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Validagao de um método analitico rapido por CLAE-UV para determinagao de
cumarina em guaco (Mikania glomerata Sprengel) confirmado com espectrometria
de massas
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RESUMO: A espécie Mikania glomerata Sprengel, popularmente conhecida no Brasil como
guaco, é amplamente utilizada como expectorante para tratar doencas respiratérias e tem a
sua atividade farmacoldgica atribuida principalmente a cumarina. Os resultados mostraram que
o método apresenta linearidade de 0,05 a 0,8 mg mL-. Ele foi considerado seletivo, exato e
preciso. A proposta de um método rapido para determinagéo de cumarina em extratos de guaco
torna-se interessante para a rotina de controle de qualidade industrial, visando a obtengéo de
medicamentos fitoterapicos padronizados.

Palavras-chave: plantas medicinais, fitoterapico, 1,2- benzopirona

ABSTRACT: Validation of a rapid analytical method by HPLC for determining coumarin
in guaco (Mikania glomerata Sprengel) confirmed with mass spectrometry. The species
Mikania glomerata Sprengel, popularly known in Brazil as “guaco”, is widely used as an
expectorant to treat respiratory diseases. Its pharmacological activity is mainly attributed to
coumarin. The results showed that the method for determining coumarin presented linearity from
0.051t0 0.8 mg mL-1. It was considered selective, accurate, and precise according to the specific
resolution from ANVISA, the Brazilian regulatory agency. The proposal of a rapid method for
the determining coumarin in extracts of guaco is interesting for routine industrial quality control

in order to obtain standardized, efficient, and safe phytotherapic medicines.

Keywords: medicinal plants, phytotherapic, 1,2- benzopyrone.

INTRODUGAO

A Mikania glomerata Sprengel,
conhecida popularmente como guaco, € uma
planta brasileira utilizada para fins medicinais e
empregada principalmente como broncodilatadora
e expectorante em tratamento de enfermidades
do aparelho respiratério como tosse, bronquite e
asma (Panizza, 1997; Moura et al., 2001; Corréa
et al., 2008) Industrias de fitoterapicos produzem
medicamentos a base de guaco e encontram-
se comercializados principalmente nas formas
farmacéuticas de extrato, tintura e xarope (Santos,
2005). A maioria das plantas sdo obtidas por
extrativismo na mata, possibilitando o uso incorreto
de diferentes espécies do género Mikania na
composicado destes produtos. (Lorenzi & Matos,
2002).

A cumarina é considerada a principal
substancia ativa do guaco, apresentando efeitos
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farmacolégicos comprovados como espasmolitico,
antiinflamatério e broncodilatador (Leite et al.,
1993; Silva et al., 2008). Além disso, por ser
um dos principais constituintes do vegetal é
classificada também como marcador quimico
da espécie Mikania glomerata para controle de
qualidade de formulagbes a base de guaco (Brasil,
2004). Estruturalmente s&o lactonas do acido
o-hidroxicindmico, sendo o representante mais
simples a cumarina (1,2-benzopirona), conforme
mostra a (Figura 1). A cumarina é formada apds
lactonizacdo do seu composto precursor, o acido
o-cumarico, por acao enzimatica e na presenca de
calor, processos que ocorrem na danificacdo dos
tecidos vegetais durante processamento das folhas
de guaco para obtencéao de extrato (Santos, 2005).

No Brasil, foi estabelecido o desenvolvimento
de acbes voltadas a implantagdo de plantas
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FIGURA 1. Estrutura quimica da cumarina (1,2
benzopirona)

medicinais e de fitoterapicos, visando garantir
o0 monitoramento dos fitoterapicos pelo Servigo
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Isto porque,
segundo a Resolugéo RE n° 89 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), somente os
fitoterapicos que fazem parte da Lista de Registro
Simplificado de Fitoterapicos estao liberados para
serem comercializados por empresas que possuam o
certificado de boas praticas de fabricagéo e controle
(Brasil, 2004). Dentre os fitoterapicos que fazem
parte desta lista de registro da ANVISA esta o guaco
(Mikania glomerata Sprengel), sendo recomendado
0 uso de suas folhas nas formas de extrato fluido
e tintura, padronizados em cumarina, indicados
como expectorante e broncodilatador (Brasil, 2004;
Farmacopéia Brasileira, 2005). Em virtude das
propriedades terapéuticas atribuidas a essa espécie
de planta, foi incluida no elenco de referéncia de
medicamentos e insumos complementares para
a assisténcia farmacéutica na atengao basica em
saude, conforme anexo Il da Portaria 2.982 de 26
de novembro de 2009 (Brasil, 2009). Sendo assim,
os medicamentos fitoterapicos a base de guaco
vém sendo utilizados em larga escala na rede
de saude publica pelo Sistema Unico de Saude
(SUS), através da implantagdo de programas
de fitoterapia em varios municipios nos estados
brasileiro (Brasil, 2006). Visando o controle de
qualidade e a padronizacao destes fitoterapicos,
a ANVISA estabeleceu o marco regulatério para
producao, distribuigdo e uso de plantas medicinais,
particularmente sob a forma de drogas vegetais
através da Resolugdo n°10 de 9 de margo de 2010
(Brasil, 2010).

Apesar da ampla utilizagao de extratos de
guaco em fitoterapicos, poucos sao os métodos
encontrados na literatura para a analise quantitativa
de cumarina nesses extratos. No entanto, o controle
de qualidade é baseado no teor de cumarina
minimo de 0,1 % segundo a Farmacopéia Brasileira
(2005) para guaco-cheiroso. Sendo assim, a
quantificacdo de cumarina torna-se importante, ja
que se pode inferir sobre a qualidade da matéria-
prima vegetal utilizada na preparacado, bem como
na eficiéncia do método de extracdo empregado.
Além disso, a quantificagdo de cumarina em guaco
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tem importancia ndo somente devido as suas
comprovadas atividades farmacolégicas, mas
também devido a efeitos colaterais em decorréncia
do uso excessivo, podendo causar vomitos, diarréias
e hipertensao (Nolla & Severo, 2005). Neste sentido,
arecomendacao da ANVISA é de que a dose diaria
maxima de cumarina seja de 4,89 mg de acordo
com a lista de registro simplificado de fitoterapicos
(Brasil, 2004).

Existem algumas técnicas para quantificagao
de cumarina e na sua maioria séo realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). No
entanto, os procedimentos até entdo estabelecidos
na literatura sao relativamente demorados, variando
de 10 a 20 min de tempo de analise, com fluxos que
podem chegar a 1 mL min- de fase mével (Celeghini
et al., 2001; Santos, 2005; Castro et al., 2006;
Alvarenga et al., 2009; Radlinz et al., 2012; Melo &
Sawaya, 2015). Esse tempo de analise, associado
a fluxos desta ordem, acabam onerando os custos
de analise e geram residuos quimicos ao ambiente.
Desta forma, este trabalho propde estabelecer um
método analitico rapido para determinar cumarina
em extrato de guaco, contribuindo com o controle de
qualidade deste fitoterapico através de um método
analitico confiavel, mas associado a ganho de tempo
de analise e, consequentemente gerando menos
residuos no descarte da fase mével, seguindo desta
forma os principios da quimica verde.

MATERIAL E METODO
Material vegetal e extragao

Foram utilizadas as folhas da espécie
Mikania glomerata Spreng., coletadas no banco ativo
de germoplasma (BAG) da Estagéo Experimental da
Epagri de Itajai, SC. Uma exsicata foi depositada
no Herbario Barbosa Rodrigues (HBR), em ltajai,
SC, sob registro 54.403. O material vegetal foi
desidratado a 40 °C em estufa com ventilagao
forgada durante 72 h, moido e, a partir das amostras
pulverizadas, foram preparados extratos por
maceracgao: folhas secas em p6 (500 mg) foram
macerados com etanol:agua (1:1, v/v, 3 mL) durante
o periodo de 7 dias a temperatura ambiente com
auséncia de luz segundo metodologia recomendada
pela Farmacopéia Brasileira (Silva, 1929). O material
foi filtrado e o extrato foi analisado apés diluido cinco
vezes em fase movel em sistema CLAE-UV.

Reagentes
Os solventes utilizados para as extragdes
das amostras foram grau analitico (Synth, Sao
Paulo, Brasil). Para as analises cromatograficas
utilizou-se: padrdo de cumarina (299%, Sigma,
Missouri, USA), acetonitrila grau CLAE (Tedia, Rio
de Janeiro, Brasil) e agua ultrapurificada em sistema
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Milli-Q (Millipore, Sao Paulo, Brasil).

Equipamento e condi¢cdes cromatograficas

Foi utilizado cromatdgrafo a liquido de alta
eficiénciada, marca Agilent, modelo 1220 Infinity
LC, dotado de bomba para gradiente binario,
injetor automatico com alga de amostragem de 10
ML. Forno de coluna ajustado em 40 °C e detector
ultra violeta (254 nm). Utilizou-se coluna com fase
estacionaria octadecil, Luna C18(2) 3 ym 30 x 3
mm (Phenomenex, California, USA); fase moével
agua:acetonitrila (55:45 v/v), modo isocratico e
vazao 0,6 mL/min, com tempo total de eluigao de 1
minuto. Os dados cromatograficos foram analisados
usando-se o software do equipamento.

Validagado do método

Os parametros avaliados foram linearidade,
precisado (intermediaria e repetibilidade), exatidao
(recuperacgéao), limite de deteccao, limite de
quantificacao e seletividade.

A curva analitica foi obtida a partir de 6
pontos de solugdes-padrao de cumarina preparados
em triplicata em etanol 50 % nas concentracdes de
0,05;0,10; 0,20;0,40; 0,60 € 0,80 mg mL-" a partir de
uma solucao estoque de 1,0 mg mL-. A linearidade
foi estimada pelo calculo da equagéo de reta e o
coeficiente de correlagdo linear nos intervalos de
concentragao avaliados.

O limite de deteccéo (LD) foi estimado
através da relagdo de 3 vezes o ruido da linha de
base (3:1), por diluigdes sucessivas do padréo
de cumarina. O limite de quantificacao (LQ) foi
determinado através do ruido da linha de base e foi
considerado como a concentragdo que produziu a
relagéo sinal-ruido superior a 10:1.

A precisao do método foi avaliada em
relagcdo aos niveis de repetibilidade (preciséo
intradia) e precisao intermediaria (precisao interdias).
Para avaliar a repetibilidade analitica da metodologia
empregada na analise, prepararam-se 7 amostras
que foram injetadas em triplicata no mesmo dia,
nas mesmas condigdes cromatograficas e pelo
mesmo analista e os resultados foram expressos em
coeficiente de variagao (CV %). Para a determinagao
da precisao intermediaria foram preparadas para
cada dia 7 amostras, que foram avaliadas em 3 dias
diferentes por 3 analistas diferentes. As amostras
foram injetadas em ftriplicata e os resultados
expressos em CV %.

A exatiddo foi avaliada em termos de
recuperacao pelo método de adigdo padrao, uma
vez que nao é possivel obter a matriz isenta do
analito (cumarina). Sendo assim, quantidades
conhecidas de cumarina foram adicionadas em
triplicata no extrato fluido de guaco, obtendo trés
niveis de concentragao: baixo (0,25 mg mL-), médio

(0,40 mg mL-) e alto (0,70 mg mL-). As amostras
sem adi¢ao de padrao e com adi¢ao de padrao foram
analisadas simultaneamente.

A recuperacgao foi expressa em termos de
porcentagem obtida pelo valor da relagdo entre a
concentracao média determinada experimentalmente
e a concentragao tedrica correspondente apds a
adicao do analito na matriz, multiplicada por 100.

A seletividade de um método instrumental
de separagéo ¢é a capacidade de medir exatamente
um composto em presenga de outros componentes
como impurezas, produtos de degradagao e
componentes da matriz (Brasil, 2003; Inmetro,
2010). A seletividade garante que o pico de resposta
seja exclusivamente do composto de interesse,
neste caso, o da cumarina (Ribani et al., 2004).
O método de adigao padrao foi aplicado para os
estudos de seletividade através da elaboragéo de
duas curvas analiticas, uma com as solugdes de
trabalho mistas adicionadas a matriz e a outra sem
a presencga da matriz. Comparando-se entao as
duas curvas analiticas, caso elas sejam paralelas,
pode-se dizer que nao ha interferéncias de outros
compostos da matriz na determinagao da substancia
de interesse, portanto, o método é seletivo (Brasil,
2003). A seletividade foi também confirmada por
espectrometria de massas (LC-ESI-MS) acoplado
a um outro cromatografo liquido de alta eficiéncia
(1290 Infinity Binary HPLC - Agilent Technologies,
USA) com mesmas condigdes cromatograficas
aplicadas no sistema CLAE-UV, com excegdo da
presencga de 0,1% de acido formico grau HPLC na
fase moével para auxiliar na protonagao. Foi avaliado
0 padrao analitico de cumarina e duas amostras
de extratos de guaco em modo scan e também em
modo MS/MS para confirmagdo. A aquisicao dos
dados foi realizada em um equipamento Agilent
Ifunnel Q-TOF 6550 com uma fonte de inozagéo
Dual-AJS-ESI (Dual Agilent Jet Stream-ESI)
no modo positivo com as seguintes condigdes:
temperatura do gas de secagem 290 °C; fluxo do
gas de secagem de 11 L min-'; temperatura do gas
de bainha de 325 °C, fluxo do gas de bainha de 10
L min-'; presséo de nebulizagao de 35 psi; Voltagem
do capilar (Vcap) 3500 V; voltagem de fragmentagéo
100 V; Voltagem do OCT 1 RF Vpp 750 V; e voltagem
Nozzle 0 V; energia de colisdo com N, de 20 V e
faixa de aquisigdo do espectrometro de massas para
o experimento de MS entre 100 a 400 m/z e para
experimento de MS/MS com um ion alvo entre 50
a 150 m/z (Grisi et al.,2015). Os resultados foram
analisados usando-se o software do equipamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As curvas analiticas elaboradas por
padronizagao externa para cumarina demonstraram
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linearidade na faixa avaliada de 0,05 a 0,80 mg mL- Pode-se observar, conforme (Figura 2), que
(n=6 pontos) com coeficiente de correlagdo médio de 0 método é seletivo quando se avalia a comparagao
0,9925. A equacéo da reta foi y = 21266x + 768,07. das duas curvas analiticas: a primeira obtida de
O limite de deteccéo (LD) obtido foi de amostra de extrato fluido de guaco adicionados
2,5 ug mL e o limite de quantificagdo (LQ) foi de padrées de cumarina (n=5 pontos) e a segunda
considerado como 10 vezes a relagao sinal ruido, curva analitica obtida a partir de solugbes padrdes
ou seja 9,5 yg mL-. Esses resultados demonstram de cumarina (n=5 pontos).
que o método é sensivel para detectar e quantificar O método de adigdo padrao foi aplicado
0s niveis de concentragdo cumarina presentes em para a avaliagdo de seletividade deste método,
amostras de extrato de guaco. uma vez que nao € possivel obter a matriz (extrato
A precisdo do método (Tabela 1) foi de guaco) isenta de cumarina. Sendo assim,
avaliada através da repetibilidade de diversas foi realizada uma curva analitica com adi¢éo da
medig¢des realizadas num Unico dia com as mesmas substancia de interesse (cumarina) na matriz e
condi¢des cromatograficas e pelo mesmo analista. comparada com uma curva analitica sem a presenga
Ja a precisao intermediaria foi avaliada em 3 dias da matriz (cumarina em etanol 50%). Neste caso,
diferentes e por analistas diferentes. observou-se que as duas curvas sao paralelas
Os valores do coeficiente de variagao com inclinagédo da reta semelhantes e com valores

obtidos indicam uma preciséo aceitavel para a
validacdo de um método analitico, uma vez que

valores abaixo de 5% sao considerados admissiveis =000

de acordo com a ANVISA (2003). 8000 - e E

A exatiddo do método foi determinada por 7000 R=00003 B
meio da obteng¢ao da porcentagem de recuperagao 2 6000 if
média, conforme descrito na Tabela 2. Para isso, £ - *

P L~ ~ . - . ~ o 5000 -

o0 método de adigdo padrao foi utilizado, pois ndo C| @
é possivel obter a matriz isenta do analito. Sendo = . EOE
assim, a eficiéncia de recuperagdao do método o R LY 3 L Rz:g,x;ggl'
foi realizada através da adicdo de quantidades < 2000 "
conhecidas de cumarina em quadruplicata nos 1000 -
extratos de guaco, em trés niveis de concentracéo. . 7 ;

A recuperacgao ficou entre 98,38 e 107,98 0 0,05 01 0.15 0.2 025 03
%, estando de acordo com as especificagdes i
esperadas para matrizes complexas (80-120 %) BN
(ANVISA, 2003). Os valores de coeficiente de FIGURA 2. Curvas analiticas de padrbes de
variagéo ficaram entre 0,47 e 1,07 %, estando abaixo cumarina em extrato de guaco () e dos padroes de
de 2 %, conforme é recomendado por Green (1996). cumarina em solugéo alcodlica 50% (¢)

TABELA 1. Valores das concentracbes médias, desvios padroes e coeficientes de variagdes para avaliagao de
repetibilidade e preciséo intermediaria de método cromatografico para determinagao de cumarina

Repetibilidade Precisao intermediaria
Média (mg mL-) 0,5002 0,5187
Desvio Padréo 0,0006 0,0215
CV (%) 0,1288 4,1384

CV- coeficiente de variagéo.

TABELA 2. Porcentagem de recuperagao de cumarina em trés niveis de concentragao em extrato fluido de
guaco

Concentragao estimada (mg Média concentracao Experimental CLAE Recuperagao cv
mL-) (mg mL~) (%) (%)
0,23 0,24 102,60 1,07
0,41 0,45 107,98 0,85
0,71 0,70 98,38 0,47

CV- coeficiente de variagéo.
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FIGURA 3. Cromatogramas: (a) padrao de cumarina
0,23 mg mL-' preparada em etanol 50%, (b) padrdes
de &cido o-cumarico e cumarina (0,17 mg mL-)
preparada em etanol 50%, (c) extrato de guaco
em solugao alcodlica 50% com teor de cumarina
determinada em 0,13 mg mL-, NI= nao identificado

dos coeficientes angulares muito préximos (21419
e 22560) e com razao entre os dois coeficientes
se aproximando de 1. Desta forma, pode-se
observar que ndo houve interferéncia da matriz
na determinagao da cumarina, portanto o método
demonstrou ser seletivo.

O processo de separagao e determinagao
da cumarina pelo método proposto apresentou

também boa seletividade quando avaliado em
relagdo a separagéo do pico do analito de interesse
(cumarina) aos demais compostos presentes na
amostra. Como pode ser observado na Figura
3, 0 acido o-cumarico, substancia precursora da
cumarina e quase sempre presente em amostras
de extrato de guaco apresentou tempo de retencéo
(TR) de 0,44 min, ndo coeluindo desta forma com
a cumarina (TR de 0,72 min), demonstrando a
especificidade do método em relagdo ao analito
citado.

Como pode ser observado na Figura 3, o
tempo retengéo da solugéo padrao de cumarina e na
amostra foi o mesmo (0,72 min), indicando se tratar
de um método extremamente rapido para sistemas
de CLAE, com tempo de analise cromatografica total
de apenas 1 min. Alguns poucos métodos analiticos
para determinacdo de cumarina em guaco foram
desenvolvidos e validados, entretanto nenhum até
o momento foi descrito na literatura com tempo
de analise de 1 min. Conforme descrito por outros
autores, o tempo de uma analise cromatografica
por CLAE para determinar cumarina pode variar de
10 a 20 min (Celeghini et al., 2001; Santos, 2005;
Castro et al.,2006; Alvarenga et al., 2009; Radlinz
et al., 2012; Melo & Sawaya, 2015). Esse tempo
de analise, relativamente longo, se deve ao fato
de serem utilizadas colunas C18 de 250 mm de
comprimento.

Como substancias diferentes podem
apresentar respostas similares em dadas condi¢des
foi estabelecido proceder a analise por outra técnica
comprobatéria como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-
ESI-MS) para confirmar efetivamente a seletividade
do método. A otimizagdo do método foi a mesma
utlizada no sistema validado em CLAE-UV, sendo
0 Unico diferencial a utilizagdo de um detector de
espectrometria de massas.

A partir de um padrao de cumarina foi
possivel determinar o tempo de reten¢do da mesma.
AFigura 4, que apresenta a corrente total ibnica em
fungédo do tempo de analise do padréo, revelando
que, nas condi¢des de analise, o tempo de retengéo
da cumarina esta préximo a 0,85 minutos. Este
tempo de retencao obtido neste sistema é levemente
maior do que no sistema CLAE-UV (0,72 min) e
se deve ao fato da maior distancia percorrida pelo
analito (“volume morto”) entre a saida da coluna e
o detector de espectrometria de massas.

A cumarina protonada tem razdo massa/
carga (m/z) exata de 147,04406, desta forma pode-
se extrair o espectro de massas da cumarina a
partir da corrente total ibnica e comparar a massa
media com a massa tedrica. A Figura 5, apresenta
o espectro de massas da cumarina em modo scan
comum m/z de 147,0443, acumulando-se a corrente
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FIGURA 4. Corrente total idbnica em fun¢ao do tempo para um padrao de cumarina
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FIGURA 5. Espectro de massas do padréo de cumarina no modo scan (MS)
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FIGURA 6. Espectro de massas da amostra padrdao de cumarina no modo MS/MS
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FIGURA 7. Corrente total idbnica em fungao do tempo para as amostras 446 (- -) e 4410 (—)
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FIGURA 8. Espectro de MS de extrato de guaco da amostra 446
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FIGURA 9. Espectro de MS da amostra de extrato de guaco 4410

Rev. Bras. PI. Med., Campinas, v.18, n.1, supl. |, p.316-325, 2016.



x1 03

24 91,0544

650398 77,0399

Contagem (%)

103,0543

323

147,0440
118,0543 i

[ whld ||.||.
50 55 60 65 70 75 80 8

L |! .l‘ ||. “ [ ‘

90 95 100105110 115 120 125 130 135 140 145150

Raz&o massa carga (m/z)
FIGURA 10. Espectro de MS/MS da amostra de extrato de guaco 446
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total i6bnica nas faixas de tempo de 0,80 a 0,90
minutos e subtraindo um branco extraido do intervalo
de tempo de 1,3 a 1,4 minutos.

Posteriormente foi confirmado pelo modo de
selecao MS/MS que o m/z de 147,0443 gerado no
modo scan é, de fato, da molecula de cumarina,
uma vez que foi encontrado fragmentos com
m/z de 103,05432 formado pela perda neutra
de CO,da molécula, e os ions com m/z de
91,0546, 77,0306 e 65,0393 que foram formados
com rearranjo de anel aromatico, conforme
apresentado na Figura 6.

A partir de duas amostras de extrato de
guaco denominadas de amostra 446 e amostra

} 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145150
Razao massa carga (m/z)

FIGURA 11. Espectro de MS/MS da amostra de extrato de guaco 4410

4410 nas mesmas condi¢gées de analise foram
trés sinais de eluicao para as duas amostras:
0 primeiro préximo a 0,25 minutos; o segundo
proximo a 0,35 minutos e o ultimo em 0,85
minutos. A Figura 7, mostra a corrente total ibnica
para as duas amostras de extratos de guaco,
acumulando-se a corrente total idbnica nas faixas
de tempo de 0,80 a 0,90 minutos e subtraindo um
branco extraido do intervalo de tempo de 1,3 a
1,4 minutos para ambas as amostras.

A Figura 8 apresenta o espectro de MS
da amostra 446 e na Figura 9 o da amostra 4410.
Considerando que, os espectros no modo scan
(MS) das duas amostras de extrato de guaco sdo
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semelhantes ao do espectro MS do padréo de
cumarina (Figura 5), pode-se inferir que nenhum
composto interferente desconhecido coeluiu
juntamente no sinal da cumarina. Para confirmar
que o ions gerados no modo scan das amostras
de extrato de guaco séo de fato da molécula de
cumarina, foram realizados espectros de modo
MS/MS das duas amostras, conforme mostram
as Figuras 10 e 11.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que o método proposto
é confiavel para os parametros avaliados.
As principais vantagens do método estariam
relacionadas principalmente a redug¢ao do tempo
de analise e da geracgao de residuos, indo desta
forma ao encontro dos principios da quimica
verde. Outra vantagem que vale ressaltar é
com relagdo ao menor custo de aquisicdo da
coluna, uma vez que colunas C18 de 30 mm
de comprimento sdo menos onerosas quando
comparada ao custo de colunas de 150 e 250 mm.

A proposta de um método rapido torna-
se interessante para a rotina do controle de
qualidade industrial, visando a obtencéo de
medicamentos fitoterapicos padronizados.
Desta forma, o método desenvolvido e validado
para analise de cumarina em extrato de guaco
utilizando coluna de fase reversa de 30 mm
atendeu as necessidades especificas do estudo,
mostrando-se uma alternativa analitica rapida e
eficiente.
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