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Apresentacao

O uso de produtos naturais para o controle de pragas € considerado uma es-
tratégia mais sustentavel e visa garantir a seguranga alimentar. Contudo, os
produtos naturais de origem vegetal podem apresentar uma composig¢ao qui-
mica mais heterogénea e variavel, o principio ativo encontra-se inserido em
um fitocomplexo quimico e podem apresentar problemas de contaminagao por
agentes quimicos ou biologicos.

Os desafios apresentados podem ser solucionados pelo desenvolvimento de
técnicas analiticas, estudos multidisciplinares (botanica, agronomia, ecologia,
quimica, fitopatologia, estatistica, entre outros), uso de ferramentas estatisti-
cas, e implementacao do sistema de qualidade (normas, sistematizagao, pro-
tocolos padronizados entre outros).

O estabelecimento do controle de qualidade caracteriza-se como uma agao es-
sencial que visa garantir a producéo de lotes conforme as normas estabeleci-
das mantendo a atividade, o teor, a pureza, a eficacia, a inocuidade bem como
a reprodutibilidade, a rastreabilidade e a seguranga. A garantia da qualidade
assegura que os padrdes definidos de qualidade sejam aplicados possibilitan-
do um consumo seguro pela populagdo. Ademais, visa também averiguar e
garantir que as politicas e os procedimentos das areas envolvidas sejam imple-
mentados. Neste contexto, o presente documento consiste na apresentacao
de estratégias e etapas importantes para obter produtos a base vegetal com
padrao de qualidade.

Maria Cléria Valadares Inglis
Chefe-Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Introducéao

O controle de pragas é fundamental para o agronegdcio brasileiro e
precisa garantir a produtividade e a seguranca alimentar. Esse controle € re-
alizado, principalmente, pelo uso de defensivos quimicos (agrotéxicos), que
podem exibir efeitos toxicos a saude humana e animal (Smith-Spangles et al.,
2012; Clarke et al., 2015; Hutter et al., 2018). Os agrotéxicos quimicos podem
ter alta persisténcia no solo, na agua e nas colheitas resultando em problemas
ambientais e contaminacao dos alimentos (Amoabeng et al., 2014; Mpumi et
al., 2016). Neste contexto, existe uma demanda crescente da sociedade, pela
reducao do impacto ambiental e social das atividades agricolas.

O uso de produtos naturais de origem vegetal € uma excelente alter-
nativa para o controle de pragas e pode contribuir para a seguranga alimentar
(Mpumi et al., 2016; Rocha et al., 2017; Tembo et al., 2018; Ntalli et al., 2020).
Os beneficios dos produtos naturais na agricultura sao diversos, pois podem
apresentar: i. uma meia-vida menor (as estruturas quimicas estao presentes na
natureza e podem ser degradadas mais facilmente) (Duke et al., 2002; Mpumi
et al., 2016; Moraes et al., 2016); ii. um menor risco de desenvolvimento de
novos mecanismos de resisténcia (produtos naturais podem apresentar mais
de um principio ativo com agao para o controle da praga) (Duke et al., 2002;
Moraes et al., 2016) e iii. uma baixa toxicidade e um menor impacto aos insetos
benéficos (Amoabeng et al., 2014; Mpumi et al., 2016). Adicionalmente, a des-
coberta de defensivos a partir de fontes naturais representa a possibilidade de
se obter diversos compostos ativos ainda nao explorados (Moraes et al., 2016).

Os produtos sintéticos (defensivos quimicos) apresentam composi¢ao
quimica mais homogénea, isolamento do principio ativo sintético e alto grau
de pureza. Quando comparados aos produtos sintéticos (agrotoxicos), os pro-
dutos naturais possuem algumas particularidades que tornam a sua utilizacéo
mais desafiadora tais como: i. composi¢ao quimica mais variavel e heterogé-
nea (exemplo, variacdo quantitativa e qualitativa como resultado a exposigcao
aos estresses bidticos e abidticos); ii. identificacdo do principio ativo no fito-
complexo quimico (o controle mais efetivo contra o organismo alvo pode ocor-
rer por sinergia dos compostos); iii. podem apresentar problemas de contami-
nacao (exemplo, insetos, fungos, excreta de animais, bactérias, endotoxinas,
micotoxinas, defensivos agricolas, metais pesados entre outros) (Ghisleni et
al., 2016; Valares Masa et al., 2016; Qi et al., 2017; LI et al., 2017; Rocha et



al., 2017; Ribes Moya et al., 2018; Zhang et al., 2018; Liu et al., 2020; Huang
et al., 2020).

O arcaboucgo legal especifico para o registro de um produto fitoquimi-
co para controle de pragas na agricultura encontra-se em andamento. Estes
produtos estdo sendo classificados como “agrotoxicos e afim™ pela legislagao
vigente (Decreto n°4.074 de 4 de janeiro de 2002), sendo que no artigo 12 des-
te decreto, os produtos de baixa toxicidade e periculosidade terdo a tramitagao
de seus processos priorizados. No sentido de regulamentar o uso desses pro-
dutos, a Instrucdo Normativa Conjunta MAPA, Ibama e Anvisa n° 01/2020 foi
submetida a Consulta Publica e visa “estabelecer procedimentos a serem ado-
tados para efeito de registro de produto fitoquimico que se caracterize como
agrotoxico ou afim, cujo(s) ingrediente(s) ativo(s) seja(m) obtido(s), exclusiva-
mente, de matéria-prima vegetal” (Brasil , 2020) .

Além da necessidade de uma regulamentacao especifica, também
constitui um desafio, a adogao de procedimentos experimentais com requisitos
de qualidade estabelecidos e padronizados envolvendo 0s ensaios com 0 uso
de produtos naturais (fitoquimicos) para controle de pragas. Neste caso, esses
desafios podem ser superados pelo desenvolvimento de técnicas analiticas,
ferramentas estatisticas para tratamento de dados, estudos multidisciplinares
(exemplo, botanica, agronomia, ecologia, quimica, estatistica, fitopatologia en-
tre outros) e implementacao da qualidade (exemplo, estabelecimento e cumpri-
mento de requisitos baseados em Normas de qualidade e na legislagcéo vigen-
te, sistematizagao, estabelecimento de protocolos padronizados entre outros).
Assim, o estabelecimento do controle de qualidade é uma agao essencial, que
engloba aspectos referentes a identificagao correta da espécie vegetal, a ga-
rantia da pureza e a qualidade quimica preconizadas para a matéria-prima
vegetal bem como seus produtos finalizados com reprodutibilidade, rastreabili-
dade e seguranca (Figura 1).
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Figura 1. Resumo esquematico das etapas e a importancia do estabelecimento de
normas, padronizagdes e praticas que visam garantir a qualidade do derivado e do pro-
duto de origem vegetal (fontes provenientes dos biomas, dos bancos de germoplasma
ou dos subprodutos agricolas).

A garantia da qualidade refere-se a fatores que podem influenciar na
qualidade de um produto e objetiva assegurar que os seus padroes sejam
aplicados e possam proporcionar um consumo seguro pela populagdo, como
no caso dos medicamentos (Brasil, 2013), mas também pode ser utilizada para
outras aplicagdes como por exemplo na agricultura. Adicionalmente, € impor-
tante realizar o controle de qualidade (conjunto de medidas que propde garan-
tir a producao de lotes de acordo com as normas estabelecidas mantendo a
atividade, o teor, a pureza, a eficacia e a inocuidade ) (Anvisa, 2013).

O controle de qualidade esta relacionado com o produto e busca ana-
lisar as matérias-primas e os produtos finalizados, assegurando o atendimen-
to de suas especificagdes. Neste sentido, o presente documento consiste na
apresentacao de estratégias e etapas essenciais para obter produtos naturais
a base vegetal visando o controle de qualidade.



Obtencao de produtos naturais de origem vegetal

O reino Plantae é caracterizado por sua significativa biodiversidade
(Judd et al., 2009). O Brasil possui uma diversidade vegetal extremamente sig-
nificativa, compreendendo cerca de 20% de todas as espécies descritas, com
aproximadamente 43 mil espécies (Brasil, 2010). Assim, existe um potencial
grande para a obtengao de extratos e compostos com atividades bioldgicas
de interesse econdmico, pois a biodiversidade alta é retratada na presenca de
diferentes metabdlitos (Guerra; Nodari, 2007).

A bioprospeccgao possibilita a identificagdo de componentes provenien-
tes do patrimbnio genético ou de subprodutos agricolas (exemplo, residuos de
madeira/florestal, subprodutos de dleos, de frutas, entre outros) com potencial
valor de uso para o desenvolvimento de novos produtos ou para estudos de
pesquisas basicas (Yakhlef et al., 2018; Montibus et al., 2021, Belgacem et al.,
2021). Neste caso, é fundamental explorar o potencial das espécies vegetais
como fonte de compostos naturais, para conhecer os compostos produzidos
pelas diversas espécies, bem como os fatores intrinsecos e extrinsecos que
influenciam a sua producao (Valares Masa et al., 2016; Qi et al., 2017; Li et al.,
2017; Ribes Moya et al., 2018; Zhang et al., 2018; Huang et al., 2020). Assim,
o0s materiais para analise podem ser provenientes de coletas ou pelo acesso
aos bancos de germoplasma.

As espécies vegetais apresentam a capacidade de produzir uma varie-
dade significativa de compostos quimicos com diversas atividades biologicas
para o controle de pragas (Tholl, 2015; Rocha et al., 2017; Tembo et al., 2018;
Hernandez-Carlos; Gamboa-Angqu, 2019; Ntalli et al., 2020). O fitocomple-
X0 € o0 conjunto de todas as substancias, originadas do metabolismo primario
ou secundario, responsaveis, pelos efeitos biolégicos de uma planta ou de
seus derivados (Anvisa, 2014). Os metabdlitos secundarios (exemplos, 6leos
essenciais, carotenoides, acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, saponinas,
alcaloides, taninos, entre outros) podem apresentar alteragdes de acordo com
as respostas da planta aos estimulos provenientes do meio ambiente (fatores
bidticos e abidticos), de forma que sua produgédo pode apresentar variagdes
qualitativas e quantitativas, inter e/ou intraespecifica (Li et al, 2020). Os com-
postos vegetais possuem propriedades que podem ser aplicadas em diversas
areas, com destaque para medicina (produgdo de farmacos) e para a agro-

9



pecuaria (controle de pragas) (Sasidharan et al., 2011; Avoseh et al., 2015;
Dutra et al., 2016; Vu et al., 2017; Hernandez-Carlos; Gamboa-Angulo, 2019).
Além dos metabdlitos secundarios, diversos metabdlitos primarios (exemplos,
carboidratos simples, aminoacidos, entre outros) também podem ter agdo no
controle de pragas (Rocha et al., 2017). Assim, um numero significativo de
compostos com atividade bioldgica (exemplo, compostos fendlicos, aminoaci-
dos, peptideos, carboidratos, acidos organicos entre outros) que apresentam
controle de pragas foram isolados e identificados (Yang; Yue,2012; Brusotti et
al., 2014; Hikal et al., 2017; Rocha et. al., 2017; Lengai et al., 2020). Contudo,
existe um numero significativo de espécies ou processos de extragao a serem
explorados.

Ha um grande potencial para o aproveitamento dos recursos
provenientes, tanto da biodiversidade como de subprodutos agropecuarios de
origem vegetal e esses podem impulsionar a estruturacdo de cadeias produ-
tivas e a expansao de Centros de Pesquisa direcionados para as atividades
de bioprospecc¢ao que objetivam o controle de pragas. As estratégias e etapas
para obter extratos e/ou produtos naturais (base vegetal) com padrao de qua-
lidade estao descritas a sequir.
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Caracterizacgao fitoquimica

A fitoquimica consiste no estudo dos compostos quimicos provenientes
de espécies vegetais que objetiva determinar de forma qualitativa e/ou quan-
titativa as principais classes e /ou metabdlitos. Os fatores que afetam o perfil
fitoquimico dos componentes extraidos de espécies botanicas podem variar de
acordo com: i. a espécie e a parte da planta selecionada; ii. a coleta da espécie
vegetal em diferentes épocas do ano, as condi¢gdes climaticas, geograficas, a
forma de colheita e de armazenamento; iii. a contaminacao por outros mate-
riais (exemplo, insetos, fungos, excreta de animais, bactérias, endotoxinas, mi-
cotoxinas, defensivos quimicos e metais pesados entre outros); iv. 0 processo
de extracao (o tipo de extragao utilizado para obter o extrato vegetal ou seus
produtos); v. o solvente de extragéo [o tipo, a concentracdo e a quantidade
de solvente sao fatores criticos (exemplo, uma alteragao no tipo de solvente
usado para fazer um extrato resulta em um produto distinto)]; vi. a proporgao
de extracao (relagdo matéria-prima/extrato vegetal): a variacdo no peso seco
de uma matéria-prima vegetal usada na preparagéo de extrato vegetal pode
afetar o perfil fitoquimico do produto, bem como a sua seguranga e/ou eficacia
(Valares Masa et al., 2016; Qi et al., 2017; Li et al., 2017; Ribes Moya et al.,
2018; Huang et al., 2020). Portanto, diversos fatores podem afetar a equiva-
Iéncia (padronizacao) de extratos vegetais. Neste contexto, uma especificagao
€ definida como uma lista de testes, referéncias e procedimentos analiticos ou
fisicos com limites de tolerancia e intervalos, assim como outros critérios apro-
priados para os testes descritos. Exemplos: as especificacbes da instrugao
normativa N° 01/2020 (Brasil, 2020) e o documento de orientag&o referentes a
compostos ativos boténicos utilizados para a protecdo de plantas (Organisa-
tion for Economic Cooperation and Development, 2017).

As estratégias para garantir a qualidade das analises fitoquimicas po-
dem ser estabelecidas pelas etapas: 1) selecdo do material vegetal, 2) coleta,
3) processamento do material vegetal, 4) métodos para analise qualitativa e
quantitativa de extratos vegetais (Brasil, 2006; Falkenberg et al., 2007; Correia
Junior; Scheffer, 2013; Servigo Nacional de Aprendizagem Rural, 2017; Organi-
sation for Economic Cooperation and Development, 2017) e os detalhes estao
descritos a seguir.
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1. Sele¢ao do material vegetal

A selecao das espécies pode ser realizada de acordo com trés aborda-
gens (Maciel et al., 2002): i. randémica: a selecdo consiste em uma escolha
aleatdria das espécies, sem um critério especifico, com base na disponibilida-
de das mesmas; ii. quimiotaxondmica: a selegcado baseia-se na ocorréncia de
determinada classe de metabdlitos em uma familia ou género; iii. etnofarma-
coldgica: a selegcédo ocorre segundo o conhecimento popular e aplicagdes das
plantas por determinados grupos sociais.

2. Coleta

A matéria-prima vegetal compreende a planta, a droga vegetal ou o de-
rivado vegetal (Anvisa, 2014). A matéria-prima vegetal pode ser proveniente de
processo extrativista, do cultivo de plantas ou de subprodutos agropecuarios.
J& a qualidade da matéria-prima visa garantir a eficacia (exemplo, comprova-
cao dos efeitos no organismo alvo - praga), a seguranga (auséncia de efeitos
toxicos) e a exceléncia do produto final.

A coleta do material vegetal precisa ser realizada de forma criteriosa e
cuidadosa, visando a obtencao de amostras de qualidade (evitar coletar amos-
tras com ataque de pragas ou com diferencas na coloragao, cortes, entre ou-
tros) e etapas estéo descritas a seguir (Falkenberg, et al., 2007; Correia Junior;
Scheffer, 2013; Servico Naciona de Aprendizagem Rural, 2017; Organisation
for Economic Cooperation and Development, 2017):

i. Coletar cuidadosamente a amostra;

ii. Etiquetar corretamente a amostra: contendo o niumero de identificagéo legi-
vel e com a etiqueta protegida de possiveis danos;

iii. Registrar a parte da planta (exemplo, raiz, caule, folha, fruto, semente) utili-
zada e estadio fenoldgico;

iv. Registrar a identificacdo do local e da forma de coleta: caracteristicas do
meio ambiente e local de coleta (exemplo, localizagao geografica, tipo do solo,
entre outros) que podem ser estabelecidos, pela agricultura de precisao [exem-
plo, uso do GPS (Global Positioning System)] e de tecnologias de sensoria-
mento remoto.
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v. Registrar a data e hora da coleta: a hora da coleta (ritmo circadiano da plan-
ta) e o periodo do ano influenciam diretamente a produgéo e o armazenamento
dos metabdlitos secundarios;

vi. Registrar a quantidade, o estado de conservacao e a alteracdo na amostra
(diferenca de coloragdo, ataque de alguma praga, entre outros).

As amostras precisam ser acondicionadas corretamente e o transporte
precisa ser rapido para a realizagdo do armazenamento ou processamento.

Adicionalmente, outras informag¢des das amostras precisam ser regis-
tradas visando garantir a rastreabilidade, as analises futuras dos dados e para
disponibilizar as informagdes. As informagbes a serem registradas, geralmen-
te, sdo as seguintes:

i. Identificacado taxondmica e descri¢cao botanica da espécie vegetal, comprova-
da por especialista da area; a identificacao deve ser realizada por analises das
caracteristicas anatémicas, morfolégicas (definidas pela planta inteira; desde
ramificagcao de raizes, forma do caule, forma e disposi¢ao das folhas e organi-
zacao das flores, frutos e sementes, cor entre outros). Esses dados devem ser
comparados com materiais de referéncia autenticados ou internos e/ou descri-
¢cOes técnicas autorizadas. Uma importante estratégia € o uso dos documentos
de “Boas Praticas para ldentificagao de Plantas” e “Diretrizes de Boas Praticas
Agricolas” (Brasil, 2006; Correia Junior; Scheffer, 2013; Servigco Nacional de
Aprendizagem Rural, 2017; Organisation for Economic Cooperation and Deve-
lopment, 2017). A Instrugdo Normativa nimero 15/2017 estabelece a necessi-
dade de comprovagao do depésito de exemplares da espécie botanica regional
em herbarios (Anvisa, 2017). Outra informagao importante é a identificagao
da cultivar, quando necessario. Adicionalmente, analises quimicas e genéticas
podem contribuir para a identificagdo precisa da espécie.

ii. Cada espécie vegetal identificada deve ter uma monografia (documento con-
tendo informagdes referentes a espécie vegetal ou drogas vegetais para ser
apresentado aos 6rgéos de regulamentacdo mas também podem ser usados
pelas empresas ou pelo publico consumidor). A utilizagcdo de uma nova parte
do vegetal, outro derivado vegetal ou novo método de prospecgao e metodolo-
gia ainda nao presente na monografia precisa resultar em alteragdo da mesma
(Brasil, 2020).



iii. Registrar o acesso do material vegetal no Conselho de Gestao do Patriménio
Genético (CGEN): atualmente, a legislagéo brasileira referente ao acesso ao
Patrimbnio Genético e/ou ao Conhecimento Tradicional associado e a respec-
tiva reparticdo de beneficios esta vinculada a Lei 13.123, conhecida por “Lei da
Biodiversidade”. A regulamentacao da lei, Decreto 8772, foi publicada em 11
de maio de 2016, estabelecendo a necessidade de um cadastro das atividades
de pesquisa e desenvolvimento realizadas com a biodiversidade brasileira em
um sistema eletrénico (disponibilizado em 6 de novembro de 2017) onde sao
realizados os cadastros e as notificagdes: o Sistema Nacional de Gestao do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

iv. Realizar as atividades e o registro dos estudos agronémicos (Brasil, 2020):
os estudos visam tanto a producao da matéria-prima em escala e homogénea
quanto a preservacao da espécie, do meio ambiente e da biodiversidade; es-
tudos como a otimizagao da producgéao (estudos edaficos climaticos, densidade
de plantio, necessidades nutricionais, ocorréncia de pragas entre outros) (Bra-
sil, 2006; Falkenberg et al., 2007; Correia Junior; Scheffer, 2013; Servico Na-
cional de Aprendizagem Rural, 2017; Organisation for Economic Cooperation
and Development, 2017). Neste caso, € importante realizar as Boas Praticas
Agricolas que objetivam realizar uma agricultura sustentavel do ponto de vista
técnico, ambiental, social e econémico tais como: a) material de propagagao
(sementes, mudas, estacas entre outros) deve atender as exigéncias e/ou pa-
drées estabelecidos relativos a pureza e germinacao se estes estiverem es-
tabelecidos nas Normas de Produgao de Sementes e Mudas do Ministério da
Agricultura; b) cultivo: solo e adubacéo; c) irrigacao: aplicada de acordo com
as necessidades de cada espécie em relagao a quantidade e o sistema de ir-
rigacdo e segundo as caracteristicas do solo; d) manejo e prote¢ao da cultura;
e) colheita: registrar informagdes importantes (exemplo, a colheita no estagio
de maior teor de principios ativos; correto manuseio durante e apos a colheita;
beneficiamento adequado e armazenagem apropriada); f) beneficiamento pri-
mario (pré-limpeza e preparo das amostras); g) secagem; e) armazenamento
e transporte; g) equipamento (devem ser faceis de limpar para eliminar o risco
de contaminacao); h) documentacao [exemplo, ficha agronémica (dados do
produtor, espécie vegetal, periodo de coleta, parte coletada, método de seca-
gem, tipo de solo, data da ultima analise do solo, data e quantidade de calca-
rio utilizado, tipo/quantidade/data de adubacgao, especificar se area é irrigada,
ocorréncia de pragas ou doencgas, condi¢cdes de armazenagem), Ficha de Uni-
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dade de cultivo/colheita; Ficha Unidade de Pré-preparo; Ficha de Secagem e
armazenamento; Ficha de Unidade de Secagem].

Os dados e informacdes podem ser armazenados em sistemas organi-
zados e padronizados de Bases de Dados (exemplo, Sistema ALELO da Em-
brapa).

Para os ensaios a campo é necessario o Registro Especial Temporario (RET).
3. Processamento do material vegetal

Para garantir a qualidade das amostras é necessario a utilizagao de pro-
tocolos padronizados nas etapas do processamento de acordo com a matéria
prima vegetal utilizada, bem como o registro destas informagdes para garantir
que o processo seja rastreavel e reproduzivel (Falkenberg, et al., 2007; Correia
Junior; Scheffer, 2013; Organisation for Economic Cooperation and Develop-
ment, 2017). Neste caso, € importante seguir as metodologias internacional-
mente reconhecidas, as quais podem ser conduzidas conforme os principios
de Boas Praticas de Laboratério (BPL).

O material vegetal pode resultar em um derivado vegetal (definido como
um produto intermediario ou final, obtido a partir da planta fresca ou da droga
vegetal, que contém o fitocomplexo, podendo ocorrer na forma de extrato, 6leo
fixo e volatil, cera, exsudato e outros e a sua obtencdo depende do proces-
samento a ser realizado). O processamento deve priorizar a preservagao da
integridade quimica dos principios ativos e consequentemente garantir a agao
desejada para o controle do organismo alvo (exemplo, praga).

Etapas do processamento e armazenamento:

i. Registro das informacgdes de processamento e armazenamento: a) forma de
processamento (exemplo, método de estabilizagdo, condigbes de secagem,
moagem); b) condicbes de armazenamento; ¢) forma de apresentagcio (exem-
plo, integra, rasurada, triturada, pulverizada); d) a relevancia da variabilidade
dos compostos para a caracterizagao do fitocomplexo (exemplo: se a espécie
vegetal cultivada em determinada regido/ época apresenta variagao significati-
va de algum dos seus compostos em relagcdo a mesma espécie vegetal cultiva-
da em outra regido/época; se as variagdes encontradas implicam em alteracao
da toxicidade do fitocomplexo);
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ii. Processamento do material vegetal: a) protocolos de limpeza das amostras:
retirada das partes desnecessarias, indesejadas e lavagem das amostras (vi-
sando diminuir a contaminagédo da matéria-prima vegetal considerada um pro-
blema de qualidade altamente critico); b) protocolos de beneficiamento: pre-
cisam ser realizadas em constru¢des limpas, bem arejadas e de uso exclusivo
para esta finalidade visando proteger o material da exposigcao diretamente a
luz do sol e da chuva. c) protocolos de secagem do material: as amostras na
forma seca é a mais utilizada e segura devido a maior estabilidade quimica dos
compostos e também por favorecer a protegdo contra o crescimento microbia-
no. O processo consiste em retirar agua do material e pode ser realizada utili-
zando-se estufas com circulagao de ar (forma mais adequada para o preparo
das amostras), a secagem ao ar livre (exposigao ao sol ou sombra) é a estra-
tégia menos indicada. Alguns fatores podem influenciar o tempo de secagem
tais como o tipo de amostra vegetal, o tipo de solugéo extratora, o fluxo de ar,
a temperatura e a umidade relativa do ar. As amostras obtidas devem ser devi-
damente acondicionadas. Adicionalmente, dependendo das caracteristicas de
alguns metabdlitos é necessario o uso de amostras frescas ou congeladas sem
passar pelo processo de secagem.

iii. Moagem: consiste na trituragdo mecéanica do material vegetal (geralmen-
te com auxilio de um almofariz ou triturador mecanico), visando um aumento
da superficie de contato entre o material e o liquido extrator, para melhorar a
eficiéncia da extracdo. O processo de moagem deve ser realizado, preferen-
cialmente, no momento do preparo dos extratos seguindo um protocolo padro-
nizado.

iv. Extracdo: O processo de extracido consiste na utilizagao, principalmente de
solventes, para retirar seletivamente os compostos que constituem um 6rgao/
tecido vegetal, com objetivo de obter uma solugao extrativa com elevada quan-
tidade de metabdlitos (Sonaglio et al., 2007). Os extratos podem ser definidos
como “preparagdes de consisténcia liquida, sélida ou intermediaria, obtidas a
partir de matéria-prima de origem vegetal” (Anvisa, 2013).

O processo de obtencao destes materiais é determinado de acordo com
a finalidade do extrato tais como: a) triagem (screening) fitoquimica preliminar;
b) isolamento e caracterizagdo de determinados metabdlitos (Falkenberg et al.,
2007).
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Segundo Ong (2004), Falkenberg et al. (2007) e Qi et al. (2017) os fa-
tores que podem influenciar a composigao dos extratos vegetais sao:

a) propriedades do material vegetal (exemplos, parte da planta, origem, teor de
agua, grau de processamento); b) dimensdes das particulas deste material: a
compactacao do material vegetal influencia diretamente a entrada do solvente
e quanto mais compacto for o material menor deve ser a dimensao de suas
particulas apds o processo de moagem e maior é a superficie de contato entre
a amostra e o solvente; c) propriedades do solvente: a seletividade do solvente
determina a diversidade de metabdlitos presentes no extrato que se baseia na
polaridade dos compostos onde o conhecimento da polaridade dos compostos
que se deseja extrair € uma importante estratégia para a escolha do solvente
apropriado (Falkenberg et al., 2007). Por exemplo, para a extracdo de com-
postos apolares, sao utilizados solventes como hexano e éter de petréleo, a
medida que a polaridade dos metabdlitos de interesse aumenta utilizam-se
solventes como cloroférmio, diclorometano e acetato de etila, que apresentam
polaridade intermediaria. Ja para a extragcdo de compostos polares metanol,
etanol e agua sdo os liquidos extratores mais utilizados (Maciel et al., 2002;
Falkenberg et al., 2007). Ademais, a selecao do solvente a ser utilizada esta
relacionada a eficiéncia do processo extrativo, dependente de fatores como,
a seletividade, o pH, toxicidade, tipos de compostos que se deseja extrair, es-
tabilidade destes, no solvente e na relacao custo-beneficio (Falkenberg et al.,
2007).

v. Método de extracao utilizado: fatores como temperatura e agitagdo do ma-
terial durante a extracdo, variam entre os métodos e exercem influéncia na
eficiéncia e no tempo de duracao do processo. Por exemplo, no caso da tem-
peratura, quanto maior o tempo de contato entre o solvente e o, material maior
€ a extracdo. A temperatura exerce influéncia na solubilidade dos metabdlitos
onde o aumento da temperatura esta relacionado a um aumento da solubili-
dade desses compostos no liquido extrator, mas, em contrapartida estao re-
lacionadas a uma maior instabilidade dos metabdlitos secundarios, limitando
suas aplicacdes. A agitacao do material promove um aumento na eficiéncia e
diminuicdo na duracao do processo. Neste caso, os principais métodos utiliza-
dos para extracao de metabolitos secundarios sdo: a) maceracao; b) digestao;
¢) maceracao dindmica; d) infusdo; e) decoccgao; f) extracdo em refluxo; g)
percolagao; h) extragcdo com aparelho de Soxhlet; i) sonicacéo, entre outros.
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As escolhas dos parametros e métodos dependem da analise a ser realizada.

vi. Rendimento da extracdo dos compostos vegetais: é influenciado pelas con-
digbes utilizadas no processo de extracédo (Wongkittipong et al., 2004). Os fato-
res que influenciam o rendimento sao: a escolha do solvente; a temperatura de
extracdo; a acdo mecanica (agitacdo e/ou pressao) e a matriz vegetal.

vii. Escalonamento: devido a necessidade de um contexto industrial, existe
uma demanda para o desenvolvimento de métodos rapidos e de confianga
para implementagao das condi¢gdes operacionais de extragdo. O ponto critico
€ a obtencao de informagdes preliminares utilizando-se ensaios laboratoriais
(determinacgao das condi¢des 6timas de funcionamento) que visa assegurar a
praticabilidade do processo e obter informacao para validar o impacto econé-
mico do processo em escala industrial. Neste caso, o uso de simuladores de
processos podem resultar na redugédo do tempo envolvido para o desenvolvi-
mento de processos que possibilitem a comparagao entre processos alternati-
vos (Roulf et al., 2001).

Os protocolos para a obtengdo de extratos podem ser estabelecidos
conforme as demandas (estratégias) estabelecidas pela equipe.

4. Métodos para analise qualitativa e quantitativa de extratos vegetais

As especificagdes da amostra vegetal, incluindo o composto ou a mis-
tura de compostos, em termos de estrutura quimica e propriedades fisico-qui-
micas, sdo informagbes essenciais para avaliacdo de seguranca e posterior
gerenciamento de risco (Organization for Economic Cooperation and Develop-
ment, 2017; Brasil, 2020).

Os métodos analiticos possibilitam a avaliacdo da qualidade dos pro-
dutos de origem vegetal e visam garantir a seguranca e reprodutibilidade,
pois permitem avaliar o teor de compostos ou grupo de compostos ativos e
do perfil dos constituintes quimicos alvo presentes na matéria-prima vegetal,
produtos intermediarios e produto final sendo necessario o estabelecimento
de protocolos padronizados. A avaliagdo pode ocorrer de forma qualitativa, se-
mi-quantitativa ou quantitativa e utiliza métodos baseados em cromatografia,
espectrometria, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
ou espectroscopia de infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
entre outros (Ong, 2004; Van Der Kooy et al., 2009; Li et al., 2017; Liu et al.,
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2020). Neste caso, a metaboldbmica, a genbmica e a protedmica combinadas
com as analises estatisticas podem ser estratégias importantes para a identifi-
cacao dos componentes quimicos e dos marcadores fitoquimicos.

Os marcadores fitoquimicos s&do importantes para a caracterizagao
qualitativa e quantitativa da matéria-prima vegetal (droga vegetal ou derivado
vegetal) (Organisation for Economic Cooperation and Development, 2017; Bra-
sil, 2020). O marcador fitoquimico é definido como substancia (s) ou classe(s)
de substancia(s) utilizada(s) como referéncia no controle da qualidade, desde
a droga vegetal até o produto formulado, e, quando pertinente, nos estudos
de residuo, tendo correlagao, preferencialmente, com a atividade biolégica. O
marcador pode ser classificado como ativo ou analitico, dependendo da sua
correlagdo ou ndo com a atividade biolégica do fitocomplexo, respectivamen-
te (Brasil,2020). O marcador fitoquimico precisa ser identificado e quantifica-
do. Além disso, se faz necessario o estabelecimento de uma padronizagao do
mesmo, o qual sera utilizado para o estabelecimento do padrao de qualidade
do extrato e/ou produto final (produto formulado) que possibilite analisar a re-
produtibilidade e a qualidade dos lotes.

Assim, informagbes referentes aos marcadores fitoquimicos sao
essenciais tais como: a) identificagdo do composto (home quimico, nimero CAS
quando disponivel, massa molecular, férmula molecular e formula estrutural);
b) perfil cromatografico da matéria-prima vegetal (identificacdo dos principais
compostos do fitocomplexo); ¢) descricdo dos métodos analiticos empregados
para a identificacdo e quantificagdo dos marcadores fitoquimicos: perfil anali-
tico caracteristico [(exemplo, o perfil cromatografico ou espectro de massas,
espectro de infravermelho (contendo areas e tempos de retengao dos picos
cromatogréficos, curvas de calibracdo, memoarias de calculo, pureza dos pa-
drbes)]; d) a quantificagao dos marcadores fitoquimicos; e) descrigdo do con-
trole de qualidade realizado em todas as etapas, incluindo os procedimentos e
as metodologias utilizadas (Brasil,2020). Além da quantificagcdo dos marcado-
res fitoquimicos e/ou principios ativos, sdo necessarias outras analises fisico-
-quimicas em produtos vegetais (dependendo do de produto a ser registrado).
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Estudos para avaliagao do comportamento ambiental,
caracterizagao toxicologica e ecotoxicoldgica

Para o registro do fitoquimico, caracterizado como agrotoxico ou afim,
os estudos a serem realizados para o comportamento ambiental da matéria-
-prima vegetal sdo (Brasil,2020): i. fotdlise; ii. hidrdlise; iii. biodegradabilidade;
iv. coeficiente de particdo (n-octanol/agua) sendo dispensado caso a substan-
cia seja soluvel em agua.

Para os estudos toxicologicos requeridos para o ingrediente ativo e para
o produto formulado referem-se aos seguintes testes: a) toxicidade (oral, cuta-
nea, inalatéria sendo usado as DL50 e/ou CL50 bem como doses repetidas em
tempos diferentes, entre outros); b) corrosaol/irritagéo (ocular aguda e cutéanea
aguda); c) sensibilizagdo cutanea; d) mutagbes (mutacado génica em células
bacterianas); e) danos cromossdmicos (in vitro em células de mamiferos e
in vivo em células somaticas); f) modo/mecanismo de acao. Neste contexto,
dependendo dos resultados, podem ser solicitados testes condicionalmente
requeridos tais como: a) mutagao génica in vitro em células de mamiferos;
b) dano cromossdmico in vivo em células somaticas; c) neurotoxicidade em
roedores, tardia apds exposi¢cao aguda, tardia doses repetidas 28 dias e do
desenvolvimento); d) metabolismo em plantas (estudos referentes ao compor-
tamento do produto na planta) (Brasil,2020).

Os estudos ecotoxicoldgicos necessarios sao: a) transformacgao do car-
bono; b) transformacéo do nitrogénio; c) minhocas [toxicidade aguda (CL50
14 dias)]; d) abelhas [toxicidade oral aguda (CL50 oral); toxicidade de contato
(CL50 contato); toxicidade oral aguda (CL50 oral); toxicidade crénica]; €) aves
[toxicidade oral aguda (DL50 oral)]; f) ratos [toxicidade oral aguda (DL50 oral)];
g) microcrustaceos [toxicidade aguda (EC50 48 horas)]; h) peixes [toxicidade
aguda (CL50 96 horas)]; i) algas [toxicidade aguda (EC50 96 horas)] estudo
condicional (Brasil, 2020).

Neste contexto, a falta de alguma informacgéao referente aos estudos to-
xicologicos ou ecotoxicologicos do produto fitoquimico (solicitagao de registro
como agrotéxico ou afins) precisa ter uma justificativa técnica especifica con-
forme orientagbes descritas na normativa 01/2020 (Brasil,2020).
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Caracterizagao e qualificacdo do produto formulado e
estudos fisico-quimicos

As formulagdes dos produtos tem como objetivo aumentar a eficiéncia e
diminuir possiveis danos ao meio ambiente. Os principios ativos encontram-se
na concentracao adequada (exemplo, para o controle do organismo alvo) e
podem ser adicionadas substancias coadjuvantes para que o produto final con-
tenha algumas caracteristicas de interesse relacionadas a manutengéo das
propriedades fisica, quimica e bioldgicas; preservacdo da estabilidade e da
solubilidade; redugdo do numero de aplicagdes; seguranga no seu manuseio
(influéncia na classificagao toxicoldgica) e evitar a contaminagao do produto
(Organisation for Economic Cooperation and Development, 2017; Zuleta-Cas-
tro et al., 2017). As formulagdes precisam de um relatério de caracterizagao e
qualificacao do produto formulado e os estudos fisico-quimicos a serem utiliza-
dos sao: i. descri¢cao do estado fisico, aspecto e cor; ii. descricao do processo
de producéao do produto formulado; iii. teor de ingredientes ativo na formulagéo;
iv. teor do marcador fitoquimico; v. solubilidade, miscibilidade em agua e em
outros solventes; vi. potencial hidrogénio (pH); vii. Corrosividade; viii. volatilida-
de e pressao de vapor (Mapa,2020).
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Registros

Os produtos naturais a base vegetal podem ser utilizados como um bio-
fertilizante ou registrados como um produto fitoquimico para controle de pragas
(Minuta de Instrucdo Normativa conjunta MAPA, IBAMA e ANVISA Minuta n°®
01/2020, Art. 1° Estabelecer procedimentos a serem adotados para efeito de
registro de produto fitoquimico que se caracterize como agrotdxico ou afim,
cujo (s) ingrediente (s) alvo (s) seja (m) obtido (s), exclusivamente, de maté-
ria-prima vegetal) para o controle de pragas) (Brasil, 2020). Neste caso, para
esse tipo de registro podem ser solicitados: Relatério Técnico da Matéria-Prima
Vegetal; Relatdrio de Caracterizagéo e Qualificagao do Produto Formulado e
Estudos Fisico-Quimicos; MAPA (Estudos de Eficiéncia e Praticabilidade Agro-
ndémica); ANVISA (Dossié Toxicologico) e IBAMA (Dossié ecotoxicologico).

Deste modo, o desenvolvimento de um produto a base vegetal padroni-
zado agrega valor tecnolégico pois, garante sua a qualidade e eficacia.
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Sistema de qualidade

Segundo a minuta de instrugdo normativa conjunta MAPA, IBAMA e
ANVISA (N° 01/2020), que apresenta norma especifica para fins de registro
de produtos fitoquimicos que se caracterizem como agrotoxicos ou afim , os
estudos toxicologicos e ecotoxicolégicos requeridos para o ingrediente ativo
e para o produto formulado recomenda-se seguir metodologias internacional-
mente reconhecidas e podem ser conduzidos com principios de Boas Praticas
de Laboratério (BPL).

Boas Praticas de Laboratorio € um sistema de qualidade que abrange
0 processo organizacional e as condi¢gdes nas quais estudos nao clinicos de
seguranga a saude e ao meio ambiente sao planejados, desenvolvidos, moni-
torados, registrados, arquivados e relatados (Inmetro, 2019).

Atualmente, o INMETRO, por meio da Coordenacédo Geral de Acredi-
tacdo (CGCRE), é o 6rgédo que faz o reconhecimento da conformidade dos
estudos de um laboratério em BPL e para isso, utiliza documentos normativos
provenientes da Organization for Economic Cooperation and Development —
OECD. A habilitagao do laboratério em BPL é realizada pela ANVISA (Anvisa,
2001). Desde margo de 2011, o Brasil foi inserido de forma plena aos Atos do
Conselho da OECD relacionados a Aceitagcdo Mutua de Dados (MAD) para
avaliacdo de compostos quimicos. Essa inclusdo permite que os testes reali-
zados em laboratdrios brasileiros reconhecidos pelo INMETRO/CGCRE sejam
aceites nos paises membros da OECD. Os beneficios da inclusdo do Brasil
incluem a dinamizagao no processo das exportagdes brasileiras, reduzindo as-
sim as barreiras técnicas que os produtos de exportacao brasileiros sofrem
constantemente. Outro ganho diz respeito a possibilidade que os estudos rea-
lizados pelas empresas para fins de registro de determinados produtos sejam
conduzidos em laboratérios brasileiros, dado que esses registros s&o aceites
em paises da Europa e nos EUA (Rodrigues et al., 2012).

Estudos de seguranga relacionados a saude humana e ao meio am-
biente cobertos pelos Principios das Boas Praticas de Laboratorio incluem tes-
tes conduzidos em laboratérios, campo e casas de vegetacao. Os principios da
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BPL compreendem requisitos destinados a (Inmetro, 2019):

i) Organizagao (responsabilidades da geréncia, dos pesquisadores e do pes-
soal de estudo que trabalham nas instalagdes) sendo recomendado o progra-
ma 5S (Ribeiro, 1994);

i) Programa de Garantia da Qualidade, que visa assegurar que os estudos
executados estejam em conformidade com os principios das BPLs;

iii) Instalagdes, que possam abranger todos 0s espagos necessarios para a
realizagao dos estudos e suas exigéncias;

iv) Equipamentos, materiais e reagentes, que apresentem descri¢cao das espe-
cificacoes e condi¢cdes necessarias para utilizacao desses itens nos estudos/
pesquisas;

v) Sistema teste, que estabelece todas as condi¢des exigidas de recebimento,
estocagem e registro de quaisquer sistemas bioldgico, quimico ou fisico, ou
uma combinagao destes usados nos estudos/pesquisas;

vi) Item de teste e item de referéncia, que abrange os requisitos exigidos para
o recebimento, manuseio, amostragem e caracterizagao do objeto de estudo e
do padrao de referéncia;

vii) Procedimentos Operacionais Padrao, que trata da escrita, conferéncia e
disponibilizacdo de todos os protocolos envolvidos nos estudos/pesquisas;

viii) Execucgao do estudo, que descreve as exigéncias requeridas para o docu-
mento que define o objetivo do estudo e o desenho experimental para a con-
ducéao do estudo/pesquisa;

ix) Relato dos resultados do estudo/pesquisa, que abrange todas as informa-
¢Oes necessarias para o relatério final do estudo e para sua aprovacao;

x) Armazenamento e Retencdo de Registros e Materiais, que trata dos proce-
dimentos de guarda de todos os registros relacionados ao estudo/pesquisa;

xi) Os dados e informagdes podem ser armazenados em sistemas organizados
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e padronizados de Bases de Dados (exemplo, Sistema ALELO da Embrapa).

Apesar da complexidade dos principios da BPL e de sua aplicagao, to-
dos os estudos toxicolégicos e ecotoxicologicos de fitoquimicos realizados sob
a orientacao de um profissional serao reconhecidos como possuidores de alto
padrao de qualidade, e por essa razao sao frequentemente exigidos por 6rgéaos
fiscalizadores e reguladores, como o MAPA, ANVISA e IBAMA. A confiabilidade
dos estudos efetuados sob as normas de BPL utilizados para registro de pro-
dutos fornece maior segurancga, principalmente no que tange a analise de risco
decorrente da utilizagdo dos mesmos, proporcionando impactos positivos na
preservacao da saude da populagao (Rodrigues et al., 2012). Aimplantacao do
sistema de qualidade poderia ser também realizada em laboratérios de varios
segmentos com vistas ndo s6 aos ensaios toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos,
mas também na fase de obtencdo a caracterizagdo dos extratos vegetais, o
que seria extremamente vantajoso para a garantia da preciséo, rastreabilidade
e exatidao dos resultados. Entretanto, sabendo-se que os custos destinados a
implantacdo de um sistema de qualidade sao bastante onerosos, um equilibrio
entre custos e beneficios teria que ser examinado cautelosamente.

Para inicio da implantagao de um sistema de qualidade num laboratério
de fitoquimica, algumas orientacées serao sugeridas aqui, além das que ja
foram abordadas neste documento. Estas orientagbes foram baseadas nos
seguintes documentos (Inmetro, 2019 e NBR ISO IEC 17025, 2017).

- Organizar e limpar o espago de trabalho, com definicdo de espacgos para
recepcado das amostras vegetais, armazenamento das amostras, preparo de
extratos e analise dos extratos. Neste caso, € recomendado o programa 5S
(Ribeiro, 1994);

- Promover treinamento de todo a equipe do laboratério em normas de segu-
ranca laboratorial e requisitos minimos de qualidade;

- Utilizar reagentes com grau de pureza superior, com fornecedores que dis-
ponibilizem certificados de qualidade de seus produtos. Utilizar materiais de
consumo (ponteiras, microtubos, tubos) limpos e esterilizados;
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- Dispor de balanca e pipetas com calibragdo em dia, ou entdo com verificagéo
intermediaria sendo realizada periodicamente. Usar tampdes certificados para
calibracdo dos pH-metros. Para todo equipamento ter ficha de identificacao,
previsdo de manutencgdes, calibragdes e relatérios de manutengdes preventi-
vas/corretivas realizadas (Inmetro, 2020);

- Utilizar amostras de referéncia ou padroes de referéncia para efetuar a valida-
¢ao dos métodos e para realizar o controle de qualidade dos métodos (Inmetro,
2019);

- Usufruir de métodos oficiais ou quando nao for possivel, utilizar métodos re-
conhecidos e publicados pela comunidade cientifica. Ao utilizar métodos nao
oficiais efetuar a validacado. Se houver modificagdo do método oficial também
realizar a validagao (Inmetro, 2020);

- Determinar e efetuar os controles de qualidade nas etapas envolvendo desde
a obtencdo das amostras a analise do produto final;

- Estabelecer e seguir rigorosamente protocolos padronizados escritos ou pro-
cedimentos operacionais padrao (POP) durante as experimentagdes ou etapas
criticas do processo;

- Efetuar o registro rigoroso em Ata ou em formularios proprios das observa-
coes, resultados brutos, ndao conformidades e eventos isolados que possam
interferir nos resultados de todo o processo envolvendo os ensaios. Os dados
armazenados no computador devem ser controlados, revisados pelo supervi-
sor e possuir procedimento de guarda e seguranga,;

- Controlar as condi¢gdes ambientais que possam interferir nos resultados (equi-
pamentos, salas de cultivo, salas de experimentos, entre outros) em relagao a
temperatura, umidade, luz, radiacao solar, entre outros. Geladeiras e freezers
devem ter termdmetros de maximo e minimo para monitoramento de tempe-
ratura.

- Submeter o laboratério a auditorias internas para verificagao do status do
laboratério em relagao ao cumprimento dos requisitos de qualidade.
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- Deste modo, o sistema de qualidade é uma estratégia fundamental para o
desenvolvimento biotecnoldgico e cientifico de derivados ou produtos a base
vegetal para o controle sustentado de pragas e visa atender as demandas de
qualidade, rastreabilidade e seguranca.
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