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Resumo

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) é uma ciéncia que passou seus milhares de anos de existéncia agregando
conhecimentos de suas préaticas, que se baseiam no principio do equilibrio das energias yin e yang. A estabilidade é o
fator que determina a compatibilidade entre os principios ativos com seus excipientes e embalagens, quando ndo ha
essa compatibilidade, a conservacdo de uma formulacdo € diretamente afetada. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi realizar um estudo de estabilidade acelerado (0 a 6 meses; 40 °C, 25% UR) de solucdo contendo extrato de seis
plantas da MTC, por meio de testes de controle de qualidade fisico-quimicos (caracteristicas organolépticas, pH,
densidade e viscosidade) e microbioldgicos (para fungos e bactérias), seguindo as metodologias descritas na
Farmacopeia Brasileira 6 edicdo. Foi realizada também a andlise do perfil cromatografico por CLAE. Os resultados
observados nas avaliagdes fisico-quimicas realizadas durante o periodo de estudo (6 meses) demonstraram
estabilidade adequada nos parametros organolépticos, pH e densidade. A viscosidade observada foi diferente de
outros trabalhos, mas é aceitavel para solucGes e manteve-se estavel durante os tempos analisados. Ja na avaliagdo por
cromatografia, observou-se indicios de degradacdo dos ativos ap6s o tempo 1 més, ndo apresentando estabilidade
diante das condigdes de temperatura e umidade utilizadas durante o estudo. Na avaliacdo da qualidade microbioldgica,
ndo foi constatado o crescimento de fungos ou bactérias nos tempos analisados.

Palavras-chave: Fitoterapico; Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); Controle de qualidade.
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Abstract

Traditional Chinese Medicine (TCM) is a science that has spent its thousands of years of existence aggregating
knowledge of its practices, which are based on the principle of balancing yin and yang energies. Stability is the factor
that determines the compatibility between the active principles with their excipients and packaging, when there is no
such compatibility, the preservation of a formulation is directly affected. Therefore, the objective of this work was to
carry out an accelerated stability study (0 to 6 months; 40 °C, 25% UR) of a solution containing extract of six MTC
plants, through physical-chemical (organoleptic characteristics, pH, density and viscosity) and microbiological (for
fungi and bacteria) quality control tests, following the methodologies described in the Brazilian Pharmacopoeia 6th
edition. The analysis of the chromatographic profile by HPLC was also performed. The results observed in the
physicochemical evaluations carried out during the study period (6 months) demonstrated adequate stability in
organoleptic parameters, pH and density. The observed viscosity was different from other works, but it is acceptable
for solutions and remained stable during the analyzed times. In the evaluation by chromatography, there was evidence
of degradation of the assets after time 1 month, not showing stability under the conditions of temperature and
humidity used during the study. In the evaluation of microbiological quality, the growth of fungi or bacteria was not
observed in the analyzed times.

Keywords: Herbal medicine; High performance liquid chromatography (HPLC); Quality control.

Resumen

La Medicina Tradicional China (MTC) es una ciencia que ha pasado sus miles de afios de existencia agregando el
conocimiento de sus practicas, que se basan en el principio de equilibrar las energias yin y yang. La estabilidad es el
factor que determina la compatibilidad entre los principios activos con sus excipientes y el envase, cuando no existe
tal compatibilidad, la conservacion de una formulacion se ve directamente afectada. Por tanto, el objetivo de este
trabajo fue realizar un estudio de estabilidad acelerada (0 a 6 meses; 40 °C, 25% UR) de una solucién que contiene
extracto de seis plantas de MTC, mediante pruebas fisico-quimicas (caracteristicas organolépticas, pH, densidad y
viscosidad) y de control de calidad microbioldgico, siguiendo las metodologias descritas en la 62 edicién de la
Farmacopea Brasilefia. También se realiz6 el anélisis del perfil cromatografico por HPLC. Los resultados observados
en las evaluaciones fisicoquimicas realizadas durante el periodo de estudio (6 meses) demostraron una adecuada
estabilidad en los parametros organolépticos, pH y densidad. La viscosidad observada fue diferente a otros trabajos,
pero es aceptable para soluciones y se mantuvo estable durante los tiempos analizados. En la evaluacion por
cromatografia, se evidencié degradacion de los activos después del tiempo 1 mes, no mostrando estabilidad en las
condiciones de temperatura y humedad utilizadas durante el estudio. En la evaluacién de la calidad microbiolégica, no
se observo crecimiento de hongos o bacterias en los tiempos analizados.

Palabras clave: Medicina herbaria; Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC); Control de calidad.

1. Introducéo

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) é uma ciéncia milenar que foi se modificando e agregando conhecimentos
durante toda a sua historia pelos seus praticantes (Lin, 2013). Esta pratica baseia-se na divisdo do universo entre dois
principios: yin e yang, que sdo subdivididos em fases de regulacéo, e sdo estas fases que mantém o organismo em equilibrio
(Melo, 2014). O homem, sendo parte da natureza, também precisa manter seu equilibrio, e quando ha um desequilibrio, o
organismo € afetado das mais diversas formas, como o aparecimento de doengas fisicas e emocionais (Martini; Cardoso;
Santos, 2009).

A utilizacdo de ervas e partes de plantas para tratamento de enfermidades que sdo causadas por esse desequilibrio é
um dos modelos mais conhecidos de utilizacdo da medicina chinesa e esta presente em sua histéria ha mais de 4.000 anos
(Vieira; Motta & Pereira, 2018). Segundo a MTC as plantas possuem sua prépria energia, podendo auxiliar no equilibrio
energético do individuo, ou atuar em sinergismo com a energia de outras matérias (Bonaparte; Nardi, 2014).

Na crenca que envolve os principios da MTC, a energia que faz parte de cada um dos seres vivos possui algumas
classificagOes, essas podem ser diferenciadas como tipos de temperatura, de sabores ou de dire¢des, é o que demonstra em qual
local havera o efeito desejado e o reestabelecimento do equilibrio (Bonaparte; Nardi, 2014).

Atualmente existem diversas formas farmacéuticas para veicular ativos farmacoldgicos, como as solugles. Essas
apresentam como vantagem a facilidade de administracdo e maior rapidez na absorcdo através do trato gastrointestinal

(Almeida et al, 2018). Na etapa de desenvolvimento do novo medicamento, a formulagao deve passar por testes de controle de
2
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qualidade, que visam verificar se as caracteristicas do novo produto estdo sendo mantidas durante um determinado periodo, em
condic@es controladas de temperatura e umidade (Costa; Lopes, 2016).

Dessa maneira, 0 presente trabalho teve como objetivo a realizacdo de um estudo de estabilidade acelerado, por meio
de testes de controle de qualidade fisico-quimicos e microbioldgicos, de uma solugao preparada com extrato de seis plantas da
MTC: Rehmannia radix preparata, Fructus corni officinalis, Radix dioscorea oppositae, Sclerotiumporia cocos, Cortex

moutan radicis e Rhizoma alismatis orientalis.

2. Metodologia

Esta é uma pesquisa experimental do tipo quantitativa (Koche, 2011). Neste trabalho foi realizado o estudo de
estabilidade acelerado (6 meses) de solucdo fitoterdpica contendo extrato de seis plantas da MTC. Foi utilizada camara
climatica com controle de temperatura e umidade, a 40 °C e 25% UR. Em periodos pré-determinados, a formulagdo teste e 0
controle (solucdo sem extrato) foram avaliadas com relagdo aos parametros fisico-quimicos (caracteristicas organolépticas, pH,

densidade e viscosidade), microbioldgicos e o perfil cromatogréfico em UPLC.

Determinacdo das caracteristicas organolépticas
Para as caracteristicas organoléticas, foram analisados o aspecto, a cor e o odor, em compara¢gdo com 0 controle

(solucdo sem extrato) (Pereira et al., 2004).

Determinagéo do pH
Foi realizada a determinacdo de pH em potenciémetro digital das solugdes (teste e controle). A leitura foi realizada
introduzindo o eletrodo do aparelho na amostra, procedendo trés leituras sucessivas e obtendo a média (ANVISA, 2019).

Determinacéo da densidade

Foi realizada a determinagdo da densidade relativa das solucGes (teste e controle) por meio do método do picndmetro,
utilizando equipamento de vidro com capacidade de 50 mL, previamente limpo e seco. A densidade foi calculada utilizando a
equacdo (1) (ANVISA, 2019).

d= (M2-MO0)/ (M1-M0) 1)

Sendo,
MO: picnémetro vazio
M1: picndmetro com agua

M2: picnémetro com a amostra

Determinacéo da viscosidade

A determinacdo da viscosidade foi realizada utilizando viscosimetro rotativo modelo ViscoSTAr-R (Fungilab,
Espanha), sensor de acoplamento com spindle R2 a 100 rota¢des/min. As amostras foram adicionadas no recipiente coletor do
aparelho e realizou-se a imersdo do spindle nas amostras procedendo-se a leitura da viscosidade, e em seguida foi calculada a
média (ANVISA, 2019).
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Analise do perfil cromatografico

As analises foram realizadas em cromatdgrafo liquido UltiMate 3000 (Thermo Scientific), equipado com detector de
arranjo de diodos e software controlador (Chromeleon®). Foi utilizada uma coluna Phenomenex® Onix Monolithic C18
(100mm x 4.6mm A, 2um) e Phenomenex coluna de guarda. Foram utilizadas as fases moveis A: gua + 0,1% écido fosforico
e B: acetonitrila + 0,1% &cido fosférico, com a seguinte elui¢do gradiente: 0 min: 90% de A; 3 min: 80% de A; 10 min: 60%
de A; 30 min: 80% de A. Como marcador quimico, foi utilizada a substancia padrdo acteosideo, presente na Rehmania
preparata, solubilizada em metanol na concentracdo de 1 mg/mL. A temperatura da coluna foi mantida a 25 °C e a vazdo de
0,5 mL/min. Como controle, foi utilizada uma solucdo contendo a mesma formulacdo, porém sem extrato. As soluces teste e

controle ndo foram diluidas para a determinacdo do perfil cromatogréfico.

Analise microbioldgica
A determinacdo de microrganismos nas amostras (teste e controle) foi realizada empregando os meios TSA (para
bactérias) e Sabouraud (para leveduras) enriquecidos com proteinas e carboidratos. O meio empregado para a diluigdo das
amostras foi o MHB (Mueller Hinton Broth), e 0 método de semeadura foi Pour Plate (Tadoque, 2019). A analise foi realizada
com todos os seus passos em duplicata.
As amostras foram diluidas 1:10 em tubos com tampa, totalizando 5 mL. Apds a homogeneizagdo dos tubos, e a
liquefacdo dos meios, esses foram adicionados em placa de Petri estéril, 1 mL da amostra (teste ou controle) e em seguida 15
mL do meio de cultura. Apos a semeadura, a placa sofreu leve homogeneizagdo. Por fim, apds a solidificacdo desses meios, as

placas foram incubadas a 32,0 °C por 5 dias para verificacdo de crescimento microbiano.

3. Resultados e Discussao
Determinacéo das caracteristicas organolépticas

A determinacdo das caracteristicas organoléticas é realizada pelos sentidos de tato, paladar e olfato (Kindlein;
Carvalho, 2015). Neste trabalho foram observadas as caracteristicas organolépticas apresentadas na solugdo teste e comparadas
com a solugdo controle, nos tempos zero, 3 e 6 meses, do estudo de estabilidade acelerada.

Os resultados encontrados podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados das caracteristicas organolépticas da solucdo teste.

Tempo Odor Cor Aspecto
(més)
0 Sem alteracdo Vermelho escuro Sem alteracdo
3 Sem alteracdo Vermelho escuro Sem alteracdo
6 Sem alteracdo Vermelho escuro Sem alteracdo

Fonte: Autores.

Durante o estudo de estabilidade acelerada ndo foi observado alteragdo nos parametros odor, cor e aspecto.
Em estudo semelhante, Oliveira (2017) avaliou as caracteristicas organolépticas de solu¢des de guaco, e as amostras

analisadas também mantiveram suas caracteristicas nos tempos analisados.
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Determinacéo do pH
A determinacdo do pH pode demonstrar se ha problemas de estabilidade da amostra, pois possiveis reac@es entre os
componentes podem levar a degradacdo de substincias ativas e consequente alteracdo do pH da solugdo (Ferreira; Souza,

2011). Os resultados obtidos para esta analise, para a solugdo teste e controle, estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados do pH das soluces teste e controle.

pH

Tempo Solucéo controle Solucéo teste
(més) Média £ DP* Média £ DP*

0 6,68 + 0,27 4,62+0,23

1 6,17 £ 0,23 4,62+0,23

2 5,90+ 0,20 4,27 £ 0,01

3 5,84 + 0,02 5,23+0,34

4 6,45 = 0,27 4,54 +£0,34

5 6,00 + 0,29 4,29+ 0,03

6 4,80+0,18 3,62+0,18

*DP: Desvio Padrdo. Fonte: Autores.

Pode-se observar valores de pH mais baixos para a solucdo contendo extratos vegetais. Em ambas solugdes (teste e
controle) verificou-se uma reducdo do pH no ultimo tempo analisado (6 meses), indicando possivel alteracdo dos constituintes
nas formulagdes.

Silva e Tescarollo (2020), em estudo de avaliacdo da qualidade de solu¢des orais de paracetamol, demonstram que 0s
valores de pH variaram entre 3,8 a 6,5. No estudo de Santos, Aragdo e Furlan (2009), que avaliaram solucGes de paracetamol

oral, também houve semelhancga nos resultados encontrados nas solugdes, com tendéncia a pH acido.

Determinacéo da densidade

A densidade é uma propriedade avaliada a partir da massa e do volume de uma amostra (Sampaio; Silva, 2007).
Quando a densidade é avaliada em temperaturas diferentes, as moléculas da amostra estardo dispersas de formas diferentes,
isso influencia diretamente no valor da densidade. Assim, tal propriedade é avaliada em temperatura padréo (20 °C) (ANVISA,

2019). Os valores de densidade apresentados pelas solucdes teste e controle podem ser visualizados na Tabela 3.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i14.21624

Research, Society and Development, v. 10, n. 14, €31101421624, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i14.21624

Tabela 3: Resultados da densidade das solucdes teste e controle.
Densidade (g/mL)

Tempo Solucéo controle Solucéo teste
(més) Média + DP* Média + DP*

0 1,11321 + 0,00192 1,11253 + 0,00141

1 1,11349 + 0,00045 1,11253 + 0,00141

2 1,11325 + 0,00055 1,11409 + 0,00054

3 1,11293 + 0,00045 1,11324 + 0,00950

4 1,11213 £ 0,00113 1,11381 + 0,00113

5 1,11638 + 0,00574 1,11758 + 0,00611

6 1,11327 + 0,00054 1,11490 + 0,00028

*DP: Desvio Padrdo. Fonte: Autores.

Brand&o (2001) avaliou solugdes aquosas, e os valores de densidade variaram entre 1,2 a 1,32 g/mL, na temperatura
de 20 °C.

Delgado et al. (2012) avaliaram a densidade de uma solucdo oxidante contendo persulfato de sédio, obtendo valor
médio de 1,02 g/mL. Em outro estudo, Mello (2004) avaliou prepara¢des liquidas orais de maleato de enalapril na terapia
hospitalar da insuficiéncia cardiaca congestiva, obtendo valor médio de densidade de 1,26 g/mL.

Todos os valores obtidos nos estudos citados vao ao encontro dos resultados obtidos no presente estudo.
Determinacéo da viscosidade
O nivel de viscosidade é essencial para a formag&o final da textura do produto (Alves et al., 2014). Os valores obtidos

na andlise da viscosidade para as solugdes teste e controle, em todos os tempos analisados, podem ser observados na tabela 4.

Tabela 4: Resultados da viscosidade das solucdes teste e controle.

Viscosidade (mPa.s)

Tempo Solucéo controle Solucéo teste
(més) Média = DP* (T %)** Média = DP* (T %)**
0 15.1431+ 35 18.8502 + 4,4
1 14.6730 + 3,4 18.8502 + 4,4
2 14.6686 + 3,4 16.1044+ 3,8
3 15.9113 £ 3,7 17.4564 £ 4,1
4 16.8142 £3,9 18.0527 + 4,2
5 15.3241 £ 3,6 17.0725+£ 4,0
6 15.7684 + 3,7 17.3267 £ 4,1

*DP: Desvio Padrao.
**T(%): Torque.
Fonte: Autores.
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Lubi, Sato e Gaensly (2003) avaliaram o desenvolvimento de uma forma farmacéutica liquida de uso oral com extrato
de guaco, e obtiveram valores de viscosidade proximos a 40 mPa.s. Em outro estudo, Lubi (2002), foi avaliado o
desenvolvimento de forma farmacéutica liquida a base de guaco isenta de aglcar, apresentando resultados de 3.500 a 5.000
mPa.s.

Os valores encontrados no presente trabalho sdo diferentes dos valores obtidos nos artigos citados. Esta diferenga

pode estar relacionada com a composicao das solucdes, uso de agentes doadores de viscosidade, entre outros.

Perfil cromatografico

A cromatografia é uma técnica onde os compostos sdo separados de acordo com sua relagdo com a fase estacionaria e
a fase movel. Cada substancia é detectada pelo detector acoplado ao equipamento e transformada em picos visiveis no
cromatograma, pelo software utilizado (Paulino, 2020).

A avaliacdo por UHPLC foi realizada no inicio dos experimentos, apds um més e apds dois meses, correspondendo
aos tempos 0 (zero), 1 (um) e 2 (dois), respectivamente. Nos meses subsequentes ao tempo 2, observou-se um processo de
alteracdo das substancias e, desta forma, a andlise cromatografica ndo foi realizada durante todo o periodo do estudo de
estabilidade acelerada.

Os cromatogramas referentes a solucdo padrdo de acteosideo, solugdo controle (solugdo sem extratos vegetais) e

solucéo teste (contendo extratos vegetais) estdo representados na Figura 1.
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Figura 1: Analise realizada em UHPLC, sendo: A) Padrdo Acteosideo (rt=8,830 min); B) Solugdo controle (sem extratos vegetais); C) Solugdo teste (com extratos vegetais) e marcador acetosideo (rt=8,937

min). rt= tempo de retencéo.
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Analise Microbiol6gica

A anélise microbioldgica existe pela necessidade de garantir a seguranca e eficacia dos produtos. A existéncia de
microrganismos ndo intencionais na amostra, age diretamente na estabilidade da solucdo, alterando caracteristicas quimicas e
fisicas do produto (Nascimento et al., 2005; Yamamoto et al., 2004).

Para avaliar se a conservacdo e estabilidade das solucBes (teste e controle) foram eficientes nas condicfes de
temperatura e umidade em que foram expostas durante o estudo, a analise microbioldgica foi realizada nos tempos 0, 3 e 6

meses, e 0s resultados podem ser observados nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Resultados da andlise microbioldgica das amostras em TSA (trypticase soy agar)

TSA
Tempo Solucéo sem ativos vegetais Solucéo com ativos vegetais
(més)
0 NEGATIVO NEGATIVO
3 NEGATIVO NEGATIVO
6 NEGATIVO NEGATIVO

Fonte: Autores.

Tabela 6. Resultados da analise microbioldgica das amostras em meio Sabouroad.

Sabouraud
Tempo Solugéo sem ativos vegetais Solucéo com ativos vegetais
(més)
0 NEGATIVO NEGATIVO
3 NEGATIVO NEGATIVO
6 NEGATIVO NEGATIVO

Fonte: Autores.

O limite mé&ximo de unidades formadoras de colnia (UFC) permitidos tanto para bactérias quanto para fungos, sdo de
102 UFC/mL para solugbes (ANVISA, 2019). Nas amostras analisadas houve auséncia de crescimento de bactérias e fungos
durante as anélises.

Estudo realizado por Santos (2018) que avaliou a qualidade microbiol6gica de solucdo oral de dipirona, apresentou
crescimento inferior ao limite estabelecido pela legislagdo para a maioria das amostras, com cinco amostras apresentando em
média 101 UFC/mL para bactérias e para fungos, e apenas uma das oito amostras apresentou valor fora do limite estabelecido.

Em outro estudo semelhante, Lima (2010) avaliou a estabilidade microbioldgica de extrato aquoso de prépolis e
obteve resultados varidveis, sendo tanto negativos quanto extremamente positivos; essa situagdo pode ter ocorrido por falhas
preventivas e de controle de qualidade durante o processo de fabricacdo ou pela preparacdo conter substancias que favorecam o
desenvolvimento de bactérias e/ou fungos (Yamamoto, 2000).

Desta forma, conclui-se que a analise realizada no presente trabalho apresentou resultados satisfatérios, ja que as

condicGes de temperatura e umidade ndo afetaram a seguranca microbioldgica das solucdes.
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A degradacdo ativa de um composto pode ocorrer por diversos fatores, os quais sdo divididos em extrinsecos
(temperatura, umidade, luz) e intrinsecos (oxidacdo e hidrolise) (Mirco; Rocha, 2014). Supde-se que a degradacdo que

aconteceu na formulacdo analisada foi uma degradacdo intrinseca e que tenha ocorrido por degradacgdo dos ativos vegetais.

4. Concluséao

Os resultados observados nas avaliacGes fisico-quimicas realizadas durante o periodo de estudo (6 meses)
demonstraram estabilidade adequada nos parametros organolépticos, pH e densidade. A viscosidade observada foi diferente de
outros trabalhos, mas é aceitavel para solugbes e manteve-se estavel durante os tempos analisados. J& na avaliacdo por
cromatografia, observou-se indicios de degradacdo de substancias apds o tempo 1 més, ndo apresentando estabilidade diante
das condicGes de temperatura e umidade utilizadas durante o estudo. Na avaliacdo da qualidade microbiologica, ndo foi
constatado o crescimento de fungos ou bactérias nos tempos analisados.

Para trabalhos futuros, seria interessante testar formulacGes com excipientes que melhorem a estabilidade das

substancias ativas, como sistemas nanoestruturados contendo os extratos.
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