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RESUMO 

 

 

O medicamento fitoterápico Sanativo® é produzido pelo Laboratório 

Pernambucano desde 1888 com indicações de cicatrizante e hemostático. Trata-se 

de um extrato fluido composto por Piptadenia colubrina, Schinus terebinthifolius, 

Cereus peruvianus e Physalis angulata. Dentre as plantas de sua composição, S. 

terebinthifolius e P. colubrina possuem em comum compostos fenólicos aos quais é 

atribuída a maior parte de seus efeitos farmacológicos. Os taninos, ácido gálico e 

catequina foram selecionados como marcadores para controle de qualidade desse 

medicamento. O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento e validação de 

método analítico por CLAE/UV/DAD para separação e quantificação simultânea de 

ácido gálico (ACG) e catequina (CQT) no fitoterápico Sanativo®. O sistema 

cromatográfico teve como fase estacionária, coluna RP C-18, 4,6 x 150 mm (5 µm), 

sob a temperatura de 35 ºC,  detecção em 270 e 210 nm. A fase móvel foi composta 

por ácido trifluoroacético 0,05 % e metanol nas proporções 88:12 (v/v), sob vazão de 

1 ml/min. O método analítico desenvolvido apresentou um fator de retenção de 0,30 

e 1,36, fator de cauda de 1,8 e 1,63, para ácido gálico e catequina, respectivamente,  

resolução de 18,2, além de pratos teóricos acima de 2000. O método atendeu os 

parâmetros de validação exigidos na Resolução RE nº 899, de 29 de maio de 2003, 

da ANVISA. O coeficiente de correlação da análise de regressão linear para ACG e 

CQT a partir da solução padrão foi de 0,9958 e 0,9973 e a partir do Sanativo® foi de 

0,9973 e 0,9936, a matriz do fitoterápico não interfere no intervalo de 70 a 110%.  

Os limites de detecção e de quantificação para ACG e CTQ foram de 3,25 e 0,863, e 

9,57 e 2,55 µg/mL, respectivamente. Os marcadores, ACG e CTQ, apresentaram 

repetibilidade (coeficientes de variação de 0,94 % e 2,36 %) e recuperação 

satisfatória (100,02 ± 1,11 % e 101,32 ± 1,36 %). O método ainda se caracterizou 

seletivo e robusto para quantificação de ACG e CQT no Sanativo® e foi considerado 

validado. 

 

Unitermos: Schinus terebinthifolius, Piptadenia colubrina, ácido gálico, catequina, 

CLAE, validação, Sanativo®, Fitoterápico. 
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ABSTRACT 

 

 

The herbal medicine Sanativo® is produced by the Pernambucano Laboratory 

since 1888 with indications of healing and hemostasis. It is composed of a fluid 

extract about Piptadenia colubrina, Schinus terebinthifolius, Cereus peruvianus and 

Physalis angulata. Among the plants in their composition, S. terebinthifolius and P. 

colubrina have in common phenolic compounds which are assigned most of its 

pharmacological effects. The tannins, gallic acid and catechin were selected as 

markers for quality control. The aim of this study was the development and validation 

of analytical method by HPLC/UV/DAD for the separation and simultaneous 

quantification of gallic acid (GAC) and catechin (CTQ) in Sanativo®. The 

chromatographic system was to stationary phase, C-18 RP column, 4,6 x 150 mm (5 

mm) under a temperature of 35 ° C, detection at 270  and 210 nm. The mobile phase 

consisted of 0.05% trifluoroacetic acid and methanol in the proportions 88:12 (v/v), a 

flow rate of 1 ml/min. The analytical method presented a retention factor of 0.30 and 

1.36, tail factor of 1.8 and 1.63 for gallic acid and catechin, respectively, resolution of 

18.2, and theoretical plates above 2000. The method validation parameters met the 

requirements of Resolution n º 899 of May 29, 2003, ANVISA. The correlation 

coefficient of linear regression analysis for GAC and CTQ from the standard solution 

was 0.9958 and 0.9973 and when performed from the Sanativo® 0.9973 and 0.9936, 

the matrix does not interfere in the range 70 to 110 %. The limits of detection and 

quantification for GAC and CQT were 3.25 and 0.863, and 9.57 and 2.55 mg/mL, 

respectively. The markers, GAC and CQT, showed repetibility (coefficient of variation 

of 0.94 % and 2.36 %) and satisfactory recovery (100.02 ± 1.11 % and 101.32 ± 1.36 

%). The method has been characterized selective and robust quantification of GAC 

and CTQ in the Sanativo® and was considered validated. 

 
Key-words: Schinus terebinthifolius, Piptadenia colubrina, HPLC, galic acid, 

catechin, Sanativo®, validation, herbal drug. 
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 A transformação de uma planta em medicamento deve visar à preservação da 

integridade química e farmacológica do vegetal, garantindo a constância de sua 

ação biológica e segurança de utilização. Para alcançar esses objetivos, a produção 

de fitoterápicos requer estudos prévios relativos ao desenvolvimento de 

metodologias analíticas e tecnológicas. É justamente essa fundamentação que 

diferencia o medicamento fitoterápico propriamente dito das plantas medicinais e 

das preparações utilizadas na medicina popular (SONAGLIO et al., 2001).  

 Segundo a ANVISA, fitoterápicos são medicamentos obtidos empregando-se 

exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. É caracterizado pelo conhecimento 

da eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constância 

de sua qualidade. Sua eficácia e segurança é validada através de levantamentos 

etnofarmacológicos de utilização, documentações tecnocientíficas em publicações 

ou ensaios clínicos fase 3. Não se considera medicamento fitoterápico aquele que, 

na sua composição, inclua substâncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as 

associações destas com extratos vegetais (BRASIL, 2010a). 

A Resolução de Diretoria Colegiada (RDC) n° 14/2010 , regulamentação em vigor 

para o registro de medicamentos fitoterápicos, determina que, para efeito de 

registro, se faz necessário à elaboração de um relatório de controle de qualidade, 

incluindo análises qualitativas e quantitativas dos princípios ativos e/ou marcadores. 

E o marcador é o composto ou classe de compostos químicos (ex: alcalóides, 

flavonóides, ácidos graxos, etc.) presentes na matéria-prima vegetal, 

preferencialmente tendo correlação com o efeito terapêutico, que é utilizado como 

referência no controle da qualidade da matéria-prima vegetal e do medicamento 

fitoterápico (BRASIL, 2010a). 
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A padronização de matérias-primas e produtos derivados de plantas tem sido 

usualmente realizada por procedimentos cromatográficos (HOSTETTMANN et al., 

1997; OLIVEIRA, BRAGA, 2003). A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

tem criado novas possibilidades analíticas na padronização de amostras complexas, 

como os extratos vegetais (SCHENKEL et al., 2004).  

 A escassez de metodologias adequadas para o monitoramento de todo o 

processo produtivo torna-se um fator limitante para a comercialização de produtos 

de qualidade comprovada. 

 Diversos estudos comprovaram experimentalmente que a espécie Schinus 

terebinthifolius Raddi, conhecida em diversas regiões do Brasil como aroeira da 

praia, possui ação antimicrobiana, anti-inflamatória e antiulcerogênica, corroborando 

com seu largo emprego na medicina popular (DE MELO JUNIOR et al., 2002; 

MEDEIROS et al., 2007; SANTOS et al., 2010). 

 Segundo Pio Corrêa (1978) a espécie Piptadenia colubrina (Vell) Brenth, 

popularmente conhecida como angico, apresenta casca amarga, adstringente com 

aproximadamente 32% de taninos na entrecasca. Sendo empregado na indústria de 

curtume e também nas infecções pulmonares e das vias respiratórias. Contudo 

estudos científicos são raros com essa planta. 

Taninos são substâncias polifenólicas naturais de relativo peso molecular que 

estão entre constituintes químicos mais pesquisados em aroeira da praia e angico 

devido à sua alta concentração e atividades biológicas relacionadas. Trabalhos 

realizados têm demonstrado as atividades anti-inflamatória, antimicrobiana, 

anticarcinogênica, antimutagênica e antioxidante presentes nos extratos de várias 

espécies de plantas ricas nesse componente (ARAUJO, 2002; BULHÕES; SILVA; 

SÁ, 1976; NOZELLA, 2001), justificando seu uso como marcador. 
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 Os mais antigos e tradicionais métodos de doseamento de taninos são o método 

da hemoanálise, baseado na formação do complexo tanino-hemoglobina; o método 

com pó de pele, fundamentado na capacidade dos taninos de se ligarem às 

proteínas da pele e; o método espectrofotométrico no qual se utiliza o reagente de 

Folin-Denis ou de Folin-Ciocalteau (VERZA et al., 2007). Tais métodos são 

trabalhosos e inespecíficos. 

 Este trabalho é um grande desafio, uma vez que trata de fitoterápico 

multicomposto, e a caracterização de marcadores para as plantas se faz 

fundamental para o controle de qualidade e consequentemente seu registro junto ao 

órgão regulador, ANVISA.  

 Desenvolver um método simples e robusto por CLAE comum aos marcadores, 

ácido gálico e catequina, representantes de tanino hidrolisável e tanino condensado, 

respectivamente, faz-se necessário para o controle de qualidade de fitoterápicos 

com compostos fenólicos. Métodos complexos, com reagentes de custos elevados e 

em constante falta no mercado são descritos na literatura o que dificulta a realização 

contínua da análise dos produtos. 

Validar é um aspecto vital para garantir a qualidade de um método analítico, pois 

evidencia e avalia características que demonstram a sua aplicabilidade e 

confiabilidade para o fim pretendido (CASS, DEGANNI, 2001). Baseado nessas 

afirmações buscou-se desenvolver e validar um método para análise do 

medicamento fitoterápico Sanativo® que é produzido desde 1888 pelo Laboratório 

Pernambucano LTDA. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 FITOTERÁPICOS 

 

O emprego de plantas medicinais na recuperação da saúde tem evoluído ao 

longo dos tempos desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente 

utilizada pelo homem das cavernas até as formas tecnologicamente sofisticadas da 

fabricação industrial (LORENZI; MATOS, 2008). As plantas medicinais podem estar 

sendo veiculadas em diversas formas que incluem desde as drogas vegetais até os 

fitoterápicos. 

De acordo com a legislação em vigor no país, entende-se como fitoterápico 

“aquele medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas 

vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficácia e dos riscos do seu uso, 

assim como pela reprodutibilidade e constância de sua qualidade. Sua eficácia e 

segurança são validadas através de levantamentos etnofarmacológicos de 

utilização, documentações tecnocientíficas em publicações ou ensaios clínicos fase 

3” (BRASIL, 2010a). Estima-se que pelo menos 25% de todos os medicamentos 

modernos são derivados, direta ou indiretamente, a partir de plantas medicinais, 

principalmente através da aplicação de tecnologia moderna para o conhecimento 

tradicional. No caso de certas classes de produtos farmacêuticos, tais como 

medicamentos antitumorais e antimicrobianos, esta percentagem pode alcançar 60% 

(ROBINSON; ZHANG, 2011). 

Entre 70% e 95% da população dos países em desenvolvimento, especialmente 

na Ásia, África, América Latina e no Oriente Médio, faz o uso da medicina 

tradicional, incluindo medicamentos tradicionais e fitoterápicos, para os cuidados 
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primários da saúde (ROBINSON; ZHANG, 2011). Visando diminuir o número de 

excluídos dos sistemas governamentais de saúde, recomenda-se aos órgãos 

governamentais responsáveis pela saúde pública de cada país, que procedam a 

levantamentos regionais das plantas usadas na medicina tradicional, identifique-as 

botanicamente, estimulem e recomendem o uso daquelas que tiverem comprovadas 

sua eficiência e segurança terapêutica (LORENZI; MATOS, 2008). 

De uma forma geral, a procura por plantas medicinais tem aumentado, seja pelo 

fácil acesso ou, ainda, da comercialização da planta fresca, em mercados livres a 

custos inferiores ao medicamento industrializado. Outro motivo encontra-se no apelo 

convidativo ao “produto de origem natural”, tal aspecto deve ser visto com cautela, 

uma vez que se conhecem a complexidade de sua composição e a possibilidade de 

produzir reações adversas, à semelhança de qualquer medicamento alopático (GIL, 

2007). 

 

2.1.1 Controle de qualidade de fitoterápicos 

A Resolução-RDC n°14, de 31 de março de 2010 da Agê ncia Nacional de 

Vigilância Sanitária, ANVISA, regula os medicamentos fitoterápicos, e exige para 

efeito de registro um relatório de controle de qualidade. Este controle deve ser 

realizado não só para o produto final, mas também a matéria-prima vegetal e seus 

produtos intermediários (BRASIL, 2010a). Sabe-se que a complexidade química de 

drogas vegetais, aliada à dificuldade inerente aos processos de caracterização 

química e farmacológica, dificulta a comprovação da segurança, qualidade e eficácia 

dos medicamentos fitoterápicos (CARVALHO et al., 2007).  

Para tanto, a produção de fitoterápicos requer estudos prévios de vários 

aspectos (agronômicos, botânicos, químicos, farmacológicos, toxicológicos) e de 
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desenvolvimento de metodologia analítica (PETROVICK et al., 1997; OLIVEIRA, 

2005). 

A avaliação de desenvolvimento de metodologia analítica deve abranger a 

caracterização física e físico-química, a determinação qualitativa e quantitativa dos 

princípios ativos e/ou marcadores, quando conhecidos, ou classes de compostos 

químicos característicos da espécie (OLIVEIRA, 2005).  

A caracterização compreende a determinação de três características principais: 

a autenticidade, a integridade e a pureza do material em análise. Nesse contexto, de 

acordo com o material em estudo, pode estar envolvida a caracterização 

organoléptica, a identificação macroscópica e microscópica do órgão vegetal, a 

pesquisa de materiais estranhos e contaminantes biológicos, a umidade, as cinzas 

totais e insolúveis em ácido (FARIAS, 2000; BRASIL, 2010a).  

A determinação quantitativa envolve o desenvolvimento do método analítico e a 

utilização de métodos espectofotométricos, cromatográficos, físicos, físico-químicos 

ou químicos. Contudo, esse é o passo mais difícil do controle de qualidade de 

fitoterápicos, pois os componentes ativos normalmente não são conhecidos, quando 

isso ocorre as análises são realizadas com uso de marcadores. Segundo a definição 

da RDC 14/2010, marcador é um componente ou classe de compostos químicos 

presente na matéria-prima vegetal, idealmente correlacionado com o efeito 

terapêutico, que é utilizado como referência no controle de qualidade da matéria-

prima vegetal e dos fitoterápicos. Estes componentes são importantes tanto na 

padronização como nos estudos de estabilidades dos fitoterápicos (OLIVEIRA; 

BERRETA, 2007; BANDARANAYAKE, 2006; BRASIL, 2010a; EMEA, 2005, 2008).  

A Agência Europeia de Avaliação de Medicamentos (EMEA) classifica os 

marcadores em duas classes: marcadores analíticos e marcadores ativos. 

Marcadores analíticos são os constituintes ou grupos de constituintes que servem 
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exclusivamente para fins analíticos, enquanto os marcadores ativos são constituintes 

ou grupos de constituintes que contribuem para atividades terapêuticas (EMEA, 

2008). Li e colaboradores (2008) sugeriram a divisão dos marcadores químicos em 

oito categorias: (1) componentes terapêuticos, (2) componentes bioativos, (3) 

componentes sinérgicos, (4) componentes característicos, (5) componentes 

principais, (6) componentes correlativos, (7) componentes tóxicos, e por últimos, (8) 

componentes gerais, usados com perfil fitoquímico. Todos os marcadores podem 

contribuir para a avaliação, padronização e avaliação da segurança de 

medicamentos fitoterápicos, principalmente quando se trata de um fitoterápico com 

associação de diferentes plantas que possuem metabólitos secundários em comum. 

No caso de associações, é necessário que se determine um marcador específico 

para cada planta. A soma das quantidades medidas de um mesmo marcador em 

diferentes plantas no produto final pode não ser correta, por não possibilitar a 

avaliação da proporção de cada planta no produto acabado (NETTO et al., 2006). 

Todos os lotes de um fitoterápico deverão ser reproduzidos com uma quantidade 

similar do marcador. Atualmente, não se considera apropriado o uso de uma classe 

de composto químico como marcador, sendo aceito apenas quando não se 

consegue identificar substâncias específicas e procedimentos analíticos adicionais 

são recomendados, como perfil fitoquímico cromatográfico. Na ausência de uma 

substância específica identificada, podem-se quantificar vários marcadores e es-

tabelecer uma relação fixa entre eles que caracterize o extrato e o produto final 

(BANDARANAYAKE, 2006; EMEA, 2005; NETTO et al., 2006). 

O emprego de técnicas cromatográficas e analíticas que permitam a separação 

e o isolamento de substâncias de um extrativo vegetal mostra-se vantajoso para a 

padronização do material vegetal e produtos relacionados (DRASARA; 

MORAVCOVA, 2004; LIU et al., 2007). Dentre as vantagens têm-se maior rapidez, 
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alta sensibilidade e seletividade além de proporcionar a identificação da presença 

dos marcadores e também de outros compostos, oferecendo uma caracterização 

completa da planta ou do produto analisado além de permitir a distinção entre 

espécies próximas (DRASARA; MORAVCOVA, 2004; LIU et al., 2007; SOUZA-

MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).  

 A validação de todos os métodos analíticos empregados na avaliação da 

qualidade é indispensável e colabora com as Boas Práticas de Fabricação (GIL, 

2007). 

 

2.2 Schinus terebinthifolius Raddi 

 

Schinus terebinthifolius Raddi (figura 1) pertence a família Anacardiaceae e é 

nativa do Brasil, Paraguai e Argentina. É popularmente conhecida como aroeira-da-

praia, aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira e pimenta brasileira. Esta variação nos 

nomes se dá, principalmente, pelo fato de seus frutos possuírem a aparência de 

uma pequena pimenta de coloração rosa-avermelhada (LORENZI; MATOS, 2008). 

O Quadro 1 descreve a classificação científica de S. terebinthifolius (DALCIN, 2001).  

 

Quadro 1 - Classificação científica de Schinus terebinthifolius Raddi 

Reino  Plantae  

Divisão  Anthophyta 

Classe  Magnoliopsida 

Ordem  Sapindales 

Família  Anacardiaceae 

Gênero  Schinus 
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Contudo também há relatos com os nomes populares de: aguaraíba, aroeira-

branca, aroeira-do-brejo, aroeira-do-campo, aroeira-vermelha-do-paraná, aroeira-

mansa, aroeira-negra, aroeira-precoce, bálsamo, cabuí, cambuí, coração-de-bugre, 

corneíba, fruto-de-raposa, fruto-de-sabiá (LORENZI; MATOS, 2008). 

 É distribuída do nordeste ao sul  da costa brasileira. Faz parte do elenco das 

plantas validadas como medicinais pelo projeto Farmácias Vivas no Nordeste 

(MATOS, 2002). Foi introduzida em vários países do mundo com fins ornamentais, 

mas acabou sendo considerada uma praga, ou planta invasora (MORTON, 1978; 

MEDAL et al., 1999). Nos Estados Unidos foi introduzida com o nome de “Brazilian 

Peper Tree”. 

São descritas as sinonímia Sarcotheca bahiensis Turcz., Schinus mellisii Engl., 

Schinus mucronulata Mart., Schinus terebinthifolia var. damaziana Beauverd, 

Schinus terebinthifolia var. raddiana Engl (LORENZI; MATOS, 2008). 

 

 

Figura 1 – Fotografia do arbusto, folhas e frutos de S. terebinthifolius. Fonte: Lorenzi, 1998. v.1; 

Paulo Schwirkowski, 2009 
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2.2.1 Aspecto botânico 

É uma árvore ornamental, medindo de 5-10 m de altura, perenifólia, dioica, de 

сора larga e tronco com 30 a 60 cm de diâmetro, suas flores são melíferas e sua 

madeira é moderadamente pesada revestida por casca grossa, resistente e de 

grande durabilidade natural. A casca apresenta-se em pedaços curvos ou enrolados 

em tubo, de comprimento variável, com 1 a 5 mm de espessura. Sua superfície 

externa é de cor pardo-acinzentada, profundamente fendida no sentido longitudinal e 

um tanto no sentido transversal. É muito rugosa, apresenta-se irregularmente com 

manchas mais claras e apresenta, de espaço em espaço, placas de líquens. A face 

interna é estriada longitudinalmente e de cor pardo-avermelhada. A casca é 

impregnada de matéria resinosa, que aparece frequentemente em sua superfície 

(OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998; MATOS, 2007). 

As folhas são compostas imparipinadas, com 3 a 10 pares de folíolos aromáticos 

alternados, oblongos ou obtusos e crenado nas margens, medindo de 3 a 5 cm de 

comprimento роr 2 a 3 cm de largura. Flores masculinas e femininas muito 

pequenas, dispostas em panículas piramidais (LORENZI; MATOS, 2008; SANTOS, 

1988). Fruto do tipo drupa, globoíde com cerca de 5 mm de diâmetro, aromático, 

adocicado e apimentado, brilhante e a princípio verdes e posteriormente de cor 

vermelha, se apresentam agrupados em cachos e são requisitados pelo mercado 

nacional e internacional, pela indústria de alimentos e cosméticos, na França, como 

especiaria recebe o nome de poivre rose (SANTOS, 1988; LENZI; ORTH 2004; 

CERUKS, 2007). Pode ser cultivada a partir de sementes ou por estaquia. Suas 

sementes, quando semeadas logo após a colheita em canteiros a pleno sol e com 

substrato argiloso, apresentam emergência em 10-15 dias com uma taxa de 

germinação superior a 50 %. O desenvolvimento das plantas no campo é bastante 

rápido (LORENZI; MATOS, 2008). 
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2.2.2 Uso popular 

Ngokwey (1995) descreveu uma pesquisa de campo realizada em Feira de 

Santana – Bahia, que a aroeira-da-praia foi a décima espécie medicinal mais usada 

na medicina popular. Enquadrando-se no grupo das onze mais consumidas, o que 

correspondeu a um terço do total de 138 plantas citadas. Em outro estudo feito por 

Stasi e colaboradores (2002) com habitantes da zona rural e urbana de cidades do 

estado de São Paulo sobre as plantas mais utilizadas na medicina popular, as suas 

folhas foram citadas por vários entrevistados como possuidora de atividades 

analgésica, no combate ao reumatismo e gengivite (BERTOLDI, 2006). 

Na medicina popular, Peckolt (1939) e Pio Corrêa (1926) descreveram como 

antidiarreico e anti-inflamatório, o que foi confirmado pelos demais pesquisadores, 

que citaram também sua utilização como um remédio para úlceras, problemas 

respiratórios, feridas, reumatismo, gota, tumores, doenças de pele e artrite 

(MORTON, 1978) e como um antisséptico, balsâmico e hemostático, sendo 

amplamente utilizado na forma de cozimento (decocção) da casca (BRAGA, 1960; 

GRUENWALD, BRENDLER, JAENICKKE, 2000; MATOS, 2002; MEDEIROS et al., 

2007). Relatou-se ainda utilização no tratamento de doenças venéreas, dores, 

gengivite e febre (NGOKWEY, 1995; STASI et al., 2002). As partes da planta que 

possuem utilização nas preparações da medicina popular são as cascas, os folíolos, 

as sementes e os frutos (BALBACH, 1984).  

O cozimento (decocto) da casca é utilizado especialmente por mulheres, durante 

vários dias, em banhos de assento após o parto como anti-inflamatório e 

cicatrizante, ou medicação caseira para o tratamento de doenças do sistema urinário 

e aparelho respiratório, bem como nos casos de hemoptise e hemorragia uterina 

(BRAGA, 1960; AMORIN; SANTOS, 2003; SANTI, 2003). 
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2.2.3 Composição química 

Genericamente, as folhas e frutos da aroeira da praia são ricos em taninos 

hidrolisáveis e óleos essenciais (1,5 - 10 %) (JORGE; MARKMANN, 1996) e estudos 

relataram altas concentrações de monoterpenos (STAHL, KELLER, BLINN, 1983; 

MALIK, MAHMUD, SATTER, 1994), juntamente com alguns sesquiterpenos (SINGH 

et al., 1998; RICHTER et al., 2010). 

Nas folhas 

Nas folhas, Cerusk e colaboradores (2007) identificaram quercertina e miricetina, 

miricetrina, galato de etila e galato de metila. Carvalher-Machado et al., (2008) 

também encontrou galato de metila, além de 1,2,3,4,6-pentagaloilglicose e ácido 

gálico que analisou a fração acetato de etila. 

Nos frutos 

Skopp e Schwenker (1986) identificaram três biflavonóides, 

tetrahidroamentoflavona, amentoflavona, 2-3-di-hidroamentoflavona, além de ácido 

gálico. 

Também foram descritos alfa-amirina, alfa amirenona, beta-carofileno, ácido 

ursólico e ácido masticadienóico (LLYOYD et al., 1997) e algumas flavonas, tais 

como robustaflavona, tetrahidrorobustoflavona e agatisflavona (KASSEM et al., 

2004).  

Na casca e entrecasca 

Análises fitoquímicas da entrecasca citam a presença de alto teor de tanino, óleo 

essencial e saponinas (BÓRIO et al., 1973). Campelo e Marsaioli descrevem a 

presença de baurenona, alfa-amirina e alfa-amirenona nas cascas (1975). 

 O perfil fitoquímico obtido por Martorelli e colaboradores (2011) a partir de 

extrato oriundo das cascas do caule de aroeira da praia demonstrou uma 

predominância de compostos polifenólicos e terpenóides, dentre os polifenóis 
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confirmou-se a existência de alta concentração de taninos catéquicos, bem como a 

presença de ácido gálico.  

Ácido gálico foi encontrado nas cascas (CARVALHO et al., 2009; MARTORELLI, 

2011), folhas (CRUZ et al., 2007; CARVALHER-MACHADO et al., 2008) e nos frutos 

(SKOPP e SCHWENKER, 1986). Catequina foi identificada por Farag, 2008, este 

também relatou miricetina 3-O-β-D-glucoronídeo, ácido clorogênico, ácido 5-O-

cumaoilquínico e ácido clorogênico, todos nas folhas, não foi encontrado trabalho 

evidenciando a presença de catequina nas cascas de aroeira da praia.  

Em todas as partes da planta foi identificada a presença de pequena quantidade 

de alqui-fenois, substâncias causadoras de dermatite alérgica em pessoas sensíveis 

(REICHERT, et al., 1945; GRUENWALD, BRENDLER, JAENICKKE, 2000).  

 

2.2.4 Atividade farmacológica 

Ensaios pré-clínicos 

I) In vitro  

 Martinez e colaboradores (1996) estudaram ação antimicrobiana pelo método de 

difusão em ágar, avaliando o diâmetro da zona de inibição de crescimento 

microbiano de algumas espécies de plantas. E S. terebinthifolius foi a que 

apresentou melhor atividade, sendo ativa contra S. aureus. 

O extrato alcoólico de frutos da  S. terebenthifolius apresentou efeito inibitório 

sobre o crescimento de  Staphylococcus aureus ATCC 6538 e  Bacillus cereus 

ATCC 11778,   já o extrato aquoso não apresentou efeito inibitório  sobre os 

crescimento dos  microrganismos testados. Foi utilizado o método de difusão de 

disco de papel no meio Muller Hinton, com discos de 6 mm de de diâmetro, 

embebidos com 20 µL de solução a 100 mg/mL dos extratos em estudo e 

microorganismos padronizados pela densidade ótica de 0,45 de absorbância em 
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comprimento de onda de 450 nm, com uma concentração de 108 células/mL 

(DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ; PRADO,  2005). 

Schmourlo e colaboradores (2005) relataram a atividade antifúngica dos extratos 

aquosos dos frutos de Schinus terebinthifolius sobre a espécie de levedura Candida 

albicans com valores de concentração inibitória mínima (MIC) de 120 ng/mL e zona 

de inibição de 15 mm. 

Gundidza e coladoradores (2009) utilizaram o método de difusão em placa no 

óleo essencial obtidos das folhas secas de S. terebinthifolius e este apresentou 

atividade antibacteriana potente contra Yersinia enterocolitica, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis, Klebsielia 

pneumoniae e Bacillus subtilis com inibição pelo menos 58 % comparado ao controle 

positivo (amostra isenta de óleo). O método de inibição de crescimento micelial foi 

utilizado para avaliar atividade antifúngica. O óleo essencial apresentou atividade 

contra Aspergillus flavus com inibição de 58 %, Candida albicans com inibição de 

49,8 % e Aspergillus niger com inibição de 48,7 %. O método de ácido linoléico foi 

realizado para avaliar a atividade antioxidante do óleo essencial, o óleo essencial 

mostrou atividade antioxidante média de 13,1 milímetros na zona de retenção de 

cor, o que representa a atividade de 72,7 %, quando comparado com o controle 

positivo (ácido ascórbico). 

 

II) In vivo  

O estudo de Lucena e colaboradores (2006) relatou que extrato hidroalcóolico 

da casca de S. terebinthifolius apresenta ação cicatrizante favorável nas 

cistostomias em ratos, avaliado após observar os resultados obtidos com injeção 

100 mg por quilo de peso na cavidade peritoneal de 20 ratos machos da linhagem 

Wistar submetidos à incisão abdominal mediana com cistotomia de 1 cm, seguida de 
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cistorrafia em plano único, procedimento realizado também em 20 ratos do grupo 

controle, nestes injetou-se 1 mL por quilo de peso de solução salina a 0,9%.  

Coutinho e colaboradores (2006) avaliaram a atividade cicatrizante do extrato 

hidroalcoólico da entrecasca seca de aroeira, administrada via intraperitoneal, na 

dose de 100 mg/kg, no processo de cicatrização de anastomoses de cólon em ratos, 

através da análise de aspectos macroscópicos, microscópicos e tensiométricos, 

contudo somente observou efeito favorável a nível microscópico. 

Carvalher-Machado e colaboradores (2008) demonstraram através de estudos in 

vivo, uma importante atividade antialérgica da fração acetato de etila, obtida das 

folhas de S. terebinthifolius e dos compostos isolados desta fração, o ácido gálico, 

metil galato e 1,2,3,4,6-pentagaloilglucose. A fração de aroeira (100 mg/kg e 200 

mg/kg), adiministradas oralmente, foram capazes de reduzir o edema de pata 

induzida por histamina em relação ao controle (prometazina). O extrato aquoso (100 

mg/kg), administrado via oral, inibiu significativamente o total de leucócitos e 

acúmulo de eosinófilos na cavidade pleural, 24 horas após a injeção intratorácica de 

ovoalbumina (12,5 mg/cavidade), em relação a dexametasona administrada por via 

intraperitoneal (10 mg/kg). 

Em estudo recente realizado por Carlini e colaboradores (2010), o decocto da 

casca foi liofilizado e o equivalente a dose administrada na medicina popular, uma 

xícara de chá, o que correspondeu a 17,6 mg/kg foi administrado por sonda gástrica 

ou injeção intraperitoneal, apresentando um marcante efeito protetor da mucosa 

gástrica contra as ulcerações induzidas por estresse de imobilização em baixa 

temperatura em ratos. Verificando-se ainda: elevação do pH do volume do conteúdo 

gástrico, redução das hemorragias gástricas e do trânsito intestinal em 

camundongos, mesmo em doses reduzidas como 3,4 mg/kg (1/4 da dose utilizada 

pelo homem). 
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Ensaios clínicos 

Amorim e Santos (2002) realizaram um ensaio clínico randomizado, duplo-cego, 

controlado, comparando o uso do gel vaginal de aroeira, produzido com extrato 

hidroalcóolico da casca (25 casos), com placebo (23 casos) em 48 mulheres com 

vaginose bacteriana sintomática, de acordo com os parâmetros clínicos de Amsel e 

colaboradores (1983): características do corrimento vaginal, o pH maior que 4,5, a 

positividade do teste do whiff e a presença de células-guia na bacterioscopia. Pelo 

menos três destes quatro critérios devem estar presentes. O estudo indicou que o 

gel vaginal de aroeira é efetivo e seguro para o tratamento da vaginose bacteriana, a 

taxa de cura chegou a 84%, sendo superior ao placebo e apresentou frequência 

significativamente maior entre lactobacilos na colpocitologia do que entre as 

pacientes tratadas com aroeira-da-praia em relação às tratadas com placebo. Efeitos 

adversos relacionados ao tratamento não foram frequentes em ambos os grupos. 

A eficácia e segurança do uso oral de S. terebinthifolius foi comparada ao 

omeprazol no tratamento de pacientes com sintomas dispépticos associados à 

gastrite, através de um estudo clínico prospectivo, randomizado e duplo-cego. O 

estudo foi divididos em 2 grupos para receberem ou  a apresentação de extrato seco  

S. terebinthifolius  233,6mg 2x/dia, durante quatro semanas ou omeprazol 20mg 

2x/dia, durante quatro semanas, via oral. Os resultados indicam que a aroeira pode 

ser de valor clínico no tratamento de sintomas dispépticos em pacientes com gastrite 

e na erradicação do H. pylori, de forma não menos eficaz que o omeprazol, além das 

vantagens de ser um fitomedicamento, de baixo custo e fácil acesso (SANTOS et al., 

2010). 

O extrato hidroalcoólico de aroeira-da-praia 30% em Orobase aplicado 

diariamente tem efeito anti-inflamatório e cicatrizante em feridas eletroproduzidas em 

pele de dorso de rato. Tem ação anti-inflamatória inicial a partir do 2° dia inferior ao 
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Acetonido de Triancinolona a 1 % (controle) e no 7° e 14° dia apresentou atividade 

superior ao controle. Já para ação cicatrizante o controle foi Dexpantenil 5%, o 

extrato apresentou-se semelhante ao controle no 2° dia e superior no 7° e 14° dia 

(MARTORELLI, 2011). 

 

2.2.5 Estudos toxicológicos 

Avaliando plantas tóxicas e dermatites, Lampe e Fagerstrom (1968), 

descreveram que membros da família Anacardinaceae são os mais frequentes 

causadores de dermatites de contato. Algumas pessoas podem desenvolver 

irritações na pele, prurido, urticária, febre e transtornos visuais, quando em contato 

com a planta (CRUZ, 1982), uma vez que em todas as partes da aroeira da praia foi 

identificada a presença de pequena quantidade de alquifenois, substâncias 

causadoras de dermatite alérgica em pessoas sensíveis (REICHERT et al., 1945; 

GRUENWALD, BRENDLER, JAENICKKE, 2000). 

Ruiz e colaboradores (1996) realizaram triagem da atividade genotóxica do 

extrato hidroalcoólico de S. terebinthifolius através do ensaio in vitro da incorporação 

em placas com Aspergillus nidulans e este não apresentou efeito tóxico ou 

genotóxico. 

Lima e colaboradores (2009) avaliaram a toxicidade aguda, em doses de 0,625-

5,0 g/kg (n= 5/grupo/sexo) e subaguda, nas doses 0,25, 0,625 e 1,5625 g/kg/dia (n= 

13/grupo/sexo), por 45 dias, do extrato seco da casca de S. terebinthifolius, por via 

oral, em ratos Wistar de ambos os sexos e nenhum sinal tóxico ou morte foi 

evidenciado. O tratamento subagudo não alterou o ganho de peso corporal ou 

consumo de alimento e de água. As análises hematológicas e bioquímicas não 

apresentaram diferenças significativas em qualquer dos parâmetros analisados, 

sugerindo que sua utilização como medicinal seja segura. 
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Os ensaios clínicos toxicológicos, fase I, do produto fitoterápico composto pelas 

plantas medicinais Schinus terebinthifolius Raddi, Plectranthus amboinicus Lour e 

Eucalyptus globulus Labill. sugeriu que a ingestão oral de até 45 ml ao dia e durante 

dois meses, foi bem tolerada, não apresentando alterações clínicas, laboratoriais e 

nem reações adversas significantes. Estes resultados em complementação àqueles 

obtidos com os ensaios toxicológicos pré-clínicos, sugerem a baixa toxicidade do 

produto e indicam que esta formulação fitoterápica pode ser utilizada pela população 

(PAULO et al., 2009). 

 

2.3 Piptadenia colubrina Benth  

 

Piptadenia colubrina Vell. Benth (Figura 2), também chamada de Anadenanthera 

colubrina Vell. Brenan é uma planta pertencente à família Fabaceae, como se pode 

verificar no Quadro 2 de classificação científica. Outras sinonímias encontradas são 

Acacia colubrina Mart., Mimosa colubrina Vell (LORENZI; MATOS, 2008). 

 

Quadro 2: Classificação científica de Piptadenia colubrina Brenth. 

Reino Plantae 

Divisão Magnoliofita 

Classe Magnoliopsida 

Ordem Fabales 

Família Mimosoideae 

Gênero Anadenanthera 

 

Corrêa (1984) cita que a planta é originalmente brasileira, sendo nativa desde o 

estado do Maranhão até os estados do Paraná, Minas Gerais e Goiás. Nestas 
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regiões é conhecida popularmente como “angico-branco”, angico”, “cambuí-angico”, 

“goma-de-angico”, angico-de-casca”, “cambuí” (LORENZI; MATOS, 2008). 

 

 

Figura 2 – Fotografia da árvore, folhas e flor de Piptadenia colubrina (LORENZI, 1998 e 

http://www.botanicalgarden.ubc.ca/potd/2009/03/anadenanthera_colubrina.php) 

 

A árvore possui uma ampla importância econômica, uma vez que fornece 

madeira de boa qualidade de ampla utilização, sendo empregada na construção 

civil, além da produção de lenha e carvão. A casca é amplamente utilizada na 

indústria de curtume. Fornece uma goma utilizada pela indústria como ingrediente 

para a fabricação da goma de mascar (GARCIA et al., 2004; LORENZI; MATOS, 

2008). 

 

2.3.1 Aspecto botânico 

Piptadenia colubrina é uma árvore leguminosa caducifólia, de copa aberta e 

irregular, medindo entre 5 e 15 metros de altura, no Nordeste costuma medir entre 4 

e 7 metros. O tronco quase cilíndrico de 30 a 50 centímetros de diâmetro é revestido 

por uma casca um pouco rugosa e provida de espinhos. As folhas são compostas, 
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bipinadas, com 15 a 20 jugas, folíolos opostos de 4 a 6 milímetros de comprimento. 

Flores de cor branca, dispostas em inflorescência do tipo panícula de espigas 

globosas. Os frutos são legumes (vagens) achatados, rígidos, glabros, brilhantes, de 

coloração amarronzada, medindo entre 10 e 20 centímetros de comprimento, 

contendo de 5 a 10 sementes lisas e escuras. Multiplica-se apenas por sementes 

(AGRA,1996; LORENZI; MATOS, 2008). 

 

2.3.2 Uso Popular 

Na medicina popular, a utilização da árvore é restrita, sendo utilizada somente a 

casca e uma espécie de goma extraída do caule. Sua casca é considerada amarga, 

adstringente, depurativa, hemostática, sendo utilizada contra leucorréia e gonorreia 

(MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Também é indicada no tratamento da diarreia, 

disenteria, gases e hemorragias. O decocto e o xarope da casca do caule são 

empregados contra tosse, bronquite e coqueluche (AGRA, 1996; LORENZI; MATOS, 

2008). O ferimento da sua casca libera uma goma-resina usada na fabricação de 

goma-de-mascar e no tratamento de problemas respiratórios. Maia (2004) relata que 

é uma planta utilizada na medicina popular no tratamento de problemas respiratórios 

e inflamatórios. 

 

2.3.3 Composição química 

Segundo Corrêa (1978), essa espécie apresenta em suas cascas 

aproximadamente 32 % de tanino, sendo este constituinte fitoquímico considerado o 

principal responsável pelas atividades terapêuticas atribuídas à espécie. Nozella 

(2001) ao estudar plantas do Nordeste com potencial forrageiro encontrou 9 % de 

tanino condensado na casca do angico.  
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Monteiro e colaboradores (2005) avaliaram a concentração de taninos presentes 

na entrecasca e nas folhas da Piptadenia colubrina, em diferentes épocas do ano. 

Foi verificado que a entrecasca e as folhas apresentaram maiores teores de taninos 

(7,2 e 15,3 %, respectivamente), na estação mais seca do ano (LIMA, 2006a). 

Estudos fitoquímicos realizados com a casca de Piptadenia colubrina, 

constataram a presença de um alcaloide, o óxido de N,N- dimetiltriptamina (FISH et 

al., 1956); esteroides (palmitato de β-sitosterol, β-sitosterol glicosídeo); flavonóides; 

triterpenóides, luperona e lupeol; e os compostos fenólicos, dalbergina, 3,4,5- 

dimethoxidalbegiona (MIYAUCHI et al., 1976). Nas sementes foram encontradas 2,1 

% de bufotenina (PACHTER; ZACHARIAS; RIBEIRO, 1959). Gutierrez-Lugo e 

colaboradores (2004) obtiveram das partes aéreas de Piptadenia colubrina, um novo 

flavonóide, a anadantoflavona, juntamente com outros onze compostos já 

conhecidos: alnusenol, lupenona, lupeol, ácido butilínico, α-amirina, β-amirina, β-

sitosterol, estigmasterol, apigenina, ácido 4-hidroxibenzóico e ácido cinâmico. 

Na goma, obtida do tronco foi identificada a prensença de arabinose e 

galactana, nomeada na pesquisa como ARAGAL, também identificaram a presença 

de mono e oligossacarídeos como: ramose, arabinose, manose, galactose e ácido 

glicorônico (DELGOBO et al., 1999). 

 

2.4.4 Atividade farmacológica 

Ensaios pré-clínicos 

I) In vitro 

A anadantoflavona isolada das partes aéreas da Piptadenia colubrina 

demonstrou uma ação inibitória sobre as atividades das lipoxigenases 12 e 15, 

presentes nas plaquetas e nos reticulócitos humanos, apresentando valores da 

Concentração inibitória média (IC50) de 13 ± 3 µM e 17 ± 3 µM, respectivamente. A 
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apigenina inibiu seletivamente a atividade da 15-lipoxigenase, com IC50 de 4,0 ± 

1µM. A lupenona, o lupeol e a α-amirina também demonstraram relativa atividade 

inibitória na ação das lipoxigenases (GUTIERREZ-LUGO et al., 2004). 

Macrófagos tratados in vitro por 18 h com ARAGAL, componente químico 

descrito anteriormente, foram capazes de destruir 180 células de Sarcoma (S-180), 

ascites ou tumores sólidos, a inibição tumoral foi de 63 e 38 %, respectivamente 

(MORETÃO et al., 2004). 

 

II) In vivo  

O extrato das cascas de P. colubrina foi empregado em testes 

farmacológicos a nível de sistema nervoso central com camundongos e ratos 

machos albinos. Observou-se que doses variáveis do extrato provocaram sinais de 

depressão do sistema nervoso central e insuficiência respiratória. Observou-se 

também que o extrato acarretou um efeito sinérgico quando associado a doses sub-

hipnóticas de pentobarbital sódico e a doses sedativas de clorpromazina e 

diazepam. Os resultados não demonstraram ação anticonvulsivante em relação ao 

pentetrazol. Observou-se, ainda, que o extrato não possui ação analgésica e nem 

altera a ação analgésica do cloridrato de morfina. Os resultados obtidos sugerem 

propriedades psicotrópicas do tipo psicoléptico (depressoras do sistema nervoso 

central) para o material estudado (SARSUR-NETO et al.,1989). 

O ARAGAL, ja descrito anteriormente, isolado da goma teve suas propriedades 

imunológicas estudadas, a seiva de Anadenanthera colubrina demonstrou atividade 

antitumoral significante, assim como um aumento da habilidade fagocítica, devido a 

ativação de, no qual os camundongos foram tratados com 50, 100 ou 200 mg/kg de 

ARAGAL, o que resultou no aumento do número de células fagocitárias presentes 

no exsudado de peritônio em 18, 44 e 88 %, respectivamente. O ARAGAL também 
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promoveu um crescimento na produção do Fator de Necrose Tumoral-α (α-TNF) por 

parte dos macrófagos. (MORETÃO et al., 2004). 

 

Ensaios clínicos e estudos toxicológicos (toxicidade aguda e crônica) com P. 

Colubrina não foram encontrados na literatura. 

      Há relatos de dados toxicológicos descritos em estudos de utilização popular 

desta espécie, como descrito abaixo. 

A utilização do angico por tribos indígenas brasileiras nas suas cerimônias 

místico-religiosas despertou a curiosidade de pesquisadores quanto a possíveis 

efeitos narcóticos relacionados a esta espécie vegetal. Os índios utilizavam as 

sementes torradas e pulverizadas, sendo consumidas na forma de rapé. Foi 

constatado que as sementes do angico eram, assim como as demais espécies desta 

família, ricas no alcalóide bufotenina, apresentando um rendimento de 2,1 % na 

extração realizada com etanol (PACHTER et al.,1959). 

Monteiro (2006) estudou o uso desta planta pela população do semi-árido 

nordestino brasileiro e uma das informações coletadas foi que as folhas eram tóxicas 

para os bovinos e Tokarnia e colaboradores (1999) indicaram que as folhas de esta 

árvore contém grande quantidade de glicosídeos cianogênicos capazes de causar 

intoxicação por cianeto.  

 

2.4 TANINOS 

 

Os taninos são uma classe de compostos químicos presentes em ambas 

espécies vegetais de interesse, das quais pertencem as substâncias selecionadas 

como marcadores. 
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Taninos são substâncias fenólicas altamente distribuídas no reino vegetal, 

solúveis em água e possuem a capacidade de precipitar proteínas e alcaloides, 

historicamente, a importância das plantas ricas em taninos está ligada ao poder de 

transformar a pele animal em couro (HASLAM, 1996; SANTOS; MELLO, 2004). O 

processo de curtimento ou tanagem, ou seja, a transformação do couro cru em 

couro durável é decorrente da formação de ligações covalentes entre os taninos e as 

fibras de colágeno da pele animal. E foi este método que deu nome ao grupo 

(BRUNETON, 1993; NIEMETZ; GROSS, 2005).  

Hillis (1962) se referiu aos taninos como sendo compostos fenólicos naturais 

apresentando pesos moleculares compreendidos entre 500 e 3000 Dalton. Os 

taninos vegetais ou naturais são por definição substâncias que apresentam a 

propriedade de se associar e de se combinar com proteínas e com certos poliois. 

Este comportamento é à base das propriedades tanantes que eles exercem sobre o 

colágeno da pele dos animais ao curso de sua transformação em couro e para suas 

propriedades como o controle de insetos, fungos, bactérias, adstringência, inibição 

enzimática, tanto quanto para suas atividades farmacológicas (MELLO, SANTOS, 

2004). A precipitação das proteínas salivares e glicoproteínas bucais permite 

explicar a fisiologia da ação adstringente dos taninos nos tecidos vegetais antes de 

sua maturidade (TRUGILHO et al., 1997). Estes compostos possuem importantes 

características gustativas responsáveis pela adstringência de muitos frutos e 

produtos vegetais a exemplo de vinhos, sucos de frutas, chás e outras bebidas 

(SIMÕES et al., 2004). A atividade herbívora deve-se ao fato das precipitações 

proteícas dificultarem a digestão dos animais (METCHE, 1980) 

A formação do complexo tanino-proteína (Figura 3) podem ser reversíveis ou 

irreversíveis. Os reversíveis são estabelecidos via pontes de hidrogênio e interações 
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hidrofóbicas, enquanto os irreversíveis ocorrem em condições oxidativas via ligações 

covalentes (MELLO; SANTOS, 2004). 

 

 

Figura 3 - Mecanismos para a formação do complexo tanino-proteína (WAGNER, 1993). 

 

Os taninos podem ainda atingir entre 2 e 40 % da massa seca da casca de 

muitas espécies (HERGERT, 1962), tais valores podem tornar este produto 

economicamente viável para a exploração industrial considerando-se a gama de 

utilizações possíveis (TRUGILHO et al., 1997).  

Segundo Pizzi (1993), o termo "tanino" tem sido usado frequentemente para 

definir duas classes diferentes de compostos químicos de natureza fenólica: os 

taninos hidrolisáveis, encontrados em dicotiledôneas herbáceas e lenhosas (Figura 

4) e os taninos condensados, que ocorrem mais em gimnospermas e angiospermas 

(Figura 5).  
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Figura 4 – Estrutura dos taninos hidrolisáveis (QUEIROZ, MORAIS, NASCIMENTO; 2002) 

 

 

Figura 5 – Estrutura dos taninos condensados (Fonte: a autora) 

 

Para Metche (1980), os taninos hidrolisáveis com ácidos, bases ou enzimas são 

considerados como poliésteres da glicose e caracterizam-se por possuírem um poliol 

central. Podem ser classificados em duas categorias; (a) os galotaninos, que por 

hidrólise ácida liberam o ácido gálico e seus derivados; (b) os elagitaninos, que por 

hidrólise liberam o ácido elágico, ácido valônico, sendo o ácido elágico o mais 

importante (TRUGILHO et al., 1997; SOARES, 2002; SANTOS; MELO, 2004). 

Os taninos condensados são unidades de flavonóides formados pela poli-

condensação de duas ou mais unidades de flavan-3-ols (catequinas) e flavan-3-4 

diols (proantocianidinas) (Figura 6), seus precursores (PIZZI, 1993; SANTOS; 

MELO, 2004). Os taninos condensados mais amplamente estudados são baseados 
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no monômero flavan-3-ol e são eles a (-)-epicatequina e (+)-catequina (HAGERMAN, 

2002). 

 

 

Figura 6 - Monômeros formadores dos taninos condensados. 

 

Plantas ricas em taninos são empregadas em medicina tradicional no tratamento 

de diversas doenças, tais como diarreias, hipertensão arterial, reumatismo, 

hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e do 

sistema urinário e processos inflamatórios em geral (HASLAM, 1996; DE BRUYNE 

et al., 1999; DUSFRESNE; FARNWORTH, 2001; SIMÕES et al., 2004).  

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros 

tem identificado diversas atividades biológicas, pode-se citar: ação bactericida e 

fungicida (SCALBERT, 1991; CHUNG et al., 1998), antiviral (OKUDA; YOSHIDA; 

HATANO, 1993; DE BRUYNE et al., 1999); moluscicida (MARSTON; 

HOSTETTMANN, 1985); inibição de enzimas como glicosiltransferase de 

Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus (HATTORI et al., 1990; OOSHIMA 

et al., 1993), inibição da peroxidação de lipídeos e sequestrador de radicais livres 

(HAGERMAN et al., 1998, MOURE et al., 2001) e ação antitumoral (WANG; 

HELLIWELL; YOU, 2000; DUFRESNE; FARNWORTH, 2001). 

Acredita-se que as atividades farmacológicas dos taninos são devidas, pelo 

menos em parte, a três características gerais: 1) complexação com íons metálicos, 
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como cobre (KRAAL et al., 2006) e o ferro (ANDRADE et al., 2006), 2) atividade 

antioxidante e sequestradora de radicais livres e 3) habilidade de complexar com 

outras moléculas incluindo macromoléculas tais como proteínas e polissacarídeos 

(HAGERMAN, 2002; SIMÕES et al., 2004). 

Alta solubilidade em água, apresentada pelos taninos, reduz a eficiência da 

complexação entre polifenóis e proteínas, enquanto que o aumento do tamanho 

molecular dos polifenóis favorece a associação com proteínas (HASLAM; CAI, 

1994). 

Após isolamento e purificação, os taninos hidrolisáveis apresentam uma 

estabilidade razoável e podem ser mantidos a temperatura ambiente sem 

decomposição. Já os taninos condensados precisam ser mantidos a temperatura 

baixa e sem exposição de luz (MELO; SANTOS, 2004; SIMÕES et al., 2004). 

O ácido gálico (tanino hidrolisável) e a catequina (tanino condensado), objetivos 

deste estudo são apontados como marcadores no controle de qualidade de extratos 

e medicamentos fitoterápicos através de diferentes técnicas de avaliação e 

desenvolvimento tecnológico (PESSUTO et al., 2009). 

 

2.4.1 Ácido gálico  

Ácido gálico (Figura 7) é um ácido orgânico aromático de nome oficial 3,4,5-

triidroxibenzóico, de fórmula H6C7O5 descoberto em 1786 por C.W. Scheele.  É o 

constituinte básico dos taninos hidrolisáveis, originado pela rota biosintética via ácido 

chiquímico, sendo derivado do ácido benzóico, encontrado amplamente em plantas 

lignificadas, frequentemente na forma do seu dímero, o ácido elágico. (SIMÕES et 

al., 2004; LONGHINI, 2006). 
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Figura 7 – Estrutura química do ácido gálico 

 

 Considerado um antioxidante, agindo como inibidor de radicais livres, sendo que 

a concentração tipicamente usada como adjuvante farmacêutico é de 0,1%. 

Também possui características adstringentes. É de ocorrência comum nos chás, 

vinhos vermelhos, frutas e em várias plantas medicinais (WELLS, 1988; 

HOEPFNER; RENG; SCHIMIDT, 2002; SOONG; BARLOW, 2006). 

Foi demonstrado ser um polifenol de final simples; estes compostos podem se 

ligar a somente uma molécula de hemaglutinina, não podendo formar ligações 

cruzadas e assim formar precipitado coloidal característico das ligações 

proteína/polifenol em formas líquidas. As constantes de dissociação (pKa) do 

grupamento carboxílico do ácido gálico variam de 4,2 a 4,5 e das hidroxilas de 8,69 

a 11,42 (HILL et al., 1992, LONGHINI, 2006). 

Apresenta-se na forma monohidratada, com massa molecular de 188,12 g/mol. 

Em sua forma estável funde, com decomposição, em faixa de 258 a 265°C. Pode 

assumir uma faixa instável com faixa de fusão de 225 a 230°C. Diferencia-se dos 

taninos uma vez que, em solução saturada, não produz uma coloração escura nem 

precipita em presença de sais de ferro ou de gelatina (BUDAVARI, 1996; 

HOEPFNER et al., 2002, LONGHINI, 2006). 

A sua estrutura química exibe intensa absorção na região ultravioleta, o que 

permite sua avaliação por cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia 
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de alta eficiência (CLAE) e cromatografia em papel (CP) (DE SOUZA, 2004; MELLO 

e SANTOS, 2004). 

 

2.4.2 Catequina 

As catequinas (Figura 8) pertencem à família dos 3-flavanóis e são 

constituídas por um anel floroglucinol (A), um anel pirânico (B) e um anel catecol (C). 

Possui centros quirais, dos quais resultam 4 isômeros: (+), (-)-catequina e (+), (-)-

epicatequina. Na natureza os isômeros mais abundantes são a (+)-catequina e a (-)-

epicatequina (PORTO, 2002). São amplamente distribuídas em frutas e bebidas, 

incluindo chá verde, vinho tinto, maçãs e chocolate (GRAHAM, 1992; GUYOT et al., 

1998; RITCHEY; WHATERHOUSE, 1999). 

 

 

Figura 8 – Estrutura química da catequina 

 

A constante de dissociação (pKa) varia de 8,6 a 13,2 (GENNARO, 1999). As 

catequinas são compostos incolores, hidrossolúveis, que contribuem com o amargor 

e a adstringência das soluções das plantas que a possuem (BALENTINE; 

WISEMAN; BOUWENS; 1997). 
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2.5 MEDICAMENTO FITOTERÁPICO: SANATIVO ® 

 

O Elixir Sanativo® é um fitoterápico composto (Quadro 3), produzido pelo 

Laboratório Pernambucano LTDA., desde 1888, registrado na ANVISA, na forma 

embalagem de 120 ml (REG. MS n° 1.0421.0007.001-1),  embalagem de 30 ml - 

palheta (REG. MS n° 1.0421.0007.002-8) e embalagem de 30 ml - spray (REG. MS 

n° 1.0421.0007.003-6),  na forma de extrato fluido,  constituído da associação do 

extrato hidroalcoólico de quatro espécies vegetais (LIMA et al, 2006b, PESSOA, 

2008).  

 

Quadro 3: Composição química para cada ml do medicamento fitoterápico Sanativo® 

Espécie vegetal  Parte usada  Concentração marcadores  Volume  

Piptadenia colubrina  Casca Eq. 40 mg de taninos totais 

em ácido tânico 

400 µL 

Schinus terebinthifolius Casca Eq. 24 mg de taninos totais 

em ácido tânico 

400 µL 

Physalis angulata Partes aéreas Eq. 34 µg de fitosteróis totais 

em fisalinas 

85 µL 

Cereus peruvianus Partes aéreas Eq. 1,45 mg de 

polissacarídeos totais  

85 µL 

Etanol 96°GL 1ml QSP 

 

Este produto tradicional tem seu efeito terapêutico relacionado às propriedades 

farmacológicas apresentadas pelas espécies vegetais que compõem sua fórmula, 

tendo como propriedades principais ação cicatrizante e hemostática. 

 É indicado para uso tópico e a bula informa que pode ser utilizado na forma pura 

ou diluída com água ou com soro fisiológico para o tratamento de feridas, 

cicatrização de lesões, picada de insetos, higiene íntima, frieira, pequenos cortes e 
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afecções bucais, não devendo ser ingerido. Com posologia máxima de 3 a 4 dias. 

Deve ser mantido em temperatura ambiente, protegido de luz e umidade. 

Segundo a bula: Piptadenia colubrina apresenta ação hemostática, notadamente 

em cortes e contusões; Schinus terebinthifolius é indicado para dores musculares e 

queimaduras, pois possui propriedades analgésicas, anti-inflamatórias e cicatrizante; 

Physalis angulata atua como balsâmico, aliviando também as dores e contribuindo 

na diminuição dos edemas, escoriações e pancadas; e Cereus peruvianus apresenta 

propriedades detersivas, necessárias a assepsia das regiões lesadas. 

  Lima e colaboradores (2006b) avaliaram atividade cicatrizante do Sanativo® 

diluído para 4 % e os possíveis efeitos tóxicos da sua administração oral subcrônica 

em ratos, nas doses de 0,067; 0,335; 1,675 g/kg. E os resultados mostraram que 

reduziu significativamente a área das feridas abertas no dorso dos ratos e toxicidade 

subcrônica na dose de 1,675 g/kg reduziu significativamente o ganho de massa 

corporal das ratas apenas na primeira semana de administração. A análise 

histológica dos tecidos não mostrou alteração, assim concluiu que o Sanativo® 

possui significativa propriedade cicatrizante no modelo avaliado e baixa toxicidade 

no tratamento oral em ratos Wistar. 

Pessoa (2008) avaliou a atividade do Sanativo® sobre o processo de alveolite 

dental induzida em ratos (Rattud norvegicus albinus). Os animais após anestesiados 

foram submetidos a extração do incisivo superior direito e subsequente alveolite 

dental induzida por adrenalina (1:1000), comprovada alveolite foi realizada a divisão 

em dois grupos: I (controle) que receberam água e II tratados com Sanativo na dose 

de 4,1 mg/mL administrado na água de beber. Foi comprovado que este fitoterápico 

contribui para que o processo de cicatrização fosse mais próximo possível dos 

padrões de normalidade, ou seja, mais semelhantes ao processo de cicatrização do 

alvéolo quando sem a alveolite dental. 
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Arruda (2008) realizou a avaliação farmacológica das atividades anti-

inflamatória, analgésica e antiulcerogênica, comprovando tais efeitos, do fitoterápico 

Sanativo®, investigados em modelos de inflamação aguda (edema de pata induzido 

por carragenina, dextrana e histamina), analgesia (contorções abdominais por ácido 

acético e placa quente) e de úlcera induzida por etanol. 

  

2.6 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 

 

A cromatografia surgiu por volta de 1906 com os experimentos do russo Michael 

S. Tswett, um botânico polonês, que utilizou colunas de adsorção nas suas 

pesquisas sobre pigmentos de plantas. O nome derivou das palavras chrom (cor) e 

grafe (escrever), embora tenha explicado que o processo não depende da cor, 

exceto para facilitar a identificação dos componentes (AQUINO NETO; NUNES, 

2003). 

Existem vários tipos de técnicas cromatográficas e estas são baseadas na 

repartição dos analitos entre duas fases, uma estacionária e uma móvel, o que 

permite efetuar separações de vários compostos similares, identificação e 

quantificação de espécies químicas (JARDIM; COLLINS; GUIMARÃES, 2006). 

A CLAE é uma importante técnica de separação, uma vez que consegue separar 

misturas que contem grande quantidade de compostos similares, assim realizar 

análises quantitativas, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolução, 

eficiência e dectabilidade, se tornando propícia a análise de fitoterápicos (JARDIM; 

COLLINS; GUIMARÃES, 2006).  

Independente do grau de automação, essa técnica de separação promove um 

particionamento dos constituintes da amostra, introduzida pelo sistema de injeção, 

em duas fases, uma estacionária e outra móvel; esta, sob pressão oriunda de uma 
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bomba, percorre a primeira, resultando na separação dos compostos de acordo com 

a afinidade destes com ambas as fases. A seguir, a fase móvel, ao atravessar a 

coluna, contendo as substâncias, atinge o detector, que faz uma correlação entre o 

sinal gerado na célula de detecção e a concentração do analito, que é enviado ao 

sistema de registros e análises de dados gerando um cromatograma (JARDIM et al., 

2006). A figura 9 demonstra um cromatógrafo líquido.  

 

 

Figura 9 – Representação de um equipamento de CLAE (Fonte: a autora) 

(a)Reservatório da fase móvel, (b) bomba de alta pressão, (c) injetor, (d) coluna cromatográfica, (e) 

detector, (f) sistema de aquisição e processamento de dados, (g) descarte da fase móvel. 

 

O cromatógrafo líquido é complexo formado por seis componentes essenciais 

que estão descritos no quadro 4 (AQUINO NETO; NUNES, 2003; GIL, 2005). 
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Quadro 4- Principais componentes da CLAE e algumas de suas características  

COMPONENTES CARACTERÍSTICAS 
(A) Reservatório de solventes: Onde se encontra o solvente da fase móvel 
(B) Bomba de alta pressão Sistema mecânico que impulsiona a fase móvel para a coluna 

cromatográfica, composto por controladores de pressão e vazão. 
(C) Injetor: Serve como sistema de entrada da amostra para a coluna que é 

carreada pela fase móvel 
(D) Coluna cromatográfica: Feita de aço inoxidável, de comprimento (entre 10 e 30 cm) e 

calibre de precisão. É o local onde se encontram empacotadas 
as partículas de fase estacionária e onde ocorre o processo de 
separação. 

(E) Detector: Dispositivo eletroeletrônico que responde à variação da 
composição do efluente da coluna gerando sinais elétricos. Os 
detectores mais comuns empregados são: UV-VIS, fluorescência, 
eletroquímico, massas. 

(F) Processador de dados  Sistema que analisa e processa os dados provenientes do 
detector e os transforma em sinais gráficos chamados de 
cromatogramas.  

 

 2.7 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODOS ANALÍTICOS PARA SEPA RAÇÃO E 

QUANTIFICAÇÃO DE ÁCIDO GÁLICO E CATEQUINA 

 

A Cromatografia em fase reversa é o modo mais popular de cromatografia 

líquida de compostos fenólicos.  As colunas variam de 100 a 300 mm de 

comprimento e geralmente com 4,6 milímetros de diâmetro interno. As colunas mais 

frequentemente utilizadas são as de octadecilsilano (C18, ODS ou pelo parâmetro 

da Farmacopeia Americana, L1).  Os sistemas de eluição são normalmente binário 

tendo como a Fase A uma solução aquosa polar ácida, a acidificação, normalmente 

é realizada com ácido acético, ou ácido perclórico, ou ácido fosfórico, ou ácido 

fórmico e uma Fase B formada por um solvente orgânico menos polar, os mais 

utilizados são o metanol ou a acetonitrila, podendo ser acidificada ou não. A maior 

alteração observada na fase móvel é obtida com a modificação do tipo de ácido 

usado, sendo capaz de minimizar fator de cauda (MERKEN; BEECHER, 2000).  

   A faixa de pH mais frequentemente utilizados para FR-CLAE de compostos 
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fenólicos é baixa, entre 2 e 4. O pH e força iônica da fase móvel são conhecidos por 

influenciar a retenção de compostos fenólicos na coluna,  dependendo da ocorrência 

de protonação, dissociação ou dissociação parcial  (LEE, 2000). Os tempos totais de 

análise são geralmente de no máximo uma hora, com equilíbrio entre as execuções 

(MERKEN; BEECHER, 2000).  

O pKa das catequinas  é de 8,6 a 13,2 (GENNARO, 1999). O pH da fase móvel 

deve ser abaixo da constante de ionização, pois o aumento da forma ionizada do 

analito aumenta sua dissolução na fase aquosa e reduz seu tempo de retenção, já 

que a forma iônica passa através da coluna sem retenção (IVANOVIC, et al., 1995). 

 Fenóis possuem regiões cromóforas que absorvem na região do ultravioleta 

(UV). A maioria dos compostos fenólicos apresentam valores de absorção entre 246-

262 nm com um ombro entre 290-315 nm (LEE, 2000). Essas duas bandas de 

absorção são características dos flavonóides e consequentemente dos taninos. Os 

detectores mais utilizados são UV/VIS (FRANCISCO; RESURRECCION, 2009).  

O método de perfil ideal deve ser tão simples quanto possível, capaz de detectar 

todos os compostos presentes, fornecer o máximo de informações possíveis para 

cada pico no cromatograma com a finalidade de identificação, quantificação e deve 

ser executado, preferencialmente, em uma única análise cromatográfica (HARNLY; 

BHAGWAT; LIN, 2007). 

 

2.8 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

A validação de métodos analíticos é um processo usado para confirmar que o 

procedimento analítico empregado para uma análise específica é adequado para o 

uso pretendido. Os resultados da validação do método podem ser usados para julgar 

a qualidade, confiabilidade e consistência dos resultados analíticos, a validação é 
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parte integrante de toda boa prática analítica (BURGESS, O’DONOHOE; GRILL, 

2000). 

Os procedimentos para validação estão descritos em resoluções e guias. As 

resoluções são documentos com poder de lei; os guias são documentos que 

sugerem uma linha de trabalho a ser seguida e são, portanto abertos para 

interpretação (RIBANI et al., 2004). No Brasil, a ANVISA, através da Resolução – RE 

Nº 899, de 29 de maio de 2003, regulamenta o guia para validação de métodos 

analíticos e bioanalíticos. Para que um medicamento seja registrado junto a 

ANVISA, o método de análise deve ser validado pelo fabricante, obedecendo aos 

parâmetros propostos pelo guia, que apesar de ser chamado de guia é uma 

resolução que tem poder de lei (BRASIL, 2003). 

Além da ANVISA, outros institutos, estabelecem parâmetros de validação, 

podendo ser também consultados em um processo de validação, entre estes estão, 

a Food and Drug Administration (FDA), O Instituto Nacional de Metrologia 

(INMETRO), a International Conference on Harmonisation (ICH) e a Farmacopeia 

dos Estados unidos (USP). 

De acordo com a Resolução RE n° 899, de 29 de maio de 2003, a validação 

deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda às 

exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. 

Para tanto, deve apresentar especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, 

precisão, limite de detecção, limite de quantificação e exatidão adequadas à análise 

(BRASIL, 2003).  
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2.8.1 Especificidade e seletividade 

É a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em 

presença de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradação e 

componentes da matriz (BRASIL, 2003).  

Um método é considerado específico se ele produz apenas uma resposta para 

um simples analito. Como os métodos cromatográficos não produzem respostas 

apenas para um analito de interesse, mas também para outras substâncias de 

interesse, o termo seletividade é sempre mais apropriado neste contexto que 

especificidade. Se a seletividade não for assegurada, a linearidade, a exatidão e a 

precisão estarão seriamente comprometidas (NASCIMENTO, 2004; RIBANI et al., 

2004).  

A seletividade pode ser obtida de várias maneiras. A primeira forma de se avaliar 

a seletividade é comparando a matriz isenta da substância de interesse e a matriz 

adicionada com esta substância (padrão), sendo que, nesse caso, nenhum 

interferente deve eluir no tempo de retenção da substância de interesse, que deve 

estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra (ICH, 2005; 

SWARTZ; KRULL, 1998; SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004). 

A segunda maneira é através da avaliação com detectores modernos (arranjo de 

diodos, espectrômetro de massas), que comparam o espectro do pico obtido na 

separação com o de um padrão e utiliza-se isto como uma indicação da presença do 

composto puro. Estas duas maneiras são as mais utilizadas (HUBER, 2001; 

JENKE,1998; VESSMAN, et al., 2001; RIBANI et al., 2004). 

O método de adição padrão também pode ser aplicado para os estudos de 

seletividade, porém este método é utilizado quando não é possível obter a matriz 

isenta da substância de interesse. Neste caso é feita uma curva analítica com adição 

da substância de interesse na amostra e comparada com uma curva analítica sem a 
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presença da matriz. Comparam-se então as duas curvas analíticas e caso elas 

sejam paralelas, pode-se dizer que não há interferência da matriz na determinação 

da substância de interesse, portanto o método é seletivo.  

Outra forma de verificar a seletividade é a analise das amostras após terem sido 

submetidas a diversas condições de estresse, como aquecimento entre 50 e 60°C, 

luminosidade intensa, adição ácidos (HCl 0,1M) ou bases (NaOH 0,1M) e oxidantes 

(H2O2 3%) também podem ser utilizadas de maneira a demonstrar que o método é 

capaz de seletivamente discriminar entre o analito de interesse e sustâncias de 

degradação (SHABIR, 2003). 

 

2.8.2 Linearidade 

É a capacidade de uma metodologia analítica de demonstrar que os resultados 

obtidos são diretamente proporcionais à concentração do analito, dentro de um 

intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela 

análise de no mínimo cinco concentrações diferentes (BRASIL, 2003).  

Os dados podem ser tratados por regressão linear pelo método dos mínimos 

quadrados dos pontos médios de três curvas de calibração autênticas. O critério 

mínimo aceitável do coeficiente de correlação (r) deve ser igual a 0,99 para métodos 

analíticos (BRASIL, 2003).  

As diretrizes da ICH3 e da ANVISA especificam um mínimo de cinco níveis de 

concentração, juntamente com certos mínimos de variação especificados (BRASIL, 

2003, ICH, 2005). A IUPAC recomenda seis ou mais níveis de concentração (RIBANI 

et al, 2004). A quantificação do composto de interesse em validação pode ser obtida 

através dos seguintes métodos: padronização externa; padronização interna; 

superposição de matriz; adição padrão. 
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A homocedasticidade, ou variância constante dos resíduos, deve ser analisada 

através do gráfico de resíduos de maneira a garantir que os erros obtidos nas 

análises são aleatórios e não provenientes de tendências do método (CHANDRAN; 

SINGH, 2007). 

 

2.8.3 Intervalo  

É a faixa entre os limites de quantificação superior e inferior de um método 

analítico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicação 

pretendida do método (BRASIL, 2003). 

 

2.8.4 Precisão 

De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2003), precisão é a avaliação da 

proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem 

múltipla de uma mesma amostra. Esta se divide em três níveis: 

 

Repetibilidade (precisão intra-corrida): Concordância entre os resultados dentro 

de um curto período de tempo com o mesmo analito e mesma instrumentação. 

A repetibilidade do método é verificada por no mínimo nove determinações, ou 

seja, três concentrações: baixa, média e alta, com três réplicas cada ou mínimo de 

seis determinações a 100% da concentração teste. 

Precisão intermediária (precisão inter-corridas): concordância entre os 

resultados do mesmo laboratório, mas obtidos em dias diferentes, com analistas 

diferentes e/ou equipamentos diferentes. Recomenda-se o mínimo de dois dias com 

analistas diferentes. 
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Reprodutibilidade: concordância entre os resultados obtidos em laboratórios 

diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados à padronização de 

metodologia analítica.  

A precisão pode ser expressa como desvio padrão relativo (DPR) ou coeficiente 

de variação (CV%), segundo a equação 1. 

100⋅=
CMD

DP
DPR    (Equação 1) 

Em que DP é o desvio padrão e CMD a concentração média determinada. Não 

se admite valores superiores a 5% para métodos analíticos e 15% para métodos 

bioanalíticos. 

 

2.8.5 Limite de detecção (LOD) 

É a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser 

detectada, porém não necessariamente quantificada, sob condições experimentais 

estabelecidas. O limite de detecção é estabelecido por meio da análise de soluções 

de concentrações conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nível 

detectável (BRASIL, 2003).  

 Em CLAE, a estimativa do limite de detecção pode ser feita com base na 

relação três vezes o ruído da linha de base (BRASIL, 2003). Pode ser determinado 

pela equação 2: 

IC

DPa
LD

3⋅=      (Equação 2) 

 Em que DPa é o desvio padrão do intercepto com o eixo y de, no mínimo, três 

curvas de calibração construídas com as concentrações do fármaco próximas ao 
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suposto limite de quantificação e IC é a inclinação da curva de calibração (BRASIL, 

2003).   

2.8.6 Limite de quantificação (LOQ) 

É a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada 

com precisão e exatidão aceitáveis sob condições experimentais estabelecidas 

(BRASIL, 2003). 

O Limite de Quantificação é estabelecido por meio da análise de soluções 

contendo concentrações decrescentes do fármaco até o menor nível determinável 

com precisão e exatidão aceitáveis (BRASIL, 2003). Pode ser expresso pela 

equação 3: 

IC

DPa
LQ

10⋅=  (Equação 3) 

 Em que DPa é o desvio padrão do intercepto com o eixo y de, no mínimo, três 

curvas de calibração construídas com as concentrações do fármaco próximas ao 

suposto limite de quantificação e IC é a inclinação da curva de calibração, Também 

pode ser determinado por meio do ruído, considerando a concentração que produza 

relação sinal-ruído superior a 10:1 (BRASIL, 2003).  

 

2.8.7 Exatidão 

É a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relação ao 

valor verdadeiro (BRASIL, 2003).  

A exatidão é calculada como porcentagem de recuperação da quantidade 

conhecida do analito adicionado à amostra, ou como a diferença percentual entre as 

médias e o valor verdadeiro aceito, acrescido dos intervalos de confiança (BRASIL, 

2003). 
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É determinado através de três concentrações: baixa, média e alta, com três 

réplicas cada, perfazendo um total de nove determinações. E exatidão é expressa 

pela relação entre a concentração média determinada experimentalmente e a 

concentração teórica correspondente (Equação 4). A exatidão deve estar entre 80 – 

120% do valor nominal da concentração.  

100
.

.. ⋅=
TeóricaConc

aExperimentMédiaConc
Exatidão  (Equação 4) 

 

2.8.8 Robustez 

A robustez de um método analítico é a medida de sua capacidade em resistir a 

pequenas e deliberadas variações dos parâmetros analíticos. Constatando-se a 

susceptibilidade do método à variações nas condições analíticas, estas deverão ser 

controladas e precauções devem ser incluídas no procedimento (BRASIL, 2003).  

 

2.9 CONFORMIDADE DO SISTEMA 

 

Segundo Ribani e colaboradores (2004), antes de iniciar a validação ou mesmo 

a análise de amostras, deve-se avaliar se o sistema utilizado é capaz de fornecer 

dados de qualidade aceitável. Esta avaliação é chamada conformidade do sistema 

(system suitability), que pode ser definida como um conjunto de testes para garantir 

que o equipamento utilizado está apto a gerar resultados de precisão e exatidão 

aceitáveis. Existem duas abordagens para comprovação da conformidade do 

sistema. 

A primeira abordagem contempla critérios selecionados do desempenho do 

método determinados durante a validação. Segundo a Farmacopeia Brasileira 
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(2010) os critérios estabelecidos devem ser atingidos durante as análises de rotina 

de maneira a ser garantida a confiabilidade dos resultados gerados, conforme 

quadro 5. 

 

Quadro 5 – Parâmetros de conformidade do sistema para CLAE. Fonte:Brasil,2010b. 

Parâmetro Fórmula Critério 

Fator de retenção (k) 

 

O pico deve estar bem 

separado de outros picos 

e do pico correspondente 

ao tempo de retenção de 

um composto não retido, 

k > 2 

Resolução (Rs) 

 

Rs > 2 entre o pico de 

interesse e o interferente 

potencial mais próximo 

(impureza, produto de 

degradação) 

Fator de cauda (T) 

 

TF < 2 

Número de pratos 

teóricos (N) 

N > 2000 para CLAE 

Repetitividade --------- DPR < 1% para n > 5 

 

Para conseguir tais informações é necessário saber interpretar um 

cromatograma, que é representado a seguir (figura 10 e 11) por um esquema de 

separação cromatográfica típica de duas substâncias, sendo t1 e t2 os respectivos 

tempos de retenção. Os termos h, h/2 e Wh/2 correspondem à altura, à meia altura e 

à largura a meia altura, respectivamente, e W representa a largura do pico na linha 

de base, pelo método da triangulação. O sinal relativo ao tempo morto, t0, refere-se 

a uma substância não retida na coluna cromatográfica (Brasil, 2010b). 
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Figura 10 -  Separação cromatográfica de duas substâncias (Fonte: Brasil, 2010b). 

 

Figura 11: Cromatograma representando a assimetria do pico (Fonte: Brasil, 2010b). 

W0,05 = largura do pico a 5% da altura; f = valor da porção anterior do pico, em relação à largura a 

5% da altura. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral:  

 

Desenvolver e validar um método analítico adequado para identificação e 

quantificação de taninos (ácido gálico e catequina) em produtos contendo Schinus 

terebinthifolius Raddi e Piptadenia colubrina Benth. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

� Realizar a caraterização físico-química e microbiológica do fitoterápico 

Sanativo®; 

�  Desenvolver metodologia analítica em sistema de CLAE-UV para a 

determinação do teor dos marcadores, ácido gálico e catequina, na droga 

vegetal; nos extratos e produto contendo Schinus terebinthifolius e Piptadenia 

colubrina; 

� Validar o método desenvolvido por meio da avaliação dos parâmetros: 

especificidade e seletividade do método, linearidade, intervalo de trabalho, 

precisão, exatidão e robustez. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 MATERIAIS 

 

4.1.1 Material vegetal 

A droga vegetal (casca seca triturada) de S. terebinthifolius e P. colubrina 

(Figura 12), as amostras dos macerados hidroalcoólicos (produtos intermediários) de 

S. terebinthifolius (Lote 00942111; Fabricação: 09/2011; Validade: 09/2013) e P. 

colubrina (Lote 00952211; Fabricação: 09/2011; Validade: 09/2013), assim como o 

respectivo produto acabado, medicamento fitoterápico Elixir Sanativo® foram 

fornecidos pelo Laboratório Pernambucano – LAPERLI (Recife-PE). 

 

   

Figura 12 - Material vegetal trabalhado, casca triturada de S. terebinthifolius e P. colubrina, 

respectivamente (Fonte: arquivo pessoal) 
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4.1.2 Padrões 

Os padrões de ácido gálico (Lote 046K0131) e catequina (Lote: 036K164) 

empregados neste estudo, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (São Paulo, Brasil). 

  

4.1.3 Equipamentos utilizados 

 

•  Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência modelo LC 220, da marca VARIAN 

detector UV/DAD/Fluorescência, forno de coluna, válvula misturadora de 

solventes a baixa pressão, válvula de injeção automática, amostrador com 

controle de temperatura e software Galaxie, pertencente ao LACEN/CE.  

•  Espectrofotômetro PerkinElmer® (LAMBA EZ201)  e TermoScientific® 

(Evolution 60S). 

•  Balança analítica (Mettler Toledo® – AG204) 

•  Purificador de água (Millipore® - Advantage AD) 

•  Banho-Maria Nova Ética® 

•  Granulotest - Produtest® 

•  Coluna ACE®, 4,6 x 150 mm, 5 µm, C18 

•  Estufa Fabbe® 

•  Pontenciômetro Orion® 

•  Pré-coluna ACE®5, C18 

•  Pipetas automáticas de volume variável Gilson® 

•  Pipetas volumétricas Vidrolabor® 

•  Seringas descartável (5 e 10 mL) BD®  

•  Ultrassom Unique® 

•  Unidades filtrante descartável, 0,45 µm de poro, Milipore® 

•  Balança com infravermelho Gehaka® 
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4.1.4 Reagentes 

• Água MilliQ 

• Metanol grau HPLC - Tedia® e J.T.Baker® 

• Ácido Ácetico grau HPLC – J.T.Baker® 

• Acetato de Amônio – J.T.Baker® 

• Ácido trifluoroacético - Vetec® 

 

 

4.2 MÉTODOS  

 

4.2.1 CARACTERIZAÇÃO DA DROGA VEGETAL   

 

4.2.1.1 Determinação granulométrica por tamisação 

Tarou-se os tamises de numeração ABNT 7, 12, 20, 30, 60, 80 100 e o coletor, 

de abertura de malha 2,8 e 1,7 mm, 710, 355, 250, 180 e 125 µm, respectivamente, 

estes foram organizados em ordem decrescente de abertura de malha no 

equipamento (Figura 13), adicionando 25 g da amostra no primeiro tamis. Após 

agitação por 30 minutos, com reostato em 10, pesou-se o que ficou retido em cada 

tamis. As análises foram realizadas em triplicata. 

 

 

Figura 13 - Tamisador automático utilizado na determinação da faixa granulométrica 
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4.2.1.2 ENSAIOS DE PUREZA 

 

4.2.1.2.1 Determinação de água em drogas vegetais ( Brasil, 2010b) 

 

- Estufa 

Pesou-se exatamente cerca de 2 g da droga vegetal em pesa-filtro previamente 

dessecado e tarado. Colocou-se em estufa a 105 °C p or 5 h, após deixou-se voltar à 

temperatura ambiente dentro de dessecador e pesou-se. Repetiu-se a operação até 

que a diferença entre duas pesagens seja de, no máximo, 5 mg. Realizado em 

triplicata. 

 

- Balança de determinação de umidade com Infraverme lho 

Para fins de comparação a determinação de água também foi realizada em 

balança de Infravermelho. Com a balança pré-aquecida e calibrada, selecionou-se a 

opção “medir umidade”, tarou-se o prato de alumínio vazio e colocou-se a amostra 

espalhando-a sobre todo o prato até que se tenha 10 g, fechou-se a tampa do 

equipamento e aguardou-se até soar um sinal indicando o final da medida. No 

display foi realizada a leitura da umidade. 

 

4.2.1.2.2 Determinação de cinzas totais 

Pesou-se exatamente cerca de 3 g da droga vegetal pulverizada, transferiu-se 

para o cadinho de silício previamente calcinado, resfriado e pesado. Incinerou-se a 

temperatura de 450° C, até eliminar todo o carvão. Resfriou-se em dessecador e 

pesou-se. Umedeceu-se o cadinho com 2 ml de solução saturada de nitrato de 

amônio. Evaporou-se até secura em banho-maria e chapa e repetiu-se o processo 

de incineração até peso constante. 
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4.2.2 CONTROLE FÍSICO-QUÍMICO DO MEDICAMENTO FITOTERÁPICO 

SANATIVO® 

 

4.2.2.1 Determinação da densidade relativa (Brasil,  2010b). 

A densidade relativa é baseada na relação entre o peso de uma substância ao 

ar a 20ºC e o peso de igual volume de água à mesma temperatura, usando-se o 

picnômetro calibrado. O picnômetro seco foi pesado na Balança eletrônica de 

precisão METTLER TOLEDO modelo AG 204 vazio e com água recém destilada à 

20ºC. Em seguida, a amostra foi colocada, com o cuidado de remover o  excesso e 

pesada. Foi obtido o peso da amostra através da diferença da massa do picnômetro 

cheio e vazio. Foi obtida a relação entre a massa da amostra líquida e a massa da 

água, ambas a 20º C, denominada, densidade relativa. 

 

4.2.2.2 Determinação do pH (Brasil, 2010b).  

O pH das amostras foi determinado em triplicata em potenciômetro previamente 

calibrado com tampão pH 7 e pH 4. 

 

4.2.2.3 Determinação de resíduo seco (Brasil, 2010b ). 

Transferiu-se 5 mL de extrato para pesa-filtros ou placa de Petri, medindo, 

aproximadamente, 50 mm em diâmetro e 30 mm de altura. Evaporou-se até secura 

em banho-maria e dessecado em estufa a 100 - 105º C, por 3 horas. Deixou-se 

esfriar em dessecador, sobre pentóxido de fósforo e pesou-se. Foi calculado o 

resíduo seco em porcentagem sobre a massa ou sobre o volume. O ensaio foi 

realizado em triplicata. 
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4.2.3 CONTROLE MICROBIOLÓGICO DO MEDICAMENTO FITOTE RÁPICO 

SANATIVO® 

 

4.2.3.1 Contagem do número total de microorganismos  mesofílicos (Brasil, 

2010b). 

Contagem em placa - Método de profundidade 

 

Preparo da amostra: Transferiu-se 1 mL da amostra para 9 mL de caldo Caseína-

Soja (TSA). 

Ensaio: Adicionou-se 1 mL da amostra preparada como descrito anteriormente, em 

placa de Petri e verter, separadamente, 15 - 20 mL de ágar caseína soja e, ágar 

Sabouraud-dextrose mantidos a 45 - 50°C. Utilizou-s e duas placas para cada meio e 

diluição. Incubou-se as placas contendo ágar caseína-soja a 32,5 ºC ± 2,5 °C 

durante 3 - 5 dias e as placas contendo ágar Sabouraud dextrose a 22,5 ºC ± 2,5 °C 

durante 5-7 dias para determinação do número de microrganismos aeróbios totais e 

bolores e leveduras, respectivamente. Somente as placas que apresentarem numero 

de colônias inferior a 250 (bactérias) e 50 (bolores e leveduras) foram consideradas 

para o registro dos resultados. Tomou-se a média aritmética das placas de cada 

meio e foi calculado o número de UFC por mL do produto. 

 

4.2.3.2 Pesquisa e identificação de patógenos 

Foi realizada a pesquisa de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e 

Pseudomonas aeroginosas, transferido 1 mL da amostra para tubo contendo 9 mL 

de tampão fosfato pH 7,2 e agitou-se até dissolução. Filtrou-se através de 

membrana de 0,45 µm, em seguida, lavou-se com 100 ml de Fluido I. A membrana 



 
 

76

foi colocada em tubo contendo 30 ml de caldo de enriquecimento. E foi incubada a 

30 – 35 °C, pelo período de 24 a 48 h.   

 

4.2.4 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALÍTICA 

 

4.2.4.1 Análise exploratória 

 

Preparação da solução de marcadores 

CATEQUINA 

Solução mãe: foi pesado exatamente cerca de 10 mg e diluído com água em balão 

volumétrico de 10 mL, colocou-se em ultrassom até total solubilização da amostra. 

Solução final: foi retirado a alíquota de 1 mL e feita nova diluição para balão 

volumétrico de 10 mL, em seguida, aferido com água e homogeneizado. 

Concentração final: 0,1 mg/mL. 

 

ÁCIDO GÁLICO  

Solução mãe: foi pesado exatamente cerca de 10 mg e diluído com água em balão 

volumétrico de 10 mL, colocou-se em ultrassom até total solubilização da amostra. 

Solução final: foi retirado a alíquota de 1 mL e feita nova diluição para balão 

volumétrico de 10 mL, em seguida, aferido com água e homogeneizado. 

Concentração final: 0,1 mg/mL. 

 

Solução contendo Ácido Gálico e Catequina: juntou-se 1 mL da solução mãe de 

catequina a 1 mL da solução mãe de ácido gálico em um balão volumétrico de 10 

mL, completou-se o volume com água e homogeneizou-se. 
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Condições iniciais de análise cromatográfica: 

Coluna cromatográfica: ACE 5, C18, 15,0 cm x 4,6 mm, partícula de 5µm. 

Pré-coluna: ACE, C18, 4,0 cm x 4,6 mm, partícula de 5µm. 

Cromatógrafo: 920-LC, VARIAN. 

Temperatura do forno da coluna: 35 °C. 

Volume de injeção: 10 uL. 

Fluxo: 1,0 mL/min. 

Fase Móvel A: água acidificada com ácido acético, pH 3,5. 

Fase móvel B: metanol. 

 

Tabela 1: Gradiente exploratório para desenvolvimento do método analítico.  

Tempo (min) Fase A (%) Fase (B) 

0 100 0 

30 0 100 

 

A tabela 1 apresenta o gradiente exploratório na qual a fase móvel A foi de 100 

% a 0 % em 30 minutos. Observou-se em que faixa de porcentagem das fases 

móveis os picos de ácido gálico e catequina se formaram. 

A tabela 2 apresenta as fases móveis que foram testadas isocraticamente. 

 

Tabela 2 – Combinações isocráticas das fases móveis avaliadas: 

Sistemas Fase Móvel A (%) Fase Móvel B(%) 

S1 90 10 

S2 88 12 

S3 85 15 

S4 70 30 
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4.2.4.2 Alteração da fase móvel 

O ácido acético glacial de alta pureza foi substituído pelo ácido trifluoroacético. 

 

4.2.4.3 Análise da seletividade do método 

Fase móvel e etanol foram injetados nas mesmas condições da amostra. 

 

4.2.4.4 Análise da pureza do pico 

Os picos de cada uma das soluções preparadas foram submetidos à avaliação 

de pureza de pico do próprio software do equipamento. 

 

4.2.5 MÉTODO PROPOSTO 

Preparação da solução amostra do medicamento fitote rápico Sanativo ®: 

Foi transferido 3 ml de Sanativo®  para balão volumétrico de 10 ml. Após diluição 

na fase móvel e filtração através de membrana com poro de 0,45 µm, a amostra foi 

injetada no cromatógrafo. 

 

Preparação da solução amostra do macerado hidroalco ólico de S. 

terebinthifolius . 

Foi transferido 1,2 ml de produto intermediário de S. terebinthifolius para balão 

volumétrico de 10 ml Após diluição na fase móvel e filtração através de membrana 

com poro de 0,45 µm, a amostra foi injetada no cromatógrafo. 

 

Preparação da solução amostra do macerado hidroalco ólico de P. colubrina  

Foi transferido 1,2 ml de produto intermediário de P. colubrina para balão 

volumétrico de 10 ml Após diluição na fase móvel e filtração através de membrana 

com poro de 0,45 µm, a amostra foi injetada no cromatógrafo. 
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Preparo da solução padrão para a metodologia analít ica 

Após diluição na fase móvel até concentração de 0,078 mg/mL e 0,026 mg/mL 

de ácido gálico e catequina, respectivamente, submeter a filtração através de 

membrana com poro de 0,45 µm. 

 

Condições operacionais 

As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido de alta eficiência, modelo 

920 LC (Varian, Japão), munido de bomba quaternária, auto-injetor e detector de 

arranjo de diodos. Uma coluna C18 de 150 mm × 4,6 mm e tamanho de partícula de 

5 µm (ACE,UK), protegida por pré-coluna de mesma composição (4,0 mm x 4,6 

mm), foi empregada durante os ensaios. A fase móvel foi constituída por 

metanol:solução aquosa ácido trifluoroacético a 0,05 % na proporção de 88:12 (v/v); 

fluxo de 1 mL/min e temperatura de 35º C. O volume de injeção foi de 20 µL e os 

picos referentes aos padrões foram identificados através de co-injeção e 

comparação com os respectivos tempos de retenção.  

 

Espectro de varredura para determinação de comprime nto de onda 

As soluções acima descritas foram analisadas em espectrofotômetro, coletando 

informações da varredura do comprimento de onda de 200 nm a 400 nm.  

 

 

4.2.6 VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO  

  

A seletividade do método foi avaliada ainda no desenvolvimento e descrita 

anteriormente. 
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4.2.6.1 Robustez  

O método desenvolvido foi submetido a pequenas e controladas variações com 

intuito de verificar se os resultados obtidos são significativamente diferentes e, 

portanto se devem ser rigorosamente controlados durantes as análises. 

 Foram analisadas amostras em triplicatas para cada item alterado. As 

modificações foram: fluxo de fase móvel (0,9 mL/min, 1,0 mL/min, 1,1 mL/min), 

temperatura de forno da coluna (34 °C, 35°C, 36°C) e colunas C18 de diferentes 

fabricantes (ACE®, XTerra®, XBridge®). Conforme quadro 6. 

 

Quadro 6: Parâmetros selecionados para avaliação da robustez 

Parâmetro Condições do método 
Variações aplicadas 

Inferior Superior 

Fluxo 1,0 mL/min 0,9 mL/min 1,1 mL/min 

Temperatura de forno de 

coluna 
35 °C 34 °C 35 °C 

Fabricante de coluna 
ACE, 5 µm, 150x4,6 mm XTerra, 5 µm,   

150x4,6 mm 

XBridge, 3,5 µm, 

150x4,6 mm 

 

4.2.6.2 Linearidade e intervalo 

Para a realização da curva de calibração foram preparadas seis 

concentrações diferentes a partir da solução estoque dos marcadores ácido gálico 

e catequina, 0,78 mg/mL e 0,26 mg/mL, respectivamente. Para cada concentração 

foram realizadas 3 curvas, cada ponto em duplicata. Prepararam-se as soluções 

em balões volumétricos calibrados conforme Tabela 3. O intervalo foi de 70 a 120 

% da concentração de trabalho para determinação quantitativa dos analitos. A 

condição de análise é que o coeficiente de correlação (r2) 0,99. 
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Foi verificado a linearidade de ácido gálico e catequina a partir da de diluições 

sucessivas do medicamento fitoterápico Sanativo® (tabela 4), para avaliar o 

desempenho dos marcadores na matriz.  

 

Tabela 3: Dados para preparo da curva de calibração  

Concentração do 

padrão de 

referência (mg/mL) 

Vol. da solução estoque 

de ácido gálico             

(0,78 mg/mL) em mL 

Vol. da solução 

estoque de catequina              

(0,26 mg/mL) em mL 

Vol. do 

diluente  

(mL)  

0,546 0,7 0,7 

q.s.p 

10mL 

 

0,642 0,8 0,8 

0,702 0,9 0,9 

0,780 1,0 1,0 

0,858 1,1 1,1 

0,936 1,2 1,2 

 

Tabela 4: Dados para preparo da linearidade dos marcadores no Sanativo®  

Concentração 

(%) 

Volume de Sanativo ® 

(mL) 

Vol. do diluente  

(mL)  

70 1,8 

q.s.p 10mL 

 

80 2,1 

90 2,4 

100 3,0 

110 3,6 

 

4.2.6.3 Limite de detecção e limite de quantificaçã o 

Foi determinado a partir dos dados da linearidade, no limite de detecção a 

estimativa feita realizada com base na relação de 3 vezes o ruído da linha de base e 

o limite de quantificação, uma relação de 10 vezes o ruído da linha de base. 
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4.2.6.4 Precisão – Repetibilidade 

Foi avaliada injetando 6 preparações da solução amostra do medicamento 

fitoterápico Sanativo® e 6 preparações da solução padrão, como descrito 

anteriormente, o DPR do teor de ácido gálico e catequina foi calculado. O DPR 

tem que ser menor ou igual a 5 %. 

 

4.2.6.5 Precisão - Precisão intermediária 

As amostras e padrão foram preparadas em 2 dias diferentes, por 2 analistas 

em 2 turnos e analisadas no CLAE. 

  

4.2.6.6 Exatidão 

Foi realizada pelo método de adição de padrão, no qual quantidades 

conhecidas do padrão foram adicionadas a quantidades conhecidas do 

medicamento. A exatidão foi avaliada em três níveis de concentração, 80, 100 e 

120 %. O volume adicionado de padrão foi retirado da solução estoque de 

concentração 0,78 mg/mL de ácido gálico e 0,26 mg/mL de catequina. As 

amostras foram preparadas conforme tabela 5.  Cada nível de concentração foi 

realizado em triplicata e injetado em triplicata. 

 

Tabela 5: Dados para preparo da exatidão: 

Concentração (%)  Sanativo ® 

(mL) 

Ácido Gálico          

(mL) 

Catequina    

(mL) 

Vol . do diluente 

(mL) 

80 1,5 0,3 0,3  

100 1,5 0,5 0,5 q.s.p. 10  

120 1,5 0,7 0,7  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DA DROGA VEGETAL 

 

5.1.1 Análise granulométrica por tamisação 

As figuras (Figura 14 e 15) apresentam as distribuições granulométricas da 

Schinus terebinthifolius e Piptadenia colubrina. 

 

 

Figura 14 - Distribuição granulométrica do material triturado de S. terebinthifolius 

 

 

Figura 15 - Distribuição granulométrica do material triturado de P. colubrina 
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A granulometria do material triturado é um parâmetro importante a ser 

estabelecido, pois representa uma influência direta sobre a eficiência e 

reprodutibilidade do processo extrativo (MIGLIATO, 2007). 

 

A análise granulométrica da Matéria Prima Vegetal demonstrou que cerca de 30 

% das partículas encontram-se na faixa entre 700 e 1700 µm para S. terebinthifolius 

e 27,5 % para P. colubrina. Segundo a 5ª edição da Farmacopeia Brasileira (2010), 

pó grosso é aquele que passa pela sua totalidade pelo tamis com abertura de 1700 

µm e, no máximo, 40 % pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 µm. De 

acordo com os resultados obtidos ambos os materiais, não se enquadraram em 

nenhuma das descrições, tendo uma característica de pó muito grosso, uma vez que 

houve retenção na malha de 1700 µm. 

 

5.1.2 ENSAIOS DE PUREZA 

 

5.1.2.1 Determinação de água em drogas vegetais (Br asil, 2010b) 

A taleba 6 apresenta o percentual de água nas drogas vegetais; 

 

Tabela 6: Percentual de água presente nas drogas vegetais de S. terebinthifolius e 

P. colubrina determinadas em estufa e balança de determinação de umidade com 

infravermelho. 

 S. terebinthifolius 

(% de água +  DPR) 

P. colubrina 

(% de água +  DPR) 

Estufa à 105°C 11,86 + 0,62 10,48 + 0,51 

Balança com infravermelho 13,30 + 1,56 11,50 + 0,18 
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Segundo a especificação da Farmacopeia Brasileira (2010), a umidade em 

drogas vegetais deve estar entre 8 e 14 %, para evitar o desenvolvimento de 

microrganismos, insetos e hidrólise que deteriorariam a amostra, ou secagem 

excessiva que poderia levar a degradação de compostos. Ambas as drogas 

vegetais, nos dois métodos testados apresentaram um resultado satisfatório, 

atendendo a especificação. A balança de infravermelho permite a obtenção de 

resultado em menor espaço de tempo e temperatura, contudo não é um método 

citado na Farmacopeia Brasileira (SIMÕES et al., 2004).  

 

5.1.2.2 Determinação de cinzas totais 

A determinação de cinzas totais estabelece a quantidade de substância residual 

não volátil na droga vegetal. Não existe especificação para tal valor, contudo nas 

monografias de drogas vegetais existentes na Farmacopeia Brasileira, o valores 

variam entre 6 e 15 %, o teor de cinzas totais nas drogas vegetais avaliadas 

encontram-se dentro dessa faixa (tabela 7). Assim sendo, este é uma dado 

informativo referente às amostras que pode corresponder a cinzas fisiológicas e 

materiais estranhos não-fisiológicos. 

 

Tabela 7: Determinação de cinzas totais nas drogas vegetais. 

Droga Vegetal cinzas totais (%; m/m) 

S. terebinthifolius 11,3% + 0,88 

P. colubrina 8,2% + 0,73 
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5.2 CONTROLE DE QUALIDADE DO SANATIVO ® 

 

5.2.1 Controle físico-químico 

5.2.1.1 Densidade relativa 

Todos estes ensaios são importantes para assegurar a qualidade, atendendo a 

uma especificação pré-estabelecida. Seguindo este entendimento, na caracterização 

e controle de qualidade do medicamento fitoterápico Sanativo® o valor da densidade 

relativa média encontrado foi de 0,9032 g/cm3, o qual se manteve dentro do limite 

preconizado por Prista e colaboradores (1990) para tinturas, de 0,87 a 0,98 g/cm3.  

 

5.2.1.2 pH 

O pH foi determinado em duas amostras do medicamento fitoterápico Sanativo®, 

sendo cada amostra analisada em triplicata. Os resultados obtidos são apresentados 

na tabela 8: 

 

Tabela 8: Determinação do potencial hidrogeniônico do medicamento fitoterápico 

Sanativo® 

Amostra Leituras 1 Leitura 2 Leitura 3 Média DPR (% ) 

A 5,13 5,16 5,17 5,15 0,40 

B 5,08 5,09 5,09 5,09 0,11 

  

Não há especificação para o valor do pH do medicamento fitoterápico Sanativo®, 

contudo os valores médios encontrados estão dentro da faixa recomendada para 

utilização como produto tópico, por ser compatível com o pH cutâneo (5,5 a 6,5), 

além de ser critério de estabilidade. O desvio entre as duas amostras analisadas foi 

baixo, 0,83 (ISAAC, et al., 2008). 
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5.2.1.3 Determinação de resíduo seco  

 A análise do resíduo seco do medicamento fitoterápico Sanativo®, foi realizada a 

temperatura de 105 °C, em triplicata. Como resultad o foi observado uma média de 

6,99 % (m/v) e um desvio padrão relativo de 0,95 %. A determinação do resíduo 

seco é um parâmetro fundamental e preliminar quando se objetiva alcançar a 

eficácia de uma formulação fitoterápica, pois este ensaio implica na quantificação 

das substâncias extraídas da planta através da eliminação do solvente extrator. 

Sendo assim, esse percentual é um indicativo da concentração do medicamento 

fitoterápico Sanativo® (OLIVEIRA; BERRETTA, 2007). 

 

5.3 CONTROLE MICROBIOLÓGICO 

 

5.3.1 Contagem do número total de microorganismos m esofílicos (Brasil, 

2010b) 

Contagem em placa - Método de profundidade 

A contaminação microbiana de um produto pode acarretar em alterações em 

suas propriedades físicas e químicas e ainda caracteriza risco de infecção para o 

usuário. Assim, produtos farmacêuticos de uso oral e tópico que não têm como 

requerimento serem estéreis devem estar sujeitos ao controle de contaminação 

microbiana. Atualmente a 5ª edição da Farmacopeia Brasileira (2010), estabelece 

as seguintes especificações para tinturas/extratos fluidos de origem vegetal, 

mineral ou animal é tolerada a presença de 104 bactérias aeróbias/mL, 103 

fungos/mL e não possui especificação para pesquisa de patógeno. Levando em 

consideração a especificação para produtos tópico é exigido ausência de 

Staphylococcus aureus (SA) e Pseudomonas aeruginosa em 1 mL. No ensaio 

realizado não ocorreu formação de colônia, de acordo com a Figura 16. 
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Figura 16 - Placa para AS (a), placa de TSA (b), após o período de incubação para contagem do 

número total de microorganismos mesófilicos (Fonte: arquivo pessoal) 

 

5.3.2 Pesquisa e identificação de patógenos 

Resultados obtidos permitiram constatar que não há presença de E. coli, nem 

Staphylococcus, como se visualiza nas placas de Mac Conkey e Baird-Parker (BP), 

(Figura 17) respectivamente. 

 

 
Figura 17 - placas de Baird-Parker (BP) e Mac Conkey (MC) após incubação para pesquisa e 

identificações de patógenos no medicamento fitoterápico Sanativo® 

 

5.4 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALÍTICA 

 

5.4.1 Análise dos marcadores durante o gradiente ex ploratório 

O padrão de ácido gálico (Figura 18) e catequina (Figura 19) na concentração de 

0,1 mg/mL foram inicialmente, injetados separadamente em análises 

BP Mac Conkey 

a) b) 
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cromatográficas na qual a fase móvel eluia de forma exploratória. Procurando 

observar em que porcentagem de Fase A e Fase B encontravam-se durante a 

eluição e o tempo de retenção dos compostos. Sendo a Fase A constituída de água 

acidificada (pH 3,5, com adição de ácido acético) e Fase B, metanol, o fluxo de 1,0 

mL/min e temperatura do forno de coluna 35° C. 

 

 

Figura 18 - Análise cromatográfica exploratória do Ácido Gálico (ACG) 

 

 

Figura 19 - Análise cromatográfica exploratória da Catequina (CTQ) 

 

 

 



 
 

91

5.4.2  Avaliação de combinações isocráticas de Fase  Móvel 

 

Tabela 9: Combinações avaliadas de eluição isocrática da Fase Móvel para análise 

de ACG e CTQ e verificação parcial de conformidade com o sistema cromatográfico: 

Sistemas  
Fase    

Móvel A (%)  

Fase        

Móvel B (%) 

Tr           

ACG 

Tr          

CTQ 
K1 K2 α 

S1 90 10 2,13 2,77 0,12 0,46 3,78 

S2 88 12 3,05 9,6 0,53 3,82 7,18 

S3 85 14 3,16 12,11 0,58 5,06 8,72 

S4 70 30 3,40 15,95 0,67 6,86  10,16 

*TR= tempo de retenção (min); K 1 = fator de retenção para ácido gálico, K 2 = fator de retenção 

para catequina e α = fator de separação ou seletividade. 

 

Segundo Jardim e colaboradores (2006), a força cromatográfica da fase móvel 

adequada a uma separação é selecionada através da análise do fator de retenção 

(k), que deve estar num intervalo ideal sendo maior ou igual a 1 e menor ou igual a 

10, valores fora esses extremos não são recomendados, seja por fornecerem 

separações pouco eficientes, seja por implicarem em tempos de análise longos, com 

alargamento de picos. Assim observando o resultado pode-se verificar que sistema 

S1 os picos não apresentaram uma separação suficiente e o sistema S4, aumentou 

o tempo de análise. S2 apresenta vantagem em relação ao S3, pois os picos 

apresentam separação suficiente e a coluna cromatográfica pode passar mais tempo 

se regenerando para a próxima análise cromatográfica. O fator de separação deve 

ser maior do que 1. Assim a combinação selecionada foi a S2 (Figura 20), na qual a 

fase móvel é composta por uma mistura de 88 % da Fase A e 12 % da Fase B. 
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Figura 20 - Cromatograma analisado com a proporção de fase móvel A e B selecionada 

 

5.4.3 Alteração da fase móvel 

 O uso de ácidos na fase móvel é imprescindível para prevenir a ionização dos 

grupos hidroxilas presentes nos compostos fenólicos permitindo uma melhor 

separação e simetria de pico (CARVALHO et al., 2009). O ácido trifluoroacético é um 

ácido mais forte, tornando o pH da fase móvel mais ácido com adição de uma menor 

quantidade quando comparado com a adição de ácido acético. Para verificação da 

capacidade de utilização do método sua adequabilidade foi verificada, conforme 

tabela 10. 

 

Tabela 10: Adequabilidade do sistema do método desenvolvido: 

 Ácido gálico Catequina 

Fator de retenção 1,06 9,24 

Repetitividade (n=6) DPR= 0,30% DPR= 1,36% 

Resolução -----                                     18,2 

Fator de cauda 1,8 1,73 

Numero de pratos teóricos 2589,13 5948,72 
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Os fatores de retenção demonstraram que os picos dos fármacos estão 

resolvidos, devido à adequada força de eluição da fase móvel, mesmo com ácido 

gálico abaixo de 2, uma vez que o tempo de retenção é acima de 3 minutos. O 

valor de resolução calculado foi superior a 2,0, o que mostra a total separação 

entre os picos. Os valores de fator de cauda, próximos da unidade, são ideais, 

pois indicam a simetria dos picos. Picos simétricos minimizam erros na 

quantificação dos fármacos (SILVA et al., 2006). A eficiência de uma coluna 

aumenta com o número de pratos teóricos, que devem ser acima de 2000 para 

apresentar eficiência adequada, o que foi verificado em relação aos dois 

marcadores. 

 

5.4.4 Espectro de UV para os marcadores 

 A varredura espectral de 200 a 400 nm permite a visualização dos 

comprimentos de onda com maior absorção e assim uma melhor resposta de sinal 

cromatográfico. Considerando o espectro de UV dos padrões obtido com auxílio do 

detector de arranjo de diodos (Figura 21), o cromatograma dos padrões foi obtido em 

270 nm (Figura 22). 

 

Figura 21 - Espectro de UV dos picos do ácido gálico (A) e da catequina (B). 
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Figura 22 - Cromatograma dos padrões de ácido gálico e de catequina em 270 nm. 

 

A identificação preliminar dos marcadores nas amostras estudadas foi realizada 

através da comparação dos tempos de retenção e dos espectros no UV, e, 

confirmadas através da co-injeção de soluções dos padrões (Figura 23). 

De acordo com os cromatogramas apresentados na figura 23, é possível 

observar que ambas as espécies em estudo apresentam taninos hidrolisáveis 

(derivados do ácido gálico) e taninos condensados (derivados da catequina). 

Enquanto a presença de ácido gálico é pronunciada no macerado de S. 

terebinthifolius, o pico da catequina foi bastante discreto nesta amostra (Figura 23B). 

Por outro lado, no macerado de P. colubrina ambos os picos correspondentes aos 

padrões apresentaram menor intensidade, porém com maior concentração para 

catequina em detrimento do ácido gálico (Figura 23A). O cromatrograma do produto 

acabado (Figura 23C) apresentou perfil qualitativo próximo ao esperado 

considerando a contribuição da proporção de cada um dos macerados adicionados 

ao produto final. 
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Figura 23 - Cromatogramas obtidos em 270 nm para as soluções extrativas de P. colubrina (A) e S. 

terebinthifolius (B); e, produto acabado (Elixir Sanativo®) (C). 
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Com o intuito de aumentar a sensibilidade do método, novas análises foram 

conduzidas empregando comprimento de onda de 210 nm (Figura 24). 

 

Figura 24 - Cromatograma dos padrões de ácido gálico e de catequina em 210 nm. 

 

O cromatograma dos padrões obtidos em 210 nm apresentou aumento 

substancial na sensibilidade do método sem qualquer prejuízo para performance 

(Figura 24). Tal comportamento se reproduziu durante a análise das amostras com 

incremento na resposta dos marcadores sem qualquer redução na capacidade de 

separação dos mesmos (Figura 25). 
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Figura 25 - Cromatogramas obtidos em 210 nm para as soluções extrativas de P. colubrina (A) e S. 

terebinthifolia (B); e, produto acabado (Elixir Sanativo®) (C). 
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5.5 VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO DESENVOLVIDO 

 

5.5.1 Avaliação da seletividade do método analítico  

O diluente utilizado no preparo das amostras foi injetado nas mesmas condições 

para verificação de inexistência de co-eluição ou interferentes, o que foi confirmado 

como se observa na Figura 26. Os picos que são registrados foram eluídos antes do 

ácido gálico que apresenta tempo de retenção médio de 3,04 min. 

 

 

 

Índice Tempo 
(min) 

% 
Área 

Altura 
(mAU) 

Área 
(mAU.Sec) 

Λ 
 (max.abs) 

1 2,04 70,70 162,0 1025,3 214 
2 2,71 2,67 13,2 38,7 320 
3 2,79 26,63 118,6 386,1 215 

total  100 293,8 1450,1  

Figura 26 - Análise cromatográfica do diluente dos marcadores e amostras. 
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A pureza do pico também é aceita como uma das condições de avaliação do 

parâmetro seletividade, sendo determinada pelo detector DAD (Figura 27 e 28).  

 

 

Figura 27 - Análise de pureza do padrão ácido gálico. A área verde corresponde à área pura. 

 

 
Figura 28 - Análise de pureza do padrão de catequina. Área verde: pura, amarela: parcialmente pura 

e vermelha: impura. 

 

5.5.2 Adição dos marcadores ao medicamento fitoterá pico Sanativo ® 

 

A adição de marcadores na amostra do medicamento fitoterápico Sanativo® foi 

realizada para confirmar os picos referentes ao Ácido Gálico e Catequina. A figura 

29 apresenta a comparação entre a análise do Sanativo® na diluição 3:10 (v/v), do 
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Sanativo® adicionado de padrão de ácido gálico e do Sanativo® adicionado de 

padrão de catequina e  na figura 30 a análise dos marcadores comparando ao 

Sanativo® . 

 

 

Figura 29 – Cromatogramas: Sanativo® adicionado de ácido gálico (vermelho); Sanativo® adicionado 

de catequina (verde) e Sanativo® (vermelho escuro). 

 

  

Figura 30 – Cromatogramas: marcadores ácido gálico e catequina (preto); Sanativo® diluído 3:10 (v/v) 

na fase móvel (vermelho).  
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5.5.3 Robustez  

Na robustez foi avaliado a interferência ao método quando a temperatura de 

forno de coluna, fluxo de fase móvel ou quando o fabricante da coluna é 

modificado. O aumento da temperatura do forno da coluna diminui o tempo de 

retenção, aumenta a eficiência da coluna, aumentando o número de pratos 

teóricos, contudo aumenta o fator de cauda, diminuindo a simetria, aumentando a 

possibilidade de erros na quantificação, dados apresentados na tabela 11. 

Tabela 11: Avaliação da interferência da temperatura de forno de coluna no 

método. 

°C 

Ácido gálico Catequina 

Tr Área N T Tr Área N T 

34 3,28 4378,30 2475,40 1,68 10,67 3270,77 5881,20 1,61 

35 3,22 4393,97 2584,13 1,80 10,26 3299,40 5948,72 1,73 

36 3,18 4376,37 2654,55 1,84 9,87 3301,27 5978,39 1,97 

Tr= tempo de retenção (min); N= número de pratos teóricos; T = fator de cauda. 

 

A avaliação da influência da velocidade do fluxo no resultado método indicou 

quanto mais rápido, menor o tempo de retenção e o número de pratos teóricos, mas 

esta última alteração (N) não compromete o desempenho, uma vez que a simetria 

do pico melhora como pode ser verificado com a diminuição de T, dados presentes 

na tabela 12. 

Tabela 12: Avaliação da interferência da velocidade do fluxo no método. 

Vazão 

mL/min 

Ácido gálico Catequina 

Tr Área N T Tr Área N T 

0,9 3,59 4899,95 2617,72 1,86 11,46 3675,10 6091,49 1,73 

1,0 3,22 4393,97 2584,13 1,80 10,26 3299,40 5948,72 1,73 

1,1 2,93 3983,63 2568,02 1,74 9,30 3003,43 5747,85 1,69 

Tr= tempo de retenção (min); N= número de pratos teóricos; T = fator de cauda. 
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Colunas cromatográficas de fabricantes diferentes foram avaliadas (tabela 13), 

todas são empacotadas com octadecilsilano (C18), tem 150 x 4,6 mm de 

comprimento e tamanho de partícula de 5 µm, com exceção da XBridge® que a 

partícula era menor, 3,5 µm, o que gera uma maior eficiência da coluna, por 

possuir mais pratos teóricos, mas este dado somente influenciou no pico da 

catequina. Ainda assim, não representou uma diminuição no fator de cauda, pois 

foi verificado maior simetria na utilização da coluna Xterra®.  

 

Tabela 13: Resultado para diferentes colunas no método. 

Coluna 
Ácido gálico Catequina 

Tr Área N T Tr Área N T 

ACE® 3,22 4393,97 2584,13 1,80 10,26 3299,40 5948,72 1,73 

Xterra ® 4,16 4114,90 2705,57 1,36 13,33 2648,67 4038,80 1,00 

Xbridge ® 2,86 4265,33 2311,18 1,84 8,47 3050,90 6227,49 1,84 

Tr= tempo de retenção (min); N= número de pratos a teóricos; T = fator de cauda. 

 

5.5.4 Linearidade e intervalo 

 

5.5.4.1 Linearidade do Ácido Gálico 

 A tabela 14 mostra o resultado obtido da curva de calibração da solução 

padrão de ácido gálico que, por regressão linear, apresentou R2 = 0,9958 (Figura 

31). Esta faixa de linearidade foi adequada à aplicação do método na 

determinação do teor de ácido gálico nas amostras do medicamento fitoterápico 

Sanativo®. Foram preparadas 3 curvas de calibração, com cada concentração 

sendo injetada em triplicata.  
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Tabela 14 - Áreas dos picos cromatográficos das curvas de calibração da solução 

padrão de ácido gálico 

Conc . (mg/mL)  Curva 1  Curva 2  Curva 3  Média DPR% 

0,055  3141,5 3154,2 3129,9 3141,9 0,39 

0,062  3579,6 3575,6 3536,4 3563,9 0,67 

0,070  3938,1 3927,1 4161,5 4008,9 3,30 

0,078  4541,1 4521,8 4453,2 4505,4 1,03 

0,086  4959,9 4928,1 4906,3 4931,4 0,55 

0,094  5434,3 5425,5 5393,7 5417,8 0,39 

  

O teste de linearidade com padrão permite avaliar a concordância da resposta 

do sistema cromatográfico frente a diferentes concentrações do analito de interesse. 

O INMETRO (2007) denomina este ensaio como “escolha da faixa linear de 

trabalho”, e estabelece que a concentração mais esperada da amostra deva, sempre 

que possível, se situar no centro da faixa de trabalho. Para esta análise o método 

apresentou resposta linear na faixa de 0,055 a 0,094 mg/mL de ácido gálico. 

 

 

Figura 31 - Linearidade obtida com a média das três curvas de calibração da solução do padrão de 

ácido gálico 

 

O método se mostrou linear, para a faixa de variação entre 70 a 120%, 

apresentando a equação da reta,  y = 58100x – 47,54. 
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5.5.4.2 Linearidade da Catequina  

 A tabela 15 mostra o resultado obtido da curva de calibração da solução 

padrão de catequina que, por regressão linear, obteve R2 = 0,9973 (Figura 32). 

Esta faixa de linearidade foi adequada à aplicação do método na determinação do 

teor de Catequina nas amostras do medicamento fitoterápico Sanativo®. Foram 

preparadas 3 curvas de calibração, com cada concentração sendo injetada em 

triplicata.  

  

Tabela 15 - Áreas dos picos cromatográficos das curvas de calibração da solução 

padrão de catequina 

Conc. (m g/mL ) Curva 1  Curva 2  Curva 3  Média DPR% 

0,018  2493,4 2484,8 2518,5 2498,9 0,70 

0,021  2833.9 2829,2 2873,3 2845,5 0,85 

0,023  3162,9 3149,3 3126,4 3146,2 0,59 

0,026  3576,4 3560,8 3575,1 3570,8 0,24 

0,029  3893.5 3865,1 3927,9 3895,5 0,81 

0,031  4226,8 4233,1 4307,4 4255,7 1,05 

Para esta análise o método apresentou resposta linear na faixa de 0,018 a 0,031 

mg/mL de catequina. 

 

O método se mostrou linear, para a faixa de variação entre 70 a 120%, 

apresentando a equação da reta, y = 135810,6x +14,22.  
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Figura 32 - Linearidade obtida com a média das três curvas de calibração da solução padrão de 

catequina. 

 

5.5.4.3 Linearidade do ácido gálico e catequina a p artir do Sanativo ® 

Após a verificação da linearidade dos marcadores sem interferência de outros 

compostos foi verificado o desempenho no Sanativo®. As curvas de calibração 

apresentaram através de regressão linear, R2 = 0,9973 para ácido gálico (Figura 

33) e 0,9936 para catequina (Figura 34). A faixa linear adequada para ácido gálico 

foi de 0,047 a 0,086 mg/mL  e 0,016 e 0,029 mg/mL para a catequina, o que 

correspondeu a 70 a 110 %, assim verificamos que a matriz interfere o 

desempenho dos marcadores a 120 %. Foi preparado uma curva de calibração, 

com cada concentração sendo injetada em duplicata.  

  

 

Figura 33 – Linearidade para o ácido gálico obtida com o Sanativo® 
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Figura 34 – Linearidade para a catequina obtida com o Sanativo® 

 

5.5.5 Limite de quantificação e limite de detecção 

 Os limites de quantificação e de detecção do ácido gálico e catequina foram 

determinados a partir das curvas de calibração. Os valores encontrados são 

apresentados na tabela 16. 

 

Tabela 16: Limite de detecção e limite de quantificação para ácido gálico e 

catequina. 

ácido gálico catequina 
Limite de detecção (µg/mL) 3,24 9,57 

Limite de quantificação (µg/mL) 0,86 2,55 

 

5.5.6 Precisão  

 

5.5.6.1 Repetibilidade 

A repetibilidade foi avaliada injetando seis determinações a 100% da 

concentração teste da solução amostra e solução padrão, executadas por um 
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mesmo analista, com o mesmo equipamento em um curto período de tempo, 

conforme apresentado na tabela 17. 

 

Tabela 17 – Dados de repetibilidade para o ácido gálico e catequina 

 Ácido Gálico Catequina  

 Padrão Sanativo® Teor (%) Padrão Sanativo® Teor (%) 

1 4529,4 4466,5 99,14 3257,9 3154,4 95,78 

2 4552,8 4437,5 98,49 3244,8 3164,3 96,08 

3 4527,1 4437,2 98,49 3384,8 3204,9 97,31 

4 4516,4 4441,8 98,59 3393,4 3250,9 98,71 

5 4444,4 4439,4 98,31 3241,5 3161,6 96,00 

6 4462,0 4432,5 98,38 3238,4 3130,4 95,05 

Média 4505,35 4442,48 98,57 3293,47 3177,75 96,49 

DPR (%) 0,94 0,27 0,30 2,36 1,36 1,36 

 

O resultado de precisão foi o DPR de 0,94 % para o ácido gálico na solução 

padrão e 0,27 % na solução amostra e de 2,36% para a catequina na solução 

padrão e 1,36 % na solução amostra. Todos os resultados estão dentro do que é 

especificado pela resolução de validação para ácido gálico e catequina na solução 

padrão e na solução amostra preparada com o Sanativo® (DPR ≤ 5 %). 

 

 

5.5.6.2 Precisão – Precisão intermediária 

 

A precisão intermediária foi avaliada injetando seis determinações a 100 % da 

concentração teste, preparadas por dois analistas, em dois turnos diferentes de dois 

dias consecutivos, no mesmo CLAE, conforme apresentado na tabela 18 e 19. 

 

 

 



 
 

108

Tabela 18 – Dados para precisão intermediária do ácido gálico 

N 
analista 1 

dia 1 - 1 

analista 1 

dia 1 - 2 

analista 2  

dia 1 - 1 

analista 1  

dia 2 – 1 

analista 1  

dia 2 - 2 

analista 2    

dia 2 -1 

1 96,04 95,30 99,14 98,48 98,15 97,75 

2 95,69 95,07 98,49 98,31 97,29 97,30 

3 98,43 95,99 98,49 98,00 97,64 97,60 

4 98,38 95,55 98,59 98,15 98,10 97,31 

5 96,02 95,50 98,31 97,78 98,57 97,20 

6 95,86 95,59 98,38 95,59 98,60 97,44 

Média % 96,74 95,50 98,57 97,72 98,06 97,43 

DPR % 1,34 0,32 0,30 1,10 0,53 0,21 

 

Calculando a média das médias da concentração (97,34 %) e o DP das médias 

(1,09) é possível verificar que a precisão intermediária é 1,18 %, valor este, baixo 

para uma matriz tão complexa quanto os fitoterápicos.  

 

Tabela 19 – Dados para precisão intermediária da Catequina 

N 
analista 1 

dia 1 - 1 

analista 1 

dia 1 - 2 

analista 2 

dia 1 - 1 

analista 1 

dia 2 – 1 

analista 1 

dia 2 - 2 

analista 2 

dia 2 -1 

1 100,15 95,78 99,14 92,86 98,70 94,20 

2 95,94 96,08 100,74 91,25 96,86 92,78 

3 93,57 97,31 100,95 91,06 98,93 91,34 

4 94,17 98,71 90,94 90,36 98,63 91,89 

5 94,65 96,00 93,21 92,24 96,94 94,61 

6 95,73 95,05 90,98 90,62 98,20 94,04 

Média 95,70 96,49 96,00 91,40 98,04 93,14 

 

Calculando a média das médias da concentração (95,13 %) e o DP (2,42) é 

possível verificar que a precisão intermediária é 2,54 %. Estando dentro do 

especificado, 5 %. 
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5.5.7 Exatidão 

 A exatidão do método foi verificada a partir de nove determinações 

contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, três concentrações, baixa 

(80 %), média (100 %) e alta (120 %), com 3 (três) réplicas cada. Os resultados 

encontram-se nas tabelas 20 e 21. 

Tabela 20: Resultados obtidos na avaliação da exatidão para ácido gálico. 

Área - Padrão 

ACG 

Área 

Amostra 

Encontrado                             

(% do esperado) 

80 % 

3460,30 3510,85 101,64 

3451,40 3499,15 101,30 

3451,00 3467,95 100,40 

100 % 

4357,20 4421,60 100,42 

4427,70 4395,05 99,82 

4423,90 4413,55 100,24 

120% 

5327,70 5296,30 99,38 

5326,40 5254,15 98,59 

5333,90 5241,15 98,35 

Recuperação 100,02 

DPR % 1,11 

 

Tabela 21: Resultados obtidos na avaliação da exatidão para catequina. 

 

 

 

Área - Padrão 

CTQ 

Área 

Amostra 

Encontrado          

(% do esperado) 

80 % 

2649,20 2774,05 103,10 

2731,90 2765,30 102,78 

 2766,75 102,83 

100 % 

3431,10 3564,75 102,38 

3502,40 3495,30 100,39 

3511,70 3498,90 100,49 

120 % 

4131,90 4118,20 99,80 

4120,10 4125,80 99,98 

4127,60 4130,70 100,10 

 

 Recuperação 101,32 

 DPR % 1,39 
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Após validação verificou-se que o método apresenta especificidade, linearidade, 

intervalo, precisão, sensibilidade, limite de quantificação, exatidão, adequados à 

análise (BRASIL, 2003). 

 

5.6 DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES DE IDENTIDADE 

 

Embora o método apresente aplicabilidade na rotina para o controle de 

qualidade dos produtos intermediários (macerados de S. terebinthifolius ou P. 

colubrina) alguma dificuldade pode ser vislumbrada no que tange a ausência de um 

marcador típico que permita o controle de qualidade de cada um dos macerados no 

produto acabado. Problema típico para produtos multidrogas e agravado pela 

inclusão em sua formulação de espécies, cujos empregos terapêuticos tradicionais 

estão associados à mesma classe de metabólitos secundários. 

A análise comparativa dos cromatogramas da figura 35 revela um pico 

importante com tempo de retenção de aproximadamente 37 minutos que ocorre no 

macerado P. colubrina (Figura 35A), e que também apresenta as mesmas 

características no produto acabado (Figura 35C). Porém não é observado no 

macerado de S. terebinthifolius (Figura 35B). 
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Figura 35 - Cromatogramas obtidos em 210 nm para as soluções extrativas de P. colubrina (A) e S. 

terebinthifolius (B); e, produto acabado (Elixir Sanativo® (C). 

 

Estudos ainda são necessários para confirmação da estrutura desta substância 

e sua utilização como marcador específico. Na figura 36 o espectro de  UV do pico 

em questão. 
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Figura 36 - Espectro de UV do pico com TR de 37 minutos, detectado em 210 ou 270 nm, e, presente 

no macerado de P. colubrina e no Elixir Sanativo®. 

 

Diante da dificuldade em estabelecer um marcador específico para o macerado 

de S. terebinthifolius, foi desenvolvida nova análise cromatográfica empregando 

comprimento de onda de 340 nm, mais apropriado para compostos que apresentem 

cromóforo maior que o de taninos tais como agliconas flavonoídicas e seus 

heterosídeos. 

 Conforme esperado, a adoção de comprimento de onda de 340 nm não 

promoveu absorção por parte dos padrões de taninos empregados neste estudo. Os 

poucos sinais observados apresentaram intensidade que não puderam ser 

diferenciadas da variabilidade intrínseca do método (Figura 37). 
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Figura 37 - Cromatograma para os padrões de ácido gálico e de catequina em 340 nm. 

 

A comparação preliminar das áreas observadas em todas as condições 

experimentais está apresentada na tabela 21. Embora inferências acerca da 

concentração dos compostos ainda não possam ser realizadas, os dados permitem 

confirmar o incremento na sensibilidade quando adotado o comprimento de onda de 

210 nm no lugar de 270 nm; assim como, a ausência de sinal para os padrões 

quando adotado o comprimento de onda de 340 nm para detecção. 

 

Tabela 22. Áreas dos picos referentes aos marcadores observados nas diversas 

amostras e detectados em 210, 270 ou 340 nm. 

 

λ (nm) 

MARCADOR QUÍMICO 

Ácido Gálico Catequina 

210 270 340 210 270 340 

Amostras       

Extrato de P. colubrina 755696 80688 N.D. 565924 37506 N.D. 

Extrato de S. terebinthifolius 10893958 4440198 N.D. 5162293 329898 N.D. 

Elixir Sanativo® 12272928 4851039 N.D. 373529 177083 N.D. 

N.D. – não detectável 
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A figura 38 apresenta os cromatogramas obtidos para as amostras em 340. 

 

 

 

Figura 38 - Cromatogramas obtidos em 340 nm para as soluções extrativas de P. colubrina 

(A) e S. terebinthifolius (B); e, produto acabado (Elixir Sanativo®) (C). 

 

A análise das amostras adotando comprimento de onda 340 nm revelou um pico 

que com tempo de retenção de cerca de 15 minutos que está presente apenas no 

macerado de S. terebinthifolius e no produto acabado, estudo ainda são necessários 

para identificação desse composto e sua identificação com marcador específico para 

o produto intermediário de S. terebinthifolius quando inserido no produto acabado. 

Na figura 39 apresentamos o espectro de UV para o pico.  
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Figura 39 - Espectro de varredura do pico com TR de 15 minutos, detectado em 340 nm, e, presente 

no macerado S. terebinthifolius e no Elixir Sanativo®. 
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6 CONCLUSÕES  

 

 Considerando os resultados obtidos é possível concluir que:  

 

• A caracterização e avaliação da qualidade das drogas vegetais empregadas 

nestes estudos, determinação de água (11,86 e 10,48 %, para S. 

terebinthifolius e P. colubrina, respectivamente) e determinação de cinzas 

totais (11,3 e 8,2 %, para S. terebinthifolius e P. colubrina, respectivamente) 

estão de acordo com as especificações dos códigos oficiais; 

• O medicamento fitoterápico Sanativo®, apresentou parâmetros físico-

químicos de acordo com os limites preconizados pela literatura específica. 

Ademais, foi detectado elevado rendimento em sólidos totais, característica 

favorável ao desenvolvimento de formas sólidas; 

• Considerando a avaliação microbiológica, o medicamento fitoterápico 

Sanativo® foi aprovado no ensaio, indicando uma produção em condições 

assépticas e/ou poder antimicrobiano dos taninos presentes e constituintes 

majoritários; 

• O método analítico desenvolvido apresentou um fator de retenção de 0,30 

para o ácido gálico e 1,36 para catequina, resolução de 18,2, fator de cauda 

de 1,8 e 1,63, para ácido gálico e catequina, respectivamente e pratos 

teóricos acima de 2000. Todos esses fatores indicam uma separação 

adequada entre os picos e simetria dos picos, o que resulta em uma boa 

adequabilidade de sistema. 

• O método se mostrou robusto quanto à velocidade do fluxo, temperatura de 

forno de coluna e diferentes colunas, contudo sugere que estes fatores sejam 

controlados. 
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• A linearidade para o ácido gálico e para catequina atende as especificações 

da RE 899 de 29 de maio de 2003, e o método foi considerado linear e atende 

uma faixa de 70 a 120% da concentração definida. Contudo a linearidade dos 

marcadores sofre interferência da matriz a 120%. 

• O método apresenta reprodutibilidade e precisão intermediária adequadas 

com DPR% dentro do limite especificado. 

• Os limites de detecção e de quantificação para ACG e CTQ foram de 3,25 e 

0,863, e 9,57 e 2,55 µg/mL, respectivamente. 

• A exatidão apresentou recuperação de 100,02 % e 101,32 % para ACG e 

CTQ, respectivamente. 

• O método para quantificação de ácido gálico e catequina no medicamento 

fitoterápico Sanativo® esta validado. 

• Os taninos parecem ser apropriados para o controle de qualidade das 

matérias-primas vegetais produtos intermediários derivados das espécies 

vegetais estudadas. 

• A investigação de marcadores alternativos e específicos para cada droga 

revelou a possibilidade da identificação de composto a ser utilizado como 

marcador de P. colubrina e um marcador para S. terebinthifolius. 

• O desenvolvimento de marcadores específicos será fundamental a purificação 

e elucidação estrutural dos mesmos, uma vez que correspondem à única 

alternativa para acompanhamento de estudo de estabilidade da composição 

química durante todo ciclo produtivo sem sofrer interferência de outros 

componentes da formulação. 
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