regido vascular; cAmbio (ca); floema (f); xilema (x). E - detalhe do sistema vascular andmalo em secg¢éo transversal;
cambio (ca); cristal (cr); elemento de vaso (ev); floema (f); grdo de amido (ga); raio parenquimatico (rp); xilema (x). F -
detalhe de células parenquimaticas em seccéo transversal contendo graos de amido. G - detalhe de células parenquimaticas
em seccdo longitudinal; grao de amido (ga). H - detalhes de gréos de amido. | - detalhe de células do raio parenquimatico,
em seccdo transversal. J - detalhe de células parenquimaticas em secc¢éo transversal; cristal (cr). L - detalhe de células
parenquimaticas radiais em secc¢do transversal, associadas a outras células parenguimaticas em seccdo longitudinal radial.
M - detalhe de elemento de vaso com espessamento reticulado e células parenquimaticas em seccédo longitudinal.

SABUGUEIRO, flor
Sambucus nigra flos

A droga vegetal consiste de flores secas de Sambucus nigra L., contendo, no minimo, 1,5% de
flavonoides totais, expressos em quercetina e, no minimo, 1% de rutina.

CARACTERISTICAS

As flores secas tém odor fraco e aromatico caracteristico.

IDENTIFICACAO
A. Descri¢do macroscopica

Flores amareladas pela dessecagéo, pentameras ou tetrameras, hermafroditas, medindo 3 a 5 mm de
didmetro, cada uma apresentando até trés diminutas bracteas verdes, distribuidas no pedicelo,
receptéculo e/ou base do célice, em diferentes alturas, visiveis com lente de aumento. Brécteas pouco
papilosas, com tricomas tectores e glandulares na face adaxial, com dentes marginais unicelulares.
Botdes florais globosos, esbranquicados ou amarronzados, medindo 1,5 a 3,0 mm de didmetro. Calice
com sépalas esbranquicado-amareladas, esverdeadas ou amarronzadas, triangulares, medindo 0,5 a
1,2 mm de comprimento e 0,5 a 0,7 mm de largura na porcao basal, levemente soldadas entre si na
base e com dentes marginais unicelulares. Corola amarelada, rotada, com pétalas soldadas entre si na
base em um curto tubo. Pétalas ovaladas a elipticas, de &pice retrorso, medindo 2,0 a 3,5 mm de
comprimento e 2 a 3 mm de largura. Androceu formado por cinco ou quatro estames, dispostos
alternadamente as pétalas, com filetes aderidos ao tubo da corola. Anteras ditecas, extrorsas,
dorsifixas, oblongas, deiscentes, de coloracdo amarela, com 1 mm de comprimento. Filetes glabros e
cilindricos, de 1,0 a 1,5 mm de comprimento. Ovario infero, soldado ao tubo calicino, tricarpelar,
raro tetracarpelar, trilocular, raro tetralocular, com carpelos bem demarcados, com um rudimento
seminal por l6culo, de placentacédo axial. Gineceu globoso e papiloso, com um curto estilete e estigma
trilobado. Um disco anelado e proeminente envolve a base do gineceu.

B. Descri¢do microscopica

Bracteas, sépalas e pétalas sdo hipoestomaticas, anfiestomaticas e anfi-hipoestomaticas
respectivamente; os estdbmatos séo do tipo anomocitico; em vista frontal, a cuticula apresenta estrias;
tricomas tectores e glandulares ocorrem principalmente na base da face adaxial; em seccédo
transversal, a cuticula é estriada, a epiderme é uniestratificada e o mesofilo € homogéneo; gotas
lipidicas esféricas ocorrem em todos o0s tecidos, exceto no xilema. Idioblastos de aspecto enegrecido,
contendo cristais de oxalato de calcio em forma de areia cristalina s&o visiveis nas trés pegas. Nas



pétalas ocorrem trés, raro quatro nervuras paralelas, as secundarias partindo da principal, ramificadas
ou nao; a epiderme apresenta celulas papilosas, menos proeminentes nas regiées dos bordos; gréos
de amido elipsoides estdo presentes no mesofilo. O filete, em vista frontal, possui cuticula estriada.
A antera, em seccdo transversal, possui epiderme papilosa, o tapete é uniestratificado e o endotécio €
formado por duas a trés camadas de células fibrosas, com pontoagdes evidentes. O grdo de pdlen é
prolato, tricolporado, com 15 a 25 um de didmetro, com superficie reticulada. O gineceu é formado
por trés, raro quatro carpelos e cada cavidade apresenta um rudimento seminal; em secgéo transversal,
0 tecido parenquimatico da parede carpelar é compacto, formado por células ricas em cloroplastidios
e gotas lipidicas; o parénquima mais interno é desprovido de cloroplastidios; as células epidérmicas
do estigma sdo extremamente papilosas. Difere de Sambucus australis por esta ndo apresentar
idioblastos contendo cristais de oxalato de célcio nas bracteas, sépalas e pétalas, além de geralmente
cinco carpelos no ovario.

C. Descricdo macroscépica das impurezas

Os pedicelos da propria espécie sdo considerados matéria estranha; sdo esbranquicados pela
dessecacdo, longitudinalmente sulcados, medindo 1 a 7 mm de comprimento, com tricomas tectores
e glandulares.

D. Descri¢cdo microscépica das impurezas

O pedicelo, em vista frontal, apresenta cuticula estriada, células epidérmicas retangulares, estbmatos
anomociticos e na por¢do basal, tricomas tectores e glandulares; em seccao transversal, apresenta
proeminéncias e reentrancias acentuadas, cuticula estriada, epiderme uniestratificada, com células de
forma tabular e paredes periclinais internas espessas; na regido cortical ocorre uma a seis camadas de
colénquima tabular, seguido por um parénquima com amplos espacos intercelulares; o sistema
vascular é formado por até 16 feixes colaterais, dispostos em forma de anel; a regido medular é
preenchida por parénquima com células de paredes delgadas; cloroplastidios ocorrem nos
parénquimas; gotas lipidicas ocorrem na epiderme e no parénquima cortical; grdos de amido sdo
observados na endoderme e no floema.

E. Descricdo microscopica do pé

O po atende a todas as exigéncias estabelecidas para as flores desta espécie, menos 0s caracteres
macroscopicos. Sao caracteristicas: coloracdo amarelo-esverdeada; fragmentos de sépalas com dentes
marginais unicelulares isolados; fragmentos de epiderme de sépalas e de pétalas papilosas e com
cuticula estriada; fragmentos de epiderme com estdmatos anomociticos; células-guarda isoladas;
fragmentos de epiderme com tricomas tectores de diferentes tipos; raros tricomas tectores e
glandulares isolados ou partes destes; fragmentos de parénquima; por¢des de tecidos com gotas
lipidicas; parte de elementos traqueais de espessamento helicoidal; fragmentos da epiderme de antera,
extremamente papilosa; fragmentos da camada fibrosa de antera; numerosos grdos de pélen como
descritos; grdos de polen isolados ou agrupados, ou associados a fragmentos de anteras e de epiderme
de diversas pecas; por¢des de estigma com epiderme papilosa; porcoes de bréacteas; por¢des do bordo
de sépalas, de pétalas e de bracteas.

F. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1).
Fase estacionaria: silica-gel GFzs4 (0,250 mm).

Fase movel: acetato de etila, metiletilcetona, agua, acido formico anidro (50:30:10:10).



Solucdo amostra: transferir 0,5 g da amostra moida (355) para um béquer e adicionar 5 mL de
metanol. Sonicar por 10 minutos. Centrifugar a 1000 x g por 5 minutos.

Solucdo referéncia: dissolver 1 mg de &cido cafeico, 1 mg de &cido clorogénico, 2,5 mg de
hiperosideo e 2,5 mg de rutina em 10 mL de metanol.

Procedimento: aplicar na placa, separadamente, 4 puL da Solugdo amostra e 4 pL da Solucéo
referéncia. Desenvolver o cromatograma por 6 cm. Remover a placa e deixar secar ao ar. Aquecer
em estufa a 100 °C por 5 minutos e nebulizar com uma solucéo de &cido difenilbdrico aminoetil éster
a 1g/L em acetato de etila, em seguida com uma solucdo de macrogol 400 a 5 g/L em cloreto de
metileno. Deixar secar por 30 minutos. Examinar sob a luz do dia e a seguir sob a luz ultravioleta em
365 nm.

Resultados: no esquema abaixo estdo representadas as zonas obtidas com a Solucdo referéncia e a
Solucéo amostra, apds exame sob a luz do dia e sob a luz ultravioleta em 365 nm, na ordem. Outras
zonas podem ocasionalmente estar presentes.

Parte superior da placa

Zona de coloragdo
laranja

Hiperosideo: zona de
coloracéo amarelo
escuro

Rutina: zona de
coloracéo amarelo
escuro

Zona de coloracgdo
amarelo escuro

Solucéo referéncia Solugdo amostra




Parte superior da placa

Acido cafeico: zona de
coloracéo azul
fluorescente

Hiperosideo: zona de
coloragdo amarelo
escuro

Acido Clorogénico: zona
de coloragéo azul
fluorescente

Rutina: zona de
coloragdo amarelo
escuro

Zona de coloragdo azul
fluorescente intensa

2 zonas de coloracao
azul fluorescente intensa

Zona de coloragéo
laranja fluorescente

Zona de coloracéo azul
fluorescente intensa

Zona de coloragdo
laranja fluorescente

Solucéo referéncia

Solucéo amostra

G. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar o
sistema descrito em Doseamento para Rutina. O pico majoritario do cromatograma corresponde a
rutina; observa-se um pico em tempo de retencao inferior com caracteristicas de acido cafeoilquinico
e quatro picos apos a rutina, sendo que os dois imediatamente apds tém espectro de absor¢do no
ultravioleta semelhante a rutina e, os dois seguintes, com espectro de absor¢éo caracteristica de acido
cafeoilquinico.

TESTES

Matéria estranha (5.4.1.3). No maximo, 8% de pedicelos grosseiros e outros materiais estranhos, e,
no maximo, 15% da amostra com cor alterada (enegrecida).

Agua (5.4.1.4). No maximo 11%.

Cinzas totais (5.4.1.5.1). No maximo 9%.

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

Metais pesados (5.4.5). Cumpre o teste.

Residuos de agrotdxicos (5.4.3). Cumpre o0 teste.



DOSEAMENTO
Flavonoides totais

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

Solucéo estoque: pesar, com exatidao, cerca de 0,1 g da droga pulverizada (800 um) e colocar em
baldo de fundo redondo de 100 mL. Acrescentar 0,25 mL de solu¢do aquosa de metenamina 0,5%,
10 mL de acetona e 0,5 mL de &cido cloridrico. Aquecer em banho-maria, sob refluxo, durante 30
minutos. Filtrar a mistura em algodéo para baldo volumétrico de 25 mL. Retornar o residuo da droga
e algoddo ao mesmo baldo de fundo redondo, adicionar 7 mL de acetona. Aquecer, sob refluxo,
durante 10 minutos. Filtrar em algod&o para 0 mesmo bal&o volumétrico de 25 mL. Repetir a operacao
retornando novamente o residuo da droga e o0 algodao para o baldo de fundo redondo, adicionar 7 mL
de acetona e aquecer, sob refluxo, durante 10 minutos. Filtrar para 0 mesmo baldo de 25 mL. Apo6s
resfriamento a temperatura ambiente, completar o volume com acetona e homogeneizar. Em funil de
separacdo, adicionar 10 mL dessa solucdo, 10 mL de agua e, a seguir, extrair com 10 mL de acetato
de etila. Repetir a extracdo mais duas vezes, com por¢des de 6 mL de acetato etila cada uma. Reunir
as fases de acetato de etila, em funil de separacéo, e lava-las com duas porc¢des de 15 mL de &gua.
Transferir, a fase organica, a seguir, para baldo volumétrico de 25 mL, completar o volume com
acetato de etila e homogeneizar.

Solucéo amostra: transferir 10 mL da Solucéo estoque para baldo volumétrico de 25 mL, adicionar 1
mL de cloreto de aluminio a 2% (p/v) em metanol, completar o volume com solucéo de acido aceético
a 5% (p/v) em metanol e homogeneizar.

Solucéo branco: transferir 10 mL da Solucéo estoque para baldo volumétrico de 25 mL, completar o
volume com solucgéo de &cido acético a 5% (p/v)em metanol e homogeneizar.

Procedimento: medir a absorvancia da Solu¢do amostra em 425 nm 30 minutos aps 0 seu preparo,
utilizando a Solucéo branco para ajuste do zero. Calcular o teor de flavonoides totais, expressos como
quercetina, em porcentagem, segundo a expressao:

_ A x 15625
"~ 500 x m x (100 — Py)

TQ

em que,

TQ = teor de flavonoides totais, expresso em quercetina (%);
A = absorvancia medida para a Solucdo amostra;

m = massa em gramas da droga vegetal; e

Pd = teor de agua (%).

Rutina

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 356 nm; pré-coluna empacotada com silica
guimicamente ligada a grupo octadecilsilano (3 a 10 um), coluna de 150 mm de comprimento e 3,9
mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (4 pm),
mantida a temperatura ambiente; fluxo da Fase moével de 0,7 mL/ minuto.

Fase movel (1): agua, acetonitrila e acido trifluoracético (95:5: 0,01).



Fase movel (2): acetonitrila e acido trifluoracético (100:0,01).

Tempo Fase movel (1) % Fase movel (2) % Sistema de eluicao
(minutos)
0-7 90—70 10—30 gradiente linear
7-8 70—0 30—100 gradiente linear
8-11 0 100 isocratico
11-12 0—90 100—10 gradiente linear
12 -18 90 10 isocratico

Solucé@o amostra: pesar, com exatidao, cerca de 0,25 g da droga seca e moida (800 um) e colocar em
frasco de vidro. Agitar, por turbolise, velocidade 3, durante 5 minutos com 5 mL de etanol a 80%
(v/v). Filtrar em papel de filtro, sob vacuo, para baldo volumétrico de 5 mL, completar o volume com
0 mesmo solvente e homogeneizar. Filtrar em membrana, diluir 50 pL em 950 pL de mistura de
acetonitrila e &gua (1:9) e homogeneizar.

Solucéo referéncia: dissolver 5 mg de rutina SQR em 10 mL de metanol.

Solugdes para curva analitica: diluir uma aliquota de 2,5 mL da Solugdo referéncia, em baldo
volumétrico de 25 mL, de modo a obter solucao a 50 pg/mL. Diluir aliquotas de 1 mL, 1,5 mL, 2 mL,
2,5mL, 3mL, 3,5mL, 4 mL e 4,5 mL, em baldes volumétricos de 5 mL, com metanol, de modo a
obter concentra¢des de 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pug/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL, 35 pug/mL, 40 pg/mL
e 45 pg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 pL das Solugfes para curva analitica e 10 pL da Solucgéo
amostra. Registrar 0os cromatogramas e medir as areas sob os picos. O tempo de retencdo é de
aproximadamente 5 minutos para o rutina. Calcular o teor de rutina na amostra a partir da equacao da
reta obtida com a curva analitica. O resultado é expresso pela média das determinacGes em gramas
de rutina por 100 gramas da droga (%), considerando o teor de agua.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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



Figura 1 - Aspectos macroscopicos, microscopicos e microscopicos do p6 em Sambucus nigra L.

As réguas correspondemem Aa3,0mm;emBeEa50mm;emCal0mm,emDeGa04mm;emF H, leMa
100 pm; em J a 30 um; em L a 400 pm.

A - aspecto geral da flor, em vista frontal; antera (an); estame (ea); filete (fi ); gineceu (g); pétala (pt). B - aspecto geral
da corola desprendida, em vista frontal; pétala (pt). C - aspecto geral de parte do célice, em vista frontal; dente marginal
(dm); sépala (sl); tricoma glandular (tg); tricoma tector (tt). D - aspecto geral da face adaxial de brécteas, em vista frontal,
evidenciando suas distintas formas: (a, b, e, f, i) bracteas elipticas; (c) bractea oblonga; (d) bractea laminar; (g) bractea
triangular; (h, j) bracteas obovado-elipticas; (dm) dente marginal; (tg) tricoma glandular; (tt) tricoma tector. E — aspecto
geral do estame em posicdo lateral; (na) antera; (fi ) filete. F - detalhe de porcéo da epiderme do filete, em vista frontal,
célula fundamental da epiderme (cfe); estrias epicuticulares (esse); gota lipidica (gl); ndcleo (nu). G - esquema geral do
filete, em seccdo transversal; agrupamento xilematico (ax); epiderme (ep). H - detalhe do filete em seccdo transversal;
agrupamento xilematico (ax); cuticula estriada (cu); espaco intercelular (ei); epiderme (ep); gota lipidica (gl); parénquima



(p). | - detalhe de porcédo da epiderme do receptaculo, em vista frontal; célula fundamental da epiderme (cfe); estbmato
(es); estrias epicuticulares (esse); gota lipidica (gl); nucleo (nu). J - esquema geral do grdo de pélen; a: vista polar; b:
vista equatorial. L — esquema geral do receptaculo e do ovario em seccéo transversal; epiderme do receptaculo (er); feixe
vascular do ovario (fvo); feixe vascular do receptéculo (fvr); I6culo (lo); rudimento seminal (ru). M - detalhe de porcéo
do receptéculo e do ovario, em sec¢do transversal, conforme destacado em L; cloroplastidios (clo); cuticula estriada (cu);
epiderme do receptaculo (er); floema (f); feixe vascular do ovario (fvo); feixe vascular do receptéaculo (fvr); gota lipidica
(gl); parénquima de células justapostas (paj); parénquima do ovario (pvo); parénquima do receptaculo (pre); revestimento
do léculo (rl); xilema (x).

AT I J‘i’ ‘
e
SRR

SA

2

E\Dy
N
&

Figura 2 - Aspectos microscopicos e microscopicos do p6 em Sambucus nigra L.

As réguas correspondemem A, B, D, E, F, H, I-L e Na 100 um; em C, Ge M 0,4 mm.

A - detalhe de porcdo da face adaxial da epiderme da bréctea, em vista frontal; célula fundamental da epiderme (cfe);
estrias epicuticulares (esse); gota lipidica (gl); nacleo (nu). B - detalhe de por¢do da face abaxial da epiderme da bractea,
em vista frontal; célula fundamental da epiderme (cfe); estdmato (es); estrias epicuticulares (ese); gota lipidica (gl); ndcleo



(nu). C - esquema geral da bractea, em seccao transversal; face abaxial (ab); face adaxial (ad); agrupamento xilematico
(ax); epiderme (ep); mesofilo (m). D - detalhe da regido da nervura principal da bractea, em sec¢do transversal; face
abaxial (ab); face adaxial (ad); agrupamento Xilematico (ax); clorénquima (cl); cloroplastidio (clo); cuticula (cu);
endoderme (end); epiderme (ep); gota lipidica (gl). E - detalhe de porcéo da face adaxial da epiderme da sépala, em vista
frontal; célula fundamental da epiderme (cfe); estémato (es); estrias epicuticulares (ese); gota lipidica (gl). F - detalhe de
porcdo da face abaxial da epiderme da sépala, em vista frontal; célula fundamental da epiderme (cfe); estdmato (es);
estrias epicuticulares (ese); gota lipidica (gl). G - esquema geral da sépala, em seccéo transversal; face abaxial (ab); face
adaxial (ad); agrupamento xilematico (ax); epiderme (ep); mesofilo (m). H - detalhe de por¢do da sépala na regido da
nervura principal, em seccdo transversal; face abaxial (ab); face adaxial (ad); agrupamento xilematico (ax); clorénquima
(cl); cloroplastidio (clo); cuticula estriada (cu); espaco intercelular (ei); endoderme (end); epiderme (ep); gota lipidica
(gl); ndcleo (nu). I - detalhe de porgéo da face adaxial da epiderme da pétala, em vista frontal; célula fundamental da
epiderme (cfe); estrias epicuticulares (ese); gota lipidica (gl); nicleo (nu). J - detalhe de por¢do da face abaxial da
epiderme da pétala, em vista frontal; célula fundamental da epiderme (cfe); estdmato (es); estrias epicuticulares (ese);
gota lipidica (gl). L - detalhe de porcédo da face abaxial da epiderme da pétala, em vista frontal; célula fundamental da
epiderme (cfe); estbmato (es); estrias epicuticulares (ese); idioblasto cristalifero (ic). M - esquema geral da pétala, em
seccdo transversal; face abaxial (ab); face adaxial (ad); epiderme (ep); feixe vascular (fv); mesofilo (m). N — detalhe de
porcdo da pétala, na regido da nervura principal, em seccéo transversal; face abaxial (ab); face adaxial (ad); clorénquima
(cl); cloroplastidio (clo); cuticula estriada (cu); espaco intercelular (ei); epiderme (ep); floema (f); feixe vascular (fv);
gota lipidica (gl); xilema (x).
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Figura 3 - Aspectos microscopicos e microscopicos do p6 em Sambucus nigra L.

As réguas correspondem em A e B (B: - Bs, Bsc-Bs) a 100 um; em B (Bsa e b) a 400 pum.

A - detalhe de tricomas ocorrentes em brécteas, sépalas e pétalas; Aa. tricomas tectores unicelulares; Az. tricomas tectores
pluricelulares; As. Tricomas glandulares. B - detalhes do pd. Bi. (a-q): porgdes de epiderme; (a-g): fragmentos de
epiderme, em vista frontal; célula fundamental da epiderme (cfe); dente marginal (dm); estdmato (es); estrias
epicuticulares (ese); gota lipidica (gl); gréo de pdlen (gp); idioblasto cristalifero (ic); nicleo (nu); (h-j) porgdes de tricomas
tectores unicelulares; (I-n) porcBes de dentes marginais; (0-p) por¢des de tricomas glandulares com cabega pluricelular;
(g) células-guarda isoladas; B2. porcéo de bordo da pétala; epiderme (ep); estrias epicuticulares (ese); clorénquima (cl);
nacleo (nu); Bs. fragmento de parénquima; nucleo (nu); Ba4. fragmentos de antera; (a) por¢éo concava; (b) por¢éo convexa;
(c) fragmento da camada fibrosa da antera; gréo de p6len (gp); Bs. gréos de pélen; (a) isolados; (b) agrupados; Bs. por¢éo
de elemento traqueal com espessamento parietal helicoidal.



