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QUANTIFICACAO DE SALICILATO DE METILA EM QUATRO GENEROS DE Polygalaceae, POR CLAE-DAD*
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QUANTIFICATION OF METHYL SALICYLATE IN FOUR GENERA OF THE Polygalaceac BY HPLC-DAD. Polygalaceae is
represented in Brazil by ten genera and 191 species, of which the Polygala is the most representative, characterized by the occurrence
of methyl salicylate. Seventeen species of Polygalaceae have been analyzed by HPLC-DAD and the technique proved to be selective,

precise, accurate, and with low limits of quantification and detection. The analysis of plant material confirmed the presence of methyl

salicylate, with concentration values ranging from 14.1 a 126.9 ng/g.
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INTRODUCAO

Atualmente a familia Polygalaceae Hoffmanns. & Link compre-
ende 22 géneros e cerca de 1.300 espécies com ampla distribuicao
no mundo,' sendo as regides temperadas quentes e tropicais seus
principais centros de diversidade.? O género Polygala, responsavel
pela distribuicdo cosmopolita da familia, compreende atualmente
cerca de 725 espécies e 8 subgéneros. No Brasil, essa familia estd
representada por 10 géneros e 191 espécies, dos quais o género
Polygala é o mais representativo, com 98 espécies.® Este género estd
representado apenas pelo subgénero tipico, uma vez que 0s outros
tdxons tradicionalmente reconhecidos como subgéneros estdo sendo
tratados como géneros independentes.*

Espécies desta familia sdo conhecidas por conter compostos
quimicos que exibem atividades analgésica, expectorante, sedativa,
antifingica, entre outras.’ A familia também tem sido alvo de estu-
dos fitoquimicos, nos quais ja foram descritos saponinas, xantonas,
derivados de pironas, cumarinas, dcidos graxos, fendis e alcaloides.®
Além desses compostos, as espécies de Polygala caracterizam-se
também pela presenca de salicilato de metila, encontrado principal-
mente em suas raizes.’

O salicilato de metila € utilizado para aliviar dores em geral,
principalmente, dores musculares, aplicado externamente na drea
afetada. Pode ser encontrado em diversas formas farmacéuticas, além
de fragrancias utilizadas em cosméticos, perfumes finos, xampus,
papel higiénico, sabonetes e outros artigos de higiene pessoal, bem
como em produtos ndo cosméticos, tais como produtos de limpeza
e detergentes domésticos.®

*e-mail: hugo@uefs.br
#Artigo em homenagem ao Prof. Otto R. Gottlieb (31/8/1920-19/6/2011)

A aplicacao da cromatografia a liquidos de alta eficiéncia (CLAE)
para a andlise de compostos voldteis ainda € limitada. Sendo que,
nos casos de andlise de compostos voldteis, a cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) € a técnica geralmente
utilizada. Porém, em estudo realizado por Villa e colaboradores,’
com salicilato de benzila e outros compostos voldteis, foi demons-
trado que a CLAE também € eficiente. O estudo de Villa também
demonstrou que a CLAE pode ser considerada uma técnica simples,
rapida, econdmica e reprodutivel, mesmo para este tipo de analise.
Baseado nos dados obtidos por Villa e na auséncia de trabalhos com
andlise de salicilato de metila por CLAE, assim como de estudos
quantitativos desse metabdlito em espécies de Polygala, o presente
trabalho apresenta a metodologia desenvolvida e validada usando
CLAE-DAD para quantificacéo de salicilato de metila em espécies de
Polygalaceae. Assim, foi observado que com os parametros utilizados
de seletividade, linearidade, precisio, exatiddo, limites de deteccéo
e de quantificag¢@o, a metodologia aplicada atende a finalidade pre-
tendida. Foi possivel quantificar salicilato de metila nas 17 espécies
analisadas, o que demonstrou grande variacdo na concentracdo de
salicilato de metila nas diferentes espécies analisadas, com valores
menores que 14,1 pug/g a maiores que 126,9 ug/g.

PARTE EXPERIMENTAL
Coleta

A coleta foi realizada em dreas do campus da Universidade
Estadual de Feira de Santana, no periodo da manha, sendo que a andli-
se do material foi realizada logo em seguida. Ressalta-se que algumas
espécies foram coletadas na regido de Chapada Diamantina — BA,
sendo esse material conservado em saco pléstico fechado e analisado
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apenas 1 dia ap6s a coleta. As informacdes de coleta encontram-se
na Tabela 1 e estdo disponiveis no endereco eletronico do species
link, http://www.splink.org.br/index. A coleta e identificacdo dos
espécimes foram realizadas pelo especialista nesta familia botanica
J. E. B. Pastore. Todos os materiais coletados para andlise fitoquimica
tiveram material testemunho depositado no Herbario da Universidade
Estadual de Feira de Santana — HUEFS. Foram amostradas espécies
de 4 géneros diferentes, Asemeia Raf. emmend. Small, Bredemeyera
Willd., Polygala L. e Securidaca L. entre os 7 géneros de Polygalaceae
representados na regido da Caatinga.

Materiais e equipamentos

Os materiais empregados foram salicilato de metila Vetec®,
dosagem minima 99%; acetonitrila grau HPLC; dgua purificada
obtida através de Milli-Q para uso em CLAE. Os demais reagentes
e solventes utilizados foram de grau analitico.

Os equipamentos empregados foram sistema HPLC EZChrom
Elite, consistindo de bomba VRW Hitachi L-2130, equipado com
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injetor e detector UV de arranjo de diodos (DAD) VRW Hitachi
L-2455, e forno VRW Hitachi L-2300, coluna LiChroCART
Purospher Star® RP18-¢ (250 mm x 4,6 mm i.d.) (5 pm) (Merck,
Darmastad, Germany) combinada com pré-coluna LiChroCART 4-4
LiChrospher 100RP18 (5 um) da Merck.

Preparacao das amostras

As impurezas, como terra e folhas de outras plantas, foram reti-
radas. As raizes foram separadas das partes aéreas para a realizagio
da andlise separadamente. Alguns espécimes, devido a pequena
quantidade de material vegetal conseguido, foram analisados por
inteiro, sem separacdo das suas partes. Tanto as raizes quanto as
partes aéreas foram rasuradas e pesadas. Em seguida, foram trans-
feridas para recipientes, nos quais foi adicionado o solvente extrator
(hexano), na propor¢do de 10 mL para cada 1 g de material vegetal.
Os recipientes foram devidamente vedados e submetidos a extracao
por sonicagdo durante 1 h, a temperatura ambiente. Apds filtragdo, 1
mL do extrato foi submetido a filtragdo em cartucho de extragdo em

Tabela 1. Quantificagdo de salicilato de metila nas amostras

Material testemunho Data Local de coleta Espécies Parte da planta g salicilato/ g planta
Pastore 2683 jun. 2009 UEFS Asemeia ovata (Poir.) J.F.B.Pastore & J.R.Abbott Parte aérea 49,33+5,41
Pastore 2683 jun. 2009 UEFS Asemeia ovata Raiz 97,72+6,30
Pastore et al. 2682 jun. 2009 UEFS Asemeia violacea (Aubl.) J.F.B.Pastore & J.R.Abbott Parte aérea >126,9
Pastore et al. 2682 jun. 2009 UEFS Asemeia violacea Raiz >126,9
Harley & Pastore 56180  set./out. 2010  Chapada Diamantina  Bredemeyera hebeclada (DC.) J.F.B.Pastore Caule -
Harley & Pastore 56180  set./out. 2010 ~ Chapada Diamantina  Bredemeyera hebeclada Folha -
Pastore et al. 3205 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Bredemeyera martiana A.W.Benn. Caule <14,1
Pastore et al. 3205 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Bredemeyera martiana Raiz <14,1
Pastore et al. 3205 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Bredemeyera martiana Folha -
Harley & Pastore set./out. 2010  Chapada Diamantina  Polygala aff. harleyi Marques Planta inteira <14,1
Pastore et al. 2687 jun. 2009 UEFS Polygala boliviensis A.W.Benn. Parte aérea 106,12+7,92
Fastore et al. 2687 jun. 2009 UEFS Polygala boliviensis Raiz >126,9
Fastore et al. 2685 jun. 2009 UEFS Polygala glochidiata Kunth Parte aérea -
Fastore et al. 2685 jun. 2009 UEFS Polygala glochidiata Raiz >126,9
Harley & Pastore set./out. 2010  Chapada Diamantina  Polygala harleyi Marques var. harleyi Planta inteira <14,1
Harley & Pastore 55169  set./out. 2010  Chapada Diamantina  Polygala harleyi var. intermedia Marques Planta inteira <14,1
Pastore et al. 3209 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Polygala obovata A.St.-Hil. & Moq. Parte aérea <14,1
Pastore et al. 3209 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Polygala obovata Raiz 87,76+0,51
Pastore et al. 2686 jun. 2009 UEFS Polygala paniculata L. Parte aérea 24,00+6,96
Pastore et al. 2686 jun. 2009 UEFS Polygala paniculata Raiz >126,9
Harley & Pastore 55802  set.Jout. 2010  Chapada Diamantina  Polygala poaya Mart. Brotos <14,1
Harley & Pastore 55802  set.Jout. 2010 ~ Chapada Diamantina  Polygala poaya Caule <14,1
Harley & Pastore 55802  set./out. 2010 ~ Chapada Diamantina  Polygala poaya. Flor <14,1
Harley & Pastore 55802  set./out. 2010 ~ Chapada Diamantina  Polygala poaya Folha <l14,1
Harley & Pastore 55802  set./out. 2010 Chapada Diamantina  Polygala poaya Raiz <14,1
Harley & Pastore 55802  set./out. 2010 Chapada Diamantina  Polygala poaya Ramos velhos -
Harley & Pastore 55814  set./out. 2010 ~ Chapada Diamantina  Polygala sericea Mart. ex A.W.Benn. Raiz 40,61+0,22
Harley & Pastore 55814  set./out. 2010  Chapada Diamantina  Polygala sericea Parte aérea <14,1
Pastore et al. 3213 set./out. 2010 Chapada Diamantina  Polygala sincorensis Chodat Parte aérea <14,1
Pastore et al. 3213 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Polygala sincorensis Raiz >126.9
Pastore et al. 2684 jun. 2009 UEFS Polygala trichosperma Jacq. Parte aérea <14,1
Pastore et al. 2684 jun. 2009 UEFS Polygala trichosperma Raiz 18,94+0,17
Pastore et al. 3201 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Securidaca diversifolia (L.) S.F.Blake Caule <14,1
Fastore et al. 3201 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Securidaca diversifolia Folha <14,1
Fastore et al. 3201 set./out. 2010  Chapada Diamantina  Securidaca diversifolia Flor <l14,1
Harley & Pastore 55584 set./out. 2010 Chapada Diamantina  Securidaca tomentosa A.St.-Hil. & Moq. Caule <14,1
Harley & Pastore 55584  set./out. 2010 Chapada Diamantina  Securidaca tomentosa Folha <l14,1

* (-) — traco
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fase solida (Solid-Phase Extraction - SPE), com 4 mL de acetonitrila
grau HPLC. 1,5 mL da solucio de acetonitrila obtida foi novamente
filtrada através de membrana microporosa (0,22 um) diretamente para
vial e, posteriormente, injetada no cromatdgrafo.

Condicoes da CLAE-DAD

O volume de injecdo foi de 20 L e as condi¢des de andlise in-
cluiram gradiente de elui¢do com fase mével de acetonitrila (ACN)
e dgua (H,0). Inicialmente, foi testado o método para separagdo de
salicilato de benzila utilizado por Villa. Em seguida, desenvolveu-se
o gradiente descrito na Tabela 2. O forno de colunas operou em 25 °C
e outras condigdes estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢des cromatograficas

Tempo (min) Fluxo (mL/min) ACN (%) H,O (%)
0,0 0,7 50,0 50,0
5,0 0,7 50,0 50,0
15,0 1,0 60,0 40,0
15,1 1.0 90,0 10,0
18,0 1,0 90,0 10,0
18,1 1,0 50,0 50,0
22,0 1,0 50,0 50,0

A leitura do detector de arranjo de diodo foi realizada na faixa de
210 2 400 nm e a aquisicdo cromatografica definida em 236 nm. A
identificagdo foi conduzida pela comparacdo dos tempos de reten¢ao
e do grafico de absorbancia no UV correspondente com o sinal do
padréo de referéncia.

Método analitico da validacio

O método foi validado de acordo com os pardmetros descritos
pelo International Conference on Harmonization (ICH), pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) — Resolugdo ANVISA
RE n° 899, de 29/05/2003 — e pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizag¢do e Qualidade Industrial (INMETRO) — documento
INMETRO DOQ-CGCRE-008, de margo/2003.!° Os pardmetros
utilizados foram seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limites
de deteccdo e de quantificacdo.

A seletividade foi determinada por meio da comparagao de pi-
cos do padrdo e das amostras, levando-se em considerag@o o tempo
de retencio, espectro no ultravioleta e pureza do pico em 3 pontos
diferentes.

A linearidade foi determinada pela curva de calibragdo, levando-
-se em considerac@o o coeficiente de correlagdo (R?). A curva de
calibracdo foi obtida por injecdes em triplicata de 7 solugdes de
diferentes concentragdes do padrio externo, em uma faixa de 14,1-
126,9 ng/mL. A solug@o estoque do padrio externo foi preparada pela
dissolu¢do em acetonitrila do composto padrdo em baldo volumétrico
a concentracdo de aproximadamente 10 mg/mL.

A precisdo foi determinada pela injecdo em triplicata de 3 so-
lucdes padrio de salicilato de metila. Esse parametro foi expresso
como o desvio padrio relativo.

A exatidao foi verificada pelo fator de recuperagdo. Amostras da
matriz foram fortificadas com 3 solucdes padrdo de concentracdes
conhecidas (125, 70 e 20 pg/mL). As amostras fortificadas, juntamente
com amostra de matriz ndo fortificada, foram submetidas a todo o
processo de extracdo e injetadas em CLAE.

O limite de detecg¢do (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram
estimados pela relagdo do desvio padrdo e da inclinagdo da curva
de calibragdo.

Quantificacdo de salicilato de metila em quatro gé€neros de Polygalaceae 2265

RESULTADOS E DISCUSSAO
Seletividade

A especificidade do método, bem como a identificac¢do do salici-
lato de metila, foi verificada pela sobreposicdo do cromatograma e do
espectro no UV obtido para o padrio e para as amostras, comparando-
-se o tempo de retengdo e a absor¢do no espectro de UV (A_).

A média dos tempos de reten¢@o do padrio de salicilato de metila
foi de 15,56 + 0,06 min (n = 5), enquanto que para as amostras foi
observado o tempo médio de 15,12 + 0,26 min. A diferencga entre
os tempos de retengdo do padrdo e das amostras pode ser atribuida
ao efeito de matriz inerente a amostra analisada e as diferentes
concentracdes dos analitos. Os dados fornecidos pelos espectros no
UV corroboram a comprovacdo de que o composto, nos tempos de
retencdo em questao, se trata do salicilato de metila. Os espectros no
UV apresentaram as mesmas absorc¢des tanto para o padrao quanto
para a amostra, o que corrobora a demonstragdo da especificidade
do método.

A pureza do pico também foi estimada para comprovar a espe-
cificidade do método. Para isso, foram obtidos os espectros UV em
trés pontos distintos do pico (15,47; 15,56 e 15,65 min) (Tabela 3).

Tabela 3. Indice de similaridade

Padrio Amostra
Tempo de Indice de Tempo de Indice de
reten¢do similaridade retengdo similaridade
15,56 min* 1,0000 14,96 min* 1,0000
15,47 min 0,9965 14,87 min 0,9923
15,65 min 0,9987 15,08 min 0,9932

* ponto de referéncia

Diante dos espectros e indices de similaridade obtidos, pode-se
inferir que o método consegue separar especificamente a substancia
de interesse.

Linearidade e precisao

O método proposto foi avaliado quanto a sua linearidade por
meio do tratamento matemdtico dos resultados obtidos nas andlises
realizadas em triplicatas de 7 solug¢des padrao de concentracdes
conhecidas, na faixa de 14,1-126,9 ug/mL. A curva de calibragdo
mostrou-se adequadamente linear, como demonstra o coeficiente de
correlagdo de R*=0,9933.

A precisido do método foi determinada pelo desvio padrdo relativo
de 3 solugdes padrio injetados em triplicata. Os resultados obtidos
proéximos a 1% demonstram a precisdo do método (Tabela 4).

Tabela 4. Desvio padrio relativo

Média das concentragdes (ug/mL)

. - Desvio padrdo relativo
+ Desvio padrdo

17,22 £0,21 0,45%
67,88 = 1,42 1,90%
126,38 = 1,06 0,73%

Exatidao

A exatiddo foi avaliada por meio da porcentagem de recupera-
¢do de salicilato de metila, através da adicdo de solugdes padrao
em triplicata de concentracdes 125, 70 e 20 ug/mL adicionadas na
matriz das partes aéreas. A andlise dos dados da exatiddo também
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contribuiu na comprovag¢ao da identidade do composto de interesse,
com a coinje¢do do padrio adicionado na amostra e a quantidade do
proprio salicilato de metila ja presente na matriz. As taxas de recu-
peracdo sdo demonstradas na Tabela 5, na qual se verifica, através
dos resultados obtidos, a exatiddo do método utilizado.

Tabela 5. Taxa de recuperacao

Concentracio pg de salicilato/ taxa de
adicionada (ug/mL) g de planta recuperacao
0 119,57 0
20 123,76 83,8%
70 133,65 80,5%
125 148,03 91,1%

As taxas de recuperacdo obtidas encontram-se dentro da faixa
estabelecida pela ANVISA (80-120%), o que comprova a exatiddo
do método. As diferencas dos valores obtidos devem-se, principal-
mente, a integracdo dos picos de salicilato de metila, a qual foi feita
manualmente, o que aumenta o erro associado a prépria manipulagao.

Limite de deteccio e de quantificacao

O LD calculado para o método demonstrou que o mesmo se
mostra bastante sensivel para a detec¢do do componente de interesse,
sendo estabelecido em 4,27 ug/mL. Da mesma maneira, o LQ também
permitiu quantificar concentragdes bastante baixas de salicilato de
metila, sendo determinado em 14,24 pg/mL.

Analise das amostras

A andlise dos extratos mostrou tempo de retengdo do salicilato
de metila em aproxidamente 15 min (Figura 1). Os espectros no
ultravioleta apresentaram-se caracteristicos do salicilato de metila,
com A em 237 e 303 nm (Figura 1).
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Figura 1. Perfil cromatogrdfico registrado em 236 nm de amostra das raizes
de Polygala decumbens e espectro no UV do pico em 15,09

A quantificagdo do salicilato de metila foi determinada pela média
das dreas dos picos das replicatas das amostras, como demonstrado na
Tabela 1. A concentracdo foi determinada a partir do material fresco.

As andlises mostraram grande diferenca na concentracio de sa-
licilato de metila entre as espécies de Polygalaceae e nas diferentes
partes das plantas. Estas diferencas podem estar relacionadas a diver-
sos fatores, tais como o tempo de coleta e andlise, hdbito da planta
e parte analisada da planta. A concentragdo do salicilato de metila
no material coletado na UEFS foi maior que no material coletado
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na Chapada Diamantina, indicando possivel perda deste metabdlito
durante o processo de armazenagem até a andlise. Entretanto, foi
observada notdvel exce¢do em Polygala sincorensis, em que a andlise
das raizes coletadas na regido da Chapada Diamantina resultou na
maior concentracdo de salicilato de metila dentre todas as amostras
quantificadas. Outro fator relacionado pode ser o habito das espécies,
sendo que as anuais, com hébito herbaceo e raizes pouco lignifica-
das, resultaram em maior concentragdo de salicilato de metila. Nas
amostras em que as raizes foram avaliadas separadamente, pode-se
observar que, de modo geral, essas partes possuem maior concen-
tracdo de salicilato de metila em comparacdo com as demais partes
das plantas. Estas informagdes certamente estdo de acordo com o
que ¢ verificado em campo, através de andlises sensoriais em que 0o
forte odor de salicilato de metila estd presente nas raizes das espécies
herbéceas e subarbustivas, ndo cespitosas, de Polygala e Asemeia.

CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a utilizagdo de CLAE-DAD
também pode ser aplicada em compostos voldteis, sendo este o pri-
meiro relato de quantificagdo de salicilato de metila por essa técnica.
Anterior a esse trabalho, apenas Villa e colaboradores’ realizaram
estudo semelhante envolvendo identifica¢@o de salicilato de benzila
por CLAE-DAD. Além disso, no presente trabalho comprovou-se
inequivocamente que essa substancia ¢ um marcador quimico presente
nos principais clados da familia Polygalaceae.
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