Tempo (minutos) | Fase mével (1) (%) | Fase mével (2) (%) | Sistema de eluicdo

0-1 92 8 isocratico
1-20 92 —» 75 8 — 25 gradiente linear
20-33 75 25 isocratico
33-35 75—0 25 — 100 gradiente linear
35-36 75 — 92 100 — 8 gradiente linear
36 — 40 92 8 isocratico

Solugdo amostra: homogeneizar a amostra em banho de ultrassom por 5 minutos, pipetar 1,0 mL do
extrato fluido e transferir para baldo volumétrico de 5 mL. Lavar a ponteira do micropipetador pelo
menos duas vezes com metanol. Completar o volume com metanol e homogeneizar. Filtrar em
unidade filtrante de 0,45 pm diretamente para um vial.

Solucéo referéncia: pesar, com exatidao, cerca de 12,0 mg de acido clorogénico. Transferir para baldo
volumétrico de 100,0 mL e diluir com metanol. Transferir 1,2 mL dessa solucdo para baldo
volumétrico de 10 mL e completar o volume com metanol. Filtrar em unidade filtrante de 0,45 pm
diretamente para um vial.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pulL da Solugdo padrdo e 20 puL da Solucdo amostra.
Registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos referentes ao acido clorogénico. Calcular
o teor de acido clorogénico, em porcentagem, segundo a expressao:

A, Xm, XP

TAC =
A, Xmy

em que,

TAC = teor de &cido clorogénico % (p/p);

r = area sob o pico correspondente ao acido clorogénico na Solucéo referéncia;
A4 = area sob o pico correspondente ao acido clorogénico na Solugédo amostra;
mi = massa em gramas da amostra, determinada a partir da densidade;
mz = massa em gramas de &cido clorogénico;

P = pureza percentual declarada da substéncia de referéncia.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente hermeticamente fechado, ao abrigo da luz e do calor.

ANGICO, casca
Anadenantherae cortex

A droga vegetal consiste de cascas secas do caule de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
contendo, no minimo, 6% de taninos totais €, no minimo, 0,19% de catequina (C1sH140s, 290,27).



IDENTIFICACAO
A. Descrigdo macroscopica

As cascas caulinares secas apresentam-se em fragmentos levemente curvos e muito rigidos, resinosos,
com 6,0 a 8,0 cm de comprimento, 0,5 a 2,5 cm de largura e 0,5 a 1,5 cm de espessura. A superficie
externa é rugosa, de coloracdo pardacenta e € geralmente recoberta de placas esbranquicadas a
acinzentadas, com esparsas manchas pretas. A superficie interna é de coloracédo pardo-avermelhada,
apresentando estrias longitudinais devido a presenca de grossas fibras estreitas e opostas entre si.

B. Descrigdo microscopica

Em seccéo transversal da casca hé periderme bem desenvolvida, com 15 a 30 camadas de células
tabulares, enfileiradas radialmente. No cortex, em sec¢éo transversal, ha de 10 a 22 camadas ou mais
de células de parénquima cortical achatadas radialmente, alternadas a faixas de fibras
esclerenquimaticas; apés as faixas de parénguima ocorrem faixas de feloderme, caracterizadas por
celulas achatadas dispostas radialmente em fileiras sobrepostas. Raios e corddes parenquimaticos sao
evidentes. Algumas células parenquimaticas do parénquima cortical contém cristais prismaticos, aléem
de grdos de amido. Na seccdo longitudinal ha camadas de fibras alternadas aos raios parenquimaticos.

C. Descricdo microscopica do pd

O po atende a todas as exigéncias estabelecidas para a espécie, menos 0s caracteres macroscopicos.
Séo caracteristicos: coloracdo castanho-clara; por¢des de células do parénquima; fragmentos de fibras
esclerenquimaticas libriformes; células parenquiméticas com cristais prismaticos e com células
pétreas.

D. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1).

Fase estacionaria: silica-gel F2s4, com espessura de 250 pm.

Fase movel: acetato de etila, &cido formico e dgua (90:5:5).

Solugdo amostra: pesar 1 g da droga moida e colocar em baldo de fundo redondo adicionando 10 mL
de metanol. Aquecer, sob refluxo, durante 10 minutos. Filtrar em algodao.

Solucéo referéncia: pesar cerca de 1 mg de catequina e dissolver em 1 mL de metanol.

Procedimento: aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda, 20 pL da Solucéo
amostra e 20 pL da Solucédo referéncia. Desenvolver o cromatograma. Remover a placa e deixar
secar ao ar. Nebulizar a placa com vanilina a 1% (p/v) em etanol e, em seguida, nebulizar com &cido
cloridrico.

Resultados: no esquema abaixo estdo representadas as zonas obtidas com a Solucdo referéncia e a
Solugdo amostra. Outras zonas podem ocasionalmente estar presentes.



Parte superior da placa

Catequina: zona de coloragdo rdsea- Zona de coloragdo résea-avermelhada
avermelhada (catequina)

Zona de coloragdo résea-avermelhada
Zona de coloragdo rdsea-avermelhada
Zona de coloragdo rdsea-avermelhada

Solugdo referéncia Solugdo amostra

TESTES

Perda por dessecacdo (5.2.9). Método gravimétrico. No maximo 10%.

Matéria estranha (5.4.1.3). No maximo 1%.

Cinzas totais (5.4.1.5.1). No maximo 6%.

Metais pesados (5.4.5). Cumpre o teste.

Contagem do nimero total de micro-organismos mesdfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.
Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3). Cumpre o teste.

Residuos de agrotoxicos (5.4.3). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Taninos totais

Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢do no visivel (5.2.14). Preparar as
solucdes como descrito a seguir.

Solugéo estoque: pesar, com exatiddo, cerca de 0,750 g da droga pulverizada e transferir para um
baldo de fundo redondo de 250 mL com boca esmerilhada. Adicionar 150 mL de agua e aquecer em
banho-maria durante 30 minutos, a temperatura entre 85 °C e 90 °C. Resfriar em agua corrente e
transferir para um baldo volumétrico de 250 mL. Lavar o baldo de fundo redondo transferindo as



aguas de lavagem com todo contetido da droga vegetal para o baldo volumétrico. Completar o volume
com agua destilada. Deixar decantar e filtrar em papel de filtro o liquido sobrenadante. Desprezar 0s
primeiros 50 mL do filtrado.

Solucé@o amostra para polifendis totais: diluir 5 mL da Solugdo estoque em baldo volumétrico de 25
mL com 4&gua. Transferir volumetricamente 2 mL dessa solucdo, 1 mL de reagente
fosfomolibdotdngstico e 10 mL de &gua para baldo volumétrico de 25 mL e completar o volume com
solucdo de carbonato de sodio a 29% (p/v). Determinar a absorvancia em 760 nm (A1) ap6s 30
minutos, utilizando &gua para ajuste do zero.

Solucdo amostra para polifendis ndo adsorvidos por p6 de pele: a 10 mL da Solucdo estoque,
adicionar 0,1 g de po de pele e agitar mecanicamente em erlenmeyer de 125 mL durante 60 minutos.
Filtrar em papel de filtro. Diluir 5 mL do filtrado em bal&o volumétrico de 25 mL com &gua. Transferir
volumetricamente 2 mL dessa solucdo, 1 mL de reagente fosfomolibdotingstico e 10 mL de agua
para baldo volumétrico de 25 mL, completar o volume com solucdo de carbonato de sddio anidro
29% (p/v) e homogeneizar. Determinar a absorvancia em 760 nm (Az) ap6s 30 minutos, utilizando
agua para ajuste do zero.

Solucéo referéncia: dissolver, em agua, imediatamente antes do uso, 50 mg de pirogalol e transferir
para baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com &gua e homogeneizar. Transferir,
volumetricamente, 5 mL dessa solugdo para baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com
agua e homogeneizar. Transferir, volumetricamente, 2 mL dessa solucdo, 1 mL de reagente
fosfomolibdotlngstico e 10 mL de &gua para baldo volumétrico de 25 mL, completar o volume com
solucdo de carbonato de sodio a 29% (p/v) e homogeneizar. Determinar a absorvancia em 760 nm
(As3) apos 30 minutos, utilizando dgua para ajuste do zero.

Calcular o teor de taninos expressos em pirogalol, em porcentagem, segundo a expressao:

_ 62,5 X (A1 —Ay) Xmy

TT
Az Xmy

em que,

TT = teor de taninos totais expressos em pirogalol % (p/p);

A1 = absorvancia medida para a Solu¢do amostra para polifendis totais;

A> = absorvancia medida para a Solucdo amostra para polifendis ndo adsorvidos por p6 de pele;
Az = absorvancia medida para a Solucao referéncia;

my = massa em gramas da amostra, considerando a perda por dessecacéo;

mz = massa em gramas de pirogalol.

Catequina

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 280 nm; pré-coluna empacotada com silica
octadecilsilanizada, coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empacotada
com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5 pum), mantida a temperatura de 23 °C;
fluxo da Fase movel de 0,8 mL/minuto.

Fase movel (1): agua e acido fosférico a 85% (99:1).

Fase movel (2): metanol e &cido fosforico a 85% (99:1)



Tempo (minutos) Fase mdvel (1) (%0) Fase movel (2) (%) Sistema de eluicdo

0-15 70 — 50 30 — 50 gradiente linear
15-16 50 — 25 50 — 75 gradiente linear
16 - 17 25— 170 75 — 30 gradiente linear
17-18 70 30 isocratico

Solugdo amostra: pesar 0,750 g da droga pulverizada e transferir para um baldo de fundo redondo de
250 mL com boca esmerilhada. Adicionar 150 mL de dgua. Aquecer em banho-maria durante 30
minutos, a temperatura de 85 °C a 90 °C. Resfriar em &gua corrente e transferir para um baldo
volumétrico de 250 mL. Lavar o baldo de fundo redondo transferindo as aguas de lavagem com todo
contetido de droga vegetal para o baldo volumétrico. Completar o volume com agua. Deixar decantar
e filtrar o liquido sobrenadante em papel de filtro. Desprezar os primeiros 50 mL do filtrado.

Solucéo referéncia: dissolver quantidade exatamente pesada de catequina em agua, para obter solucéo
a 4,05 pg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pL da Solucéo referéncia e 20 pL da Solucdo amostra.
Registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos. O tempo de retencdo da catequina na
amostra é de aproximadamente 6,1 minutos. Calcular o teor de catequina, em porcentagem, segundo
a expressao:

_ G x Ay XxFD X100

TC
A, Xm

em que,

TC = teor de catequina % (p/p);

r = concentracdo da Solugéo referéncia em g/mL;
A = area sob o pico correspondente a catequina na Solucéo referéncia;
A, = area sob o pico correspondente a catequina na Solugéo amostra;
m = massa em gramas da amostra, considerando a perda por dessecacao;
FD = fator de diluigéo (250).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente hermeticamente fechado ao abrigo da luz e do calor.



Figura 1 — Aspectos macroscopicos, microscopicos e microscopicos do p6 em Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan

As escalas correspondemem Aa2cm; B, C,D,E,Fe Ha 100 um; G, I e Ja 25 pm.
A - aspecto geral da casca do caule, em vista frontal e interna, respectivamente. B - detalhe da distribuigco dos tecidos do
caule, em seccdo transversal: feloderme (fe), fibras (fb), parénquima cortical (pc), periderme (pe). C - detalhe da seccéo



transversal da casca: periderme (pe). D - detalhe da sec¢do transversal da casca: parénquima cortical (pc) e faixas de fibras
(fb). E - detalhe da secc¢do transversal da casca: cristal prismatico nas células de parénquima cortical (seta). F - detalhe
da seccdo longitudinal da casca mostrando um corddo parenquimatico e um raio. G - detalhe da seccdo transversal na
regido dos raios parenquimaticos da casca: graos de amido nas células de parénquima cortical (seta). H - detalhe da sec¢édo
longitudinal da casca: fibras (fb). | e J - detalhes observados no pé. | - fibras libriformes e células parenquimaticas com
cristais prismaticos (seta). J - células pétreas (seta).

ANGICO, extrato fluido
Anadenantherae extracta fluida

O extrato fluido é obtido a partir de cascas secas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
contendo, no minimo, 5% de taninos totais e, no minimo, 0,13% de catequina (C1sH140s, 290,27).
PREPARACAO

O extrato fluido é preparado na proporcdo droga:solvente 1:1 (p/v), por percolacdo, ou maceracao,
utilizando etanol a 70,0% como liquido extrator.

CARACTERISTICAS

Liquido limpido, de cor castanho-escuro.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1).

Fase estacionaria: silica-gel F2s4 (0,25 mm).

Fase movel: acetato de etila, acido formico e agua (90:5:5).

Solugdo amostra: diluir 0,2 mL do extrato fluido para 10 mL de metanol.

Solucéo referéncia: pesar cerca de 1 mg de catequina e dissolver em 1 mL de metanol.
Procedimento: aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda, 20 pL da Solucéo
amostra e 20 pL da Solucédo referéncia. Desenvolver o cromatograma. Remover a placa e deixar
secar ao ar. Nebulizar a placa com vanilina a 1% (p/v) em etanol e, em seguida, nebulizar com &cido

cloridrico.

Resultados: no esquema abaixo estdo representadas as zonas obtidas com a Solucdo referéncia e a
Solugdo amostra. Outras zonas podem ocasionalmente estar presentes.



