, os espectros de ultravioleta, referentes a banda do
marcador quimico, foram comparados e a Figura 3.6 mostra o resultado encontrado,

demonstrando que ambas solugdes analisadas apresentam o0 mesmo espectro UV.

Spectrum Index Plot
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Figura 3.6: Comparativo de Espectros UV: (a) amostra AB-01; (b) SQR - CLAE.



Apos a injec@o de solugcdo amostra com e sem adi¢cdo da SQR atropina base
livre, a area, referente ao pico do marcador quimico, foi comparada nos dois
cromatogramas e a Figura 3.7 (a e b) mostra o resultado encontrado. E possivel
perceber, pela analise dos cromatogramas obtidos, que a adicdo de SQR na solugéo
amostra resultou em incremento da area referente ao pico da atropina (aumento da
area de 892459 para 1964117), ndo alterando outras areas do cromatograma e

comprovando que o método desenvolvido é seletivo para o marcador quimico em

analise.
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Figura 3.7: (a) Picos das bandas da amostra AB-01; (b) Picos das bandas da amostra
AB-01+SQR atropina base livre - CLAE

Os resultados demostram que o método desenvolvido é especifico e seletivo

para o marcador quimico em andlise.

b) Linearidade: apds injecéo e analise dos cromatogramas contendo os pontos
da solugéo da SQR atropina base livre, o tracado e o tratamento estatistico das curvas
de padrao de atropina foram realizados utilizando planilha eletrénica Microsoft Excel
2016. Os dados e graficos das curvas dos dias 1, 2 e 3 estdo apresentados no
Apéndice B. Na Tabela 3.6 estdo apresentadas as areas medias, do pico referente a
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atropina para cada concentracéo injetada no CLAE. O gréfico da linearidade média, a
equacao da reta e o coeficiente de regressao estéo ilustrados na Figura 3.8.

Os valores obtidos na analise de variancia (ANOVA) (Tabela 3.7) demonstram
gue ha diferencas significativas entre as diferentes concentracdes e respectivas areas

(valor-P < 0,05 e F > Fcritico), com intervalo de confianca de 95 % (a = 0,05).

Tabela 3.6: Dados obtidos a partir da média das areas dos dias 1,2 e 3 da linearidade - CLAE

Atropina (ug/mL) Dial Dia 2 Dia 3 Média Desvio CV (%)
50 786687 749208 775969 770621 19303,57 2,505
75 1185223 1186754 1186498 1186192 763,34 0,064
100 1581279 1599277 1584150 1588236 9669,32 0,609
125 1936882 1985261 1941167 1954437 26780,58 1,370
150 2340975 2402142 2328083 2357067 39565,32 1,679
175 2708088 2753947 2676586 2712873 38902,08 1,434
200 3122871 3106470 3102647 3110662 10744,32 0,345

3500000 Linearidade Média - Atropina
';T 3000000 -
E 2500000 -
«
% 2000000 -
é 1500000 1 y = 15489x + 18170
« 1000000 - R%=0,9996

500000 \ \ \
30 80 130 180
Concentragdo (pug/mL)

Figura 3.8: Grafico da curva média de padrdo de atropina obtida nos
dias 1,2 e 3 da linearidade, equacéo da reta e coeficiente de regresséao.

Tabela 3.7: Analise de variancia (ANOVA) para os dados de linearidade da curva padréo de atropina -
CLAE

Fonte da variagéio sQ GL MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1,33675E+13 1  1,33675E+13 38,19355569 4,72633E-05 4,747225336
Dentro dos grupos 4,19992E+12 12 3,49993E+11

Total 1,75674E+13 13
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c) Limites de Deteccao e Limite de Quantificacdo: os limites de deteccédo (LD)

e de quantificacéo (LQ) para a substancia de referéncia, de acordo com os parametros
obtidos com a equacdo média da reta, foram calculados a partir da média dos
coeficientes de regressédo linear (15489) e do desvio padrédo médio dos interceptos
(17589,9).

Os resultados obtidos foram: LD = 3,7466 pg/mL e LQ = 11,353 pg/mL,

indicando que o método apresenta boa sensibilidade com baixos valores de LD e LQ.

d) Precisédo — Repetibilidade e Intermediaria: os resultados da etapa de precisdo

foram satisfatorios, tendo em vista que a legislacdo exige um maximo de 5 % nos
valores de coeficiente de variacdo entre os resultados e isto foi observado tanto nas
analises intradias como nas interdias. Da mesma forma, todas as meédias calculadas
entre as meédias das andlises apresentaram coeficiente de variagdo inferior a 5 %. O
teor médio de atropina encontrado foi de 0,2657 %. Foi possivel, dessa forma,
comprovar a precisdo do método e os resultados obtidos nesta etapa estédo

contemplados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8: Resultados para teor de atropina na etapa de preciséo - CLAE

Preciséo
Repetibilidade Intermediaria
% Atropina % Atropina % Atropina
Replicata % Atropina Replicata ) . .
Dial Dia 2 Dia 3
1 0,2651 1 0,2725 0,2681 0,2522
2 0,2505 2 0,2760 0,2661 0,2527
3 0,2803 3 0,2733 0,2638 0,2631
4 0,2754 Média 0,2739 0,2660 0,2560
5 0,2685 Desvio 0,001826 0,002186 0,006147
6 0,2620 CV (%) 0,6666 0,8215 2,4013
Média 0,2670 Repetibilidade + Intermediéria
Desvio 0,01047 Média 0,2657
CV (%) 3,922 Desvio 0,007377
CV (%) 2,7761

e) Reprodutibilidade Interlaboratorial: os resultados obtidos nos ensaios

realizados pela UFPR e UFPE, estdo apresentados na Tabela 3.9.
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Os resultados demonstram concordancia dos resultados, entre diferentes
laboratorios, apresentando CV inferior a 5 %. Desta forma, o método desenvolvido é
considerado reprodutivel.

Tabela 3.9: Resultado das analises Interlaboratoriais.

Replicata UFPR UFPE UFRGS
1 0,2453 0,2602 0,2681
2 0,2673 0,2595 0,2662
3 0,2655 0,2606 0,2638
Média 0,2594 0,2601 0,2660
Desvio 0,0122 0,0005 0,002186
CV (%) 4,7184 0,2000 0,8215
Célculo CV entre os resultados
Analise Média Desvio CV (%)
UFPR + UFRGS 0,2627 0,004667 1,7765
UFPE + UFRGS 0,2631 0,004172 1,5860

f) Exatidao: a realizacéo do teste de recuperacao foi feita a partir da preparacao
de uma solugdo amostra e uma solugéo da SQR, com concentracdo em torno de 55
pg/mL.

Cinco solucbes foram preparadas simultaneamente e foram denominadas
como segue:

SA = Solucdo amostra

SP = Solucéo Padréao

SR80 = Solucao de recuperacao 80%
SR100 = Solucao de recuperacao 100%
SR120 = Solucao de recuperacao 120%

Apbés o preparo, as solugbes foram injetadas, analisadas e o0s teores
recuperados foram calculados e estdo descritos na Tabela 3.10.

Os resultados da etapa de exatiddo foram satisfatorios, uma vez que a
legislacdo preconiza percentual de recuperacdo entre 95 — 105 % em relacdo as

concentracdes de SQR adicionadas a solu¢gdo amostra. O teor recuperado dentro dos

89



parametros estabelecidos pela legislagéo vigente, comprovam a exatiddo do método

desenvolvido.

Tabela 3.10: Resultados obtidos na etapa de exatiddo - CLAE

Solugdo Concentracdo Adicionada Concentracdo Determinada Recuperacéo

(Hg/mL) (Hg/mL) (%)
SA - 56,02
SP 55,10
SR80 44,80 100,7 101,4
SR100 55,10 1129 103,3
SR120 66,12 125,0 104,4
Média 103,0
Desvio 1,528
CV (%) 1,484

g) Robustez: foi testada variando-se 0s seguintes parametros: variacdo do
fluxo/vazéo de fase movel (x 0,05 mL/min); troca da marca da coluna (Kromasil para
NST); comprimento de onda da analise dos cromatogramas (x 5 nm);

Os resultados foram comparados aos de uma anélise nas condicdes normais,
realizada em paralelo as modificacdes. Os resultados obtidos estdo na Tabela 3.11.

Tabela 3.11: Resultados obtidos na etapa de robustez - CLAE

Paréametro Alterado Teor Atropina (%) CV (%)
Vazéo Fase Mével (+ 0,05 mL/min) 0,2641 3,123
Vazéo Fase Movel (- 0,05 mL/min) 0,2531 0,1125
Troca Coluna (NST) 0,2564 1,020
Comprimento de onda (A = 205 nm) 0,2516 0,3123
Comprimento de onda (A = 215 nm) 0,2498 0,7992

Todos os parametros modificados, produziram coeficientes de variacao
menores que 5 % em relacdo a condicdo normal de analise. Desta forma, foi possivel

comprovar que o método desenvolvido é robusto.

h) Adequabilidade do Sistema: os resultados obtidos através do monitoramento

dos parametros para adequacéo do sistema estao apresentados na tabela 3.12.
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Os parametros avaliados apresentam CV (%) inferiores a 5 %, demonstrando
adequabilidade do sistema para o método analitico validado.

Tabela 3.12: Resultados da adequabilidade do sistema - CLAE.

Dia Tempo de NUmero Area do
Retencao Pratos Pico
1-Linearidade Dia 1 7,630 14785,0 1971251
2 - Linearidade Dia 2 7,643 14601,8 1992226
3 —Linearidade Dia 3 e Precisdo Repetibilidade 7,637 15172,7 1992306
4 — Precisé&o Dia 1 7,740 15214,4 1938652
5 — Precisé&o Dia 2 7,773 16105,2 1952888
6 — Precisdo Dia 3 e Robustez 7,721 15508,3 1982688
Média 7,691 15231,2 1971669
Desvio 0,06159 536,566 21967,78
CV (%) 0,8008 3,523 1,114

3.4.8 Doseamento das Amostras Comerciais

Os resultados da analise das quatro amostras comerciais estao relacionados
na Tabela 3.12.

Tabela 3.13: Resultados do doseamento das amostras comerciais

Replicata AB-01 AB-02 AB-03 AB-04

1 0,2681 0,2051 0,1556 0,2769

2 0,2662 0,2100 0,1570 0,2705

3 0,2638 0,1931 0,1686 0,2702

Média 0,2660 0,2027 0,1604 0,2726
Desvio 0,002186 0,008713 0,007150 0,003794

CV (%) 0,8215 4,2973 4,4572 1,3918

Os resultados demonstram teores variando de 0,16 a 0,27 % de atropina,

indicando variabilidade acentuada entre as diferentes amostras.
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3.5 Conclusao

Os métodos relatados utilizando esta técnica demostraram melhores resultados
para A. belladonna utilizando fase mdvel com sias dissolvidos ou sistemas tampéo, o
que por vezes, pode trazer prejuizos ao funcionamento do equipamento, se nao forem
observados os cuidados necessarios na troca de sistema de fase movel. Além disso,
os melhores resultados para este material vegetal foram relatados para raizes e nao
para as folhas, na maioria dos casos.

Assim, o método desenvolvido por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia
se mostrou eficaz para quantificacao de atropina em folhas de A. belladonna, uma vez
gue todos os parametros da legislacdo vigente, em relacdo a validacdo foram
atendidos. Foi possivel verificar que o método é especifico e seletivo, linear, preciso,
exato e robusto.

O método de extragdo utilizando metanol, necessita de uma etapa extra
(eliminacéo do solvente em evaporador) em relacédo aquele desenvolvido por CCDAE,
porém apresenta facilidade na execucao pois ndo ha formacéo de emulsdo que ocorre
guando a extracao é iniciada com acidos diluidos.

O método para compor a nova monografia do material vegetal foi escolhida,
levando em consideracdo aspectos importantes no Controle de Qualidade como
facilidade da extracdo, tempo de execucdo de uma andlise completa e técnica
analitica mais adequada a realidade na industria.

Os ensaios propostos, com 0s respectivos resultados, para compor a revisao
da monografia na FB, serdo apresentados e discutidos em reunido do Comité Técnico
Tematico de Farmacognosia da ANVISA, responsavel pelas monografias de drogas

vegetais, para aprovacao.
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4. OTIMIZACAO DE EXTRACAO, DESENVOLVIMENTO E VALIDAGCAO DE
METODO POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ULTRA EFICIENCIA (CLUE)







4.1 Introducéo

Muitos fatores influenciam a extracdo de metabdlitos em plantas: o solvente e
sua concentracdo, a granulometria do material vegetal, a relacdo/proporcédo entre
droga vegetal e solvente, o tempo de extragdo, a temperatura e o numero de
extracoes, sdo alguns exemplos. Otimizar estes fatores é fundamental para obtencéo
de extratos que sejam constituidos da maior quantidade possivel do(s) analito(s) de
interesse. Para tal, os desenhos experimentais sdo ferramentas utilizadas para
examinar, de forma sistematica, um problema (nesse caso, otimiza¢do da extracéo),
ou seja, sao ferramentas que auxiliam no planejamento dos experimentos e na analise
dos dados obtidos (LUNDSTEDT et al., 1998).

E praticamente impossivel controlar e avaliar as contribuicbes de todos os
fatores que afetam um sistema estudado, mas através de desenhos de triagem, 0s
efeitos mais significativos das variaveis experimentais e suas interacdes podem ser
avaliados com confianca. Esses ensaios podem ser realizados utilizando desenhos
fatoriais de dois niveis, de forma total (2¥) ou fracionados (2¥1) e sdo muito utilizados
para este objetivo, principalmente porque sédo eficientes e econémicos (LUNDSTEDT
et al., 1998).

Metodologias de Superficie de Resposta (MSR) podem ser utilizadas para
atingir o valor 6timo desejado e dessa forma, os fatores mais significativos podem ser
otimizados. Algumas etapas podem ser seguidas na aplicagcdo de MSR como uma
técnica de otimizacao: (1) selecéo das variaveis com efeitos mais significativos através
de estudos de rastreio e delimitacdo da regido experimental, de acordo com o objetivo
do estudo e da experiéncia do pesquisador; (2) escolha do desenho experimental e a
realizacdo dos experimentos de acordo com a matriz experimental selecionada; (3)
tratamento estatistico-matematico dos resultados experimentais através do ajuste de
uma funcéo polinomial; (4) obtenc&o dos valores 6timos para cada variavel avaliada
(BEZERRA, et al., 2008; MINITAB 17°).

Dentre as matrizes de MSR mais utilizadas estd o Desenho Box-Behnken
(DBB) onde os pontos do experimento estdo em combinac¢des dos niveis de fatores

inferiores e superiores e seus pontos médios, conforme ilustrado na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Representacdo de DBB com trés fatores.

Os pontos no diagrama representam as corridas experimentais executadas.
Esses experimentos geralmente possuem menos pontos e sua execugdo € menos
dispendiosa do que experimentos do tipo Desenho de Composto Central com o
mesmo numero de fatores, por exemplo (FERREIRA, 2007; MONTGOMERY, 2001).

A analise por Cromatografia a Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE) também vém
sendo utilizada por ser uma das mais modernas técnicas de separacao, baseando-se
nos mesmos principios da CLAE, porém com fases estacionarias de menor tamanho
de particula e altas velocidades lineares de fase mével (trabalho em altas pressées),
0 que aumenta a resolucéo e detectabilidade do sistema. Metodologias desenvolvidas
por CLUE séo vantajosas sob o aspecto de volume de injecdo e de fase moével gastos
por analise, muito inferiores quando comparados a CLAE (MALDANER, 2008). Além
disso, o tempo de andlise também pode ser reduzido de forma expressiva na maioria
dos casos, dependendo do tipo de compostos a serem analisados.

A transferéncia de metodologias desenvolvidas em CLAE para CLUE também
pode ser realizada de forma rapida e eficiente adaptando-se, principalmente o volume
de injecdo, vazaol/fluxo de fase movel e tempo, considerando fase estacionéaria
semelhante aquela utilizada em CLAE. O funcionamento do CLUE é semelhante ao

CLAE (Figura 3.1) com as diferencas apontadas na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Funcionamento do CLUE. (WATERS)

4.2 Objetivos Especificos

Otimizar a extracao de atropina, em folhas de A. belladonna, utilizando desenho
fatorial fracionado e metodologia de superficie de resposta do tipo desenho Box-
Behnken e software Minitab 17 como ferramenta estatistica.

Desenvolver e validar metodologia para quantificacédo de atropina nas folhas de
A. belladonna utilizando CLUE.

4.3 Materiais e Métodos

4.3.1 Material Vegetal, Solventes, Reagentes e Materiais

A amostra de material vegetal utilizado foi a AB-01, citada no item 2.3.1. Os
solventes grau HPLC utilizados foram adquiridos da marca Vetec e Merck. Os
reagentes grau analitico foram obtidos das marcas Sigma Aldrich, Dinamica e Nuclear.

A substancia quimica de referéncia (SQR), atropina base livre foi adquirida da
marca Sigma Aldrich, lote 5LBD8308V, pureza 99%. A agua ultrapura utilizada foi
fornecida pela Central de 4gua da Faculdade de Farmacia. As colunas e pré-colunas
cromatograficas utilizadas foram adquiridas da marca Waters. As vidrarias utilizadas

foram adquiridas das marcas Pyrex e Vidrolabor.
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4.3.2 Desenvolvimento do Método

O método em CLUE foi desenvolvido a partir da metodologia desenvolvida no
CLAE (Capitulo 3). O extrato utilizado para o desenvolvimento foi 0 mesmo descrito
no item 3.3.7.

O desenvolvimento do método foi realizado em Cromatografo a Liquido de Ultra
Eficiéncia da marca Waters, modelo ACQUITY, equipado com detector de arranjo de

diodos. Os parametros estabelecidos para o método estao descritos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Parametros desenvolvidos para analise por CLAE.

Parametro Especificacdo
Coluna Waters Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm x 1,7 um)
Pré-coluna Waters Acquity BEH C18 (5 x 2,1 mm x 1,7 um)
Sistema de Eluicdo Gradiente Linear
Fluxo/vazao (mL/min) 0,15
Volume de injecdo (uL) 1

A: Agua Purificada : Acido Trifluoracético (0,01 %)
B: Acetonitrila : Acido Trifluoracético (0,08 %)
Faixa Comprimento de Onda / Detecc¢ao (nm) 190 - 400/ 210

Fase Movel

Gradiente
Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%) Eluicdo
0-10 95 -0 5— 100 Gradiente linear
10-18,5 0 100 Isocrético

O método desenvolvido teve tempo total da corrida cromatografica de 18,5
minutos, com um equilibrio de 10 minutos entre as corridas com fase mével A e B na
proporc¢ao inicial do método de 95:5, respectivamente.

4.3.3 Preparo dos Extratos

a) Escolha do Método e Solvente Extrator: foram testados quatro métodos de

extracdo: maceracdo estatica (6 dias), maceracdo dinamica (6 horas), extragdo por
homogeneizador-ultraturrax (30 minutos) e extracdo assistida por ultrassom (60
minutos) e dois solventes diferentes (metanol p.a. e etanol p.a.). Todas as extracdes

foram realizadas com 2 renovacoes de solvente. A relagéo droga:solvente utilizada foi
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de 1:30, a granulometria 250 um? e a extracéo foi realizada conforme descrito no item
3.3.7. As amostras foram injetadas em triplicata e a &rea referente ao pico da atropina
nos cromatogramas foi tomada como medida para avaliar melhor método e solvente

de extracao.

b) Extracdo em Fase Sdlida: um método por EFS foi desenvolvido como

proposta alternativa a ELL utilizada na escolha do método e solvente de extracdo, com
0 objetivo de diminuir erros, gastos com solventes e tempo na extracéo. Os cartuchos
utilizados foram de silica fase normal da marca Supelclean LC-SPE 500 mg. A
extracao foi realizada conforme descri¢cdo a seguir:

O extrato bruto foi obtido conforme descrito em 3.3.7. O cartucho foi equilibrado
com 5 mL de metanol grau HPLC, seguidos de 10 mL de HCI 5 %. Antes de secar, a
amostra (residuo seco do extrato bruto em 800 uL HCI 5 %) foi carregada no cartucho
que foi seco em seguida com auxilio de sistema de vacuo SULPECO Visiprep 24™
DL. Em seguida o cartucho foi lavado com 10 mL de diclorometano p.a.. Uma pequena
fracdo de extrato aquoso (contendo alcaloides) foi observada no tubo coletor de
descarte (formando duas fases com o diclorometano da limpeza) que foi entdo
recarregada no cartucho antes da etapa seguinte. A extracdo dos alcaloides foi
realizada com 4 x 5 mL de uma solucao de hidréxido de amdnio 5 % em diclorometano
(mantida sob agitacéo). A fase organica foi recolhida em tubo de ensaio, seca com
sulfato de sdédio anidro (~ 2 g), filtrada por papel filtro para baldo de fundo redondo de
50 mL e o solvente foi eliminado em evaporador rotatério. O extrato seco de alcaloides
foi solubilizado em 5 mL de metanol grau HPLC, filtrado por membrana 0,22 um para

vial de 2 mL e injetado em CLUE conforme descrito em 4.3.2.

Uma triplicata foi analisada com objetivo de avaliar e comparar o teor de
atropina encontrado por CLUE, tendo em vista que o extrato bruto foi obtido seguindo
a mesma metodologia. O esquema do preparo e analise dos extratos esta ilustrado

na Figura 4.3.

1 Granulometria padronizada: = 250 pm e < 355 ym.
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Folhas de Folhas A. belladona (L.) il ol UItrassSm :
A. belladonna (L.) Moidas (180 pum) 1h/ Metanol 47 % / Evaporagdo Solvente
Renovacdo solvente: 2 Rotaevaporador
Droga:Solvente (1:60)

Solubilizagdo
Extrato Bruto
HCI 5 % (800 pL)

Evaporacdo Solvente Extracdo i Eitral
Rotaevaporador NHAOH 5 % em npeEs TR

diclorometano (4 x 5 mL) Diclorometano (10 mL)

Solubilizagdo Extrato Aquisi¢do de dados

5 mL metanol (HPLC) Injecdo Extrato Empower 3/Waters
Waters Acquity UPLC®

Figura 4.3: Preparo dos extratos para analise por CLUE.

4.3.4 Otimizacao da Extracdo

a) Desenho Fatorial Fracionado: um DFF 251 foi proposto como triagem anterior

a otimizacdo. Foram escolhidos cinco fatores que avaliados em dois niveis (-1 e +1)
cada: granulometria (180! e 710 pm?), % Solvente (50 e 100 %), Relacdo
droga:solvente (1:20 e 1:60), Numero de renovacfes do solvente (0 e 5 vezes) e
Tempo (15 e 60 min).

Os experimentos propostos foram gerados utilizando o software estatistico
Minitab® 17. O DFF com os dados dos 16 experimentos gerados esta descrito na
Tabela 4.2.

1 Granulometria padronizada < 180 um.
2 Granulometria padronizada = 500 um e < 710 um.

100



A resposta avaliada foi o teor de atropina nas dezesseis amostras analisadas,
que foi obtida a partir de uma curva da SQR atropina base construida, com

concentracdes variando de 38,00 a 203,00 pg/mL.

Tabela 4.2: Desenho Fatorial Fracionario 251 avaliando cinco fatores: (A) Granulometria (um); (B) %
solvente; C) Relacao droga:solvente (m/v); (D) NUmero de renovacdes e (E) Tempo (min).

Fatores

Ordem A B C D E
1 180 50 1:20 0 60
2 710 50 1:20 0 15
3 180 100 1:20 0 15
4 710 100 1:20 0 60
5 180 50 1:60 0 15
6 710 50 1:60 0 60
7 180 100 1:60 0 60
8 710 100 1:60 0 15
9 180 50 1:20 5 15
10 710 50 1:20 5 60
11 180 100 1:20 5 60
12 710 100 1:20 5 15
13 180 50 1:60 5 60
14 710 50 1:60 5 15
15 180 100 1:60 5 15
16 710 100 1:60 5 60

Da mesma forma, o efeito produzido por cada fator e por suas interacfes foi

avaliado utilizando também o software estatistico Minitab® 17.

b) Otimizacdo via Desenho Box-Behnken: a otimizacdo da extracao foi

realizada via DBB, a partir da andlise dos resultados do DFF e avaliou trés fatores em
trés niveis: % solvente (20, 50 e 80 %), Relacdo droga:solvente (1:40, 1:60 e 1:80) e
Numero de Renovacoes (2, 5 e 8). O DBB com os dados dos 15 experimentos gerados
esta na Tabela 4.3.

A resposta avaliada foi o teor de atropina nas quinze amostras analisadas, que
foi obtida a partir de uma curva da SQR atropina base construida conforme descrito
no item 4.3.3(c).
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Os experimentos gerados e a avaliacdo das superficies de resposta,
produzidas pela interagdo dos fatores, bem como os parametros da extracao
otimizada foram realizados a partir do software estatistico Minitab® 17.

Tabela 4.3: Desenho Box-Behnken avaliando trés fatores: (A) % solvente; (B) Relagéo droga:solvente
(m/s); (C) Numero de renovacdes.

Fatores
Ordem A B C
1 20 1:40 5
2 80 1:40 5
3 20 1:80 5
4 80 1:80 5
5 20 1:60 2
6 80 1:60 2
7 20 1:60 8
8 80 1:60 8
9 50 1:40 2
10 50 1:80 2
11 50 1:40 8
12 50 1:80 8
13 50 1:60 5
14 50 1:60 5
15 50 1:60 5

A extracdo otimizada obtida ao término dos experimentos do item 4.3.4, foi
validada pela andlise de cinco extra¢des, e os teores encontrados foram avaliados de
acordo com limites de aceitacéo estabelecidos pela analise no software e em relacéo
ao CV (%) entre elas. Esta etapa foi realizada juntamente com a etapa descrita no

item 4.3.5 (d) da validacdo da metodologia.

4.3.5 Validacao

A metodologia foi validada, de acordo com a Resolugdo n° 899/2003 e os

seguintes parametros foram contemplados na validacao:
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a) Especificidade/Seletividade: realizada pela comparacdo dos espectros de

ultravioleta, da banda referente a atropina, obtidos a partir da injecdo de solucao da
SQR atropina base livre (154,68 ug/mL), e da solucdo amostra, preparada conforme
descrito no item 4.3.3(b) e pela comparacéo das areas, referentes a atropina, obtidas
a partir da injecdo da solugdo amostra, preparada conforme descrito no item 4.3.3(b)

e solugédo amostra com adicao de SQR atropina base livre.

b) Linearidade: realizada através da injecdo de diferentes diluicbes de uma
solucéo estoque da SQR atropina base livre, com concentragao igual a 500 pg/mL.
Trés curvas da substancia de referéncia foram construidas, com 5 pontos (injetados
em triplicata) correspondendo a um intervalo de concentragdo de atropina entre 38,00
e 203,00 pg/mL. A linearidade do método foi verificada a partir da medida da area do
pico referente ao marcador quimico no cromatograma. O coeficiente de regressao
minimo exigido pela Resolucdo n° 899/2003 no valor de r? = 0,99 foi avaliado e o
tratamento estatistico foi realizado através de método dos minimos quadrados e
andlise de variancia (ANOVA).

c) Limites de Deteccdo e Quantificacdo: foram calculados a partir dos dados

obtidos no estudo de linearidade (curva padrdo da SQR atropina base livre) e através

das Equacfbes 2.2 e 2.3.

d) Precisdo Repetibilidade: realizada através da analise de seis extracoes,

realizadas conforme descrito no item 4.3.3(b). Cada uma das seis solucdes amostra
foram injetadas em triplicata no cromatdégrafo e a area correspondente ao pico do
marcador quimico no cromatograma foi avaliada. O teor de atropina nas amostras foi

calculado a partir da curva média da etapa de linearidade.

e) Precisdo Intermedidria: realizada através da andlise de trés extracoes,

realizadas conforme descrito no item 4.3.3(b). Cada uma das trés solu¢gdes amostra
foram injetadas em triplicata no cromatografo e a area correspondente ao pico do
marcador quimico no cromatograma foi avaliada. O teor de atropina nas amostras foi
calculado a partir da curva média da etapa de linearidade. Este procedimento foi
realizado em dois dias diferentes, sendo um deles executado por um analista diferente
dos demais.
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g) Exatiddo: realizada através da recuperacdo da solucdo da SQR atropina
base livre (154,68 pg/mL), adicionada em concentragdes iguais a 80, 100 e 120 % em
relacéo a extracdo do material vegetal, ou seja, solucdo amostra preparada conforme

descrito no item 4.3.3(b). A recuperacéo foi calculada a partir da equacao 2.4.

h) Robustez: realizada através da modificacdo de parametros da analise,

estabelecidos previamente. As variagOes estao descritas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Parametros avaliados na etapa de robustez - CLUE.

Parametro Normal Alterado
Fluxo/Vazéao de Fase Movel 015 0,14
(mL/min) ’ 0,16
Lote Coluna 0226332941 0200320061

A =205
Deteccéo (nm) A=210
A =215

i) Adequabilidade do Sistema: realizada através da injecao de SQR a cada dia

de analises. Foram monitorados os parametros, tempo de retencédo, area do pico da
atropina e eficiéncia da coluna através do célculo do nimero de pratos teoricos

(Equacéo 3.3) e os coeficientes de variacdo de cada parametro foram calculados.

4.3.6 Analise do Extrato Otimizado por CCDAE, CLAE e CLUE

Uma andlise do extrato otimizado foi realizada nos métodos anteriormente
desenvolvidos e validados para que as trés metodologias pudessem ser comparadas.
Uma mesma amostra extraida nas condi¢es Otimas foi injetada em CCDAE conforme

item 2.3.5, em CLAE conforme item 3.3.8 e em CLUE conforme item 4.3.2.

4.4 Resultados e Discussao

4.4.1 Desenvolvimento do Método

Apés o desenvolvimento do método, as solugdes padréo e amostra, produziram

0s cromatogramas ilustrados na Figura 4.4 (a) e (b). Na figura € possivel identificar o
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pico referente a atropina no tempo de retencdo de aproximadamente 5,1 minutos em

ambas solucdes.

(a)

v T T T T T T T
10.00 14,00 18.00

Minutes

(b)

T
12,00

T T T T T T T T T T T T T T
16,00

0,00 2,00 4,00 6.00 8,00

T T T T T T T T
10.00 14,00 18.00

Minutes

Figura 4.4: Cromatogramas obtidos para o método desenvolvido por CLUE. (a) solugdo SQR;
(b) amostra AB-01.

4.4.2 Preparo dos Extratos

a) Escolha do Método e Solvente Extrator: apds o preparo e analise dos

extratos, o método escolhido foi a extracéo assistida por ultrassom e o metanol como
solvente. Os resultados das areas obtidas estdo na Tabela 4.5.

Os resultados da extragdo com metanol foram superiores aos realizados com
etanol em todos os métodos testados. As extracdes realizadas com este solvente por
maceracdo estatica, maceracdo dindmica e ultrassom apresentaram resultados
melhores e bem proximos. Desta forma, a extracéo por ultrassom foi escolhida como
melhor método devido ao menor tempo necessario para atingir o mesmo resultado

gue os demais.

Tabela 4.5: Resultados obtidos com diferentes métodos e solventes na extragao.

Método Solvente Area Média (AU)
Maceracgéo Estatica Metanol 2869408
Maceracgéo Estatica Etanol 1320319
Maceracgdo Dinamica Metanol 2817249
Maceracdo Dinamica Etanol 903186
Homogeneizagao-ultraturrax Metanol 2428661
Homogeneizag&o-ultraturrax Etanol 980182
Ultrassom Metanol 2729847
Ultrassom Etanol 1064014
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b) Extracdo em Fase Sdlida: apds extracdo em triplicata, conforme item 3.3.7

(para extrato bruto) e conforme descrito em 4.3.3(b) (EFS), o teor de atropina
encontrado foi de 0,2692 %, resultado semelhante aquele encontrado na validacdo
por CLAE (resultado do item 3.4.7(c) para amostra AB-01 igual a 0,2657 %). O CV foi
de 0,9254 % entre as determinacdes por ELL e EFS. A tabela 4.6 mostra o resultado

de cada replicata.

Tabela 4.6: Resultado da extracao realizada por SPE.

Replicata Teor Atropina (%)
1 0,2650
2 0,2637
3 0,2789
Média 0,2692
Desvio 0,008434
CV (%) 3,1329

Com os resultados semelhantes aos obtidos por ELL, a metodologia de
extracdo dos alcaloides por SPE passou a ser utilizada por possibilitar economia de
solventes e de tempo no processo.

4.4.3 Otimizacgao da Extracao

a) Desenho Fatorial Fracionado: a Tabela 4.7 mostra a area média obtida para

cada concentracdo da SQR e a curva tracada a partir da injecédo das solucfes da SQR,

a equacdo da reta e o R? estdo ilustrados na Figura 4.5.

Tabela 4.7: Dados obtidos no CLUE para curva de padrao de atropina.

Atropina (ug/mL) Area 1 Area 2 Area Média (AU)  Desvio CV (%)
38,07 344257 345403 344257 810,34 0,2350
76,14 755384 706347 755384 34674,40 4,744
1142 1146928 1166994 1146928 14188,80 1,226
152,3 1405283 1425036 1405283 13967,48 0,9870
203,0 1863003 1885628 1863003 15998,29 0,8536
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Curva Padrao Atropina
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S
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Figura 4.5: Curva da SQR utilizada no FFD e DBB - CLUE.

A partir da equacao da reta obtida, os teores de atropina de cada experimento

da Tabela 4.2 foram calculados e estdo na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Resposta obtida para cada experimento realizado no DFF. (A) Granulometria (um); (B) %
solvente; C) Relacdo droga:solvente (m/v); (D) Numero de renovacgdes e (E) Tempo (min).

Fatores Teor
Ordem Atropina
A B C D E
(%)
1 180 50 1:20 0 60 0,1011
2 710 50 1:20 0 15 0,1448
3 180 100 1:20 0 15 0,0871
4 710 100 1:20 0 60 0,0788
5 180 50 1:60 0 15 0,1285
6 710 50 1:60 0 60 0,2338
7 180 100 1:60 0 60 0,2585
8 710 100 1:60 0 15 0,1183
9 180 50 1:20 5 15 0,2893
10 710 50 1:20 5 60 0,3073
11 180 100 1:20 5 60 0,2173
12 710 100 1:20 5 15 0,1744
13 180 50 1:60 5 60 0,2468
14 710 50 1:60 5 15 0,2942
15 180 100 1:60 5 15 0,1756
16 710 100 1:60 5 60 0,1602

As respostas obtidas foram analisadas pelo software e o efeito dos fatores e

suas interacdes podem ser observados no Gréfico de Pareto (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Grafico de Pareto gerado no software a partir dos resultados do DFF.
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Pela analise dos efeitos gerados, é possivel perceber que a resposta foi afetada
significativamente, considerando um nivel de confianca de 94 %, apenas pelo fator D
(N° de renovacg0bes do solvente). O fator B (% de metanol) e a interagéo dos fatores C
e D (Relagdo m/s e N° renovacgdes), aparecem na sequéncia com maior influéncia nos
resultados (mas sem significancia estatistica). Graficos de linha demonstrando as
interacbes de cada fator (Figura 4.7) e a interacdo dos fatores (Figura 4.8) foram
gerados para auxiliar na andlise visual dos fatores a serem otimizados, além do fator
D (significativo).

A partir da andlise dos trés graficos gerados, com resultado dos efeitos
produzidos pelos fatores e suas interacdes, os parametros D (N° de renovacdes), B
(% metanol) e C (relagdo droga:solvente) foram levados a otimizacéo via Desenho
Box-Behnken. Na auséncia de mais de um fator significativo, os demais fatores foram

escolhidos por apresentarem maior efeito sobre os resultados.
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O fator A (granulometria) apresentou menor significancia como efeito individual,
demonstrando um melhor resultado na interagdo com o fator E (tempo) quando
padronizada em 180 um e com tempo em 60 minutos. Além disso, esta granulometria
€ descrita com maior frequéncia na literatura e em compéndios oficias. O fator E

(tempo), foi fixado em 60 minutos, pois a analise de seu efeito individual e na interagéao

Figura 4.7: Gréficos dos efeitos das intera¢gbes dos fatores analisados no DFF.
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com os demais fatores demonstrou que o aumento do tempo melhora a resposta
obtida.

b) Otimizacdo via Desenho Box-Behnken: o teor de atropina foi calculado, a

partir da equacao da reta (Figura 4.2) e os resultados para os 15 experimentos do
DBB estdo na Tabela 4.9.

Tabela 4.9: Resposta obtida para cada experimento realizado no DBB. (A) % solvente; (B) Relacao
droga:solvente (m/s); (C) NUmero de renovacdes.

Fatores Teor de
Ordem A B C Atropina (%)

1 20 1:40 5 0,2835
2 80 1:40 5 0,2152
3 20 1:80 5 0,2189
4 80 1:80 5 0,2158
5 20 1:60 2 0,2767
6 80 1:60 2 0,2137
7 20 1:60 8 0,2607
8 80 1:60 8 0,2078
9 50 1:40 2 0,2702
10 50 1:80 2 0,3335
11 50 1:40 8 0,2726
12 50 1:80 8 0,2735
13 50 1:60 5 0,3188
14 50 1:60 5 0,3130
15 50 1:60 5 0,3136

As respostas obtidas foram analisadas através do software e a equacao de
regressao que relaciona os fatores e suas interacfes em funcédo da resposta € a

seguinte:

% Atropina = - 1,30 - 0,00294A + 0,0209B + 0,0348C - 0,000086A2
- 0,000074B? + 0,00020C? + 0,000069A*B + 0,000028A*C - 0,000260B*C

Os efeitos dos fatores e suas interacdes podem ser observadas nos Graficos

de Contorno (Figura 4.9) e de Superficie de Resposta (Figura 4.10).
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As areas mais escuras nos graficos de contorno, representam as maiores
respostas obtidas. Dessa forma, e possivel observar que as interagcbes A*C e B*C
foram mais significativas pois as areas verdes mais escuras tem uma faixa pequena,
delimitando os intervalos mencionados anteriormente. Ja a interacdo de A*B
apresenta uma area ampla com maiores respostas, 0 que deixa o delineamento do
intervalo dos parametros mais amplo também. Isto pode ser observado também nos
gréaficos de superficie de resposta (representacdo em trés dimensdes dos resultados)
pelas inclinacdes produzidas a partir dos resultados obtidos das interacfes dos

mesmos fatores avaliados.

Figura 4.9: Gréficos de Contorno que demonstram a influéncia dos fatores. (A) % metanol; (B)
Relacdo m/s e (C) N° renovacdes.
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Figura 4.10: Graficos de Superficie de Resposta que demonstram a influéncia dos fatores. (A) %
metanol; (B) Relacdo m/s e (C) N° renovacdes.

A andlise dos graficos resulta em valores intermediarios de A (% de metanol)
em torno de 45-55 % e B (relacdo m/s) em torno de 1:55-1:65 e valores menores de
N° renovagoOes (2-3 renovacdes) gerando maior teor de atropina.

Através do software foi possivel obter os parametros 6timos para a extracao de

atropina em folhas de A. belladonna dentro dos parametros analisados.
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As condi¢Bes oOtimas podem ser visualizadas na Figura 4.11, grifadas em

vermelho.
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Figura 4.11: Gréfico da resposta otimizada para extra¢éo, via Minitab 17.

Para facilitar a execucdo da extracdo, os resultados otimizados de cada

parametro foram fixados como segue (Tabela 4.10):

Tabela 4.10: Parametros otimizados para extragcdo de atropina em folhas de A. belladonna

Parametro Valor
Método Ultrassom
Solvente Metanol
Granulometria (um) 180
Relacédo droga:solvente (m/v) 1:60
Tempo de extracdo (min) 60
Concentracdo Metanol (%) 47
N° Renovacoes (vezes) 2

O valor predito pelo software para extracdo nas condi¢cdes otimizadas foi de
0,3275 % de atropina, com intervalo de tolerancia entre 0,2577 e 0,3973 %. Estes
valores sdo utilizados como niveis de aceitacdo, porém, por serem valores muito
distantes, optou-se por realizar a validagdo do DBB levando-se em consideragéo
também o CV (%) calculado entre as cinco determinacdes. Os resultados obtidos
estdo na Tabela 4.11.

Os valores encontrados encontram-se dentro dos limites e valores preditos pelo
software e apresentaram CV igual a 2,0891 %. Dessa forma, a validacdo do DBB foi

considerada satisfatoria.
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Tabela 4.11: Resultados obtidos na validagcdo do DBB.

Replicata % Atropina

1 0,3368

2 0,3363

3 0,3255

4 0,3332

5 0,3449
Média 0,3353
Desvio 0,007005
CV (%) 2,0891

Os resultados da analise estatistica mostraram que os fatores otimizados nao
apresentaram significancia (valores p > 0,05), sugerindo que o modelo de analise seja
ajustado. Mesmo assim, foi possivel perceber um aumento nas respostas quando
observamos os resultados obtidos para a extracao realizada conforme método por
CLAE (0,2660 %) e o obtido ao término da validacdo do DBB (0,3353 %), o que
demonstra que o processo de otimizacdo atingiu em partes o objetivo de melhorar a

resposta (% atropina) a partir do processo de extracédo dos alcaloides.
4.4.4 Validacao

a) Especificidade/Seletividade: apos injecao de solucdo da SQR atropina base

livre e de solugcdo amostra, os espectros de ultravioleta, referentes a banda do
marcador quimico, foram comparados e a Figura 4.12 mostra o resultado encontrado,
demonstrando que ambas soluc¢des analisadas apresentam o mesmo espectro UV.

ApoOs a injecao de solucdo amostra com e sem adi¢cdo da SQR atropina base
livre, a area, referente ao pico do marcador quimico, foi comparada nos dois
cromatogramas e a Figura 4.13 (a e b) mostra o resultado encontrado.

E possivel perceber, pela analise dos cromatogramas obtidos, que a adi¢do de
SQR na solug¢do amostra resultou em incremento da area referente ao pico da atropina
(aumento da area de 552167 para 1127017), ndo alterando outras areas do
cromatograma e comprovando que o método desenvolvido é seletivo para o marcador
quimico em anélise.

Os resultados demostram que o método desenvolvido € especifico e seletivo

para o marcador quimico em analise.
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Figura 4.12: Comparativo de Espectros UV. (a) amostra; (b) SQR — CLUE
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Figura 4.13: (a) Amostra AB-01; (b) Amostra AB-01+SQR - CLUE.
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b) Linearidade: apos injecdo e andlise dos cromatogramas contendo 0s pontos

da solucéo da SQR atropina base livre, o tracado e o tratamento estatistico das curvas

de padréo de atropina foram realizados utilizando planilha eletrénica Microsoft Excel

2016. Os dados e graficos das curvas dos dias 1, 2 e 3 estdo apresentados no

Apéndice C. Na Tabela 4.12 estdo apresentadas as areas médias, do pico referente

a atropina para cada concentracao injetada no CLUE. O gréfico da linearidade média,

a equacao da reta e o coeficiente de regressao estéo ilustrados na Figura 4.14.

Os valores obtidos na analise de variancia (ANOVA) (Tabela 4.13) demonstram

que ha diferencas significativas entre as diferentes concentracdes e respectivas areas

(valor-P < 0,05 e F > Fcritico), com intervalo de confianga de 95 % (a = 0,05).

Tabela 4.12: Dados obtidos a partir da média das areas dos dias 1,2 e 3 da linearidade - CLUE

Atropina (ug/mL) Dial Dia 2 Dia 3 Média Desvio CV (%)
38,10 340596 344398 343507 342834 1988,48  0,5800
76,20 741043 754163 744242 746482 6840,93 0,9164
114,3 1104304 1104304 1117186 1130337 1117276 1,165
152,4 1522136 1583438 1668167 1591247 73327,88 4,608
203,2 1927854 1927755 1972490 1942700 25798,85 1,328

2500000 - . . . 4
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< 2000000 -
E
@ 1500000 -
2
]
S 1000000 -
p y = 9902,3x - 8880,1
S 500000 - R*=0,9923
<
O T T T T 1
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
Concentragdo (pug/mL)

Figura 4.14: Gréfico da curva média de padrao de atropina obtida nos dias 1,2 e 3 da linearidade,
equacao da reta e coeficiente de regresséo - CLUE

Tabela 4.13: Andlise de variancia (ANOVA) para os dados de linearidade da curva padréo de atropina

- CLUE
Fonte da variagdo sQ GL mMQ F valor-P F critico
Entre grupos 3,29471E+12 1 3,29471E+12 16,08676537 0,003890548 5,317655063

Dentro dos grupos 1,63847E+12

Total

4,93318E+12 9

8

2,04809E+11
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c) Limites de Deteccao e Limite de Quantificacdo: os limites de deteccédo (LD)

e de quantificacéo (LQ) para a substancia de referéncia, de acordo com os parametros
obtidos com a equacdo média da reta, foram calculados a partir da média dos
coeficientes de regressao linear (9902,33) e do desvio padrao meédio dos interceptos
(65660,36).

Os resultados obtidos foram: LD = 21,88 pg/mL e LQ = 66,31 pug/mL, indicando

gue o método apresenta boa sensibilidade com baixos valores de LD e LQ.

d) Precisdo — Repetibilidade e Intermediaria: os resultados da etapa de precisédo

foram satisfatorios, tendo em vista que a legislacdo exige um maximo de 5 % nos
valores de coeficiente de variacdo entre os resultados e isto foi observado tanto nas
analises intradias como nas interdias. Da mesma forma, todas as meédias calculadas
entre as meédias das andlises apresentaram coeficiente de variagéo inferior a 5 %. O
teor médio de atropina encontrado foi de 0,3313 %. Foi possivel, dessa forma,
comprovar a precisdo do método e os resultados obtidos nesta etapa estdo

contemplados na Tabela 4.14.

Tabela 4.14: Resultados para teor de atropina na etapa de precisao - CLAE

Preciséo
Repetibilidade Intermediaria
% Atropina % Atropina
Replicata % Atropina Replicata ] ]
Dial Dia 2
1 0,3368 1 0,3388 0,3318
2 0,3363 2 0,3386 0,3211
3 0,3255 3 0,3246 0,3523
4 0,3332 Média 0,3340 0,3351
5 0,3449 Desvio 0,008135 0,01586
6 0,3268 CV (%) 2,4357 4,7330
Média 0,3339 Repetibilidade + Intermediaria
Desvio 0,007173 Média 0,3343
CV (%) 2,1481 Desvio 0,000644
CV (%) 0,1925

116



f) Exatidao: a realizagcao do teste de recuperacéo foi feita a partir da preparacao
de uma solucdo amostra e uma solugdo da SQR, com concentragéo de 61,25 pg/mL
(isso foi possivel pela determinacdo da linearidade e quantificacdo da amostra
realizadas em etapas anteriores a esta).

Cinco solugcbes foram preparadas simultaneamente e foram denominadas
como segue:

SA = Solucdo amostra

SP = Solucao Padrao

SR80 = Solucéo de recuperacédo 80%

SR100 = Solucao de recuperacao 100%

SR120 = Solucéo de recuperacao 120%

Apbés o preparo, as solucbes foram injetadas, analisadas e os teores

recuperados foram calculados e estdo descritos na Tabela 4.15.

Tabela 4.15: Resultados obtidos na etapa de exatiddo - CLAE

Solugcdo Concentracdo Adicionada Concentracdo Determinada Recuperacgéo

(g/mL) (Hg/mL) (%)
SA - 59,49
SP 61,25
SR80 49,00 106,3 95,5
SR100 61,25 121,4 101,1
SR120 73,50 130,2 96,2
Média 97,6
Desvio 3,036
CV (%) 3,110

Os resultados da etapa de exatiddo foram satisfatorios, uma vez que a
legislacdo preconiza percentual de recuperacdo entre 95 — 105 % em relacdo as
concentracdes de SQR adicionadas a solugdo amostra. O teor recuperado dentro dos
parametros estabelecidos pela legislacdo vigente, comprovam a exatiddo do método

desenvolvido.

g) Robustez: foi testada variando-se 0s seguintes parametros: variacdo do
fluxo/vazéo de fase moével (£ 0,05 mL/min); troca do lote da coluna; comprimento de

onda da analise dos cromatogramas (£ 5 nm); Os resultados foram comparados aos
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de uma andlise nas condi¢cdes normais, realizada em paralelo as modificagbes. Os

resultados obtidos estdo na Tabela 4.16.

Tabela 4.16: Resultados obtidos na etapa de robustez - CLUE

Parametro Alterado Teor Atropina (%) CV (%)
Fluxo Fase Moével (+ 0,05 mL/min) 0,3400 0,6737
Fluxo Fase Movel (- 0,05 mL/min) 0,3206 3,4838
Troca lote (0200320061) 0,3190 3,824
Comprimento de onda (A = 205 nm) 0,3012 4,062
Comprimento de onda (A = 215 nm) 0,2992 4,5296

Todos os parametros modificados, produziram coeficientes de variacao
menores que 5 % em relacdo a condicdo normal de analise. Desta forma, foi possivel

comprovar que o método desenvolvido é robusto.

h) Adequabilidade do Sistema: os resultados obtidos através do monitoramento

dos parametros para adequacgéo do sistema estao apresentados na tabela 4.17.
Os parametros avaliados apresentam CV (%) inferiores a 5 %, demonstrando

adequabilidade do sistema para o método analitico validado.

Tabela 4.17: resultados da adequabilidade do sistema - CLUE.

Dia Tempo de Numero Area do
Retencao Pratos Pico
1-Linearidade Dia 1 5,126 10723,8 1577824
2 -Linearidade Dia 2 5,123 10498,1 1585457
3 —Linearidade Dia 3 e Precisdo Repetibilidade 5,125 11400,0 1587032
4 — Preciséo Dia 1 5,132 10327,4 1665574
5 - Precisé&o Dia 2 5,134 10649,4 1669477
6 — Precisé&o Dia 3 e Robustez 5,134 10233,9 1669450
Média 5,129 10638,75 1625802
Desvio 0,004899 416,5409 46534,26
CV (%) 0,09552 3,915 2,862
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4.4.5 Andlise do Extrato Otimizado por CCDAE, CLAE e CLUE

Os resultados obtidos da analise nos diferentes métodos desenvolvidos,

utilizando amostra extraida nas condi¢des otimizadas estdo na Tabela 4.18.

Tabela 4.18: Resultado do doseamento do extrato otimizado por CCDAE, CLAE e CLUE.

Método Teor de Atropina (%)
CCDAE 0,2905
CLUE 0,3343
CLAE 0,3598

O extrato otimizado analisado nos diferentes métodos desenvolvidos resultou
em diferentes teores de atropina. O maior teor foi encontrado no método por CLAE,
seguido da CLUE e por ultimo CCDAE. A analise dos LDs dos diferentes métodos,
demostrou que o método por CLAE apresentou maior sensibilidade (3,75 pg/mL), o
que pode explicar o maior teor encontrado neste método.

O resultado encontrado por CCDAE manteve-se igual em relacédo a extracao
utilizada no desenvolvimento deste método. Isto pode ser explicado, pois a extracao
com &cido diluido produz resultados superiores quando comparados aqueles
realizados com solventes apolares. Porém este nao foi utilizado devida a formacao de
emulsédo muito forte formada na extragdo com este material vegetal.

O método por CLUE foi o que apresentou sensibilidade intermediaria e da

mesma forma resultou em teor também intermediario quando comparado aos demais.

4.5 Conclusao

A otimizacdo da extragdo de atropina nas folhas de A. belladonna resultou em
um aumento no teor extraido de 0,2657 % em relacdo ao encontrado pelo método
desenvolvido por CLAE. Apesar de os fatores otimizados por DBB n&o terem
produzido resultados estatisticos significantes, o0 aumento na resposta demonstrou
melhora nos resultados.

O método desenvolvido para extracao dos alcaloides por SPE foi eficiente, pois
produziu os mesmos resultados que os anteriormente validados por CLAE e o

desenvolvimento da metodologia por CLUE se mostrou eficaz para quantificacéo de
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atropina em folhas de A. belladonna, uma vez que todos os parametros da legislacao
vigente, em relacéo a validagao foram atendidos. Foi possivel verificar que o método
€ especifico e seletivo, linear, preciso, exato e robusto.

N&o foi possivel reduzir o tempo de andlise neste método, em relacdo ao
desenvolvido por CLAE, devido ao tempo de retencdo da atropina que € muito baixo.
Todas as tentativas de reducéo do tempo abaixo dos 18,5 min, produziram resultados
piores em relacao a simetria do pico. Mesmo assim, o gasto com solventes foi bastante
reduzido pois o fluxo foi diminuido de 0,7 mL/min para 0,15 mL/min, o que ja

representa uma grande vantagem em relacdo ao CLAE.
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5. CONCLUSAO GERAL







Os diferentes métodos propostos para quantificacdo de atropina em folhas de
A. belladonna foram desenvolvidos e validados de acordo com a legislacéo vigente e
baseando-se na literatura (publicagcbes mais recentes) e compéndios oficiais. Para os
trés métodos desenvolvidos - CCDAE, CLAE e CLUE - foi possivel comprovar os
parametros de validacdo, e os métodos se mostraram eficazes para o objetivo
proposto. Foi possivel verificar, em todos os casos a Especificidade/Seletividade,

linearidade, preciséo, exatidao e robustez e adequabilidade do sistema.

Cada método foi desenvolvido com as etapas de extracdo (extrato bruto e
extrato rico em alcaloides), apresentando particularidades:

- O método utilizado para a extracdo dos alcaloides para CCDAE, diretamente
com &cido diluido, apesar de tradicionalmente utilizado, para este caso, apresentou
formacdo de emulsdo e consequentemente, uma etapa de centrifugacdo foi
necessaria para uma eficiente separacao das fases. A média dos teores de atropina
encontrada foi de 0,2913 %.

- Na extragdo utilizada para andlise por CLAE esta etapa foi eliminada e
metanol p.a. foi utilizado. Este método de extracdo, apesar da necessidade de
eliminacao do solvente antes da extracdo dos alcaloides, se mostrou mais rapido e
facil sem a formacao de emulsédo do método anterior. A média dos teores de atropina
encontrada foi de 0,2660 %.

- O método de extracdo para analise por CLUE foi realizado ap6s delineamento
experimental por DFF e posterior otimizacao via DBB. A extracdo 6tima foi obtida e
validada e apesar de os resultados néo produzirem significancia estatistica adequada
(indicando necessidade de ajuste no modelo utilizado), foram relevantes para o teor
de atropina encontrado de 0,3343 % (26 % maior que na analise por CLAE). Esta
metodologia de extragdo apresenta certa dificuldade na etapa de evaporacdo do
solvente por apresentar teor de agua elevado, pois a concentracdo do metanol na

extracao é de 47 %.
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- Nas duas primeiras metodologias, a extracao dos alcaloides foi realizada por
ELL, produzindo bons resultados e confirmando ser uma técnica atil e com boa
reprodutibilidade dos resultados, porém com gasto de solventes e tempo bem

elevados.

- Para minimizar os fatores negativos da ELL, um método de EFS foi
desenvolvido com sucesso para as analises do terceiro método e dessa forma o

processo foi realizado com mais rapidez e economia.

- Da mesma forma, a massa de material vegetal utilizada nos dois ultimos
meétodos foi de 1/4 em relacéo aquela utilizada no primeiro (CCDAE = 1,0 ge CLAE e
CLUE =0,25¢g)

A metodologia por CLAE foi escolhida para compor a proposta da nova
monografia do material vegetal, por apresentar as melhores condicdes, levando em
consideracdo aspectos importantes no Controle de Qualidade como facilidade da
extracdo, tempo de execucdo de uma andlise completa e técnicas analiticas (de

extracao e analise) mais adequadas e difundidas na realidade da industria.

Além da quantificacdo, ensaios para o controle fisico-quimico das folhas foram
desenvolvidos e/ou testados e propostos da mesma forma, para compor nova

monografia do material vegetal:

- A identificacdo dos principais alcaloides foi possivel a partir do

desenvolvimento de método de identificacdo por CCD;

- As amostras comercias foram submetidas aos ensaios de Determinacdo de
Teor de Matéria Estranha, Cinzas Totais e Agua apresentando resultados satisfatérios

guando comparados aos parametros existentes atualmente.

Diferentes teores foram encontrados para as quatro amostras comerciais
analisadas por CLAE, e apenas a amostra AB-03 apresentou teor bem inferior as

demais. Por outro lado, ndo foram analisadas amostras coletadas,
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A andlise do extrato otimizado nos diferentes meétodos desenvolvidos
demonstrou que o método por CLAE resulta em maior teor de atropina, o que pode
ser explicado pela sensibilidade dos mesmos (CLAE 3,75 pg/mL, CLUE 21,88 pg/mL
e CCDAE 47,36 pg/mL).

Os objetivos deste projeto foram atingidos, com o desenvolvimento e validagcao
de trés métodos analiticos, além de trés diferentes métodos de extracdo eficientes

para a quantificacdo de atropina em folhas de Atropa belladonna L.:

- CCDAE como uma técnica inovadora que une identificacdo e quantificacdo de

marcadores quimicos em uma Unica analise;

- CLAE como proposta para uma técnica, ja amplamente utilizada na industria,

mas ainda ndo desenvolvida para esta planta em compéndios oficiais;

- CLUE como técnica analitica moderna, com economia, nheste caso,

principalmente de solventes, diminuindo os custos com materiais e reagentes.

- ELL e EFS como métodos de extracdo de alcaloides mostrando resultados
eficientes e confiaveis tendo em vista os resultados obtidos nas validacdes utilizando

estas técnicas.

Uma metodologia por Cromatografia a Gas com detector de massas (CG/MS)
foi pensada e iniciada. Entretanto, em testes iniciais foi identificada a degradacao da
atropina em apoatropina, que ocorre pela perda de uma molécula de agua na estrutura
da atropina. Isto, provavelmente se deve ao fato de o0 método testado (como a maioria
dos métodos por CG/MS) evoluir em uma rampa de aguecimento com valor maximo
atingido de 300 °C. Muitos alcaloides séo termolabeis (sofrem alteracées na sua
estrutura quando submetidos a temperatura). Dessa forma, esta metodologia nao foi
desenvolvida em sua totalidade. Os cromatogramas e espectros de massas da analise

da SQR e amostra estdo apresentados no Apéndice D.
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APENDICE A — CURVAS DE LINEARIDADE DIAS 1,2 E 3 - CCDAE

Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 1 _ _ _ )
Linearidade Atropina - Dia 1
ug/mL Areal Area2 Area3 Média Desvio CV (%)
320,4 5022,0 4901,0 5292,8 4961,5 8556 1,7245 & 10000
wv
427,2 6092,2 5972,6 6424,0 60324 8457 1,4019 S 8000
534,0 73134 7136,4 7739,8 72249 125,16 1,7323 <
6410 81434 82395 8262,3 82151 63103 076814 = & °°0 AN
7475 9418,5 9491,8 10448 94552 51,831 0,54818 o 4000 ‘ : ‘
()
813,5 10139 10012 9048,3 10076 90,156 0,89480 | < 250 450 650 850
Conc. Atropina (ug/mL)
Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 2 _ _ ] _
; ; p; - - Linearidade Atropina - Dia 2
pg/mL Areal Area2 Area3 Média Desvio CV (%)
320,4 5797,4 5197,2 53289 5263,1 93,126 1,7694 §10000 |
4272 67259 6703,9 7120,7 6714,9 1556 0,2317 8 4000
534,0 8260,7 7661,7 7292,0 74769 261,42 3,4964 g
641,0 8602,7 87205 8228,0 8661,6 83,30 0,9617 E 6000 -+ y=10,087x +2164,4
7475 9596,0 9449,1 9207,1 95226 103,87 1,0908 $ 4000 ‘ RE=0993
g
813,5 10330 10496 10639 10488 154,60 1,4741 250 450 650 850
Conc. Atropina (pg/mL)

Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 3 _ _ ] _
- - - Linearidade Atropina - Dia 3
pg/mL Areal Area2 Area3 Média Desvio CV (%) 12000
320,4 4303,3 47451 4837,2 4791,2 65,125 1,3593 §10000
427,2 6013,5 6216,5 6049,0 6093,0 108,42 1,7794 3
8000
534,0 7166,8 7763,7 7581,1 7374,0 292,95 3,9728 '§
@ -
6410 8216,6 8534,9 8209,6 83204 18582 22334 | & 6000 V=10,565 19253
T =Y,
7475 89604 9180,2 9030,4 9057,0 112,29 1,2398 g 4000 - :
.~ 250 750
813,5 9928 10483 10547 10319 340,77 3,3021 <
Conc. Atropina (pg/mL)
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APENDICE B — CURVAS DE LINEARIDADE DIAS 1,2 E 3 - CLAE

Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 1

cV - 3500000 7 Linearidade Dia 1

ug/mL  Areal Area2 Area3 Média  Desvio (%) ; 3000000 -
50,08 787384 787636 785042 786687 1430,46 0,1818 ~§-— 2500000 -

(1]
75,12 1179669 1188839 1187460 1185323 4944,53 0,4171 S 2000000 -

2 1500000
100,2 1574161 1576631 1593046 1581279 10264,80 0,6491 . y = 15426x + 20423
1252 1928014 1946928 1935704 1936882 9511,87 0,4911 \g 1000000 - R? =0,9998
150,2 2344894 2337706 2340325 2340975 3637,82 0,1554 500000 w w w

30 80 130 180
Conc. Atropina (pg/mL)

175,3 2703769 2701238 2719256 2708088 9754,50 0,3602
200,3 3117033 3121172 3130408 3122871 6847,45 0,2193

Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 2

A < < - . cv 3500000 7 Linearidade Dia 2
pg/mL  Areal Area2 Area3 Média Desvio (%) @
= 3000000 -
£
49,84 748862 746252 752509 749208  3142,79 0,4195 < 2500000 -
C
74,76 1177842 1183335 1199086 1186754 11027,05 0,9292 S 2000000 -
99,68 1590691 1599044 1608096 1599277 8704,84 0,5443 S 1500000 -
wv
124,6 1971251 1992226 1992306 1985261 12133,08 0,6112 s i y=15777x +3228,2
¢ 1000000 R? = 09986
1495 2317077 2366470 2522880 2402142 10743884 4,473 < 00000 ‘ ‘ '
174,4 2736730 2746490 2778621 2753947 21918,46 0,7959 30 80 130 180
199,4 3060698 3132655 3126056 3106470 39776,51 1,2804 Conc. Atropina (ug/mL)
Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 3
cV __ 3500000 7 Linearidade Dia 3
pg/mL  Areal Area2 Area3 Média  Desvio (%) < 3000000

50,08 776150 782028 769728 775969 6152,00 0,7928
7512 1187353 1190477 1181663 1186498 4468,82 0,377
1002 1583719 1580995 1587737 1584150 3391,63 0,2141 | = 15269 + 30431
1252 1927210 1938652 1957638 1941167 15369,07 0,7917 R? = 0,9995
1502 2336511 2316544 2331193 2328083 10340,50 0,4442 500000 ‘ ‘ ‘

175,3 2689059 2680131 2660567 2676586 14573,11 0,5445 30 8 130 180

200,3 3112444 3104109 3091387 3102647 10604,39 0,3418 Conc. Atropina (ug/mL)

(
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1000000 -
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APENDICE C — CURVAS DE LINEARIDADE DIAS 1,2 E 3 - CLUE

Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 1

2500000 - Linearidade Dia 1
v 2 2000000 -

(ug/mL) Areal Area2 Area3 Média  Desvio (%) Y

.8 1500000 -
38,10 342121 340759 338908 340596 1612,69 0,4735 9

2 1000000 -
76,20 744883 754816 723429 741043 16042,04 2,1648 ]

9 500000 - y =9702,7x - 6480,5
114,3 1099028 1106191 1107694 1104304 4630,82 0,4193 < R2 = 0.9972
152,4 1541443 1509778 1515188 1522136 16937,46 1,1127 0 T T 1

0,00 100,00 200,00 300,00
Conc. Atropina (pg/mL)

203,2 1927926 1921991 1933646 1927854 5827,83 0,3023

Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 2 2500000 7 Linearidade Dia 2
2 2000000 -
] ] ] Ccv e
(ug/mL) Areal Area2 Area3 Média Desvio (%) 2 1500000 -
N
38,10 344399 344563 344232 344398 165,50 0,0481 = 1000000 -
w
76,20 749264 767819 745405 754163 11983,09 1,5889 ® 500000 - y = 9781,5x + 2517,4
<< 2 _
114,3 1121066 1114659 1115833 1117186 3411,07 0,3053 0 R*=0,9919
152,4 1577824 1585457 1587032 1583438 4924,95 0,3110 0,00 100,00 200,00 300,00
203,2 1929441 1910706 1943119 1927755 16272,12 0,8441 Conc. Atropina (ug/mL)
Dados da curva de linearidade da atropina — Dia 3 2500000 - Linearidade Dia 3
2 2000000 -
] ] ) cv Y
(ug/mL) Areal Area2 Area3 Média Desvio (%) % 1500000 -
38,10 339888 342740 347894 343507 4057,78 1,1813 S 1000000 -
wv
76,20 749720 737047 745959 744242 6508,63 0,8745 s | y =10223x - 22677
& °00000 R%=0,9856
114,3 1144945 1123863 1122202 1130337 1267842 1,1216 0 Y
152,4 1669450 1665574 1669477 1668167 224564 0,1346 0,00 100,00 200,00 300,00
203,2 1955614 1981906 1979949 1972490 14647,48 0,7426 Conc. Atropina (pg/mL)
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APENDICE D - CROMATROGRAMAS E ESPECTROS DE MASSAS — CG-EM

Abundance labundance
TIC PADRAOCATRORINA . D\data . ms
TIC: AB-01_DICLORO D\data.ms
ze+07
3e+07
1.82+07
1.6e+07 2 2.5e+07 2
1.4e+07
2e+07
1.2e+07
1e+07 1.5e+07
2000000
1e+07
£000000
4000000 1 5000000 1
=000000 L
L K. ],‘ l, 5 e ) ) ot o 5 ) ) ) o S o 5 B N P L
. . . . . \ = r r r . 400 S.00 600 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
.00 .00 .00 7.00 2.00 2.00 10.00 11.00 412.00 13.00 14.00
[T1me--= [Time-—=
jcabundance AbUnQance
124.1
zs0000 124.2 s .
: . me:
Name; Propenoic acid, 2phenyt, Smethyl-&-azabicyclo[3 2. 1joctan-34f eter 40o0000 %ng”:’ NO
250000 T omula: C17
Fomua; C17HyN0 fomua; L1772303
240000 3500000
zz0000 !
2000000 N
200000
120000 o/
A =2S00000 A
150000 1
AN v,”\i} A 1 N0 2
140000 N ‘ 2000000
120000 O
4.1 1500000
100000
soooo
1000000 8=2.1
soopng 271.1
az.1
40000 ] sooo00{<42.1 2894
zo0000 s= .4 J l
: J s6>.6 5 - 187.4 207.0 =554 355.4 40S.1 4731
b L 150 .4180.12°(-° 2a3.2 3 327.0355.1 405.1 Ty e i e e i P R Iz
40 60 S0 100120140160180200=220240260=2280320032024d0380320400
-/ e == /-
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