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RESUMO: Neste trabalho € descrito o status quo de um importante critério de qualidade de
plantas medicinais comercializadas no Brasil: a presenga de pesticidas. Por meio de um método
de andlise previamente estabelecido e validado para treze pesticidas organoclorados (OC) e
organofosforados (OP) em Passiflora spp. (malation, paration metilico, paration etilico, fenitrotion,
metidation, fention, tetradifon, hexaclorobenzeno, a-endossulfan, b-endossulfan, clorotalonil, dieldrin
e lindano), baseado em extrag@o com fluido supercritico (SFE) e determinagédo por cromatografia
gasosa de alta resolugdo acoplada a dois detectores em paralelo, o de captura por elétrons e ©
de fotometria de chama (HRGC-ECD/FPD), foram analisadas 23 amostras comerciais de Passiflora
spp.. Do total de amostras, 26 % apresentaram os pesticidas estudados, cujas concentragoes
situaram-se na faixa de 21 a 71,4 ng/g.

Palavras-chave: controle de qualidade, Passiflora spp, praguicidas, plantas medicinais.

ABSTRACT: Evaluation of the vegetal dry quality in the base of Passiflora spp.
Commercialized in Brazil with presence of pesticides remainder. This article describes the
status quo of an important quality criterion of medicinal plants commercialized in Brazil: the
presence of pesticides. Twenty-three commercial samples of Passiflora spp. were analyzed using
a previously validated analytical method based on supercritical fluid extraction (SFE) and high-
resolution gas chromatography coupled to two parallel detectors: an electron capture detector
and a flame photometric detector (HRGC-ECD/FPD) to determine thirteen organochlorine (OC)
and organophosphorus (OP) pesticides in Passiffora spp. {(malathion, parathion-methyl, parathion-
ethyl, fenitrothion, methidathion, fenthion, tetradifon, hexachlorobenzene, a-endosulfan, b-
endosulfan, chlorothalonil, dieldrin and lindane). Of the total number of samples, 26% of them
presented at least one of the pesticides analyzed, in concentration ranging from 21 to 71,4 ng/g.

Key words: quality control, herbal medicines, Passiflora spp., pesticides.

INTRODUCAO

O mercado de plantas medicinais e seus
produtos encontra-se em fran.a expansao (Kinghorn,
2001). Estima-se gue esta setor movimentara cerca
de 50 bilhdes de délares nos préximos 5 anos em
todo o mundo e, no Pais, de acordo com a Associa-
¢ao Brasileira da Industria de Fitoterapicos (Abifito),
as vendas na area podem ter chegado a casa dos
700 milhdes de ddlares sé no ano 2000, com um
potencial ainda maior para o futuro (Fontes, 2001).
Com vistas a esta corrente terapéutica e & marcante
tendéncia de mercado, reconhecidamente peculiar no
Pais, a legislagéo brasileira vem editando um con-
junto de normas que visa garantir a comercializagao
de medicamentos lilulerapicos seyurus, eficazes e
de qualidade. Segundo a Resolugao RDC n.17 de 24
de fevereiro de 2000, da Agéncia Nacional de Vigilan-
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cia Sanitéria, para o registro de um medicamento fi-
toterapico a empresa, ou 6rgao interessado, deve
apresentar um relatério técnico abrangente, que in-
clua testes de autenticidade; pureza; integridade;
gualitativo e guantitativo dos principios ativos e/ou
marcadores; estabilidade; toxicologia; farmacologia,
dentre outros (Brasil, 2000).

Apesar das exigéncias estabelecidas pela
legislacdo vigente, o Brasil ainda encontra-se em
um estagio inicial quando comparado acs medica-
mentos sintéticos quanto a produgéo, uso, comerci-
alizagao e fiscalizagao de produtos derivados exclu-
sivamente de espécies vegetais. Pode-se constatar
que muitos fitoterapicos encontrados no comércio nao
sa0 padronizados, i.e., ndo apresentam controle ada—
guado do teor de substancias endogenas ou exoge-
nas de interesse, tais como os possiveis contami-
nantes, pela simples auséncia de informagdes sobre
as substancias a serem monitoradas ou pela ausén-
cia de métodos precisos, sensiveis e reprodutiveis,
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oficiais ou néo, de controle de qualidade (Schmidt,
1997; Bauer, 1998). Verifica-se, portanto, a necessi-
dade do desenvolvimento de metodologias analiticas
para o controle de qualidade de drogas vegetais, dada
a diversidade de plantas medicinais e seus derivados
disponiveis e amplamente utilizados no Brasil. Para
o desenvolvimento de fitoterapicos padronizados, a
cromatografia & uma das principais técnicas analiti-
cas recomendadas por possibilitar a obtengao de um
perfil cromatografico caracteristico de uma planta
medicinal (“impressao digital”) e a determinagado quan-
titativa das substancias a serem estudadas. As téc-
nicas cromatogréaficas recentemente estabelecidas
— ou mesmo de uso ainda restrito devido principal-
mente ao elevado custo destes sistemas instrumen-
tais — e que apresentam grande potencial analitico,
vém sendo continuamente incorporadas em documen-
tos oficiais de normatizagao (Huie, 2002).

A Farmacopéia Européia (FE) (1997) propde
metodologias para a analise de residuos, com os res-
pectivos critérios minimos de validagao a serem res-
peitados e também define os limites maximos permi-
tidos para 34 pesticidas em plantas medicinais, per-
tencentes as classes dos compastos OC, OP e pire-
tréides (PT). Quando ndo descritos na FE, estes li-
mites séo estabelecidos pelas diretivas da Comuni-
dade Européia, incluindo seus anexos e sucessivas
versdes, ou sao calculados utilizando-se as informa-
¢Ges fornecidas pela Organizagao das Nagbes Uni-
das para a Agricultura e Alimentagao (FAO) / WHO
(1992). Além de nao descrever metodologias para a
analise de compostos biocidas em drogas vegetais,
a Farmacopéia Brasileira (1988, 1997) nao estabele-
ce limites maximos permitidos (LMR) para estes com-
postos em tais matrizes. A titulo de orientagao, po-
deriam ser consultadas algumas portarias que deter-
minam os principios gerais para o estabelecimento
de niveis méximos de contaminantes quimicos em
alimentos, ou as normas de carater geral, que se
aplicam a utilizagao de certos pesticidas em todo o
territério nacional. Dado o carater singular das matri-
zes vegetais medicinais, faz-se necessaria a utiliza-
¢ao de normas especificas para a aplicagéao e o con-
trole de pesticidas nas mesmas.

De acordo com Bisset (1994), a presenca
de pesticidas em plantas medicinais é freqiente, seja
devido a contaminagéo direta (aplicagao de pestici-
das as culturas de ervas medicinais) ou mesmo a
indireta (emprego em outras culturas ou areas vizi-
nhas as de interesse medicinal). No Pafs, apesar de
nao regulamentado o uso de pesticidas em plantas
medicinais. a existéncia de compostos biocidas de
elevada toxicidade em matérias primas vegetais me-
dicinais foi relatada, na faixa de ng/g (Zuin et al.,
2002). Vale destacar que segunde a WHO, o Brasil &
um dos paises que mais exageram na aplicagao de
pesticidas, ocupando atualmente um dos primeiros
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lugares no mercado mundial de defensivos, com des-
tague para o Estado de Sao Paulo, que é responsa-
vel pelo uso de % do total comercializado (Rezende,
2000).

Os pesticidas selecionados para o desen-
volvimento deste trabalho foram agueles de uso fre-
qilente em culturas de Passiflora spp. (Familia Pas-
sifloraceae) — conhecidas popularmente como "ma-
racuja“ — alguns dos biocidas aplicados em culturas
vizinhas as plantagdes e fazendas de ervas e plantas
medicinais (especificamente citrus e cana-de-aglicar)
e alguns daqueles compostos de uso proibido ou
controlado no Pais, altamente toxicos e/oy bioacu-
mulativos. De maneira geral, o cultivo comercial de
espécies de Passiflora spp., principalmente de Pas-
siflora edulis Sims. f. flavicarpa Deg., vulgo maracu-
ja-azedo ou amarelo, ocorre com vistas a produgao
de frutos e o Brasil se destaca por ser hoje o primeiro
produtor mundial, com uma area plantada em torno
de 38.500 ha. Além da espécie Passiflora edulis Sims.
f. flavicarpa Deg., que representa pelo menos 95%
de todo maracuja comercializado, atendendo a in-
distria de sucos concentrados e o mercado de fru-
tas frescas, destaca-se Passiflora alata Dryander, i.e. |
maracuja-doce, maracuja-de-comer, maracuja-guagu,
dentre outros nomes populares, que tem seu cultivo
quase sempre associado a esta outra espécie e visa
basicamente o mercado de frutas frescas e, logo
depois, o farmacéutico e ornamental. Apesar de apre-
sentar um comportamento frente a pragas e molésti-
as ligeiramente diferente de Passiflora edulis Sims.
f. flavicarpa Deg., de maneira geral, Passiflora alata
Dryander recebe o mesmo tipo de tratamento ou con-
trole (Bicchi ef al., 2003; Meletti, 1999; Vasconcellos
& Cereda, 1994; Ruggiero, 1998).

As folhas secas e partes aéreas de espéci-
es do género Passiflora spp. sdo empregadas com
finalidades sedativa, antiespasmadica e ansiolitica
desde o século XIX devido provavelmente & presenca
de flavondides C-glicosilados e de alcaldides do tipo
harmana (Zuanazzi, 1999; Pereira & Vilegas, 2000).
A Farmacopéia Brasileira elegeu como oficial a es-
pecie indigena Passiflora alata Dryander, indicando
as folhas como parte utilizada. Apesar de ser a es-
pécie oficial, Passiflora alata Dryander tem sido subs-
tituida com freqliéncia por outras gue ainda nao tém
comprovada a mesma atividade farmacologica, den-
tre as quais se sobressai a mais comum Passiffora
edulis Sims. . flavicarpa Deg.

Neste trabalho avaliou-se a qualidade de 23
amostras de Passiflora spp. comercializadas no Brasil
quanto a presenca de pesticidas OC e OP de inte-
resse. A determinagéo dos treze pesticidas OC e
OP selecionados em drogas vegetais (Passifloraspp.)
disponiveis no mercado brasileiro, objetivo central do
trabalho, foi realizada por meio de métodos moder-
nos de analise baseados em SFE e HRGC-ECD/FPD
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anteriormente estabelecidos e validados (Zuin et al.,
2003), utilizando os critérios de validagao da meto-
dologia analitica e os LMR recomendados pela FE
para pesticidas em plantas medicinais.

MATERIAL E METODO
1- Material

- Amostras de referéncia de folhas secas de
Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. e de Passi-
flora alata Dryander (coletadas em agosto/2000),
obtidas em ensaios agronémicos controlados foram
fornecidos pela Profa. Dra. Ana Maria S. Pereira e
por MSc. Ademar Menezes, do grupo de Biotecnolo-
gia Vegetal da Universidade de Ribeirdo Preto, Sao
Paulo, Brasil. As 24 amostras comerciais de Passi-
flora spp. foram obtidas em diversos estabelecimen-
tos, isto &, farmacias e produtores especializados
em vendas de produtos fitoterapicos de varios esta-

dos brasileiros (Tabela 1), em quantidades de, no
minimo, 150 g. As folhas de Passiflora spp. de refe-
réncia e comerciais foram trituradas (1 — 2 mm), ar-
mazenadas em frascos bem fechados de vidro, pro-
tegidas de luz, calor e umidade, passando pelo pro-
cesso de quarteamento para a retirada de 1 g de
amostra necessaria em cada ensaio. Uma parte de
todas as amostras estudadas no decorrer deste tra-
balho foi reservada para eventuais identificagGes e/
ou analises de testemunhas. Passiflora edulis Sims
f. flavicarpa Deg. e Passiflora alata Dryander de refe-
réncia apresentaram teores de umidade de 9,9 e
10,8%, respectivamente.,

- Solventes: n-hexanc e metanol para uso
em analise de residuos de pesticidas (Riedel-de-
Haen);

- Celite (BDH Chemicals Ltd., 80— 120 mesh);

- CO, grau SFE/SFC (SIAD);

- Padrdes de pesticidas:

malation, paration metilico, paration etilico,
fenitrotion, metidation, fention, carbofenotion, tetradi-

FIGURA 1. Fluxograma ilustrativo do procedimento analitico de SFE de pesticidas OC e OP em amostras de

Passiflora spp.

1 g amostra (Passiflora spp.)

SFE
(Extrator HP 7680)

P =100 bar; T = 40 °C (1 ml/min)
p(CO,) = 0,62 g/ml
restritor = 45 2C

5 min extragao estatica + 10 min dinamica
cartucho- ODS a 102C

solvente de elui¢ao = n-hexano 1 ml (2 ml/min, 20 °C)

Ajuste volume solvente

(Vfinal= 1 ml. n-hexano)

HRGC-ECD/FPD
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fon, hexaclorobenzeno, a-endossulfan, b-endossulfan,
clorotalonil, dieldrin e lindano (S. und I. Ehrenstorfer,
Riedel-de-Haen, Chem Service ou Hoechst, com 93
a99,6% de pureza).

2- Metodologia empregada para a andlise de
pesticidas OC e OP em amostras comerciais de
Passifloraspp.

Para a extragdo dos pesticidas OC e OP
em amostras de Passiflora spp. empregou-se um
sistema comercial de SFE da Hewlett Packard, mo-
delo HP 7680. A figura 1 apresenta as principais eta-
pas do método, sendo o processo de extragdo e co-
leta do material extraido realizado automaticamente.
As determinagdes cromatograficas foram efetuadas
em um sistema de HRGC-ECD/FPD, no qual a tem-
peratura do ECD foi fixada em 350 °C, do FPD a 160
°C, do injetor “split/splitless” a 280 °C. Empregou-se
uma coluna capilar Mega-13 com fase 13% fenil 87%
polidimetilsiloxano (50 m x 0,25 mm x 0,15 mm) e ao
final desta, um *Y” de vidro silanizado para divisao do
efluente. O volume de injegéo foi de 2 ml, para uma
razao de “split” 1:20. Outras condigdes operacionais:
gas de arraste: H,, 3 ml/min; gas auxiliar (ECD): N,,
60 ml/min; gas (FPD): H, + ar sintético: 120 ml/min;
programacgao de temperatura: 140 °C — 8 °C/min —
222 °C (3 min) — 15 *C/min — 280 °C (5 min). A guan-
tificagao dos analitos fol realizada pelo método do
padrao externo, apés um estudo comparativo com o
método do padrao interno utilizando carbofenotion
(0,10mg/ml) que revelou-se semelhante em termos
de exatidao e precisdo ao método externo. Os grafi-
cos de calibragéo, construidos para as concentra-
¢oes de 0,01 a 0,45 mg de cada composto por ml de
extrato, apresentaram boa linearidade (r=0.9973 a
0.9999). Os limites de detecgdo (LOD) para os pesti-
cidas determinados por ECD se encontraram na fai-
xa de 1 ng/ml (hexaclorobenzeno) a 46 ng/mi (fenti-
on).

Todas as analises foram realizadas em tri-
plicata e, quando verificada a presenga de residuos
dos pesticidas em estudo, os resultados foram con-
firmados por meio de um sistema de cromatografia
gasosa de alta resolugdo acoplado a um detector
seletivo de massas (HRGC-MSD), utilizando-se a bi-
blioteca de espectros (Zuin et al., 2003).

RESULTADO E DISCUSSAO

A Tabela 1 descreve a origem e as caracte-
risticas gerais de cada amostra comercial estudada.
As amostras foram obtidas e processadas de acordo
com a 4° edigao da Farmacopéia Brasileira (1988)
(grau de divisao, quantidade minima, sistema de quar-
teamento da droga). Segundo diferentes farmacopéi-
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as, tais como a FE (1997) e a Brasileira (1988), a
quantidade maxima permitida de Agua (umidade) em
drogas vegetais ndo deve ser superiora 15 % (p/p),
com poucas excegdes especificadas nas monografi-
as, pois acima deste valor a integridade da amostra
estaria comprometida (degradagdo de componentes
endégenos, proliferagao de fungos e bactérias, etc.).
Assim, a umidade de cada amostra foi determinada
segundo o método gravimétrico, por meio do calculo
do percentual de material volatilizado apos a desse-
cagao, descrito pela Farmacopéia Brasileira (1988).

Do total de amostras analisadas, 26 % apre-
sentaram os pesticidas estudados, principalmente os
da classe dos organoclorados (Tabela 1). As Figuras
2 e 3 mostram os cromatogramas obtidos para as
andlises de trés amostras comerciais de Passiflora
spp. que apresentaram residuos dos pesticidas es-
tudados. Para o calculo da concentragéo de residu-
os de pesticida OC ou OP encontrada nas amostras
comerciais foi utilizada a seguinte relagdao matemati-
ca(l)

C.V,.100 (1)
m, . R (%)

R =

Em que,

A: residuc do composto estudado (mg/g);

C: concentragdo determinada atraves da
curva analitica (mg/ml);

V; volume final de diluigdo (ml);

m; massa inicial da amostra (g);

R (%): recuperagao do método, validade de
acordo com os principios fixados pela FE.

O procedimento baseado na extragao com
fluido supercritico dos pesticidas OC e OP estuda-
dos em matrizes de Passiflora spp. mostrou-se efici-
ente e, comparado aos meétodos de referéncia, muito
mais preciso (Zuin et al., 2003). Tal fato pode derivar
do menor numero de etapas deste, automatizagao
da maior parte do procedimento analitico, extratos
finais relativamente mais limpos e com menor nime-
ro de interferentes, dentre outros. O método possibi-
litou andlises rapidas (cerca de 35 min/ensaio), &
econdmico (aproximadamente 2 ml de solvente n-
hexano)/ensaio), pratico, robusto, seguro e “ambien-
talmente correto”.

Como no Brasil inexistem parametros espe-
cificos de LMR para pesticidas em drogas vegetais
utilizou-se, como orientagao, os limites maximos to-
lerados para estes compostos estabelecidos por 6r-
gaos internacionais, como a FE (1997) e/ou da Orga-
nizagdo Mundial da Saude (WHO, 1992). De acordo
com os LMR estabelecidos por tais agéncias obser-
vou-se gue nenhuma amostra apresentou quantida-
des superiores aquelas fixadas (valores variaveis de
acordo com o pesticida, situados na faixa de 0,02 a
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FIGURA 2. Cromatogramas obtidos por HRGC-ECD de extratos de amostras comerciais n. 1 (Am,)en.3 (a_&ma).
Picos: 2. Lindano: 11. Dieldrin; Pi. Padrdo Interno (Carbofenotion 0,10 mg/ml). Condigoes

cromatogréficas descritas no item “material e método”.

Amy
Pi
Ams
Pi
2
2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.56 20 min

FIGURA 3. Cromatogramas obtidos por HRGC-ECD (Am,,) e por HRGC-FPD (Am,, ) do extrato da amostra comercial
n. 11. Picos: 6. Malation; Pi. Padrao Interno (Carbofenction 0,10 mg/ml). Condigdes cromatograficas
descritas no item “material e método”.
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TABELA 1 - Amostras de Passiflora spp. comercializadas no Brasil avaliadas quanto ao teor de residuos de

pesticidas.
Amostra Procedéncia’ Aspectos Dados de identificacao® Umidade Residuosde LMR =
macroscépicos % pesticidas (nalg)
(mg/g)
1 Sdo Carlos, SP  Folhas picadas, galhos “Maracuja” 7.9 Dieldrin 0,05
e gavinhas lote embalado em 18/08/00; 23(6,3)
validade de 1 ano
= Sao Carlos, SP Folhas picadas, galhos “Chéa de maracuja” 7.7 e
e gavinhas lote embalado em 19/08/00;
validade de 8 meses
3 Sao Carlos, SP Folhas picadas, galhos “Cha de maracuja” 7.5 Lindano 0.6
e gavinhas lote embalado em 18/08/00; 39 (4,8)
validade de 1 ano
4 Sdo Carlos, SP  Folhas picadas, “Maracuja — Passiflora 7.6 -
galhos, flores e edulis”
gavinhas lote embalado em 20/08/00;
validade de 10 meses
5 Sao Paulo, SP  Folhas picadas, muitos “Cha de maracuja — B,5 -
galhos e gavinhas Passiflora alata”
(presenga de materiais lote embalado em 02/06/00;
estranhos como pelos validade de 1 ano
de animais e outros
vegetais)
(<] Sao Carlos, SP Folhas integras, “Maracuja " 83 -
poucos galhos e lote embalado em 26/08/00;
gavinhas sem indicagdo de prazo de
validade
7 Sao Paulo, SP Folhas picadas, muitos “Cha de maracuja — 7.5 Tetradifon 1.8
galhos e gavinhas Passiflora edulis” 68,9 (7.0)
lote embalado em 01/00;
validade de 2 anos
9 Campo Largo, Folhas picadas, “Maracuja — Passiflora 7.4 -
PR poucos galhos e alata”
gavinhas lote embalado em 04/04/00;
validade de 2 anos
10 Belo Horizonte, Folhas picadas, galhos *Maracuja — Passiflora 8.4
MG e gavinhas alata”
lote embalado em 15/01/99;
validade de 2 anos e um
més
11 Campo Poucas folhas picadas “Maracuja” 7,8 Malation 1.0
Grande, MS muitos galhos e lote embalado em 08/00; 60 (5,1)
gavinhas (presenga de validade de 1 ano
peguenos fragmentos
de plastico rigido)
12 Campo Folhas picadas, muitos “Maracuja " 7.8 =
Grande, MS galhos e gavinhas lote embalado em 08/00;
(presenca de insetos  sem indicagdo de prazo de
mortos) validade
13 Harmonia, RS  Folhas picadas, galhos “Ché de maracuja - 6.9 -

e gavinhas

Passifiora edulis”
late embalado em 05/00;

* Considarou-se o local do laboratério ou farmécia responsével pela embalagem do produto, por falta de informagdes mais precisas em
todas as amostras comerciais.
" Transcrigdo das informagdes contidas nas embalagens de cada amostra comercial,
“Yalores medios (n=3). Entre parénteses o desvio padrao relativo (RSD, %) encontrado para as andlises das amostras comerciais

? LMR definido pela FE (1997). Para dieldrin, o valor total & a somatdria de dieldrin e aldrin; para «-endossulfan, a somatéria de endossulifan
sulfato e B-endossulfan.
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4 mg do composto / g de droga vegetal). Porém, tal
limite ndo garante a auséncia de riscos ao consumi-
dor de produtos fitoterapicos que contenham peque-
nas quantidades de pesticidas bioacumulativos como
alguns OC. Estudos similares desenvolvidos em ou-
tros paises para a estimativa de contaminantes bio-
cidas presentes em plantas medicinais e seus pro-
dutos acusam a presenga principalmente de com-
postos OC (Lino et al,, 1999; Abou-arab & Ka-
wther,1999). Segundo os pesquisadores, apesar de
proibidos, estes compostos persistem por muito tem-
po no ambiente, principalmente associados aos so-
los; porém, o seu uso em paises em desenvolvimen-
to ainda é verificado.

CONCLUSAO

O método previamente desenvolvido (Zuin et
al., 2003), baseado em SFE e determinagao por
HRGC-ECD/FPD e/ou HRGC-MS, possibilitou a de-
terminagao simples, rapida e eficiente de treze pesti-
cidas OC e OP em amostras comerciais de Passi-
flora spp. encontradas no Brasil. Do total de amos-
tras analisadas, 26 % apresentaram residuos de um
dos treze pesticidas estudados, em niveis abaixo do
LMR estabelecidos pela FE ou de suas referéncias.
De acordo com os resultados obtidos fica evidente
gue este critério de qualidade para drogas vegetais
nao deveria ser negligenciado, pois o mercado brasi-
leiro vem oferecendo produtos que podem oferecer
riscos aos usudrios de fitoterapicos.
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