Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
18(4): 594-599, Out./Dez. 2008

Received 27 August 2008; Accepted 5 October 2008

Método espectroscopico para determinacéo de cumarina em
xarope de Mikania glomerata Sprengel

Cleinils R. da Silva, Victor S. Gomes, Irene C. Kulkamp, Luiz A. Kanis*

Artigo

Grupo de Pesquisa em Tecnologia Farmacéutica, Curso de Farmdcia, Universidade do Sul de Santa Catarina, Av
José Acacio Moreira 787, Caixa Postal 307, 88704-900 Tubardo-SC, Brasil

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma metodologia analitica por
espectroscopia UV, para doseamento de cumarina em xaropes de Mikania glomerata. A técnica
foi baseada na extrag@o da cumarina utilizando solventes como o cloroférmio e hexano. Apos a
selecdo do solvente, o comprimento de onda foi definido através da sobreposi¢@o dos espectros
da cumarina, metil parabeno, dilui¢do do xarope e soluc@o extrativa do xarope. Foram preparadas
curvas analiticas de cinco solu¢des de cumarina com concentra¢ao variando de 0,002 a 0,03
mg/mL. Para analise da exatiddo do método, foram preparados trés lotes de xarope de Mikania
glomerata Sprengel e o teor de cumarina determinado pela técnica espectrofotométrica foi
comparado a técnica por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O solvente selecionado para
extragdo foi o cloroformio, o comprimento de onda 320 nm. A curva analitica apresentou R? de
0,99978, demonstrando linearidade. A comparagdo estatistica do doseamento da cumarina pela
técnica espectrofotométrica estudada com a técnica cromatografica desenvolvida por Celeghini
et al. (2001) demonstrou ndo existir diferengas significativas, indicativo de exatidao da técnica.

Unitermos: Mikania glomerata, Asteraceae, cumarina, espectrofotdmetro, metil parabeno,
xarope.

ABSTRACT: “Ultraviolet spectroscopy method for coumarin quantification in Mikania
glomerata Sprengel syrup”. A spectrophotometric procedure for coumarin determination in
Mikania glomerata Sprengel (guaco) syrup is described in this work. Due to the high number
of constituents in guaco syrups, the coumarin was extracted with apolar extractors (chloroform
and hexane), in which chloroform was selected, because of its higher capacity of extraction.
After the solvent choice, the wavelength at 320 nm, region where there is the lower interference
of syrup constituents, was selected. The calibration curve showed linearity, R? of 0.99978. The
spectrophotometric assay of coumarin in three samples of Mikania glomerata Sprengel syrup
showed accuracy compared with the HPLC method. The results presented suggest that the
spectrophotometric method may be useful for the quantitative analysis of coumarin in Mikania
glomerata Sprengel syrup.

Keywords: Mikania glomerata, Asteraceae, coumarin, spectrophotometer, methylparaben,
syrup.

INTRODUCAO

A Mikania glomerata Sprengel pertence a
familia Asteraceae, popularmente conhecida como
“guaco”, “cipo-caatinga”, “guaco-cheiroso” e “erva-de-
serpente”. E uma planta nativa da América Tropical e
facilmente encontrada no Brasil sendo muito utilizada
na medicina popular na forma de xaropes, para
tratamento de afec¢des pulmonares devido ao seu efeito
broncodilatador (Moura et al., 2001; Leite et al., 1993;
Silva et al., 2006; Soares et al., 2006; Agra et al., 2008;
Carvalho et al., 2008). Além de possuir outras atividades
farmacoldgicas comprovadas experimentalmente como
antioxidante (Vicentino & Menezes, 2007), antidiarréica
(Salgado et al., 2005) e antimicrobiana (Duarte et al.,
2004). A importancia dessa planta levou sua inclusdo
na Farmacopéia Brasileira I e IV (Brandao et al., 2006

594

* E-mail: luiz.kanis@unisul.br;, Tel. +55-48-36213283, Fax +55-48-36213105

& 2008).

A cumarina (l,2-benzopirona), ¢ um dos
principais constituintes da Mikania glomerata Sprengel
(guaco) (Oliveira et al., 1985; Peregrino & Leitdo, 2005;
Taleb-Contini et al., 2006). E definida como o marcador
quimico para controle de qualidade de formulagdes a
base de guaco, conforme a Lista de registros simplificado
de fitoterapicos da ANVISA, Resolucdo RE n° 89, de 16
de margo de 2004 (Anvisa, 2004).

As principais técnicas para doseamento de
cumarinas em Mikania glomerata e seus derivados sdo
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por
cromatografia gasosa (Vilegas et al., 1997; Aboy et al.,
2000; Celeghini et al., 2001,). Entretanto, as cumarinas
apresentam espectro ultravioleta caracteristico, devido
a natureza e posicdo dos substituintes quimicos,
favorecendo sua identificagdo e o desenvolvimento
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de técnicas analiticas espectrofotométricas para o seu
doseamento (Bruneton, 1991).

A forma farmac€utica mais utilizada para
administragdo de extratos de Mikania glomerata
Sprengel ¢ o xarope contendo em sua composi¢do
constituintes como metil parabeno, sacarose, agua,
entre outros. Além da complexidade de constituintes
encontrados no proprio extrato de Mikania glomerata
Sprengel que podem interferir em um doseamento
espectrofotométrico, pode-se destacar como potencial
interferente o metil parabeno, que possui absor¢do
maxima no comprimento de onda de 250 nm, préximo
ao pico de absor¢do da cumarina, 275 nm (Lozhkin &
Sakanyan, 2006), além de apresentar-se nos xaropes em
concentragdo em torno de 1 mg/mL (0,1%), valor muito
superior a concentragdo do marcador quimico cumarina.
O presente trabalho tem como objetivo desenvolver
uma técnica por espectroscopia na regido do ultravioleta
para doseamento de cumarina em xaropes de Mikania
glomerata Sprengel.

MATERIAL E METODOS

As matérias-primas utilizadas foram, padrio
secundario de 1,2-benzopirona (cumarina), de
procedéncia Chromadex S.A. (USA) com um grau de
pureza de 99,9%, metil parabeno de grau farmacéutico
(Galena Quimica Farmacéutica Ltda), cloroformio (F.
MAIA Industriae Comércio Ltda), etanol 96 GL (Quimex
Ltda), hexano (Vetec Quimica Fina LTDA), acetonitrila
grau CLAE (Vetec Quimica Fina LTDA), e xarope de
guaco contendo em sua formulagdo: agtcar (60%), 0,1%
de metil parabeno, 10% tintura de Mikania glomerata
Sprengel (Phitolabor Laboratorio de Produtos Naturais
Ltda) contendo 0,8 mg/mL de cumarina, agua qsp. Os
equipamentos utilizados para realizagdo das analises
foram, balanga analitica (QUIMIS Q-500 L210C),
espectrofotdmetro de UV/visivel Hitachi modelo U2010
e CLAE composto por bomba Shimadzu - LC 10AD;
sistema de dados LC - Work Station Class LC -10;
detector UV Shimadzu - SPD 10A e forno CTO10AS.

Selec&o do solvente para extragdo da cumarina

Devido a complexidade da matriz optou-se por
realizar a extra¢do da cumarina da amostra. Para tanto,
foi utilizado o método de Shake-flask para determinar
o coeficiente de particdo da mesma em dois solventes
extratores, cloroformio e hexano (Martin et al., 1993).

Foi preparada uma solugdo teste de 0,05 mg/
mL de cumarina em agua, pré-solubilizada em etanol.
Aliquota de 10 mL da mesma foi adicionada em um funil
de separacdo juntamente com 10 mL de cloroférmio,
manteve-se em leve agitagdo por 12 horas, separou-se
a fase aquosa da fase cloroformica. A concentragdo de
cumarina na fase aquosa apo6s partigdo, foi determinada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

utilizando fase modvel acetonitrila:agua (40:60 v/v),
fluxo 1,0 mL/min, temperatura de 30 °C, detec¢do em
274 nm, coluna Supelcosil LC 25 cm x 4,6 mm, 5
pm, volume injetado de 20 uL (Celeghini et al., 2001).
O coeficiente de particdo foi determinado dividindo a
concentragdo de cumarina na fase cloroférmica pela
concentragdo na fase aquosa. Este mesmo procedimento
foi realizado com o solvente extrator hexano, sendo
que todas as amostras foram analisadas em triplicata.
O solvente selecionado foi aquele que apresentou maior
coeficiente de particao.

Selecdo do comprimento de onda

Foram obtidos espectros na regido entre 400 ¢
210 das seguintes solugdes: A) cumarina 4 0,008 mg/mL;
B) metil parabeno a 0,006 mg/mL, ambos preparados
utilizando o solvente selecionado para extragdo; C)
dilui¢do do xarope de guaco em meio aquoso com
concentragdo final de cumarina 4 0,008 mg/mL; D)
dilui¢do obtida do seguinte procedimento extrativo: 10
mL do xarope de Mikania glomerata Sprengel contendo
0,08 mg/mL de cumarina (determinado por CLAE;
Celeghini et al., 2001), foi adicionado a um funil de
separagdo e em seguida foram extraidas trés fragdes de
10 mL utilizando o solvente selecionado. Cada fragao foi
mantida em contato com o xarope por dez minutos. As
trés fragdes foram acondicionadas em baldo volumétrico
de 100 mL e completou-se o volume com o solvente
selecionado. O comprimento de onda selecionado para
o estudo foi aquele onde se observou sobreposi¢do
dos espectros da solugdo de cumarina 0,008 mg/mL e
da solucdo obtida da dilui¢do das fragdes extraidas do
xarope de Mikania glomerata Sprengel.

Curva analitica de cumarina

Foram pesados 50 mg de padrdo de cumarina
e transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL,
completando o volume com o solvente selecionado. A
partir desta solugdo, foram preparadas amostras com
concentragdes de 0,002, 0,005, 0,008, 0,02 ¢ 0,03 mg/
mL. As absorbancias foram determinadas em triplicata
no comprimento de onda selecionado. Foram tragadas
curvas analiticas de concentragdo versus absorbancia
para avaliar a linearidade das mesmas.

Seletividade do processo de doseamento de cumarina
na presenc¢a de metil parabeno

Foram preparadas solugdes contendo, 0,08 mg/
mL de cumarina mais 1 mg/mL de metil parabeno, e
outra solug@o contendo 0,08 mg/mL de cumarina mais
1,5 mg/mL de metil parabeno. O teor de cumarina nas
trés solugdes foi determinado utilizando o processo
extrativo descrito no item “Sele¢do do comprimento
de onda” com o solvente e comprimento de onda
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previamente selecionado, utilizando espectrofotometro
Hitachi U2010.

Comparacdo entre as técnicas CLAE e UV na
quantificacdo de cumarina no xarope de Mikania
glomerata

Amostra de 10 mL do xarope de Mikania
glomerata Sprengel contendo 0,08 mg/mL de cumarina
(determinado por CLAE conforme método descrito por
Celeghini et al., 2001) foi adicionado a um funil de
separagdao ¢ em seguida foram extraidas trés fragoes
de 10 mL utilizando o solvente selecionado. Cada
fragdo foi mantida em contato com o xarope por dez
minutos. As trés fragdes foram acondicionadas em baldo
volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com o
solvente selecionado. Em seguida foram determinadas
as absorvancias no espectrofotometro Hitachi U2010,
e através das curvas analiticas foi estimado as
concentragdes de cumarina nos xaropes. Para avaliar a
precisdo do procedimento as amostras foram analisadas
em triplicata em trés lotes de xarope. A média dos
teores de cumarina determinados pelos métodos
espectrofotométrico e por CLAE foram comparados por
teste ¢ de Student e as precisdes entre os métodos pelo
teste F, utilizando software Origin 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Selec&o do solvente

Os xaropes de Mikania glomerata Sprengel,
além de cumarina possuem outros constituintes que
podem interferir na analise espectroscopica, ¢ por este
motivo optou-se trabalhar com um processo extrativo
da cumarina utilizando solventes como cloroféormio
e hexano, visto que o logaritmo do coeficiente de
partigdo octanol/agua (log P) da cumarina ¢ igual a 1,39
(Yourick & Bronaugh, 1997). O coeficiente de parti¢do
determinado para cumarina em hexano e cloroféormio
esta apresentado na Tabela 1.

O cloroformio apresentou capacidade de
extragdo 36,4 vezes maior que o hexano. Por este
motivo, optou-se por utiliza-lo para desenvolvimento da
técnica.

Selegdo do comprimento de onda

Para determinar o comprimento de onda de
menor interferéncia do metil parabeno e dos outros
constituintes do xarope sobre a cumarina, foram
sobrepostos os espectros de solugdes cloroférmicas
de cumarina, metil parabeno, diluicdo do xarope de
Mikania glomerata Sprengel antes do processo extrativo
e diluicdo da fase cloroféormica extraida a partir do
xarope, Figura 1.
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O pico maximo de absor¢do da solugdo
contendo apenas metil parabeno encontra-se em 250
nm (B), sendo que o espectro da solugdo com 0,008
mg/mL de cumarina (A) apresentou dois picos de
absor¢do, um em 275 nm e outro em aproximadamente
317 nm. O espectro da dilui¢do do xarope de Mikania
glomerata Sprengel (C) contendo concentragdo idéntica
de cumarina 0,008 mg/mL (determinada por CLAE -
cromatograma na Figura 2) a solugdo do espectro (A),
demonstrou elevada interferéncia dos constituintes
do xarope, impossibilitando uma analise direta entre
400 a 240 nm. Entretanto, o espectro (D) referente as
dilui¢des das fracdes cloroférmicas extraida a partir

Absorbancia

— T T T T T T T
240 260 280 300 320 340 360 380 400
nm

Figura 1. Sobreposi¢do dos espectros obtidos entre 400 e 240
nm de: (A) cumarina 0,008 mg/mL; (B) metil parabeno 0,006
mg/mL; (C) diluigdo do xarope de guaco em meio aquoso com
concentragdo final de cumarina 4 0,008 mg/mL; D) dilui¢ao das
fragdes cloroformicas extraidas do xarope de Mikania glomerata
Sprengel.
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4000000
3000000 |
2000000 |
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Figura 2. Cromatograma da dilui¢do do xarope de Mikania
glomerata Sprengel com concentragdo de cumarina a 0,008 mg/
mL.
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do xarope de Mikania glomerata Sprengel apresentou
sobreposicdo ao espectro da cumarina (A) entre 350
e 300 nm, demonstrando que o processo extrativo foi
eficiente para reduzir a niveis aceitaveis a concentragao
dos interferentes para o desenvolvimento da técnica.
Baseado nestes resultados, o comprimento de onda
selecionado foi de 320 nm.

Curva analitica e linearidade
Na tabela 2 estdo apresentados os valores de

coeficiente de correlagdo, da intersecgdo da reta (a) e os
valores da inclinagdo da reta (b) de duas curvas analiticas

obtidas em 320 nm para cumarina em cloroférmio.

Os coeficientes de correlagdo citados na tabela
2, demonstraram que as curvas analiticas apresentaram
relagdo linear entre a concentragdo e a absorbancia,
sendo que o critério minimo aceitavel, segundo RE n°
29 de maio de 2003, é de 0,99 (Anvisa, 2003).

Seletividade do processo de doseamento de cumarina
na presenc¢a de metil parabeno

O metil parabeno ¢ utilizado geralmente a
0,1% em xaropes, concentragdo 12,5 vezes maior que a
de cumarina encontrada no xarope teste (0,08 mg/mL),

Tabela 1. Coeficientes de parti¢do da cumarina entre fase aquosa e as fases cloroformica e hexanica.

Concentragdo na fase organica

Concentrag@o na

Solvente (mg/mL) fase aquosa (mg/mL) P
Hexano 0,0275 0,0225 1,2222
Cloroférmio 0,0489 0,0011 44,4545
P: particdo

Tabela 2. Valores de coeficiente de correlagdo, intersec¢io da reta (a) e inclinagdo da reta (b) obtidos da regresséo linear das

curvas analiticas obtidas.

Analise R R? a b
1° 0,99989 0,999780 4,69.10™ 37,700
2° 0,99988 0,99976 532.10° 38,485
Média + DP 2,900 . 107 £ 0,002 38,092 + 0,392

Tabela 3. Seletividade do processo de doseamento de cumarina na presenga de metil parabeno.

Concentragdo tedrica de Concentragio de metil Concentragdo de cumarina 1. t

Cumarina (mg/mL) parabeno (mg/mL) quantificada (mg/mL) + DP
0,0800 0,0 0,079 + 7,100 . 10™
0,0800 1,0 0,079 + 4,553 . 10™ 0,302 9,925
0,0800 1,5 0,078 + 7,953 .10 0,406 9,925

DP: desvio padrdo n = 3; p <0,05; ¢ : valor de t calculado; 7, : valor de t tabelado.

Tabela 4. Concentragdo de cumarina detectada nos xaropes de Mikania glomerata sprengel por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e pela técnica espectrofotométrica (UV), e valores de teste ¢ de Student e teste F.

Concentragdes CLAE + DP Concentragdes UV = DP Média

Amostra (mg/mL) (mg/mL) (CV%) fe Fe
0.0728 + 0,0002
0,0729
! 0.0730 + 0,0002 0,0722 +0,0001 (1,10) 0,139 16,33
0,0738 + 0,0004
0,0726 £ 0,0002
0,0735
2 0.0740 + 0,0002 0,0735 +0,0001 (1,30) 0,832 22,58
0,0745 £ 0,0002
0,0766 £ 0,0002
0,0762
3 0.0760 + 0,0001 0,0761 + 0,0001 (0,52) 0,693 16,33
0,0758 £ 0,0002

DP = desvio padrao; ¢ = 4,60 para nivel de significancia de 0,01, F critico = 21,20 para nivel de significancia de 0,01.
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além de apresentar maximo de absorbancia em 250
nm, fatores que o tornam um potencial interferente da
técnica de doseamento.

Na tabela 3, estdo representados os valores
da concentragdo de cumarina determinados através
das absorbancias em 320 nm de amostras em solugdes
contendo diferentes concentragdes de metil parabeno.

O resultado do teste ¢ com (p<0,05) da
comparagdo entre os teores de cumarina detectados nas
amostras com auséncia e presenca de metil parabeno
em concentracdes 12,5 ¢ 18,75 vezes maiores que as de
cumarina nas solu¢des, demonstrou que esta substancia
ndo interfere significativamente no doseamento.

Comparacdo entre as técnicas CLAE e UV na
quantificacdo de cumarina no xarope de Mikania
glomerata

Na tabela 4, estdo apresentados os valores
das concentragdes de trés lotes de xarope de Mikania
glomerata Sprengel com teor de cumarina determinado
pela técnica cromatografica descrita por Celeghini et
al., (2001) e os valores das concentra¢des obtidas pelo
doseamento espectrofotométrico em 320 nm.

Através do teste ¢ de Student para um nivel
de significancia de 0,01, foi demonstrado ndo existir
diferencas significativas entre as médias do teor de
cumarina detectado pela técnica espectrofotométrica em
320 nm comparada a técnica por CLAE, indicativo de
exatiddo do método. Os coeficientes de variacdo para as
quantifica¢cdes de cada amostra analisado apresentaram
valores inferiores a 1,30%, demonstrando precisdo na
analise espectrofotométrica. Os valores calculados para
o teste F demonstram que para a analise da amostra 1 e 3
ndo foram observados diferengas entre as precisdes dos
métodos, entretanto para amostra 2 ocorreu diferenga
significativa. Este comportamento ¢ devido a baixa
variagdo das quantificacdes realizadas por CLAE,
enquanto que para o preparo das amostras para analise
espectrofotométrica é necessario a extragao da cumarina,
fator que pode gerar maior desvio entre os resultados.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a metodologia
de doseamento da cumarina através de extragdo com
cloroférmio e detecgdo por espectrofotometria em 320
nm apresenta-se como uma alternativa exata e precisa
a CLAE para doseamento em xarope de Mikania
glomerata Sprengel contendo como conservante metil
parabeno.
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