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RESUMO

No decorrer deste trabalho buscamos por meio da metodologia de extragdo por maceragao e infusdo
determinar e quantificar a presenga de boldina em amostras de boldo-do-chile (Peumus boldus molina) e boldo-
de-jardim (Plectranthus barbatus), a fim de verificar se a quantidade comprovada por meio da literatura estaria
dentro do que se consideraria aceitavel para fins fitoterapicos direcionados para doencgas gastrointestinais.
Foram realizados trés lotes de extragdes de boldo-do-chile e de boldo-de-jardim. E as analises para a
quantificacdo da boldina foram em triplicatas, as amostras foram analisadas através de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), que serve para separar, identificar e quantificar os componentes de uma amostra.
Utilizando as figuras de mérito, linearidade, limite de quantificagao e limite de detecgao, pelo método é possivel
quantificar boldina, visto que apresentou um excelente resultado podendo ser detectada com certo limite de
confiabilidade. No entanto nas devidas condi¢cbes de extragao diante desse trabalho ndo houve resultados nas
amostras analisadas.

Palavras-chave: boldo-do-chile (Peumus boldus Molina), boldo-de-jardim (Plectranthus barbatus), Boldina e
Extragao.

ABSTRACT

In the course of this work, we sought, through the method of extraction by maceration and infusion, to determine
and quantify the presence of boldine in samples of boldo-do-chile (Peumus boldus molina) and boldo-de-jardim
(Plectranthus barbatus), to verify whether the amount suggested in the literature would be within what would be
considered acceptable for herbal purposes directed at gastrointestinal diseases. Three batches of boldo-do-
chile and boldo-de-jardim extractions were carried out. And the analyzes for the quantification of boldine were
in triplicates, the samples were analyzed through High Performance Liquid Chromatography (HPLC), which
serves to separate, identify and quantify the components of a sample. Using the figures of merit, linearity, limit
of quantification and limit of detection, the method is possible to quantify boldine, since it presented an excellent
result and can be detected with a certain limit of reliability. However, under the proper extraction conditions in
the face of this work, there were no results in the analyzed samples.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas o interesse por plantas
medicinais tem sido crescente em todo mundo,
principalmente depois de um periodo em que a
quimica sintética trouxe grandes avangos no
desenvolvimento de novos medicamentos (COSTA
2006). Durante a primeira metade do século XX,
acreditava-se que tudo poderia ser sintetizado em
laboratério, as plantas, ainda hoje, continuam
sendo fonte importante de  substancias
farmacoldégicas ativas (FERNANDES 2004).

Ha dados que demonstram que a mais de 60
mil anos plantas vem sendo utilizadas com fins
fitoterapicos, e no Brasil os povos indigenas,
africanos e europeus sao responsaveis pela
medicina popular com uso das plantas (REZENDE
e COCCO, 2002). Este conhecimento vem sendo
transmitido entre geragdes, fazendo com que a
Ciéncia Moderna busque confirmar através de
estudos e analises, os principios ativos, os
beneficios e os maleficios que podem ser causados
com o0 uso em excesso de plantas medicinais.

O boldo-do-chile (Peumus boldus Molina) é
uma planta nativa das regides central e sul do
Chile, pertencente a familia Monimiaceae, que
compreende de 25 a 30 géneros e
aproximadamente 300 espécies (COSTA, 2017) e
foi descrito botanicamente pela primeira vez por
Abbe Molina ha dois séculos (SPEISKY &
CASSELS, 1994). O boldo-do-chile esta incluso
entre as espécies de ervas medicinais mais
utilizadas pela populagdo mundial e essa erva
costuma ser consumida no Brasil em fungao do seu
amplo efeito farmacoldgico com acao antioxidante,
anti-inflamatéria, hepatoprotetora, antimicrobiana,
antifungica, anti-helmintica e diurética. (ARGENTA,
et al, 2011).

No Brasil o boldo-de-jardim é facilmente
encontrado e constantemente confundido com o
boldo-do-chile pela similaridade de aroma, sabor e
por ambos aliviarem sintomas de disfungdes
gastrointestinais. O boldo-de-jardim é uma planta
medicinal amplamente utilizada com efeito
terapéutico para dores de estébmago, este tipo de
boldo também é conhecido como boldo brasileiro e
pertence a familia Monimiaceae. Embora o boldo-
de-jardim seja popular entre as familias brasileiras
este ndo consta no catalogado da farmacopéia
brasileira. Embora tenha sido listado na Relagao
Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao
SUS (RENISUS), que visa orientar estudos e
pesquisas sobre fitoterapicos disponiveis para uso
da populagdo com a intengdo de gerar seguranga
sobre seu consumo.

O boldo-de-jardim é constituido por
diterpenoides, compostos fendlicos e dleos
essenciais, e seu componente principal em extratos
aquosos é o acido rosmarinico, sendo considerado

o responsavel pela capacidade inibitdria da enzima
acetilcolinesterase e pela atividade antioxidante da
planta. Nos preparados em forma de infusdo, as
acdes digestivas do boldo-de-jardim que séo
apontadas pela populagdo, circundam desde a
protecédo gastrica, ao aumento da salivacdo e das
secregdes hepaticas biliares (COSTA, 2017). Por
ser utilizado frequentemente em substituicdo ao
boldo-do-chile, esta planta nos despertou o
interesse para analisar amostras em busca de
boldina.

Essas propriedades farmacoldgicas e alguns
de seus efeitos toxicos estdo obviamente,
associados a sua composigao quimica, e
conhecimento de que nesta encontrasse oOleos
essenciais que sao taninos, fenodis glicosilados,
saponinas, flavonoides e alcaloides em sua
maioria. Os alcaloides sdo aminas ciclicas que
possuem na sua estrutura atomos de nitrogénio
como demostrada na figura 1, sdo drogas naturais
que atuam diretamente no sistema nervoso do ser
humano, o que permite seu uso em medicamentos
devendo ser usado com restricao.

Figura 1: Estrutura quimica da Boldina

A boldina é o principal alcaloide encontrado
tanto nas folhas como nas cascas do boldo, a
concentracao nas folhas em torno de 0,14%, e nas
cascas de até 6% (QUEZADA et al., 2004). Sendo
responsavel pela maioria das atividades
promotoras de saude descritas do extrato do boldo,
que tradicionalmente foi usado para tratar uma
grande variedade de doencgas e sintomas, incluindo
dor de cabega, reumatismo, dispepsia, infecgbes
do trato urinarios e disturbio do sono (O'BRIEN et
al., 2006).

Segundo Fonseca (2005) para extrair das
plantas o principio ativo de interesse é necessario
isola-lo de alguma forma, resultando no extrato
mais puro e concentrado possivel, seja por técnicas
rudimentares e extragdo, como infusdo em agua,
passando pelo uso de solvente orgénicos até
técnicas que empregam alta tecnologia como
extragao com fluido supercritico.

Na maioria dos trabalhos encontrados na
literatura a técnica analitica empregada para a
quantificacado da boldina é a Cromatografia Liquida



de Alta Eficiéncia (CLAE) que é um detector
responsavel por converter uma propriedade fisica
ou quimica em um sinal mensuravel. E uma técnica
analitica utilizada para separar, identificar e
quantificar cada componente presente na mistura a
ser analisada (EDIVAN et al, 2002).

Tivemos como objetivo deste trabalho
desenvolver e validar um método analitico
utilizando CLAE para a quantificacado da boldina em
extratos de folhas de boldo, extrair boldina do
boldo-do-chile e do boldo-de-jardim por diferentes
métodos.

2. METODOLOGIA
2.1. Materiais

Para fins analiticos foram utilizados os
seguintes materiais, equipamentos e vidrarias:
balanca analitica; chapa de aquecimento; estufa de
temperatura variavel; pipeta automatica 1000 ul
(volume variavel); bico de Bunsen; béquer; baldo
volumétrico 100mL, 25 mL, 10 mL; proveta; frasco
ambar; ponteiras plasticas; pipeta Pasteur;
espatula com colher de ago inox; suporte universal;
funil; anel de ferro; papel filtro quantitativo, plastico
filme pvc e seringa. Os procedimentos foram
realizados com os seguintes reagentes: agua
destilada, metanol HPLC (Dindmica) e etanol P.A.
(Synth) e acido cloridrico P.A. (Synth). Todas as
vidrarias, equipamentos e reagentes utilizados na
pratica foram fornecidos pela estrutura da Escola
técnica Irma Agostina.

2.1.1. Material vegetal

As folhas desidratadas de boldo-do-chile
utilizadas para desenvolvimento das andlises foram
obtidas de dois fornecedores de casas de produtos
naturais, a primeira obtida em “Gabriela Produtos
Naturais” em Vila Natal (Sdo Paulo- Sp)
denominada como lote B, e “Planta & Saude Vila
Sédo José” em Séo José (Sdo Paulo -Sp)
denominada como lote C. As folhas in natura de
boldo-de-jardim foram obtidas de uma unica fonte
de cultivo do arbusto, em casa. Ap6s a colheita de
todas as folhas passaram por lavagem e secagem
com papel toalha sem aplicagdo de atrito e
separadas para posterior utilizagdo denominado
como lote A.

2.1.2. Boldina

A boldina utilizada como padrdao de
referéncia foi adquirida junto a empresa
fornecedora Sigma com pureza 98%.

2.2, Métodos

Foram realizadas duas técnicas de extracao,
em cada uma delas, produzimos trés lotes de
extratos. A andlise para a quantificacdo via CLAE
foi realizada em triplicata.

2.2.1. Preparo dos extratos por Infusao

Os extratos foram preparados utilizando
aproximadamente 2 g das folhas cortadas em 50
mL de agua destilada em ebuligdo, devidamente
identificados com os nimeros “1, 2 e 3”. Apos esse
processo foram lacrados com plastico filme PVC,
por 5 minutos boldo-de-jardim e 10 minutos boldo-
do-chile (FONSECA, 2005). Apds a filtracdo os
extratos foram transferidos para o frasco ambar e
armazenados na geladeira até o periodo da
analise.

2.2.2. Preparo dos extratos por maceragao com
acido cloridrico 0,1 mol. L

O método de extragdo por maceragao
consiste em colocar uma substancia em contato
com um liquido extrator durante um periodo
(FONSECA, 2005). Os extratos foram preparados
utilizando aproximadamente 2 g de folhas de boldo-
de-jardim cortadas em 50 mL de acido cloridrico,
devidamente identificados com os numeros “1, 2,
3”. ApoOs esse processo foram lacrados com
plastico filme PVC, armazenados na geladeira por
48 horas. Apds a filtragcdo os extratos foram
transferidos para o frasco ambar e armazenados na
geladeira até o periodo da analise.

2.2.3. Preparo dos extratos por maceragao por
acido cloridrico 8% boldo-do-chile

Os extratos foram preparados utilizando
aproximadamente 2 g de folhas de boldo-do-chile
cortadas em 50 mL de acido cloridrico,
devidamente identificados com os numeros “1, 2,
3”, levando ao banho maria por 30 minutos. Apds a
filtracdo realizou-se novamente o processo, 0s
extratos foram transferidos para o frasco ambar e
armazenados na geladeira até o periodo de
analise. (SCHWANZ,2006).

2.2.4. Preparo dos extratos por maceragao por
Etanol

Os extratos foram preparados utilizando
aproximadamente 2 g das folhas cortadas em 50
mL de etanol, devidamente identificados com os
nameros “1, 2 e 3”. Apds esse processo foram
lacrados com plastico filme PVC, por 48 horas
boldo-de-jardim e 24 horas boldo-do-chile
(FONSECA, 2005). Apés a filtracdo os extratos
foram transferidos para o frasco ambar e
armazenados na geladeira até o periodo da
analise.

2.3. Quantificagao da boldina



A analise da Boldina presente nas amostras
foi feita por cromatografia utilizando-se um
equipamento Jasco, PU- 4180, RHPLC Pump
(Extrema), modelo: LC-Netll/ADC, numero de
série: A032261868 (Laboratoério Instrumental, Etec
Irmé& Agostina) e detector UV/VIS Detector - 4070.
Foi utilizada coluna analitica Inertsii ODS
(4.6x150mm, 5um). Para a execugao das analises
cromatograficas foi utilizado fase moével Metanol:
agua deionizada (65:35).

24. Condig¢des cromatograficas

Os parametros utilizados nas analises
cromatograficas estdo descritos na tabela 1,
utilizando o metanol como fase movel o que
acarretou um curto tempo de retengao.

Tabela 1: Parametro definido para a analise cromatografica
dos extratos da espécie Plectranthus barbatus e Peumus
boldus.

Caracteristicas Descrigao

Cromatografo Jasco PU- 4180
Detector Jasco UV-4070
Coluna Nova- park C18'
Pré- coluna Lichopher Merck?

Sistema de eluicéo Isocratico

Fase movel Metanol/ H20 (65:35)
Vazéo 0,1 mL/min
Volume da injecao 20 pl

Comprimento de onda 305 nm (CLAE/DAD)

2.5. Curva analitica CLAE

Realizou-se uma solugéo estoque de Boldina
da Sigma com pureza 98% a 1 g.L", a solugao foi
preparada dissolvendo 0,1039g do padrdo em
aproximadamente 20 mL MeOH/ H20 (65:35) em
um béquer até total dissolugdo. Apds transferiu-se
a solugéo para o baldo volumétrico de 100 mL e
completou-se o volume com a solugao de MeOH/
H20.

Foram realizadas trés curvas analiticas e
para cada curva foi preparado seis solucdes
padrées nas seguintes concentragdes: 0,5; 0,4; 0,3;
0,2; 0,1; 0,05 g.L" a partir da solugéo estoque de 1
g.L!, em baldes volumétricos de 10 mL. Cada baldo
foi completado com solugdo de MeOH/ H20
(65:35). O tempo de corrida utilizado para a analise

foi de 6 minutos. O comprimento de onda utilizado
foi de 305 nm.

2.6. Linearidade

A linearidade € um parametro de um método
analitico que possui a capacidade de fornecer
respostas analiticas proporcionais a concentragao
a ser determinada.

2.7. Limite de quantificacdo

O limite de quantificagdo é proposto a partir
da menor quantidade do analito em uma a mostra
que pode ser determinada com preciséo e exatidao
consideravel. Ou seja, a menor concentragdo do
material a ser analisado podendo ser determinado
quantitativamente.

2.8. Limite de detecgao

E a menor quantidade ou concentracdo de
transgénicos em uma amostra que pode ser
detectada, com 99% de confianga, porém nao é
necessariamente quantificada.

Essas figuras de mérito estao relacionadas a
validagdo do método, para quantificacdo precisa
que garante a confiabilidade nas analises.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Resultados referente a validagcdo do
método.

Ao analisar as curvas analiticas foram obtidos
os tR: 3,470. Houve variagbes nas concentragdes,
devido a transferéncia de liquido da pipeta
automatica na preparagao dos padrdes, entretanto,
é possivel evidenciar a eficiéncia da linearidade na
curva analitica. As curvas citadas acima podem ser
encontradas no apéndice A.

As curvas analiticas da metodologia de
quantificacdo da boldina pela cromatografia estao
representadas nos graficos 1,2 e 3 abaixo:



Grafico 1: Curva analitica 1 padrao de Boldina (CLAE)
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Grafico 2: Curva analitica 2 padrao de Boldina (CLAE)
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Grafico 3: Curva analitica 3 padrao de Boldina (CLAE)
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Partindo desse principio calculamos a média
da linearidade das trés curvas analiticas utilizando
os dados de R? conforme a tabela 2:

Tabela 2: R? das curvas de calibragdes

Figuras R2
1 0,9983
2 0,9908
3 0,9999
R2 = 0,9963

Diante dos dados apresentados, quanto
mais préximo de 1, maior a linearidade da relagao
entre a Area do sinal cromatografico e a

concentragao do analito. Logo, para cada uma das
curvas individuais, nota-se excelente linearidade.

A andlise do RZ = 0,9963 nos mostra que, o
método de analise da boldina realizado, e aqui
proposto, explica 99,63% dos resultados.

O limite de quantificagdo, foi calculado a
partir de 0,05g.L", seguindo os dados da Tabela 3:

Tabela 3: Limite de quantificagdo da boldina

Area do Coeficiente
Ensaio Padrao angular
1 2421474 48425
2 3424971 54059
3 2370724 49999
594561 50828

Realizou-se o calculo a seguir, aplicando a
Férmula 1:

_ 10'sq

LQ = - (Formula 1)
_10-594561_
~ T sogzg o obpm

Para que a amostra analisada seja
quantificada com maior precisdo e exatidao
consideraveis, € necessario que o0 padrao se
apresente acima de 116,97 ppm, para que haja
excelentes dados. Visto que o padrao de boldina a
50 ppm, proposto ndo apresenta uma precisao e
exatidao para realizagao de analises.

O limite de detecc¢éo foi calculado a partir da
area do branco, seguindo os dados da Tabela 4:

Tabela 4: Limite de detecg¢do da boldina

Area do Coeficiente
Ensaio Branco angular
1 26148 48425
2 260737 54059
3 240460 49999
163391 50828

Foi realizado do célculo a seguir, aplicando a
Férmula 2:



LD =32 (Formula 2)

a

3-163391
LD =
50828

= 9,64 ppm

O limite de detecgéo é de 9,64 ppm, visto
que o padrdo proposto apresenta um excelente
resultado podendo ser detectada com certo limite
de confiabilidade.

Resultados dos extratos

Na busca por quantificar o composto, foi
utilizado alternativas para extragdo da boldina no
boldo-do-chile e boldo-de-jardim, efetuando
extragao por infusdo e maceragao.

Pelo processo de infusdo de 10 minutos no
boldo-do-chile desidratado obteve o tR 3,522 do
padréo ao observar o cromatograma (Apéndice B -
Figura 4) fica demonstrado que pelo processo de
infusdo ndo observamos boldina, o que se explica
segundo a farmacopeia Brasileira, na qual fala que
a boldina possui pouca solubilidade em H:0.

Na extracdo de maceracdo em HCI 8%,
obtemos o tR: 3,012 do padréao e como podemos
analisar no cromatograma (Apéndice B - Figura 5)
€ evidente que a curva estourou, e isso ocorreu
devido a amostra estar muito acidificada,
ultrapassando o sinal do padréo.

Para evetuar nova leitura com maceragao
HCI 8% a fim de comprovar a presenga da boldina
protonada, neutralizamos com solu¢do de NaOH
40% até atingir o pH 11, apresentando o tR 3,012
do padrdo, e nao foi possivel pelo metédo a
identificacdo da boldina. Podendo ser verificado na
figura 6 no apendice B.

No método de extragdo de maceragdo em
etanol por 24 horas, apresentou o tR 3,012 do
padrdo ao analisar o cromatograma (Apéndice B -
Figura 7) fica possivel verificar que nas condicdes
de extragcdo em etanol proposto ndo apresentou
boldina.

Através do processo de infusdo de 5 minutos
no boldo-de -jardim in natura obteve o tR 4,019 do
padrao, e podemos analisar o resultado obtido no
cromatograma (Apéndice B - Figura 8) e é possivel
identificar pico no inicio da analise, supde que
composto presente no processo de extragao por
infusdo é mais polar que a boldina, apresentando a
curva.

Por meio de maceragdo em etanol,
armazenado por 48 horas, obteve o tR: 3,541 ao
observar o cromatograma (Apéndice B - Figura 9)
apresenta no comego dois picos de compostos, no
entanto supde que esses compostos presentes no

processo de extragdo por maceragao em etanol sdo
mais polares que a boldina.

Por meio de maceragdgo em HCI,
armazenado por 48 horas, obteve o tR: 3,398 e ao
analisar o cromatograma (Apéndice B - Figura 10),
apresenta no inicio pico de um composto, no
entanto supde que o composto presente no
processo de extracdo por HCI é mais polar que a
boldina.

4, CONSIDERAGOES FINAIS

Concluimos que diante dos métodos de
extracdes realizados de infusdo e maceragéo, nao
foi possivel a identificagcdo da boldina nas amostras
produzidas, presente nas folhas de boldo-do-chile
e boldo-de-jardim.

Na tentativa de usar solvente Metanol/ H20
(65:35) como fase movel, foi possivel a
identificacdo do padrao fornecido.

Entre toda via, diante das figuras de méritos
realizadas, para que haja uma excelente precisdo
e exatidao na leitura o limite para a quantificagao
no equipamento é acima de 116,97 ppm e no limite
de detecgédo € de 9,64 ppm, visto que o padrao
proposto apresenta um excelente resultado
podendo ser detectada com certo limite de
confiabilidade.

E necessario um estudo mais aprofundado,
sobre um método mais eficiente de extracdo da
boldina. Além de estudos mais detalhados sobre a
diferenca entre boldo-do-chile e boldo-de-jardim e
seus principios ativos, pois a utilizagdo desses
materiais vegetais pela populagao esta relacionada
diretamente ao uso para tratamentos de doengas
gastrointestinais.
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APENDICE A - CURVA ANALITICA DA BOLDINA
Figura 1: Curva analitica da Boldina (CLAE) , tR: 3,470
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Figura 2: Curva analitica da Boldina (CLAE); tR: 3,470
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Figura 3: Curva analitica da Boldina (CLAE); tR: 3,470
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APENDICE B — CURVA ANALITICA DAS AMOSTRAS OBTIDAS POR METODO DE EXTRAGAO.

Figurad: Extragao de infusao
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Figura 5: Extracdo maceragao 8%
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Figura 6: Extracdo maceragao HCl 8% Neutralizado
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Figura 7: Extracdo em Etanol
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Figura 8: Extracdo por infusao
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Figura 9: Extracdo maceragao em Etanol
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Figura 10: Extracdo macera¢do em HCI 0,1 mol.L*
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