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RESUMO

O funcho (Foeniculum vulgare Mill.), Apiaceae, é uma planta medicinal comumente usada e
seu 6leo essencial possui acdo medicinal carminativa e antiespasmoédica. E cultivado no
Programa de Farmécia Viva da Secretaria de Saude do Distrito Federal (SES-DF) e a tintura
dispensada para o Sistema Unico de Sadde. O objetivo do trabalho foi verificar a variago
sazonal no perfil fitoquimico do 6leo essencial e da tintura produzidos a partir do funcho
(Foeniculum vulgare Mill.) na Farmacia Viva da SES-DF, nas estacBes chuvosa e seca.
Foram realizados testes fisico-quimicos na droga vegetal de caracterizagdo morfoanatémica,
material estranho, teor de agua e teor de cinzas totais. O Oleo esencial foi obtido por
hidrodestilagdo de Clevenger e analisado por cromatografia gasosa (CG-EM). Para tinturas
foram avaliados testes de residuo seco, pH, densidade relativa e perfil cromatografico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD). Analises microbioldgicas foram
realizadas nas amostras da droga vegetal e da tintura. Obtivemos trés amostras mensais da
estacdo chuvosa (1A, 2A e 3A) e cinco na estacdo seca (1B, 2B, 3B, 4B, 5B). Alguns testes de
caracterizacdo e pureza realizados na droga vegetal e na tintura apresentaram resultados fora
dos paréametros estabelecidos em compéndios oficiais, contudo sem riscos de contaminacao
microbiana patogénica ao homem porque a droga vegetal é produzida exclusivamente para
manipulacdo do fitoterapico. Na andlise microbioldgica da tintura ndo foram encontrados
microrganismos patogénicos conforme a legislacdo. Ndo foram observadas influéncia de
sazonalidade nos testes realizados. Os compostos majoritarios no dleo essencial foram trans-
anetol (90,6% a 94,4%), fenchona (0,8% a 4,6%) e estragol (3,2% a 3,7%). No perfil
cromatogréafico da tintura foi observado o pico (tR) 30,09 minutos, presumindo-se ser de
natureza flavonoide por espectro ultravioleta. Foi observada uma relacdo positiva e
significativa entre producdo de frutos, temperatura minima e precipitacdo. O ciclo da planta
no experimento A foram de 10 meses enquanto no experimento B foram de 13 meses com a
fase reprodutiva mais longa e desuniforme. Na avaliagdo sazonal ndo houve correlagéo entre
composicdo e 0s parametros meteoroldgicos, indicando a adaptabilidade temporal da espécie.

Palavras-chave: Foeniculum vulgare, funcho, sazonal, éleo essencial e tintura



ABSTRACT

Fennel (Foeniculum vulgare Mill.), Apiaceae, is a commonly used medicinal plant and its
essential oil has carminative and antispasmodic medicinal action. It is grown in the Live
Pharmacy Program of the Health Department of the Federal District (SES-DF) and the
tincture is dispensed to the Unified Health System. The objective of this work was to verify
the seasonal variation in the phytochemical profile of the essential oil and tincture produced
from fennel (Foeniculum vulgare Mill.) at Farmécia Viva at SES-DF, in the rainy and dry
seasons. Physicochemical tests were performed on the plant drug for morphoanatomical
characterization, foreign material, water content and total ash content. The essential oil was
obtained by Clevenger hydrodistillation and analyzed by gas chromatography (GC-MS). For
dyes, tests of dry residue, pH, relative density and chromatographic profile by high
performance liquid chromatography (HPLC-DAD) were evaluated. Microbiological analyzes
were performed on the plant drug and tincture samples. We obtained three monthly samples in
the rainy season (1A, 2A and 3A) and five in the dry season (1B, 2B, 3B, 4B, 5B). Some
characterization and purity tests performed on the plant drug and on the tincture showed
results outside the parameters established in official compendia, however without risk of
pathogenic microbial contamination to humans because the plant drug is produced exclusively
for handling the herbal medicine. In the microbiological analysis of the dye, no pathogenic
microorganisms were found according to the legislation. No influence of seasonality was
observed in the tests performed. The major compounds in the essential oil were trans-anethole
(90.6% to 94.4%), fenchone (0.8% to 4.6%) and estragole (3.2% to 3.7%). In the
chromatographic profile of the dye, the peak (tR) 30.09 minutes was observed, presuming to
be of a flavonoid nature by ultraviolet spectrum. A positive and significant relationship was
observed between fruit production, minimum temperature and precipitation. The plant cycle
in experiment A was 10 months while in experiment B it was 13 months with the longest and
uneven reproductive phase. In the seasonal evaluation, there was no correlation between
composition and meteorological parameters, indicating the temporal adaptability of the
species.

Keywords: Foeniculum vulgare, fennel, seasonal, essential oil, tincture
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades € uma pratica
utilizada desde os primérdios da civilizagdo. Povos indigenas, quilombolas, ribeirinhos,
caigaras, entre outros, garantem a preservacao e disseminacdo do uso de plantas medicinais
por geracBes. Sdo tidas como conhecimentos tradicionais e vém despertando o interesse da
comunidade cientifica por estudos etnobotanicos etnofarmacoldgicos®.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera as plantas medicinais como
importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica. De 70% a 90% da populagdo mundial
depende da Atencdo Primaria a Saude. Paises como Canada, Franca, Alemanha e Italia tem
usado este recurso®. No Brasil, segundo o Ministério da Satde (MS)3, cerca de 80% da
populacdo utiliza produtos a base de plantas medicinais, orientada pelos principios e
diretrizes do Sistema Unico de Saude (SUS). Isto ocorre devido & formulagio e
implementacdo de politicas publicas, programas e legislacdes nas Gltimas décadas.

O interesse crescente pelas plantas medicinais no Brasil desencadeou uma série de
acOes importantes e prioritarias para a utilizacdo de drogas vegetais e produto acabado, a
partir dos 6rgdos reguladores. Dente elas, o Decreto 5.813 #, de 22 de junho de 2006, que
aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), a Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) de 2009 ° e a Portaria n°.
886/GM/MS ©, de 20 de abril de 2010, que “Institui a Farmacia Viva no &mbito do SUS”,
idealizadas pelo prof. Dr. Francisco José de Abreu Matos no Estado do Ceard, na década de
80. Desta forma, muitas Unidades Federativas tem buscado desenvolver o cultivo de plantas
medicinais e toda a cadeia do fitoterapico a ser distribuido nas Unidades Béasicas de Saude
(UBS). Vérios municipios e estados desenvolveram programas e servigos bem estruturados
de cultivo e laboratérios de manipulacdo para atestar a qualidade dos produtos ofertados
para a comunidade?.

Atualmente ha 82 Programas/Projetos de Fitoterapia ou Farmécias Vivas no Brasil’.
As especies que contemplam séo as de interesse da RENISUS, que elencou 72 plantas, entre
elas, o Foeniculum vulgare Mill.. Diante isto, em 2013, foi uma das espécies selecionadas
para compor o horto medicinal do Programa da Farmacia Viva da SES-DF. A planta é
cultivada e percorrem as etapas de colheita, secagem, armazenamento e manipulacdo até

constituir a forma farmacéutica de tintura, conforme Formulario Fitoterapico®. S&o



dispensadas em frascos de 30 mL, prescrito/indicado por profissionais das Unidades Béasicas
de Saude (UBS). Segundo dados fornecidos pelo Nucleo de Farméacia Viva da SES-DF, a
producdo da tintura de funcho até 2021, foi de 6935 unidades, distribuidas conforme
producédo e informagéo de estoque via meio eletrénico para as UBS, tendo uma excelente
receptividade pela populacdo para o uso farmacoldgico como antiespasmodico e
carminativo®.

Foeniculum vulgare Mill. ¢ uma planta aromaética, nativa da regido do
Mediterraneo, norte da Africa, oeste da Asia e sul da Europa. A espécie é cultivada em
diversas partes do mundo por se adaptar facilmente em zonas de clima temperado,
aclimatando-se muito bem ao Brasil, desde que tenha exposicdo ao sol, solos férteis e bem
drenados'®. Foi introduzido no sul do Brasil pelos colonizadores portugueses 1?13 e por
italianos 4.

Desde o cultivo & manipulagdo sdo utilizados os frutos secos (diaquénios) de cor
pardo-amarelado, constituindo a droga vegetal (DV) e de onde é extraido o 6leo essencial
(OE). A espécie foi amplamente estudada quanto as suas caracteristicas mofoanatémica,
assim, podemos identifica-la corretamente®%131516 O fruto do Foeniculum vulgare Mill. é
composto por outras partes da planta, a semente e o célice persistente, sendo denominado
botanicamente como diasporo®’.

A composicdo quimica da espécie € um fator determinande para que ocorra a acdo
farmacologica e € determinada por varios fatores, 0s intrinsecos (genéticos, idade da planta)
e os externos (interacfes planta/planta, planta/ambiente, planta/patdgeno e planta/insetos).
Inclui-se também subespécies e variedades, estagio de maturacdo dos frutos, horario de
coleta, tipo de secagem, forma de armazenagem e métodos de extracdo. No Brasil as
estacdes do ano estabelecem uma sazonalidade que influencia a fenologia e a composicao
quimica do funcho aclimatado ao pais®!8-23,

Para assegurar a qualidade em toda a cadeia produtiva do fitoterapico, como
identificacdo botanica e composi¢do quimica, devem ser realizados testes em todas as etapas,
verificando os limites minimos ou maximos permitidos de acordo com valores estabelecidos
por compéndios nacionais e internacionais.

Muitos estudos acerca de controle de qualidade de produtos de origem de plantas
medicinais vém sendo realizados para obtermos fitoterapicos eficazes e seguros, pois a

populacdo pode ser exposta a diversos tipos de problemas, tais como, a auséncia dos efeitos



farmacoldgicos, a interacdo medicamentosa e possiveis efeitos adversos.

Diante do exposto, o trabalho teve por finalidade avaliar a sazonalidade e a
qualidade das amostras na Farmacia Viva da SES-DF que acarretard& no contino
desenvolvimento das boas préaticas, desde a escolha da semente a distribuicdo do
fitoterapico.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Apiaceae

A familia Apiaceae (=Umbelliferae) é constituida por cerca de 446 géneros, 3820
espécies, comospolitas, especialmente em regides temperadas e subtropicais, escassa em
regides topicais®*. No Brasil encontramos cerca de 28 géneros®.

Sdo classificadas como plantas herbaceas, em geral ervas anuais, bienais e perenes,
de pequeno a médio porte, raramente lenhosas, acaulescentes ou caulescentes,
frequentementefistulosas, em geral fortemente aromaticas por produzirem 6leos essenciais'*
24,25_

Esta familia botanica é de grande importancia econémica por apresentar espécies
presentes naalimentacdo, nos condimentos, nos perfumes ou esséncias, nos medicamentos,
no uso tradicional da planta, fontes de resina e gomas** 2°.

Algumas espécies sdo cultivadas, entre elas, se destacam a cenoura (Daucus carota
L.), salsa (Petroselinum crispum (Mill.) Fuss), erva-doce (Pimpinella anisum L.), funcho
(Foeniculum vulgare Mill.), salsdo (Apium graveolens L.), cominho (Cuminum cyminum L.),
coentro (Coriandrum sativum L.)%.

Por apresentarem muitas caracteristicas morfoanatdmicas semelhantes, as espécies da
familia Apiaceae sdo confundidas e de utilizagdo equivocada. O funcho — Foeniculm vulgare
Mill., o endro — Anethum graveolens L., erva-doce — Pimpinella anisum L., cominho —
Cuminum cyminum L., erva-de-bispo — Trachyspermum ammi (L.) Sprague tiveram
estudadas suas caracteristicas morfologicas e anatdbmicas para correta identificacdo da
espéciel® 1527,



2.2 Foeniculum vulgare Mill. — Funcho

O Foeniculum vulgare Mill. ¢ uma planta aromatica, nativa da regido do
Mediterraneo, norte da Africa, oeste da Asia e sul da Europa. Segundo Kaur & Arora *° o
nome Foeniculum foi dado pelos romanos, é derivado de uma palavra latina 'foenum' que
significa 'feno’, talvez porque o cheiro de erva- doce se assemelha ao do feno. Os chineses,
indianos e egipcios também usavam a planta desde os primordios da humanidade. A espécie
é cultivada em diversas partes do mundo por se adaptar facilmente em zonas de clima
temperado, adaptando-se muito bem no Brasil, desde que tenha exposi¢do ao sol, solos
férteis e bem drenados®®.

E uma planta herbacea medindo em torno de 70 cm, perene, podendo atingir dois
metros e meio de altura. O caule é ereto, liso e ramoso, com folhas chegando a 40 cm, com
peciolo alargado com uma bainha que envolve o caule formando uma espécie de bulbo e
foliolos reduzidos a filamentos exageradamente recortados. Possui cor verde-amarelada, com
flores amarelas no extremo superior que se unem em forma de buqués no formato de
umbelas, possuindo em cada secdo de 20 a 50 pequenas flores de cinco petalas,
hermafroditas nas cores amarelo-esverdeado, tendo cada uma das areas voltada para dentro
(Figura 1a). Fruto diaquénio seco, oblongos, sementes em forma oval, com o comprimento
maior que a largura.Sua cor inicial é verde-azulado. O comprimento é em torno de 4 a 10
mm e 3 a4 mm de espessura. Ndo possuem pelos ou penugem, sdo levemente achatados de
um lado e arredondados de outro, quando secos contem cinco estrias longitudinais. Os dois
aguénios unem-se tdo fragilmente, que na maior parte das vezes, se encontram separados.
Cada aquénioglabro apresenta cinco arestas carenadas muito proeminentes, da quais as duas
marginais sdo um pouco mais desenvolvidas do que as outras, alternado com quatro
valéculas muito estreitas, as quais contém canais secretores de 6leos essenciais. Os frutos

depois de maduros mudam sua cor para verde-pardacento ou pardo-amarelado (Figura 1b)%
10, 13,15,16



Figura 1 — Foeniculum vulgare campo experimental (a) e no laboratério (b).
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Fonte: autora, 2019.

Estudos de Kallelli et al. 2 relatam outras subespécies do mesmo género, diferentes
variedades adaptadas no mundo que também podem ser confundidas com o funcho. Na
monografia do Foeniculum vulgare Mill. °, a espécie apresenta duas subespécies F. vulgare
subsp. vulgare Mill. e a F. vulgare subsp. piperitum (Ucria) Coutinho, cultivado e selvagem,
respectivamente. A subespécie vulgare € dividida em quatro variedades: o tipo doce — F.
vulgare Mill. subsp. vulgare var. dulce (Mill.) Thell, o tipo bronze (variedade cultivada de
funcho doce), o tipo azoricum - F. vulgare Mill. subsp.vulgare var. azoricum (Mill.) Thell
e o tipo vulgare - F. vulgare Mill. subsp. vulgare var. vulgare. Miraldi ?° ressaltou a
dificuldade de distinguir e classificar as subespécies e variedade do Foeniculum vulgare Mill.,
inclusive por meio da composicao quimica, sendo todas cultivadas de acordo com a finalidade
do produto. World flora on line 2022% informa que as subespécies e variedades s&o
sinbnimos botanicos.

O Foeniculum vulgare Mill. é muito utilizado na culinéria, principalmente em paises
do hemisfério norte: Europa, Asia e China e outros, sendo o bulbo na salada, o
fruto/semente como condimento, inclusive no preparo de paes e bolos. Barros, Carvalho e
Ferreira 3 estudaram a composicdo nutricional de todas as partes do funcho, esta
composicdo esta relacionada as suas propriedades organolépticas, como aroma e sabor, e
também a sua riqueza em carboidratos, incluindo agucares, minerais e &cidos graxos
essenciais. Rather et al. *2, utilizando os dados do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos — USDA (United States Department of Agriculture), relataram que o
Foeniculum vulgare Mill. € uma das plantas mais ricas em potassio, sédio, fésforo e célcio.
Badgujar, Patel e Bandivdekar ¢ destacaram o seu alto teor de calcio — 49 mg/100g.

Possui muitos usos populares e tradicionais na medicina, tais como cicatrizante de

feridas, anitiinflamatério, depurativo, nas afec¢fes oculares, nos aparelhos: reprodutor,



respiratorio, circulatério, urinario, SNC, na lactagdo e principalmente, no aparelho
digestorio®. As acdes e indicacdes do derivado da droga vegetal que possuem comprovagao
cientifica sdo: atividade antioxidante, antidiabética, anticolesterolémica, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora, anti-hipertensiva, antitrombotica, diurética, ansiolitica, nootropica,
analgésica, laxativa, antiespasmadica, estrogénica, colecinética e citotdxica em ensaio pré-

clinicos in vivo®.

2.3 Aspectos agronémicos e composi¢do quimica do funcho

Segundo Corréa Junior, Sheffer e Ming *3 o Foeniculum vulgare Mill. necessita de
iluminacdo plena com luz solar direta, prefere temperatura amena e produz em clima frio,
temperado e tropical. Pereira Pinto, Bertolucci e Lameira 3 mencionaram a predilecdo por
solos profundos, ferteis,bem drenados, com bons niveis de fosforo e potassio.

Muitos fatores influenciam na composi¢do quimica das plantas (Figura 2). Morais 8
relatou que grande parte das plantas medicinais encontra-se no ambiente natural, mantendo
forte ligacdo com os fatores abioticos: temperatura, luminosidade, sazonalidade, estadio de
desenvolvimento, horério de colheita, &gua, nutricdo (macro e micronutrientes), pés-colheita
(secagem, armazenamento), radiacdo ultravioleta, altitude, poluicdo atmosférica
sdoexemplos. Fatores bi6ticos como ferimentos, ataque de herbivoros e patdgenos também
estdo associados a variagao no rendimento e composi¢do quimica dos principios ativos.
Gobbo-Neto e Lopes ** mencionaram que, em geral, a formagéo de 6leos essenciais parece
aumentar em temperaturas maiores, apesar destes compostos serem de facil degradacdo em

dias quentes.



Figura 2 — Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios nas
plantas.
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Fonte: Adaptado de Gobbo-Neto e Lopes, 2007%.

Estudos parecem sugerir que as atividades farmacoldgicas da DV advém do 6leo
essencial presente 10111321-2327-293132  (Gleps essenciais S&0 misturas complexas de
substancias volateis, incolores ou amareladas, lipofilicas, pouco sollveis em &agua, com
baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria das vezes,
por moléculas de natureza terpénica. Sdo comumente extraidaos por arraste a vapor,
hidrodestilaco, além de outros métodos?®.

Os compostos majoritarios do diasporo do Foeniculum vulgare Mill. sdo trans-
anetol (Figura 3A), fenchona (Figura 3B) e estragol (Figura 3C). Os minoritarios sao
numerosos, como exemplo, o limoneno (Figura 3D). A maioria dos estudos na literatura
mundial traz estas referéncias quanto a composicdo quimica do funcho 911:1516.19%-
23’27’28’32’36’37.

Compéndios oficiais em todo o mundo indicam o rendimento de 6leo essencial e a

composi¢do quimica do 6leo essencial do funcho, conforme Tabela 1.



Figura 3 — Principais compostos quimicos de Foeniculum vulgare Mill.
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Fonte: autora, 2022. Legenda: A — trans-anetol; B — estragol; C — fenchona; D — limoneno.

2.4 Controle de qualidade

As plantas medicinais, inclusive o Foeniculum vulgare Mill., em geral, sdo de facil
acesso, possuem baixo custo e reconhecida acdo farmacolodgica, sendo utilizadas por 80%
da populagdo mundial. O conhecimento etnobotéanico, por si s, ndo garante o uso correto.
E imprescindivel a correta identificacio da espécie e dos marcadores quimicos, assim
como cultivo apropriado, controle daqualidade em toda a cadeia produtiva, desde o cultivo
até a dispensagdo do produto final®. Para promogo do uso seguro e racional, a necessidade
de um controle da qualidade é fundamental para evitar intoxicacdes ou efeitos adversos,
uma vez que essas podem ser simples ou até mesmo levar a 6bito®.

E possivel observar que ainda existe resisténcia dos profissionais prescritores quanto
ao uso de fitoterapicos, o que pode ser explicado pela origem das plantas medicinais,
confusdo de identificacdo, denominacgdo popular da espécie, falsificagcdes, contaminacdo do
material, aumento do rendimento do produto, falta de garantia da identificacdo e
concentracdo dos marcadores quimicos, falta padronizacdo desde o cultivo até a dispensagédo
do produto.

Um controle da qualidade de drogas vegetais baseia-se, primeiramente, no insumo
que o originou: as plantas medicinais. Esse pode ser baseado em trés etapas: identidade,

integridade e pureza.



Tabela 1 Dados de publicagdes oficiais para indicacio de Rendimento do Oleo Essencial (ROE) e composicio quimica de Foeniculum vulgare Mill.

Farmacopeia ESCOP Britsh Monografia do
o o . Foeniculum OMS
Brasileira Foeniculi fructus Pharmacopeia vulgare Mill (2011)2
62 edicdo (2019) %8 (2019) *° (2018) 40 MS (2015) 9
Variedades vulgare dulce  vulgare dulce vulgare dulce vulgare  dulce -
ROE 4% 2% 3-8,5% 2% - 2% 1,5% - 1,4%
trans-anetol 60% min  80% min 50-75% 80-90% 15-40% 80% min  60% min 80 % min  50-82%
fenchona 15% max 10% max  12-33% 1-10% 7-16% 7,5% max  15% max - 6-27%
estragol 5% max  7,5% max 2-5%  3-10% 2-7% 10% max 5% max - 3-20%
limoneno - - 8-30% - - - 2-13%
mirceno - - 1-25% - - - 0,1-19,8%
a-pineno - - - - - - 6-27%

Fonte: autora, 2019. Legenda: ESCOP = European Scientific Cooperative on Phytotherapy; OMS = Organiza¢cdo Mundial de Saude; MS = Ministério da

Saude.



A identidade/autenticidade consiste em realizar a identificagdo correta do vegetal, que
normalmente pode ser feita através da identificacdo de caracteristicas morfologicas e
anatbmicas do vegetal, que devem ser comparadas a compéndios oficiais, como as
monografias inseridas nas Farmacopeias. A integridade refere-se a quantidade minima de
principios ativos para garantir a acdo farmacoldgica. A pureza diz respeito a auséncia de
micro-organismos, ou em concentracfes limites sem causar riscos aos usuarios e outros testes
de controle de qualidade preconizados em compéndios oficiais *..

O Brasil vem apresentando esfor¢os no ambito legislativo para padronizar os testes de
controle da qualidade de planta medicinal, derivado e produto final, para garantir a eficacia e
seguranca aos fitoterapicos tanto para prescritores como para a populacdo que os utiliza. Por

isto a importancia de estudar todas as etapas que envolvem o medicamento fitoterapico.

2 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a variacdo sazonal do perfil fitoquimico da droga vegetal e da tintura

produzidas apartir do Foeniculum vulgare Mill. — no Programa de Farméacia Viva da SES-DF.

3.2 Especificos

- Caracterizagdo macro e microscopica de Foeniculum vulgare Mill. cultivado;

- Caracterizacdo da droga vegetal,

- Quantificar o teor de dleos essenciais na droga vegetal;

- Caracterizacao da tintura;

- Avaliacdo do perfil fitoquimico da droga vegetal e da tintura de Foeniculum vulgare Mill.

cultivado em diferentes épocas de colheita.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Implementacéo do experimento

O experimento foi desenvolvido na localidade do Nucleo de Farmécia Viva da SES-
DF, Regido Administrativa do Riacho Fundo I. No local, o solo, se constitui de latossolo
vermelho, com alta permeabilidade de agua, quimicamente distréficos e acidez entre 4,0 a
5,5 % corrobando com a andlise de solo (Tabelas 2 e 3) realizada na éarea, porém com
diferenca no pH=6,4, coordenadas geograficas 15° 86° 34 S; 48° 04 057 W.

O solo foi preparado para o plantio com 60 dias de antecedéncia, com adubacéo

organica composta por esterco de gado curtido disponivel no local.

Tabela 2 Caracterizacgdo fisica do solo na area experimental da Farmécia Vida SES-DF, Riacho Fundo
l.

Teor % Tipo de
profundidade  Areia silte argila solo
0-60cm 60 7,5 32,5 Sequeiro

Fonte: Soloquimica, 2019

Tabela 3 Caracterizagdo quimica do solo na area experimental da Farméacia Vida SES-DF, Riacho
Fundo I.

% Sat. da CTC
pH P K MO. Al Ca Mg CTC H+Al —° ===

64 17 054 205 00 21 06 6,6 3 55 0
Fonte: Soloquimica, 2019. Legenda: pH — Potencial de hidrogenidnico; P- Fosforo (ppm); K —
Potéssio (cmol/dm?); M.O. — Matéria organica (ppm); Al — Aluminio (cmolc/dm?); Ca — Calcio
(cmolc/dm?); Mg — Magnésio (cmolc/dm?®); CTC — Capacidade de troca de cations (cmolc/dm?3); H +
Al — Acidez potencial (cmolc/dm?).

As sementes de Foeniculum vulgare Mill. utilizadas nos experimentos foram do
cultivo anterior na Farméacia Viva SES-DF. O voucher da exsicata esta depositado no
Herbario da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Herbario CEN), CEN 12982,
Brasilia/ DF.

O delineamento experimental foi ao acaso, constituidos por dois plantios, a céu
aberto, em duas épocas distintas do ano, inverno seco e verao chuvoso, no espacamento de 1

X 1 m. O primeiro em abril/2019 e outro em novembro/2019, segundo recomendacdes de
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Corréa Junior, Sheffer e Ming . As mudas foram produzidas em sementeiras com substrato
comercial Bioplant® (pH 6,2), 60 dias antes do plantio.

O primeiro experimento foi colhido em DEZ/19 (DV1A), JAN/20 (DV2A), e
FEV/20 (DV3A), no final da manhd, de forma manual pelo técnico de campo da Farmacia
Viva da SES-DF. Os diasporos foram selecionados de acordo com a préatica estabelecida
pelo técnico, umbelas com a maioria dos frutos com maturacdo intermediaria a maduros,
secagem em estufa modelo LUCADEMA a temperatura de 45 °C por 2 dias, depois foi
armazenado em sacos plasticos e colocados em tonéis na sala de armazenagem com
temperatura e umidade relativa do ar controladas por periodo breve, aguardando somente a
rotina do laboratério de manipulacéo dos fitoterapicos para producdo da tintura. As colheitas
do segundo experimento ocorreram em AGO/20 (DV1B), SET/20 (DV2B), OUT/20
(DV3B), NOV/20 (DV4B) e DEZ/20 (DV5B), da mesma forma que no primeiro plantio, sob
as mesmas condicdes de selecdo, secagem e armazenamento. As etapas de colheita e
secagem seguiram os protocolos pré-estabelecidos no Nucleo de Farméacia Viva SES — DF
para a espécie Foeniculum vulgare Mill..

A amostras das tinturas (T1A, T2A, T3A, T1B, T2B, T3B, T4B, T5B) foram
produzidas no Nucleo de Farmécia Viva da SES-DF, por técnico de laboratodrio,
manipuladas conforme Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira 12 ed. 8. Foi
realizado o processo de percolacdo, por 24 h, utilizando 10 g de DV seca e triturada

levemente, em 100 mL &lcool 70 % m/m g.s.p..

4.2 Caracterizacao da Droga Vegetal

Foi realizada analise morfoanatdbmica da DV de Foeniculum vulgare Mill.. A
anatomia dos diasporos foi realizada por meio de cortes transversais corados com safranina e
azul de Alcian 1:3 e observado em microscopio 6ptico Olympus SC30 no laboratério de
Anatomia Vegetal do departamento de Botanica - Instituto de Biologia, UnB campus Darcy
Ribeiro. Os ensaios de pureza (material estranho, teor de 4gua e cinzas totais) seguiram as
metodologias descrita nas monografias da Farmacopeia Brasileira (FB) 62 edicdo * e da
Organizacgdo Mundial da Satde 2 e foram realizados no laboratorio de Analise Instrumental
da UnB campus Ceilandia. Os ensaios de teor de agua e cinzas totais foram realizados em

triplicata.
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4.2.1 Obtencéao do derivado vegetal

Para analise da composicdo quimica do 6leo essencial proveniente dos diasporos de
Foeniculum vulgare Mill. foi realizada hidrodestilagéo, utilizando aparelho Clevenger no
laboratério de Fitoquimica da Embrapa CENARGEN.

Foram pesados 50 g da droga vegetal e adicionados a 1000 mL de agua num baléo de
fundo redondo. A extracdo o 6leo essencial foi realizada por 2 horas. Apos, o 6leo essencial
foi recolhido em frascos de vidro ambar, verificado o rendimento e conservado em geladeira
para anélise posterior.

Os rendimentos totais dos Oleos foram expressos em porcentagens (g por 100 g de
material vegetal fresco). Para o estabelecimento da relacdo entre a massa fresca da planta e a
massa do Gleo extraido. A pesagem foi realizada em balanca analitica de precisdo (GEHAKA,

BK5000) com trés casas decimais.

4.2.2 Analise do 6leo essencial

As analises da composicdo quimica foram analisados e identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (CG-EM).

As amostras de Oleo essencial foram diluidas em diclorometano (10% V/V), e
injetou-se 1,0 uL de cada amostra no modo com divisdo de fluxo (1:20). Para a quantificacdo
dos constituintes do 6leo essencial, utilizou-se normalizagdo de area e corre¢do por fatores
de resposta tedricos®.

Foi utilizado cromatdgrafo Agilent 7890A equipado com um detector de ionizacao
por chama, utilizando coluna capilar de silica fundida HP-5 MS, 30 m de comprimento X
0,25 mm de didmetro interno X 0,25 um de espessura do filme. Utilizou-se hidrogénio como
gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas em 250 °C e 280 °C, respectivamente. A temperatura do forno variou de 60 °C a
240 °C por minuto, a uma taxa de 3 °C por minuto.

Para a identificacdo dos componentes dos 0leos, os espectros de massas foram
comparados com dados da espectroteca (Wiley 4, NIST *° e Adams “, todas geradas no
modo ionizacao de eletrons) e também por verificagdo de seus indices de retencdo linear com

dados da literatura na Embrapa Agroindustira de Alimentos, Rio de Janeiro - RJ.
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4.3 Caracterizagéo da tintura

Foram realizados testes de residuo seco, pH e densidade relativa segundo FB 62 ed.
%, Todas as medidas foram realizadas em triplicata, no laboratério de Anélise Instrumental
da UnB campus Ceilandia.

4.4 Perfil cromatografico e quantificacéo dos marcadores da tintura

A andlise cromatogréfica por CLAE-DAD foi realizada no laboratério de Controle de
Qualidade de Medicamentos da Faculdade de Saude da UnB campus Darcy Ribeiro, usando
um sistema Hitachi LaChrom Elite®, coluna C18 (5 pum, 250 x 4,6 mm; LiChroCART®
Purospher®) a 25 °C; fluxo em 0,6 mL/min, volume de injecdo 10 pL e detecco realizada a
254 e 354 nm. A fase mdvel consistiu em acido fosforico 1% (A) (Sigma-Aldrich®) e
acetonitrila (B) (Tedia®) com eluicdo em gradiente 0 minutos 90% (A) e 10% (B); 40
minutos 70% (A) e 30% (B); 50 minutos 50% (A) e 50% (B) de acordo com Leite et al. *’.
Os dados foram analisados usando o software EZChrom Elite, versdo 3.3.2 SP1. Para
analise, foram colocados 10 pL de tintura de funcho e 990 pL de metanol grau HPLC, que
foi entdo filtrado (filtro 33 mm, membrana 0,45 um). Os padrées utilizados foram trans-

anetol, fenchona, estragol, limoneno, hiperosideo, quercetina e rutina, da Sigma-Aldrich®.

4.5 Anédlise microbiolégica

As amostras de droga vegetal de Foeniculum vulgare Mill. (DV1A, DV2A, DV3A,
DV1B, DV2B, DV3B, DV4B e DV5B) e tinturas (T1A, T2A, T3A, T1B, T2B, T3B, T4B e
T5B) foram submetidas a avaliagdo qualitativa e quantitativa do teste microbioldgico e
confirmagdo de agentes patogénicos conforme descrito por FB 62 ed.®® no laboratério de
Microbiologia do Centro Universitario LS.

Os indices determinados pela FB 62 ed. *° para DV e T sdo de 10° para bactéria e 103
para fungos, auséncia de Escherichia coli em 1g, auséncia de Salmonella em 10 g e limite

méaximo de 10° para bactéria Gram negativa bile tolerante em 1g.
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4.6 Analise estatistica

Foram realizadas no programa SPSS versdo 26.0. As medidas descritivas foram
apresentadas por média e desvio padrdo (média £ DP). Para verificar a relacdo entre as
medidas de sazonalidade e de DV foi realizado o teste ndo paramétrico de correlacdo de
Spearman (r6)*, uma vez que ndo houve distribuicio normal para essas variaveis. Também
foi utilizado o teste de Spearman para verificar a relagdo entre as medidas microbianas e o
teor de dgua. Os parametros sdo a direcdo da correlacdo, sendo positiva ou negativa (-) e a
magnitude da correlagdo, sendo 10-0,3| pequena, 10,3-0,6/ média e 10,6-11 alta. Para verificar
diferencas entre os periodos nas medidas de teor de agua e teor de cinza de DV e as medidas
de T foi realizada ANOVA Way, seguido de teste pds hoc de Tukey. Para todos os testes

foram realizadas analises bicaudais, sendo considerado significativo onde p < 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da Droga Vegetal

A morfologia (Figura 4 e 5) e anatomia (Figura 6) do Foeniculum vulgare Mill.
foram amplamente estudadas. %131516274% Nossas amostras sio Foeniculum vulgare Mill..
N&o foi possivel identificar a subespécie. Observou-se que o ciclo total da planta no
experimento A foi de 10 meses, sendo a fase vegetativa 7 meses e a reprodutiva 3 meses. No
experimento B foi de 13 meses, a fase vegetativa 9 meses e a reprodutiva, 5 meses.
Acolheita do experimento A foi mais concentrada, pois ocorreram em 3 meses, a do
experimento B em 5 meses. As amostras foram compostas por diasporos em varias fases de

maturacdo (Figura 5).
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Figura 4 — Morfologia de Foeniculum vulgare Mill. cultivado na Farméacia Viva Farmécia Vida SES-
DF, Riacho Fundo I.

Fonte: autora, 2020. Legenda: A — planta inteira; B — frutos (diasporos); C — Diasporo.

O fruto seco de plantas de Foeniculum vulgare Mill. cultivadas nas condi¢fes
ambientais do Distrito Federal apresentaram forma oblonga com 0,5 mm de comprimento e
0,1 mm de largura no experimento A e forma arredondada, com 0,7 mm de comprimento e
0,2 mm de largura, no experimento B. A coloracdo variou de verde acizentado no
experimento A a pardo-amarelado no expeirmento B, com uma base arredondada e &pice
estreitado, com um curto estilopddio bifurcado. A maioria dos dois aquénios apresentaram

unidos, podendo estar soltos na amostra (Figuras 4 e 5).

Figura 5 — Fases de maturacdo dos diasporos de Foeniculum vulgare Mill. cultivado na Farmécia Viva
Farmacia Vida SES-DF, Riacho Fundo I.
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Fonte: autora, 2022. Legenda: A — experimento A; B — experimento B
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Em corte transversal o diasporo do Foeniculum vulgare Mill. cultivado na Farmécia
Viva — SES/DF apresentou aquénio pentagonal, com quatro lados aproximadamente iguais e 0
quinto mais comprido e mais ou menos ondeado. O epicarpo é constituido de uma camada de
células com cuticula lisa. O mesocarpo é formado por um parénquima de células irregulares e
apresenta, principalmente na vizinhanca dos feixes vasculares das arestas, vérias células
caracteristicas, isoladas ou em grupos, de paredes espessadas, lignificadas (células
reticuladas) e com pontuaces; no mesocarpo também se localizam 5 canais secretores.
Observaram-se feixes vasculares xilema e floema. Aderida ao endocarpo, encontra-se a
camada mais externa da semente. O endosperma, constituido de células poligonais, o0 embrido

localiza-se na regido central da semente (Figura 6).

Figura 6 — Anatomia do diasporo de Foeniculum vulgare Mill. cultivado na Farmécia Viva Farmécia
Vida SES-DF, Riacho Fundo |.

Fonte: autora, 2022. Legenda: A — Diésporo in natura OB 10x; B — estruturas do Diasporo OB 40x (1.
Epiderme do fruto; 2. Xilema; 3. Floema; 4. Parénquima; 5. Canal secretor; 6. Tegumento da
semente;7. Endosperma; 8. Parénquima; 9. Embrido); C — Diésporo com coloragdo OB 10x; D —
detalhe unidodos frutos OB 40x; E — detalhe arestas do fruto OB 40x.

Dentre o periodo de colheita no primeiro experimento (A), o maior indice de
precipitacdo foi no més de jan/20 com 319,4 mm, a temperatura minima foi de 16,8 °C em
dez/19 e fev/20 e a maxima foi de 30,9 °C em jan/20. Para a colheita do segundo
experimento (B) o maior indice de precipitacdo foi no més de nov/20 com 229,6 mm, a
temperatura minima foi de 8,9 °C em ago/20 e a méaxima foi de 35,5 °C em out/20, conforme
Figura 7.
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Figura 7 — Dados metereoldgicos de precipitagdo, temperatura méxima e temperatura minima nas
colheitas dos diasporos de Foeniculum vulgare Mill., nos dois experimentos (A e B) em Brasilia, DF.

Dados Metereologicos

Precipitacio (mm)

Temperatura (°C)

S D
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mmm Precipitagio =——Temperatura Mixima = Temperatura Minima

Fonte: INMET %, Brasilia — DF, 2022 Legenda: A — primeira colheita, B — segunda colheita.

De acordo com a tabela 4, a producao dos frutos em A foi de 5785 g e em B de 1155
g, sendo a maior producdo em DEZ/19 e a menor producdo em SET/20. O teste de
correlagdo de Spearman identificou correlagdo significativa da producdo de frutos com
temperatura minima (ré = 0,829; p = 0,021) e precipitacdo (ré = 0,786; p = 0,036), indicando
uma relacdo entre elas, a medida que aumenta a temperatura minima e a precipitacéao,
aumenta a producdo de frutos, assim como Carvalho et al. ! sugerem em relagdo a
influéncia da precipitacdo na produtividade de funcho na regido de Sergipe. A amostra
DV4B apresentou rendimento de Oleo essencial (ROE) superior, porém ndo ocorreram
correlagdes significativas sazonais.

O ROE encontrado nas amostras foram de 1,7 a 4,1% (tabela 4). Em estudos
realizados com o funcho em outros paises, 0 ROE variou de 0,73 a 4,12% 1>161921-
232128323637 No Brasil, Souza et al. 1! obteviveram ROE de 2,4 a 2,6% e Carvalho et al. %! de
2,99 a 3,59%. A OMS 2 define limite minimo de 1,4%, a Monografia da espécie Foeniculum
vulgare Mill. — Ministério da Saude (MF) ° preconiza 0 minimo de 1,5% de OE para as
variedades dulce e vulgare, FB 62 ed. °> e ESCOP 3 apresentam valores minimos de 2% e 4%
respectivamente. Os achados neste estudo estdo de acordo com as variagdes de ROE acima
e nos limites preconizados em compéndios oficiais quando néo difere os rendimentos nas
variedades do funcho.

Ao armazenar o hidrolato da hidrodestilacdo de Clevenger em refrigerador
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(temperaturas de 1°C a 7 °C) e freezer (-25°C a -17°C) foi observado a cristalizagdo da lamina

de OE acima da &gua, conforme figura 8.

Figura 8 — Cristalizacdo do OE de Foeniculum vulgare Mill. ao ser armazenado em temperaturas de
7°C a -25°C.

Fonte: autora, 2022.

Os constituintes majoritarios encontrados foram o trans-anetol (90,6 a 94,5%),
fenchona (0,8 a 4,6%) e estragol (3,2 a 3,7%), identificados conforme figura 9 e tabela 5. A
menor amostra, correspondente ao més de set/20 (DV2B*), néo foi suficiente para extrair o
OE. Muitos estudos demonstram esta composigao 11:15:20222327:36:37.52-54 Saqundo o Scientific
Committee on Food 2001 > o estragol foi considerado genotdxico e carcinogénico, reducdes
na exposicao e restricdes nos niveis de uso sao indicados.

Na composi¢do quimica majoritaria do OE ndo foi encontrada correlacdo significativa
sazonal neste estudo. O a-pineno teve correlagdo negativa com a temperatura maxima,
apresentando uma predicdo (ré6 = -0,772; p=0,072). Ou seja, a medida que a temperatura
maxima aumenta, a quantidade deste principio ativo diminui. Os dados encontrados neste
trabalho sdo similares aos do artigo de Souza et. al. 11, pois verificaram no seu estudo sobre a
sazonalidade dos ductos secretores em folhas e frutos de F. vulgare var. vulgare que a
presenca majoritaria do trans-anetol em diferentes concentracbes — os frutos no verdo
obtiveram a maior quantidade (94,16%) —, assim como 0S componentes quimicos nos
diferentes estagios fenoldgicos, pois foram semelhantes & composicdo das nossas amostras de
diasporos (diferentes estagios de maturacéo). Telci, Demirtash e Sahinb'®, do mesmo modo

que verificamos, demonstraram que na maturacdo dos frutos de F. vulgare var. dulce ndo
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ocorreram variagbes no composto principal (trans-anetol), mas ocorreram nos demais
componentes quimicos. Para Sa et al. % os fatores sazonais influenciaram a composicéo
quimica dos oleos essenciais em Hyptis carpinifolia Benth. (alecrim do campo), Schindler,
Silva e Heinzmann®" ndo observaram diferencas significativas em Piper gaudichaudiannum

Kunth (jaborandi) e Ferreira et al. °® em Miconia chamissois Naudin (pixirica).
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Tabela 4 Dados de producdo, ensaios de pureza, rendimento e constituicdo quimica do 6leo essencial de Foeniculum vulgare Mill.

Experimento A Experimento B
Abril/2019 Novembro/2019
Amostras DV1A DV2A DV3A DV1B DV2B* DV3B DV4B DV5B
Colheitas dez/19 jan/20 fev/20 ago/20 set/20 out/20 nov/20 dez/20
Producéo frutos
(9 3920 1375 490 115 90* 205 290 455
ROE
(%) 2,1 2,1 2,1 1,7 - 2,9 4,1 2,8
Constituintes (%)
trans-anetol 94,3 92,2 90,6 93,1 - 94,5 92,4 93,7
fenchona 2 3,9 4,6 2,4 - 1 0,8 1
estragol 3,4 3,2 3,5 3,4 - 3,7 3,6 3,7
limoneno 0,3 0,6 0,9 0,9 - 0,7 2,8 1,4
0. pineno - 0,1 0,2 0,2 - 0,1 0,3 0,2
Material estranho
(%) 7,3 8,1 4,6 10,4 2,5 3,7 5,6 7,4

Teor de agua
(%) 11,3+0,96ab  10,5+0,89ab 9,5+0,35ab 10,4+1,5ab 11,5+1,8ab 8,4+l1,la 12,6x1,7b 12,9+1,3b

Teste de cinzas totais
(%) 8,8+0,5hc 8,8+0,2bc 9,2+0,3cd 8,2+0,1ab  9,7+0,2d 8,3+0,2ab  8,6+0,1bc 7,9+0,1a

Fonte: autora, 2021. Legenda: * quantidade insuficiente para realizacdo dos testes. ROE: rendimento do 6leo essencial. Medidas seguidas da mesma letra, na

mesma linha, ndo se diferenciam entre si pelo teste de Tukey.
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Figura 9 — Cromatograma com picos de ions totais para identificacdo dos compostos quimicos de

Foeniculum vulgare Mill. cultivado na Farmécia Viva Farméacia Vida SES-DF, Riacho Fundo I.
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Fonte: autora, 2021.
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Tabela 5 Relagdo tempo de retencdo (tR) dos compostos quimicos do Oleo Essencial de Foeniculum
vulgare Mill. para identificacéo.

Pico TR Identificagdo IRL IRL
calc. lit.
1 4,974 a-pineno 932 932
2 5,338 Canfeno 946 946
3 5,964 Sabineno 971 969
4 6,060 B-pineno 975 974
5 6,428 Mirceno 990 988
6 6,842 a-felandreno 1005 1002
7 7,477 p-cimeno 1023 1023
8 7,604 Limoneno 1026 1024
9 7,683 1,8-cineol 1030 1026
10 8,630 y-terpineno 1056 1054
11 9,697 Fenchona 1086 1083
12 11,873 Canfora 1143 1141
13 14,183 Terpinen-4-ol 1175 1175
14 16,549 Estragol 1196 1195
15 16,764 (2)-anetol 1252 1249
16 18,265 trans-anetol 1288 1282
Fonte: autora, 2021. Legenda: IRL cac. = indice de Retencéo de Linear calculado; IRL ;. = indice de

Retencdo de Linear da literatura

Em relacdo ao ensaio de pureza, as amostras de DV continham material estranho

como outras partes da planta (pedunculos, flores e pedicelos), e também partes de outras

espécies, variando de 2,5% a 8,1%, superior ao limite de 2% permitido pela FB 62 ed. %,

Menegon et. al.®®, analisando cinco marcas comerciais em S&o José dos Campos,
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observaram que 60% das amostras de funcho foram reprovadas neste teste. Na analise de
teor de agua, 75% das amostras ultrapassaram o limitede 10% determinado pela FB 62 ed.
38, Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos encontrados na MF ° e pelas
amostras comerciais analisadas por Menegon et. al.>. Para o teste de cinzas totais todas as
amostras obtiveram resultados dentro do parametro de 10% indicado pela FB 62 ed. ¥, com
média de 8,72% =+ 0,55 assim como nos estudos da MF °. Menegon et. al. * avaliando cinco
marcas comerciais verificaram que 40% das amostras foram reprovadas neste teste para o

Foeniculum vulgare Mill..

5.2 Caracterizacao e analise da tintura (T)

O residuo seco se relaciona com a capacidade que o solvente tem em extrair as
substancias da matriz vegetal. Segundo Cardoso , as tinturas preparadas segundo padrdes
farmacopeicos, devem apresentar teores de residuo seco superior a 1% (m/m). Conforme
tabela 6, o residuo seco variou de 1,21% + 0,16 a 2,79% =+ 0,22, demonstrando que o
solvente alcool de cereais 70% é adequado para a extragdo dos compostos quimicos para o
funcho.

O pH variou de 6,24 + 0,03 a 6,59 + 0,05 (tabela 6), caracterizando meio &cido,
possivelmente devido a polaridade e composicdo quimica das moléculas que compéem o
extrato, os polifenois e flavonoides. Para densidade relativa, o valor médio foi de 0,90 = 0,02
g/mL (tabela 6). Prista et. al. ®! consideraram que a densidade de tinturas deve estar entre
0,87 e 0,98 g/mL. Néao foram encontrados dados na literatura pesquisada que relatam estes
testes para T de funcho.

O teste de correlacdo de Spearman entre a densidade relativa (0,90 + 0,02 g/mL) e o
residuo seco (2,13% = 0,53) indicou uma correlacdo significativa positiva (ré6 = 0,703; p =
0,052), sugerindo que a medida que a densidade relativa aumenta, o residuo seco também

aumenta.
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Tabela 6 Valores dos parametros fisico-quimicos da tintura de Foeniculum vulgare Mill..

Experimento A
Abril/19

Experimento B

Novembro/19
Amostras DV1A DV2A DV3A DV1B DVv2B* DV3B DV4B DV5B
Colheitas DEZ/19 JAN/20 FEV/20 AGO/20 SET/20 OuUT/20 NOV/20 DEZ/20
Residuo seco
(%) 2,02+0,8labc  2,43+0,08c 1,50+0,05ab 2,33+0,13bc  2,55+0,09c 2,17+0,13bc  1,21+0,16c  2,79+0,22c

H
g 6,32+0,03ab  6,36%0,04bc 6,59+0,05e 6,30+0,02ab  6,24+0,03a  6,49+0,02d 6,40+0,01c 6,34+0,03bc
Densidade relativa

(g/mL) 0,89+0,04a 0,91+0,02a 0,87+0,03a 0,88+0,02a 0,89+0,02a  0,91+0,03a 0,89+0,03a  0,95+0,04a

Fonte: autora, 2021. Legenda: Medidas seguidas da mesma letra e na mesma linha néo se diferenciam entre si pelo teste de Tukey.
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5.3 Perfil cromatografico e quantificagdo dos marcadores da tintura

Para estabelecer o perfil cromatografico da tintura do Foeniculum vulgare Mill., as
amostras foram submetidas & analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-
DAD). Os picos dos diferentes cromatogramas obtidos foram comparados com padrdes
previamente analisados e incluidos no banco de dados do software utilizado para as analises o
Ezchom Elite. Substancias de referéncia trans-anetol, fenchona, estragol, limoneno,
hiperosideo, quercetina e rutina foram comparadas. Pardmetros como tempo de retencdo,
espectro de UV e pureza foram avaliados para verificar o grau de similaridade. Nao foi
possivel identificar a presenca de nenhuma das substancias de referéncia avaliadas nas
amostras. Pelas caracteristicas do espectro de UV com lambdas méximos em 256 e 354 nm do
pico no tempo de retencdo (tR) 30,09 nos comprimentos de onda de 254 nm, 280 nm e 354
nm, pressupde-se a presenca de compostos fenolicos e outros flavonoides como reportado em
literatura (Tabela 7) ®1632383% Bijlia et. al. ®2 identificaram quercetina-3-O-B-D-glucuronideo
em amostras de funcho em preparacdes de chas. Badgujar, Patel e Bandivdekar ® associaram
a composicao de polifenois e flavonoides a atividade imunomoduladora, a¢do antinociceptivo,
antiinflamatério, atividades antioxidantes e hepatoprotetoras, prevencdo de doengas
cardiovasculares, cancer e inflamacao, atividade estrogénica. O cromatograma da Figura 10 é
representativo de todas as amostras de tintura (T1A, T2A, T3A, T1B, T2B, T3B, T4B e T5B).

Figura 10 — Perfil cromatografico de todas as amostras da tintura de diasporos de Foeniculum vulgare
Mill. cultivado na Farmécia Viva Farmacia Vida SES-DF, Riacho Fundo I, por CLAE-DAD 254 nm.
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Fonte: autora, 2022.
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Tabela 7 Parametros para verificar grau de similaridade entre amostras de tintura de Foeniculum
vulgare Mill. por CLAE-DAD.

Amostras tR Pureza uv
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Retention time: 30,047 Min
Peak name:

Lambda max: 256, 354
Lambda min: 282, 236
Purity: 1,000000

Retention time: 27,700 Min
Peak name:

Lambda max: 256, 354
Lambda min: 282, 237
Purity: 1,000000

Retention time: 28,013 Min
Peak name:

Lambda max: 258, 353
Lambda min: 282_ 237
Purity: 1,000000

Retention time: 28,740 Min
Peak name:

Lambda max: 256, 354
Lambda min: 282, 236
Purity: 1,000000

Fonte: autora, 2022.

5.4 Analise microbioldgica

Conforme Tabela 7, as amostras de DV, no teste de contagem apresentaram

crescimento de microrganismos viaveis, valores variando de 1,0 x 10° a 9,6 x 108 UFC/g

para bactérias e 1,0x 10® a 1,6 x 107 UFC/g para fungos. Na analise presuntiva de

coliformes totais e termotolerantes as amostras de DV analisadas apresentaram indice de

2,3 x 10° a 1,1 x 10° NMP/g. As amostras de tintura (T) apresentaram crescimentos

variando de 0 a 4,3 x 10° UFC/g para bactérias, sem crescimento para fungos nem para

coliformes totais ou termotolerantes.
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Tabela 8 Dados dos testes microbioldgicos para as amostras de droga vegetal (DV) e tintura (T) de
Foeniculum vulgare Mill.

Contagem de Contagemde  Contagem de

Amostras bactérias fungos coliformes totais
(UFC/g) (UFC/g) (NMP/g)
Droga Vegetal
DV1A 2,0 x 106 1,6 x 107 1,1 x 10°
DV2A 1,0 x 108 3,0 x 108 1,1 x 10°
DV3A 1,5 x 106 1,2 x 107 1,1 x 10°
DV1B 1,5 x 10° 2,0 x 106 2,3x10°
DV2B 1,5 x 10° 4,0 x 108 2,3x10°
DV3B 5,0 x 10° NC 2,3x10°
DV4B 6,9 x 10’ 1,0 x 10° 1,1 x 10°
DV5B 9,6 x 108 4,0 x 10° 4,3 x10°
Tintura
T1A 5,0 x 10° NC <3
T2A 3,5 x 102 NC <3
T3A 3,0x103 NC <3
T1B 2,2 x10° NC <3
T2B 3,7x10° NC <3
T3B 43x10° NC <3
T4B NC NC <3
T5B NC NC <3

Fonte: autora, 2021. Legenda: NC — negativo para crescimento.

O teste de contagem de coliformes totais foi realizado para contagem geral de
micoorganismos presentes nas amostas, apds, caso necessario, foi realizado os testes
especificos para cada patdégeno. Todas as amostras de DV, com excecdo para DV3B,
apresentaram contaminantes microbioldgicos acima do permitido no teste presuntivo e as
amostras de T1B, T2B e T3B apresentaram contaminacao por bactérias acima do permitido,
porém, nenhuma bactéria ou fungo patogénico ao homem foram encontrados nos testes
complementares de identificacdo e crescimento de patdgenos, ou seja, auséncia de E. coli,
Salmonela, Klebsiella ou Pseudomonas conforme preconizado pelas American Public Health
Association — APHA % e FB 62 ed. ®. Esta contaminagio pode ser oriunda dos equipamentos
e ambientes produtivos, na colheita, secagem, embalagem, armazenamento, contaminacao de
solo ou da &gua. %45

Para as medidas de contagem de fungos e contagem de coliformes totais, ndo foi
possivel calcular medidas de dispersdo uma vez que as amostras se mostraram modal para
essas medidas. O teste de correlacdo de Spearman entre o pH (6,40 + 0,11) e a contagem de

bactérias (1,3 + 1,8 UFC/g x 10°) indicou uma correlagdo significativa positiva (ré = 0,886;
28



p= 0,003), assim como entre o teor de &gua (10,88% + 1,52) e as medidas de contaminagédo
microbiana (r6 = 0,830; p = 0,011), sugerindo que uma medida é proporcional a outra
medida.

As amostras de DV ndo sdo dispensadas para a populacdo, somente as tinturas.
Portanto o fitoterapico pode ser distribuido para as UBS da SES-DF.

6 RECOMENDACOES

De acordo com os experimentos realizados com Foeniculum vulgare Mill na
localidade do Nucleo de Farmacia Viva da SES, Regido Administrativa do Riacho Fundo | —
DF, seguem algumas recomendacdes:

A. Para maior producdo de didsporos, o plantio deve ocorrer no inverno seco;

B. Para o aumento do rendimento de Oleo essencial, o plantio deve ocorrer no verdao
chuvoso;

C. A colheita dos didsporos deve ocorrer em meses de menor temperatura e maior
precipitacdo, mas definitivamente em dias secos;

D. Cuidados no momento da triagem e armazenamento como bater as inflorescéncias ap6s a
secagem e selecdo dos didsporos, podem reduzir a presenca material estranho;

E. Para manter o teor de &gua em niveis seguros, minimizando o desenvolvimento de
microrganismos € necessario aumentar o tempo de secagem ou realizar um estudo cientifico
de validacdo da secagem para a espécie nas condi¢des do Nucleo de Farméacia Viva;

F. E imprescindivel a atencio a assepsia de funcionarios, materiais e equipamento utilizados
em toda a cadeia produtiva do Foeniculum vulgare Mill, desde o plantio até a distribuicéo,

para minimizar a carga microbiana na droga vegetal e tintura;

7 CONCLUSAO

A avaliacdo sazonal realizada ndo demonstrou correlacdo entre composi¢do quimica e
parametros meteorologicos, indicando a adaptabilidade temporal do Foeniculum vulgare Mill.
Foi observada uma correlacdo positiva e significativa entre a producao de frutos, temperatura
minima e precipitacdo. O ciclo da planta no experimento A foram de 10 meses enquanto no

experimento B foram de 13 meses com a fase reprodutiva mais longa e desuniforme.
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Os compostos majoritarios do OE do Foeniculum vulgare Mill foram o trans-anetol, a

fenchona e o estragol. Para a T presumimos a presenca de compostos fendlicos e flavonoides,
com alta similaridade, mas com tempos de retencao diferentes aos padrdes testados.
Alguns testes de caracterizagédo e pureza realizados na DV e T apresentaram resultados fora
dos paréametros estabelecidos em compéndios oficiais, contudo sem riscos de contaminacao
microbiana patogénica ao homem porque a DV é produzida exclusivamente para manipulacéo
do fitoterapico, a T. N&o foram observadas influéncia de sazonalidade nos testes realizados.

Algumas recomendacOes foram observadas neste estudo para aperfeicoar todo o
processo de cultivo, beneficiamento e producdo da droga vegetal e da tintura no Ndcleo de
Farmécia Viva da SES-DF.
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&
Soloquimica
Cliente: SABRINA PEREIRA

Municipio: RIACHO FUNDO | - DF
Amostra: CANTEIRO

Anédlises de Solos, Folha, Adubos, Ragéo, Corretivo, Sal Mineral,

Aguas, Efluentes, Sedimentométricas

CRS 511 Sul, Bloco B - n° 49 - CEP: 70.361-520 - Brasilia - DF

(61) 3346-3611, 3346-1622

Tipo do Solo: Sequeiro
Data de Emissdo: 20/03/2019 16:23:56

Propriedade: FARMACIA VIVA DA SES

Numero do Boletim: 421

COMPOSICAO GRANULOMETRICA
Argila, g/Kg

Areia, g/Kg

Silte, g/Kg

VR = Valor de Referéncia

225
650
125

COMPLEXO SORTIVO
pH em H,0, sem unidade

VR: Muito Acido < 5,0 Média Acidez: 5,0 a5,5 Adequada Acidez: 5,6 a6,9 Alcalino: 7,0 a 7,8 Muito Alcalino: > 7,8

FOSFORO - P, extraido com Mehlich 1, em mg/dme = ppm

Sequeiro: VR Muito baixo: 0 a 5,0 Baixo: 5,1 a 10 Médio: 10,1 a 15 Adequado: 15,1 a 20 Alto: > 20

CALCIO - Ca, em cmol /dm? = mE/100mL

VR Baixo:<1,0 Médio:<1,0a2,5 Adequado:>25

MAGNESIO - Mg, em cmol dm? = mE/100mL

VR Baixo: <0,2 Médio: 0,2a0,6 Adequado: > 0,6

POTASSIO - K, em cmol . dm? = mE/100mL
VR: Baixo: < 0,06 Médio: 0,06 a 0,13 Alto: > 0,13

SODIO - Na, em cmol /dm? = mE/100mL
VR: Baixo: < 0,15 Médio: 0,15 a 0,57 Alto: > 0,57

ALUMINIO - Al, em cmol /dm?3 = mE/100mL

VR: Muto Baixa Toxidez: 0,0 a 0,2 Baixa Toxidez: 0,21 a 0,50 Média Toxidez: 0,51 a 1,00 Alta Toxidez: > 1,00

ACIDEZ (H + Al), em cmol /dm?2 = mE/100mL

VR: Baixa Toxidez: < 2,50 Média Toxidez: 2,5a5,0 Alta Toxidez: >5,0

SOMA DAS BASES, em cmol /dm? = mE/100mL
VR: Muito Baixa: < 0,61 Baixa: 0,61 a1,80 Média: 1,81 a 3,60 Boa: 3,61 a 6,00 Muito Boa: > 6,00

CAPACIDADE DE TROCA DE CATIONS - CTC ou T, a pH 7, em cmol /dm3
VR Baixa: <4,8 Média:<4,8a6,0 Adequada:<6,1a9,0 Alta:>9,0

SATURAGAO por BASES - V, em %

VR: Muito Baixa: <20 Baixa: 20,1 a 40,0 Média: 40,1 a 60 Adequada: 60,1 a 80 Alta: >80

SATURAGAO por ALUMINIO - m, em %

VR: Adequada: <15 Baixa: 15,1 a 30 Média: 30,1 a50 Alta: 50,1 a 75,0 Muito Alta: > 75

SATURAGAO com SODIO - ISNa, em %

VR: Na&o Sdédico: <7 Pouco Saédico: 7,1 a 10,0 Médio Sédico: 11 a 20,0 Muito Sédico: 21 a 30 Excessivo Saodico: > 30

CARBONO ORGANICO - C, em g/kg

VR: Baixo: < 9,0 Médio: 9al17 Adequado: 18 a 23 Alto: > 23

MATERIA ORGANICA - MO, em g/kg

VR: Baixo: <15 Média: 15a 30 Adequada: 31a 40 Alto: >40

6,2

0,16

0,0

2,5

10,3

12,8

80

58,1

99,9

MICRONUTRIENTES

BORO DISPONIVEL - B, em mg/dm3 = ppm
VR: Muito Baixo: < 0,16 Baixo: 0,16 a 0,35 Médio: 0,36 a 0,60 Adequado: 0,61 a 0,90 Alto: > 0,90

COBRE DISPONIVEL - Cu, em mg/dm? = ppm
VR: Muito Baixo: < 0,40 Baixo: 0,40 a 0,79 Médio: 0,80 a 1,20 Adequado: 1,21 a 1,80 Alto: > 1,80

FERRO DISPONIVEL - Fe, em mg/dms = ppm
VR: Muito Baixo: < 9,0 Baixo: 9,0 a 18,9 Médio: 19,1 a 30 Adequado: 30,1 a 45 Alto: > 45

MANGANES DISPONIVEL - Mn, em mg/dms3 = ppm
VR: Muito Baixo: < 3,0 Baixo: 3,0a5,9 Médio: 6,0a8,9 Adequado: 9,0a 12,0 Alto:>12,0

ZINCO DISPONIVEL - Zn, em mg/dm? = ppm
VR: Muito Baixo: < 0,50 Baixo: 0,51 a 0,99 Médio: 1,00 a 1,59 Adequado: 1,60 a 2,20 Alto: > 2,20

ENXOFRE DISPONIVEL - S, em mg/dm?3 = ppm
VR: Baixo: <4,0 Médio: 4,0a10 Adequado: > 10

8B-36-46-DA-05-33-29-B1-54-D5-08-05-9A-75-8E-D
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Soloquimica
Cliente: SABRINA PEREIRA

Municipio: RIACHO FUNDO | - DF
Amostra: AMOSTRA 00-20

Anédlises de Solos, Folha, Adubos, Ragéo, Corretivo, Sal Mineral,

Aguas, Efluentes, Sedimentométricas

CRS 511 Sul, Bloco B - n° 49 - CEP: 70.361-520 - Brasilia - DF

(61) 3346-3611, 3346-1622

Tipo do Solo: Sequeiro
Data de Emissdo: 20/03/2019 16:23:56

Propriedade: FARMACIA VIVA DA SES

Numero do Boletim: 421

COMPOSICAO GRANULOMETRICA

VR = Valor de Referéncia

Argila, g/Kg 275
Areia, g/Kg 625
Silte, g/Kg 100
COMPLEXO SORTIVO

pH em H,0, sem unidade 6,4
VR: Muito Acido < 5,0 Média Acidez: 5,0 a5,5 Adequada Acidez: 5,6 a6,9 Alcalino: 7,0 a 7,8 Muito Alcalino: > 7,8

FOSFORO - P, extraido com Mehlich 1, em mg/dme = ppm 5,3
Sequeiro: VR Muito baixo: 0 a 5,0 Baixo: 5,1 a 10 Médio: 10,1 a 15 Adequado: 15,1 a 20 Alto: > 20

CALCIO - Ca, em cmol /dms = mE/100mL 3,6
VR Baixo:<1,0 Médio:<1,0a2,5 Adequado:>25

MAGNESIO - Mg, em cmol dm? = mE/100mL 1,1
VR Baixo: <0,2 Médio: 0,2a0,6 Adequado: > 0,6

POTASSIO - K, em cmol . dm? = mE/100mL 0,71
VR: Baixo: < 0,06 Médio: 0,06 a 0,13 Alto: > 0,13

SODIO - Na, em cmol /dm? = mE/100mL 0,13
VR: Baixo: < 0,15 Médio: 0,15 a 0,57 Alto: > 0,57

ALUMINIO - Al, em cmol /dm?3 = mE/100mL 0,0
VR: Muto Baixa Toxidez: 0,0 a 0,2 Baixa Toxidez: 0,21 a 0,50 Média Toxidez: 0,51 a 1,00 Alta Toxidez: > 1,00

ACIDEZ (H + Al), em cmol /dm?2 = mE/100mL 3,0
VR: Baixa Toxidez: < 2,50 Média Toxidez: 2,5a5,0 Alta Toxidez: >5,0

SOMA DAS BASES, em cmol /dm? = mE/100mL 55
VR: Muito Baixa: < 0,61 Baixa: 0,61 a1,80 Média: 1,81 a 3,60 Boa: 3,61 a 6,00 Muito Boa: > 6,00

CAPACIDADE DE TROCA DE CATIONS - CTC ou T, a pH 7, em cmol /dm3 85
VR Baixa: <4,8 Média:<4,8a6,0 Adequada:<6,1a9,0 Alta:>9,0

SATURAGAO por BASES - V, em % 65
VR: Muito Baixa: <20 Baixa: 20,1 a 40,0 Média: 40,1 a 60 Adequada: 60,1 a 80 Alta: >80

SATURAGAO por ALUMINIO - m, em % 0
VR: Adequada: <15 Baixa: 15,1 a 30 Média: 30,1 a50 Alta: 50,1 a 75,0 Muito Alta: > 75

SATURAGCAO com SODIO - ISNa, em % 2
VR: Na&o Sdédico: <7 Pouco Saédico: 7,1 a 10,0 Médio Sédico: 11 a 20,0 Muito Sédico: 21 a 30 Excessivo Saodico: > 30

CARBONO ORGANICO - C, em g/kg 19.7
VR: Baixo: < 9,0 Médio: 9al17 Adequado: 18 a 23 Alto: > 23

MATERIA ORGANICA - MO, em g/kg 339
VR: Baixo: <15 Média: 15a 30 Adequada: 31a 40 Alto: >40

MICRONUTRIENTES

BORO DISPONIVEL - B, em mg/dm? = ppm 0,07
VR: Muito Baixo: < 0,16 Baixo: 0,16 a 0,35 Médio: 0,36 a 0,60 Adequado: 0,61 a 0,90 Alto: > 0,90

COBRE DISPONIVEL - Cu, em mg/dm? = ppm 2,00
VR: Muito Baixo: < 0,40 Baixo: 0,40 a 0,79 Médio: 0,80 a 1,20 Adequado: 1,21 a 1,80 Alto: > 1,80

FERRO DISPONIVEL - Fe, em mg/dms = ppm 373,2
VR: Muito Baixo: < 9,0 Baixo: 9,0 a 18,9 Médio: 19,1 a 30 Adequado: 30,1 a 45 Alto: > 45

MANGANES DISPONIVEL - Mn, em mg/dms = ppm 27,5
VR: Muito Baixo: < 3,0 Baixo: 3,0a5,9 Médio: 6,0a8,9 Adequado: 9,0a 12,0 Alto:>12,0

ZINCO DISPONIVEL - Zn, em mg/dm? = ppm 4,00
VR: Muito Baixo: < 0,50 Baixo: 0,51 a 0,99 Médio: 1,00 a 1,59 Adequado: 1,60 a 2,20 Alto: > 2,20

ENXOFRE DISPONIVEL - S, em mg/dms3 = ppm 9,2

VR: Baixo: <4,0 Médio: 4,0a10 Adequado: > 10

Para autenticar acesse www.megatecnologia-si.com.br/soloquimica,
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Soloquimica
Cliente: SABRINA PEREIRA

Municipio: RIACHO FUNDO | - DF
Amostra: AMOSTRA 00-60

Anédlises de Solos, Folha, Adubos, Ragéo, Corretivo, Sal Mineral,

Aguas, Efluentes, Sedimentométricas

CRS 511 Sul, Bloco B - n° 49 - CEP: 70.361-520 - Brasilia - DF

(61) 3346-3611, 3346-1622

Tipo do Solo: Sequeiro
Data de Emissdo: 20/03/2019 16:23:56

Propriedade: FARMACIA VIVA DA SES

Numero do Boletim: 421

COMPOSICAO GRANULOMETRICA

VR = Valor de Referéncia

Argila, g/Kg 325
Areia, g/Kg 600
Silte, g/Kg 75
COMPLEXO SORTIVO

pH em H,0, sem unidade 6,4
VR: Muito Acido < 5,0 Média Acidez: 5,0 a5,5 Adequada Acidez: 5,6 a6,9 Alcalino: 7,0 a 7,8 Muito Alcalino: > 7,8

FOSFORO - P, extraido com Mehlich 1, em mg/dme = ppm 1,7
Sequeiro: VR Muito baixo: 0 a 5,0 Baixo: 5,1 a 10 Médio: 10,1 a 15 Adequado: 15,1 a 20 Alto: > 20

CALCIO - Ca, em cmol /dms = mE/100mL 2.1
VR Baixo:<1,0 Médio:<1,0a2,5 Adequado:>25

MAGNESIO - Mg, em cmol . dm? = mE/200mL 0,6
VR Baixo: <0,2 Médio: 0,2a0,6 Adequado: > 0,6

POTASSIO - K, em cmol . dm? = mE/100mL 0,54
VR: Baixo: < 0,06 Médio: 0,06 a 0,13 Alto: > 0,13

SODIO - Na, em cmol /dm? = mE/100mL 0,37
VR: Baixo: < 0,15 Médio: 0,15 a 0,57 Alto: > 0,57

ALUMINIO - Al, em cmol /dm?3 = mE/100mL 0,0
VR: Muto Baixa Toxidez: 0,0 a 0,2 Baixa Toxidez: 0,21 a 0,50 Média Toxidez: 0,51 a 1,00 Alta Toxidez: > 1,00

ACIDEZ (H + Al), em cmol /dm?2 = mE/100mL 3,0
VR: Baixa Toxidez: < 2,50 Média Toxidez: 2,5a5,0 Alta Toxidez: >5,0

SOMA DAS BASES, em cmol /dm? = mE/100mL 36
VR: Muito Baixa: < 0,61 Baixa: 0,61 a1,80 Média: 1,81 a 3,60 Boa: 3,61 a 6,00 Muito Boa: > 6,00

CAPACIDADE DE TROCA DE CATIONS - CTC ou T, a pH 7, em cmol /dm3 66
VR Baixa: <4,8 Média:<4,8a6,0 Adequada:<6,1a9,0 Alta:>9,0

SATURAGAO por BASES - V, em % 55
VR: Muito Baixa: <20 Baixa: 20,1 a 40,0 Média: 40,1 a 60 Adequada: 60,1 a 80 Alta: >80

SATURAGAO por ALUMINIO - m, em % 0
VR: Adequada: <15 Baixa: 15,1 a 30 Média: 30,1 a50 Alta: 50,1 a 75,0 Muito Alta: > 75

SATURAGCAO com SODIO - ISNa, em % 10
VR: Na&o Sdédico: <7 Pouco Saédico: 7,1 a 10,0 Médio Sédico: 11 a 20,0 Muito Sédico: 21 a 30 Excessivo Saodico: > 30

CARBONO ORGANICO - C, em g/kg 11.9
VR: Baixo: < 9,0 Médio: 9al17 Adequado: 18 a 23 Alto: > 23

MATERIA ORGANICA - MO, em g/kg 205
VR: Baixo: <15 Média: 15a 30 Adequada: 31a 40 Alto: >40

MICRONUTRIENTES

BORO DISPONIVEL - B, em mg/dms=ppm 0,04
VR: Muito Baixo: < 0,16 Baixo: 0,16 a 0,35 Médio: 0,36 a 0,60 Adequado: 0,61 a 0,90 Alto: > 0,90

COBRE DISPONIVEL - Cu, em mg/dm? = ppm 1,80
VR: Muito Baixo: < 0,40 Baixo: 0,40 a 0,79 Médio: 0,80 a 1,20 Adequado: 1,21 a 1,80 Alto: > 1,80

FERRO DISPONIVEL - Fe, em mg/dms = ppm 325,8
VR: Muito Baixo: < 9,0 Baixo: 9,0 a 18,9 Médio: 19,1 a 30 Adequado: 30,1 a 45 Alto: > 45

MANGANES DISPONIVEL - Mn, em mg/dms = ppm 12,6
VR: Muito Baixo: < 3,0 Baixo: 3,0a5,9 Médio: 6,0a8,9 Adequado: 9,0a 12,0 Alto:>12,0

ZINCO DISPONIVEL - Zn, em mg/dm? = ppm 1,10
VR: Muito Baixo: < 0,50 Baixo: 0,51 a 0,99 Médio: 1,00 a 1,59 Adequado: 1,60 a 2,20 Alto: > 2,20

ENXOFRE DISPONIVEL - S, em mg/dm? = ppm 4.4

VR: Baixo: <4,0 Médio: 4,0a10 Adequado: > 10

Para autenticar acesse www.megatecnologia-si.com.br/soloquimica,
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Abstract

Fennel (Foeniculum vulgare Mill.), Apiaceae, is a commonly used medicinal plant, has carminative
and antispasmodic action. It is grown in the Farmacia Viva Program of the Health Department of
the Distrito Federal (SES-DF) and the tincture (T) is dispensed to the Unified Health System. The
objective was to verify the seasonal variation in the phytochemical profile of essential oil (EO) and
T produced from fennel at Farmécia Viva of SES-DF in the rainy and dry seasons. Physicochemical
tests were performed on the vegetal drug for morphoanatomical characterization, foreign material,
water content and total ash content. EO was obtained by hydrodistillation and analyzed by gas
chromatography. For T, dry residue, pH, relative density and chromatographic profile by high
performance liquid chromatography were evaluated. Microbiological analyzes were carried on all
samples. Three monthly samples were obtained from the rainy season (1A, 2A,3A) and 5 from the
dry season (1B, 2B, 3B, 4B, 5B). Samples presented some parameters outside the limits
recommended by the Brazilian Pharmacopoeia 6th edition. Major compounds in the EO were trans-
anethole (90.6%-94.4%), fenchone (0.8%-4.6%) and estragole (3.2%-3.7%). In the T
chromatographic profile a well-defined peak (tR=30,09) was observed, presumed to be a flavonoid
by UV spectrum. In the microbiological analysis, no microorganisms pathogenic to humans were
found. In the seasonal evaluation, there was no correlation between composition and meteorological
parameters, indicating the temporal adaptability of the species. The fennel tincture produced by the
Nucleo Farmacia Viva of SES-DF was of good quality and safety for use by the population.

Keywords: Foeniculum vulgare, seasonal, essential oil, tincture
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Introduction

The World Health Organization (WHO) considers medicinal plants as important instruments of
pharmaceutical assistance. From 70% to 90% of the world population depends on Primary Health
Care. Countries such as Canada, France, Germany and Italy have used this resource (WHO 2011).
In Brazil, according to the Ministry of Health (Brasil 2012), about 80% of the population uses
products based on medicinal plants, guided by the principles and guidelines of the Unified Health
System (SUS). This is due to the formulation and implementation of public policies, programs and
legislation in recent decades.

Nowadays, medicinal plants strengthen the relationship between users and health professionals in
the SUS. The Farmécia Viva model, designed by prof. Dr. Francisco de Abreu Matos, in Ceara,
contextualized the importance of Phytotherapy in the public health system. Several municipalities
and states have developed well-structured programs and services for cultivation and manipulation
laboratories to attest to the quality of the products offered to the community (Brasil 2012).

Fennel is one of the plants listed in the National List of Medicinal Plants of interest to SUS -
RENISUS, established in 2009. It is an aromatic plant, native to the Mediterranean region, North
Africa, West Asia and southern Europe. The species is cultivated in different parts of the world
because it adapts easily in temperate climate zones, adapting very well to Brazil, as long as it has
sun exposure, and fertile well-drained soils (Nunes 2019). It was introduced in southern Brazil by
Portuguese (Sousa et al. 2005; Araujo et al. 2013; Machado 2020;) and Italian settlers (Corréa and
Pirani 2005).

Fennel was one of the species selected in 2013 to cultivate in the Farmécia Viva Program medicinal
garden of SES-DF. The plant is cultivated and goes through the stages of harvesting, drying and
storage until it is made into the pharmaceutical form of tincture 10%. These are dispensed in 30 mL
vials, prescribed/indicated by professionals from the Basic Health Units (UBS). The production of

fennel tincture, from 2013 to 2021, was 6935 units, distributed by demand.
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Fennel has very well-defined morphoanatomical characteristics. The vegetal drug is in the
yellowish-brown dried fruit (diachenes) (Kaur and Arora 2010; Badgujar, Patel and Bandivdekar
2014; Brasil 2015; Nunes 2019; Machado, 2020). This type of fruit, composed of other parts, such
as the seed and persistent calyx, is called diaspore, from which the essential oil is obtained.

Essential oil (EO) chemical composition is determined by intrinsic (genetic) and external factors
(plant/plant, plant/environment, plant/pathogen and plant/insect interactions). Subspecies and
varieties, plant phenological stage, fruit maturation stage, time of collection, drying, storage and
extraction methods are also included. Therefore, due to the acclimatization of fennel in Brazil, the
seasons reflect mainly on the annual cycles of abiotic factors, thus generating a seasonality that
influences the life of the plant and its chemical composition. (Moraes 2009; Telci et al. 2009;
Miguel et al. 2010; Senatore et al. 2013; Wen-Rui et al. 2014; Brasil 2015; Dusica et al. 2019).
The chemical composition of VD, derivatives (EO) and finished product (T) guarantee the
pharmacological action on the patient. Quality control ensures this condition through tests that must
be carried out at all stages involving the production of the herbal medicine, from plant selection to
the final finished product. Many studies on the subject have been carried out to obtain effective and
safe herbal medicines, as the population can be exposed to different types of problems, such as the
absence of pharmacological effects, drug interaction and possible adverse effects.

This study aimed to verify the seasonal variation in the phytochemical profile of EO and T

produced from fennel at Farmécia Viva of SES-DF in the rainy and dry seasons.

Materials and methods
A) Experiment implementation
According to Embrapa (Brasil 2004) the soil at Farmacia Viva, geographical coordinates 38° 43'

20” N, 9°8' 217 W, is a red latosol, with high water permeability, chemically dystrophic and acidity
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between 4.0 at 5.5, corroborating the soil analysis performed in the area, but with a difference in pH
(6.4).The soil was prepared 60 days in advance of planting, with addition of cattle manure.
Table 1: Soil physical characterization in the experimental area. Brasilia/DF, 2019

Table 2: Soil chemical characterization in the experimental area. Brasilia/DF, 2019

The fennel seeds used in the plantations were from the previous cultivation already established at
Farmécia Viva. Voucher is deposited at the Embrapa Genetic Resources and Biotechnology
(CENARGEN) Herbarium, number DBS 13, Brasilia/DF.

The design was randomized, consisting of two plantations, in the open, at two different times of the
year, dry winter and rainy summer, with a spacing of 1 m x 1 m. The first one in April 2019 and the
other in November 2019, cultivated according to Corréa Janior et al. (2006). The seedlings were
produced in seedbeds with commercial substrate Bioplant®, 60 days before planting.

The first experiment was harvested in December 2019 (VD1A), January 2020 (VD2A), and
February 2020 (VD3A), at the end of the morning, manually. The material was selected and dried at
45 °C in a LUCADEMA model oven for two days and stored. In the second experiment harvests
took place in August 2020 (VD1B), September 2020 (VD2B), October 2020 (VD3B), November
2020 (VD4B) and December 2020 (VD5B), in the same way as in the first planting, under the same
conditions.

Tincture samples (T1A, T2A, T3A, T1B, T2A, T3B, T4B, T5B) were acquired at the Nucleo de
Farmécia Viva SES-DF, according to the Brazilian Herbal Medicines Form, 1st ed. (Brasil 2011).
Percolation process were performed for 24h, using 10 g of VD dried and crushed, in 100 mL of

alcohol 70% p/p g.s..

B) Vegetable Drug Characterization
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Morphoanatomical analysis was performed. Anatomical cross-sections were stained with safranin
and Alcian blue 1:3 and observed under an Olympus SC30 optical microscope. The determination
of purity assays — foreign material, water content and total ash followed the methodologies
described in the Brazilian Pharmacopoeia (BP) 6th ed. (Brasil 2019) and World Health

Organization Guidelines (WHO 2011). The tests were performed on each sample in triplicate.

C) Essential oil distillation and analysis

Essential oil was obtained by hydrodistillation of 50 g of the vegetable drug in 1000 mL of water
for 2 hours, using a Clevenger apparatus.

Chemical composition analyzes were performed in an Agilent 7890A chromatograph equipped with
a flame ionization detector, using HP-5 MS fused silica capillary column, 30 m long X 0.25 mm
internal diameter X 0.25 pm thick of the movie. Hydrogen was used as carrier gas with a flow rate
of 1.0 mL/min. Injector and detector temperatures were maintained at 250 °C and 280 °C,
respectively. The oven temperature ranged from 60 °C to 240 °C at a rate of 3 °C per minute.
Essential oil samples were diluted in dichloromethane (10% V/V), and 1.0 uL of each sample was
injected in split-flow mode (1:20). For the quantification of essential oil constituents, area
normalization and correction by theoretical response factors were used. (Bizzo et al. 2020) The
mass resonance spectra were obtained in an Agilent 5973N system coupled to an Agilent 7890
chromatograph, using the same chromatographic column, under the same conditions as above, using
helium as carrier gas (1.0 mL/ min). Electronic ionization was used at 70 eV. The ionization source
was kept at 220 °C, the analyzer (quadrupole) at 150 °C and the transfer line at 260 °C. The data
acquisition rate was 3.15 scans/second (scans/s), in the range of 40 Da to 350 Da. Linear retention
indices (Van den Doll and Kratz, 1963) were calculated from the retention times of essential oil
components and those of a homologous series of n-alkanes injected into the same column and with

the same analysis conditions as above. For the identification of the components of the oils, the mass
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spectra were compared with data from the spectro library and also by verification of their linear

retention indices with data from the literature (Adams 2007).

D) Tincture Characterization
Dry residue, pH and relative density tests were performed according to BP 6th ed. (Brasil 2019). All

measurements were performed in triplicate.

E) Tincture markers chromatographic profile and quantification

HPLC chromatographic analysis was performed using a Hitachi LaChrom Elite® system, C18
column (5 pm, 250 x 4.6 mm; LiChroCART® Purospher®) at 25 °C; flow at 0.6 mL/min, injection
volume 10 pL and detection carried out at 254 and 354 nm. The mobile phase consisted of 1%
phosphoric acid (A) (Sigma-Aldrich®) and acetonitrile (B) (Tedia®) with gradient elution
performed at 0 minutes 90% (A) and 10% (B); 40 minutes 70% (A) and 30% (B); 50 minutes 50%
(A) and 50% (B) according to Leite et al. (2014). Data were analyzed using EZChrom Elite
software, version 3.3.2 SP1. For analysis, 10 pL of fennel tincture and 990 pL of HPLC grade
methanol were placed, which was then filtered (33 mm filter, 0.45 um membrane). The standards
used were trans-anethole, fenchone, estragole, limonene, heperoside, quercetin and rutin, by Sigma-

Aldrich®.

F) Microbiological analysis

The plant drug samples (VD1A, VD2A, VD3A, VD1B, VD2B, VD3B, VD4B and VD5B) and
tinctures (T1A, T2A, T3A, T1B, T2B, T3B, T4B and T5B) were submitted to qualitative and
quantitative evaluation of the microbiological analysis test and confirmation of pathogens as

described by BP 6th ed. (Brasil 2019).
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Statistical analysis

They were carried out in SPSS version 26.0. Descriptive measures were presented as mean and
standard deviation (mean + SD). In order to verify the relationship between seasonality and VD
measures, Spearman's non-parametric correlation test (r6) was performed, since there was no
normal distribution for these variables. Spearman's test was also used to verify the relationship
between microbial measurements and water content (Gibbons and Chakraborti 2011). The
parameters are the direction of the correlation, being positive or negative (-) and the magnitude of
the correlation, being 10-0.3| small, 10.3-0.6] medium and 10.6-11 high. In order to verify differences
between the periods in the measurements of water content and ash content of VD and the
measurements of T, ANOVA Way was performed, followed by Tukey's post hoc test. Two-tailed

analyzes were performed for all tests, with p < 0.05 being considered significant.

Results and Discussion

A) Vegetable Drug Characterization

The morphology (Figure 1) and anatomy (Figure 2) of the fennel found has already been
extensively studied (Kaur and Arora 2010; Azevedo et al. 2012; Badguar et al. 2014; Brasil 2015;
Ma et al. 2015; Machado 2020) and our samples show it is F. vulgare.

Fig 1 Morphology of fennel grown at Farmécia Viva, DF. A —whole plant; B — fruits (diaspores); C
— Diaspore

Fig 2 Anatomy of fennel diaspore cross-sections. A — Diaspore in nature OB 10x; B — Diaspore
structures OB 40x (a. Fruit epidermis; b. Xylem; c. Phloem; d. Parenchyma; e. Secretory canal; f.
Seed epidermis; g. Endosperm; h. Parenchyma; i. Embryo); C — Diaspore with 10x OB staining; D

— fruit union detail OB 40x; E — detail edges of the fruit OB 40x
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Among the collection periods of first experiment (A), the highest precipitation rate was in January
2020 with 319.4 mm, the minimum temperature was 17.4 °C and the maximum was 30.9 °C. For
second experiment (B), the highest precipitation rate was in November 2020 with 229.6 mm, the
minimum temperature was 14.9 °C and the maximum was 29.4 °C, as shown in Figure 3.

Fig 3 Precipitation data, maximum temperature, and minimum temperature at the time of fruit

harvest (A — first harvest, B — second harvest). INMET, Brasilia/DF, 2022

As shown in Table 3, fruit production in A was 5785 g and in B 1155 g, with the highest production
in December 2019 and the lowest production in September 2020. Spearman's correlation test (Table
3) identified a significant correlation between fruit production with minimum temperature (ro =
0.829; p = 0.021) and precipitation (rd = 0.786; p = 0.036), indicating a relationship between them —
as the minimum temperature and precipitation increase, fruit production increases — as also
suggested in Carvalho et al.. (2011) about precipitation. Sample VD4B showed a higher essential
oil yield (EQY), but there were no significant seasonal correlations.

EOY ranged from 1.7% to 4.1%, as shown in Table 3. In studies carried out with fennel in other
countries (Iran, Macedonia, Serbia, China, India and Portugal), the EOY of fennel ranged from
0.73% to 4.12%. In Brazil, Souza et al.. (2005) found fennel EOY values from 2.4% to 2.6%, and
Carvalho et al. (2011) from 2.99% to 3.59%. World Health Organization (WHO 2007) has a
minimum limit of 1.4%, Fennel Monograph (FM) (Brasil 2015) recommends a minimum of 1.5%
of EO for the dulce and vulgare varieties, BP 6th ed. (Brasil 2019a) and ESCOP (2019) have
minimum values of 2% and 4% respectively. EOY findings in this study are in agreement with the
variations of the EOY findings above and within the limits recommended in official compendia
when the variety does not differ.

The major constituents found were trans-anethole (90.6-94.5%), fenchone (0.8-4.6%) and estragole

(3.2-3.7%), as shown in Figure 4 and Table 4. Many studies demonstrate this composition. (Sousa
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et al. 2005; Kaur and Arora 2010; Miguel et al. 2010; Wen-Rui et al. 2014; Ma et al. 2015; Dusica
et al. 2019; Atanasova-Pancevska et al. 2021 and Sabzi-Nojadeh et al. 2021). The smallest sample,
corresponding to the month of September 2020 (VD2B*), was not large enough to extract EO.

In the majority EO chemical composition, no significant seasonal correlation was found in this
study. The a-pinene had a negative correlation with the maximum temperature but presenting a
prediction (ré6 = -0.772; p = 0.072). That is, as the maximum temperature increases, the amount of
that active ingredient decreases. Souza et al. (2005), in their study of the seasonality of secretory
ducts in leaves and fruits of F. vulgare var. vulgare, emphasize the majority composition of trans-
anethole in different concentrations — fruits show greater quantity (94.16%) in summer —, as well as
chemical components in different phenological stages. Telci et al. (2009) verified that in fruit
maturation of F. vulgare var. dulce there were no variation in the main compound (trans-anethole),
however they occurred in other chemical components. For S& et al. (2016) seasonal factors
influenced the chemical composition of essential oils in Hyptis carpinifolia Benth., whereas
Schindler (2018) did not obtain significant differences in Piper gaudichaudianum Kunth and
Ferreira (2022) in Miconia chamissois Naudin.

Table 3: Fennel production data, purity tests, yield and chemical constitution of the essential oil.

Fig 4 Total ion chromatogram for identification of chemical compounds

Table 4: Retention time ratio of chemical compounds for identification.

The VD samples contained foreign material such as other plant parts (peduncles, flowers and
pedicels), also parts of other species, varying from 2.5% to 8.1%, higher than the 2% limit allowed
by BP 6th ed. (Brasil 2019). Paul et al. (2013) obtained 60% of the fennel samples that failed this

test. In the analysis of water content, 75% of the samples exceeded the limit of 10% determined by

11
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BP 6th ed. Similar results from samples with water content over the recommended limits were
obtained in other studies found in FM (Brasil 2015) and Paula et al. (2013). Possibly samples high
humidity indicates problems in VD drying, 48h at 45 °C were not enough. The temperature
indicated for better fennel drying process was not found in the literature. For the total ash test, all
samples obtained results within the 10% parameter indicated by the BP 6th ed. (Brasil 2019), with
an average of 8.72% + 0.55, as in the FM studies (Brasil 2015). Paula et al. (2013) obtained 40% of

the fennel samples that failed this test.

B) Tincture Characterization and Analysis

The dry residue is related to the ability of the solvent to extract substances from the plant matrix.
According to Cardoso (2009), tinctures prepared according to pharmacopeial standards must have
dry residue contents greater than 1% (m/m). According to Table 5, dry residue ranged from
1.21% + 0.16 to 2.79% + 0.22, demonstrating that the solvent (70% grain alcohol) is suitable for the
extraction of such chemical compounds found in fennel.

Table 5: Values of the physicochemical parameters of fennel tincture

The pH ranged from 6.24 £ 0.03 to 6.59 + 0.05, characterizing an acidic environment, possibly due
to solvent acidity (70% alcohol), polarity and chemical composition of the molecules that compose
the extract, the polyphenols and flavonoids. For relative density, the mean value was 0.90 + 0.02
g/mL. Prista et al. (1990) consider that the tincture density should be between 0.87 and 0.98 g/mL.
No data were found in the researched literature reporting these tests for fennel T.

Spearman correlation test between the relative density (0.90 + 0.02 g/mL) and the dry residue
(2.13% = 0.53) indicated a significant positive correlation (r6 = 0.703; p = 0.052), suggesting that as

the dry residue increases, the relative density also increases.

12
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C) Tincture Markers Chromatographic profile and quantification

To establish the chromatographic profile of fennel, the samples were submitted to HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) analysis. The peaks of the different chromatograms obtained
were compared with previously analyzed standards and included in the database of the software
used for the analysis, Ezchom Elite. Reference substances such as trans-anethole, fenchone,
estragol, limonene, hyperoside, quercetin and rutin were compared. Parameters such as retention
time, UV spectrum and purity were evaluated to verify the degree of similarity. It was not possible
to identify the presence of any of the reference substances evaluated in the samples. Due to the
characteristics of the UV spectrum with maximum lambdas at 256 and 354 nm of the peak at
retention time (tR) 30.09 with wavelengths of 254 nm, 280 nm and 354 nm, it is assumed the
presence of phenolic compounds and flavonoids as reported in the literature (Badgujar et al. 2014;
Brasil 2015; Rather et al. 2016; Shahidi and Hossain 2018; ESCOP 2019, Brasil 2019). Bilia et al.
(2000) identified quercetin-3-O-B-D-glucuronide in fennel samples in preparations of teas. Badgujar
et al (2014) associates the composition of polyphenols and flavonoids with immunomodulatory
activity, antinociceptive, anti-inflammatory action, antioxidant and hepatoprotective activities,
prevention of cardiovascular diseases, cancer and inflammation, estrogenic activity. The
chromatogram in Figure 5 is representative of all samples (T1A, T2A, T3A, T1B, T2B, T3B, T4B e
T5B).

Fig 5 Chromatographic profile of fennel fruit tincture by HPLC 254 nm (all samples)

D) Microbiological analysis

As shown in Table 6, the VD samples, in the counting test, showed growth of viable
microorganisms, values ranging from 1.0 x 10° to 9.6 x 108 CFU/g for bacteria and 1.0 x 10° to
1.6 x 10’ CFU/qg for fungi. In the presumptive analysis of total and thermotolerant coliforms, the

analyzed VD samples presented an index of 2.3 x 10° to 1.1 x 10® NMP/g. The tincture samples (T)

13
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showed growth ranging from 0 to 4.3 x 10° CFU/g for bacteria, with no growth for fungi or for total
or thermotolerant coliforms.

The indexes determined by BF 6th ed. for VD and T are 10° for bacteria and 10° for fungi, with
absence of Escherichia coli in 1g, absence of Salmonella in 10g and maximum limit of 103 Gram
negative bile tolerant bacteria in 1g.

Table 6: Microbiological test data for plant drug (VD) and tincture (T) samples.

Some VD and T samples showed microbiological contaminants over the allowed limit, however, no
bacteria or fungi pathogenic to humans were found, that is, absence of E. coli, Salmonella,
Klebsiella or Pseudomonas as recommended by the American Public Health Association - APHA
(2015) and BP 6th ed. (Brasil 2019). This contamination may come from equipment and production
environments, during harvesting, drying, packaging, storage, soil or water contamination (Lima et
al. 2020; Ramos et al. 2020; Freitas et al. 2021).

For the measurements of fungal counts and total coliforms counts, it was not possible to calculate
dispersion measurements since the samples proved to be modal for these measurements. Spearman's
correlation test between pH (6.40 + 0.11) and bacteria count (1.3 + 1.8 CFU/g x 10°) indicated a
significant positive correlation (r6 = 0.886; p = 0.003), as well as between the water content
(10.88% £ 1.52) and measures of positive microbial contamination (r6 = 0.830; p = 0.011),

suggesting that one measure is proportional to the other measure.

Conclusion

The seasonal assessment carried out did not demonstrate a correlation between chemical
composition and meteorological parameters, indicating the temporal adaptability of the species. A
positive and significant relationship was observed between fruit production, minimum temperature

and precipitation.

14
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The major compounds in the EO were trans-anethole, fenchone and estragole. For T, we assumed
the presence of phenolic compounds and flavonoids, with high similarity, but with different

retention times.

Some VD and T characterization and purity tests presented results outside the parameters
established in official compendia, however without risks of pathogenic microbial contamination to
humans. The entire process of cultivation, processing and production of the plant drug and tincture
at the Nucleo de Farmacia Viva at SES-DF presents good quality control conditions, indicating that

the product can be safely distributed to the UBS and the population.
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Fig 1 Morphology of fennel grown at Farmécia Viva, DF. A —whole plant; B — fruits (diaspores); C

— Diaspore
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Fig 2 Anatomy of fennel diaspore cross-sections. A — Diaspore in nature OB 10x; B — Diaspore
structures OB 40x (a. Fruit epidermis; b. Xylem; c. Phloem; d. Parenchyma; e. Secretory canal; f.
Seed epidermis; g. Endosperm; h. Parenchyma; i. Embryo); C — Diaspore with 10x OB staining; D

— fruit union detail OB 40x; E — detail edges of the fruit OB 40x

25



OCoO~NOUITAWNE

Fig 3 Precipitation data, maximum temperature, and minimum temperature at the time of fruit

harvest (A — first harvest, B — second harvest). INMET, Brasilia/DF, 2022
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Fig 4 Total ion chromatogram for identification of chemical compounds
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Fig 5 Chromatographic profile of fennel fruit tincture by HPLC 254 nm (all samples)
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Table 1: Soil physical characterization in the experimental area. Brasilia/DF, 2019

Content (%) Soil
Depth sand Silt Clay Type
0-60cm 60 75 32,5 Rainfed

Table 2: Soil chemical characterization in the experimental area. Brasilia/DF, 2019

% Sat. of CEC
pH P K OM Al Ca Mg CEC H+Al

Bases Al

64 1,7 054 205 00 21 06 6,6 3 55 0

pH — Potential of hydrogen; P- Phosphorus (ppm); K — Potassium (cmolc/dm3); M.O. — Organic
matter (ppm); Al — Aluminum (cmolc/dm3); Ca — Calcium (cmolc/dm3); Mg — Magnesium
(cmolc/dm3); CTC — Cation Exchange Capacity (cmolc/dm3); H + Al — Potential acidity

(cmolc/dm3).
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Table 3: Fennel production data, purity tests, yield and chemical constitution of the essential oil.

#interna

Experiment A

Experiment B

April 2019 November 2019
Samples VD1A VD2A VD3A VD1B vD2B* VD3B VD4B VD5B
Harvest Dec 19 Jan 20 Feb 20 Aug 20 Sep 20 Oct 20 Nov 20 Dec 20
Fruit Production (g) 3920 1375 490 115 90* 205 290 455
EQY (%) 2.1 2.1 2.1 1.7 - 2.9 4.1 2.8
Constituent (%)
trans-anethole 94.3 92.2 90.6 93.1 - 94.5 92.4 93.7

fenchone 2 3.9 4.6 24 - 1 0.8 1

estragole 34 3.2 35 34 - 3.7 3.6 3.7

limonene 0.3 0.6 0.9 0.9 - 0.7 2.8 1.4

a-pinene - 0.1 0.2 0.2 - 0.1 0.3 0.2
Foreign material (%0) 7.3 8.1 4.6 10.4 2.5 3.7 5.6 7.4
Water content (%) 11.3+0.96% 10.5+0.89%  9.5+0.35% 10.4+15® 115+1.8% 84+1.1°  12.6+1.7° 12.9+13°
Total Ash Test (%) 8.8+0.5" 8.8+0.2" 9.2+0.3% 8.240.1%  9.7¢+0.2¢  8.3+0.2®  8.6x0.1"  7.9+0.1°

* insufficient amount to carry out the tests. EOY': essential oil yield. Measures followed by the same letter at the same line are not differentiated from

each other by the Tukey test.
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Table 4: Retention time ratio of chemical compounds for identification.

Peak Tr Identification IRL calc. IRL it
1 4.974 a-pinene 932 932
2 5.338 Camphene 946 946
3 5.964 Sabinene 971 969
4 6.060 B-pinene 975 974
5 6.428 Myrcene 990 088
6 6.842 a-phellandrene 1005 1002
7 1477 p-cymen 1023 1023
8 7.604 Limonene 1026 1024
9 7.683 1,8-cineole 1030 1026

10 8.630 y-terpinene 1056 1054
11 9.697 Fenchone 1086 1083
12 11.873 Camphor 1143 1141
13 14.183 Terpinen-4-ol 1175 1175
14 16.549 methyl chavicol 1196 1195
15 16.764 (2)-anethole 1252 1249
16 18.265 (E)-anethole 1288 1282

IRL calc. = calculated Kovats Retention Index; IRL lit. = Kovats Retention Index in the literature.
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Table 5: Values of the physicochemical parameters of fennel tincture.

Experiment A

Experiment B

April 2019 November 2019
Samples VD1A VD2A VD3A VD1B VvD2B* VD3B VD4B VD5B
Harvest Dec 19 Jan 20 Feb 20 Aug 20 Sep 20 Oct 20 Nov 20 Dec 20
Dry Residue(%b) 2.02+0.81% 243+0.08° 150+0.05®  2.33+0.13° 255+0.09° 2.17+0.13" 1.21+0.16° 2.79+0.22°

pH 6.32 £0.03®  6.36 + 0.04™ 6.59 + 0.05°

6.30 £ 0.02* 6.24 +0.03° 6.49+0.02% 6.40 +£0.01° 6.34 +0.03"

Relative density (g/mL) 0.89+0.04* 0.91+0.02* 0.87 +0.03*

0.88£0.02° 0.89+0.02* 0.91+0.03% 0.89+0.03%* 0.95+0.04°

Measures followed by the same letter at the same line are not significantly different by the Tukey test.
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Table 6: Microbiological test data for plant drug (VD) and tincture (T) samples.

Bacteria count

Fungus Count

Total coliform count

Sample (UFClg) (UFC/g) (NMP/g)
Vegetable Drug
VD1A 2.0 x 106 1.6 x 107 1.1 x 10°
VD2A 1.0 x 10° 3.0 x 108 1.1 x 108
VD3A 1.5 x 10° 1.2 x 107 1.1 x 108
VD1B 1.5 x 10° 2.0 x 10° 2.3x10°
VD2B 1.5 x 108 4.0 x 10° 2.3x10°
VD3B 5.0 x 10° NG* 2.3 x10°
VD4B 6.9 x 107 1.0 x 106 1.1 x 108
VD5B 9.6 x 108 4.0 x 10° 4.3 x10°
Tincture
T1A 5.0 x 10° NG* <3
T2A 3.5 x 102 NG* <3
T3A 3.0x10° NG* <3
T1B 2.2 x10° NG* <3
T2B 3.7 x 10° NG* <3
T3B 4.3 x10° NG* <3
T4B NG NG* <3
T5B NG NG* <3

*NG = Negative for Growth.

32



