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RESUMO

A busca por medicamentos fitoterapicos apresenta destaque no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos devido a biodiversidade e grande nimero de espécies medicinais. Dentre as
espécies promissoras, destaca-se Eugenia uniflora Linn (pitangueira), que apresenta
propriedades bioldgicas, como antimicrobiana, anti-hipertensiva e antidiabética, sendo de
interesse para o desenvolvimento de produtos derivados da espécie. Assim, o objetivo deste
trabalho engloba desenvolver, produzir e avaliar formas farmacéuticas (produtos secos(pés) e
emulsdes) derivadas de extratos das folhas de Eugenia uniflora. A abordagem iniciou com uma
otimizacdo de extracdo através de planejamento de misturas, empregando &gua, metanol, etanol
e acetona. Variaveis como método extrativo e quantidade de droga foram avaliadas em ensaio
fatorial 32. O extrato otimizado foi seco por aspersao utilizando adjuvantes, e 0s produtos secos
foram caracterizados segundo o rendimento/propriedades fisico-quimicas. Também foram
executados ensaio fatorial e planejamento de misturas dos adjuvantes para avaliar as condigdes
de secagem. Para os sistemas dispersos, foram realizados estudos de pré-formulacéo, avaliando
sistemas convencionais (tween20/span80-TS; cera autoemulsionante (LanetteN-LN)), pickering
(hidroxipropilmetilcelulose-HPMC e goma xantana-GX) e co-estabilizados. No planejamento de
misturas, foram obtidos 15 extratos para a construgdo de modelos, usados para simular outras 7
misturas. A mistura quaternaria (46:13:18:23;v/v/v/v) apresentou o melhor desempenho. A
andlise das condigcbes extrativas em ensaio fatorial revelou que a melhor condicdo para
preparacdo do extrato é obtida utilizando turbolise e 5g de droga vegetal. Na secagem por
aspersdo, os dados mostraram a viabilidade de secagem de extratos com e sem adjuvantes,
resultando em rendimentos médios de cerca de 45% (m/m). Quanto a caracterizacdo dos produtos
secos, a umidade residual se apresentou na faixa de 4,8-8,2%. O produto sem adjuvante
apresentou o menor tamanho médio, e o produto contendo celulose foi responsavel por particulas
maiores. No angulo de repouso, os produtos revelaram propriedades favoraveis ao fluxo. Os
dados de Fator de Hausner e indice de compressibilidade indicaram que a adi¢éo de adjuvantes
melhorou as propriedades tecnolodgicas; e, que o dioxido de silicio coloidal-DSC foi responsavel
pelos melhores resultados. Na otimizagdo da secagem, a apenas o rendimento foi significativo, e
as melhores condicGes de secagem foram obtidas a 140°C, com vazdo de 0,4 L/h e 1,55 m3/min
de velocidade de fluxo de ar. Quanto a mistura de adjuvantes, foram obtidos 7 produtos, e 0
produto contendo a mistura ternaria dos adjuvantes obteve as melhores respostas, possibilitando
o0 incremento das propriedades fisicas do p6 em relagdo aos produtos testados. Foram testadas 6

formulagGes de sistemas dispersos, das quais as estabilizadas por HPMC apresentaram separagéo



de fases, enquanto que as convencionais e estabilizadas por GX apresentaram estabilidade. Nos
ensaios sob estresse, a emulsdo convencional apresentou sedimentacdo, indicando que 0s
sistemas co-estabilizados, pickering (GX) e convencional (LN) apresentaram maior estabilidade.
Os resultados encontrados revelam dados tecnologicos promissores para aplica¢do dos produtos
secos como forma final e como insumo para a producéo de capsulas e comprimidos. Além disso,
a etapa de pré-formulacdo de sistemas emulsionados apontou que os sistemas co-estabilizados e
pickering apresentaram resultados vantajosos para a futura aplicacdo na fabricacdo de formas

dispersas contendo extrativos de E. uniflora.

Palavras Chave: Eugenia uniflora; desenho experimental; tecnologia de fitoterapicos; extrato
Seco por aspersao; sistemas dispersos.



ABSTRACT

The search for herbal medicines is highlighted in the development of new therapeutic agents due
to the biodiversity and large number of medicinal species. Among the promising species, Eugenia
uniflora Linn (pitangueira), which has biological properties, such as antimicrobial,
antihypertensive and antidiabetic, being of interest for the development of pharmaceutical
products derived from the species. Thus, the aim of this work includes developing, producing
and evaluating pharmaceutical forms (dry products (powders) and emulsions) derived from
extracts of Eugenia uniflora leaves. The approach started with an extraction optimization through
mix planning, employing water, methanol, ethanol and acetone. Variables such as extractive
method and quantity of drugs were evaluated in a factorial assay 32. The optimized extract was
spray dried using adjuvants, and the dry products were characterized according to the
yield/physical-chemical properties. Factorial assay and mixture planning of adjuvants were also
performed to evaluate drying conditions. For the dispersed systems, pre-formulation studies were
conducted, evaluating conventional systems (tween20/span80-TS; auto-emulsifying wax
(LanetteN-LN)), pickering (hydroxypropylmethylcellulose-HPMC and xanthan gum-XG) and
co-stabilized. In the planning of mixtures, 15 extracts were obtained for the construction of
models, used to simulate 7 other mixtures. The quaternary mixture (46:13:18:23;v/v/v/v) showed
the best performance. The analysis of extractive conditions in factorial assay revealed that the
best condition for extract preparation is obtained using turbo extraction and 5g of plant drug. In
spray drying, the data showed the drying viability of extracts with and without adjuvants,
resulting in average yields of about 45% (w/w). Regarding the characterization of dry products,
residual moisture was in the range of 4.8-8.2%. The product without adjuvant presented the
smallest average size, and the product containing cellulose was responsible for larger particles.
At the angle of rest, the products revealed properties favorable to the flow. Hausner Factor and
Compressibility Index data indicated that the addition of adjuvants improved technological
properties; and that colloidal silicon dioxide-CSD was responsible for the best results. In the
drying optimization, only the yield was significant, and the best drying conditions were obtained
at 140°C, with flow of 0.4 L/h and 1.55 m3/min of airflow velocity. Regarding the mixture of
adjuvants, 7 products were obtained, and the product containing the ternary mixture of adjuvants
obtained the best responses, allowing the increase of the physical properties of the powder in
relation to the tested products. Six formulations of dispersed systems were tested, of which those
stabilized by HPMC presented phase separation, while conventional ones and XG stabilized

presented stability. In the stress tests, the conventional emulsion showed sedimentation,



indicating that the co-stabilized, pickering (GX) and conventional (LN) systems showed greater
stability. The results found reveal promising technological data for the application of dry
products as a final form and as an input for the production of capsules and pills. In addition, the
preformulation stage of emulsified systems indicated that the co-stabilized and pickering systems
showed advantageous results for the future application in the manufacture of dispersed forms

containing E. uniflora extracts.

Keywords: Eugenia uniflora; experimental design; phytotherapic technology; spray-dried
extract; dispersed systems.
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1 INTRODUCAO

Espécies vegetais figuram como uma alternativa terapéutica difundida em todo o
mundo. Tal fato pode ser atribuido a medicina popular, visto que a terapia empirica possui um
arcabouco de informacdes relacionadas a diversas espécies medicinais. Este conhecimento
empirico facilita o uso de espécies medicinais pela populacéo, colocando a fitoterapia e a
pesquisa por novos fitoterapicos em posicao de destaque na medicina alopatica (KLEIN et al.,
2009). Este destaque também pode ser correlacionado com a viabilidade de obtencéo de
produtos oriundos de vegetais, bem como aos efeitos adversos e riscos associados ao uso
prolongado de medicamentos sintéticos, além da busca de produtos de origem natural e
sustentavel (BRASIL, 2006; 2016; KLEIN et al., 2009; HASENCLEVER et al., 2017). Outro
fator é que as fontes naturais possuem uma enorme diversidade de substancias potenciais para
a terapéutica, principalmente quando consideramos que mais de 1/3 das drogas aprovadas pelo
Food and Drug Administration, e quase 50% das drogas anticancer registradas, sdo substancias
naturais ou derivadas de origem natural (BOY et al., 2018)

O uso de espécies nativas “novas” ou “promissoras” que possuam atividades biologicas
viaveis e uso difundido pela populacéo, é outro fator que corrobora para o interesse em produtos
de origem vegetal, principalmente diante da biodiversidade brasileira e do nimero reduzido de
estudos acerca das espécies nativas. Partindo desta premissa, a Relacdo de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS) que completa 12 anos, foi lancada para
incentivar ensaios bioldgicos, estudos sobre a constituicdo quimica, controle da qualidade e
desenvolvimento tecnoldgico das espécies de interesse (BRASIL, 2009). Assim, o estimulo a
estudos sobre as espécies medicinais serve de forca motriz para a realizagdo de pesquisas neste
campo, fortalecendo o papel dos fitoterapicos (KLEIN et al., 2009; HASENCLEVER et al.,
2017; BOY et al., 2018).

Entretanto, ainda é um desafio obter formas farmacéuticas para a veiculacdo de
extrativos vegetais devido a diversidade quimica presente na composicao dessas matrizes e da
influéncia de fatores associados a obtencdo dos insumos vegetais. De forma geral as
dificuldades para a obtencdo de medicamentos fitoterdpicos passam por diversas etapas, desde
a identificacdo e cultivo, obtencdo de perfil quimico e processo de extracdo das substancias
ativas, obtencao de extratos/produtos secos (como insumo intermediario ou produto final) até a
sua aplicacdo em uma forma farmacéutica (KLEIN et al., 2009; ZORZI et al., 2015; SIMOES
etal., 2017; FREITAS; TEIXEIRA; ZAMARIOLI, 2017).
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Quanto ao processamento tecnoldgico, outro desafio € a preparacdo de formulagdes
estaveis que tenham capacidade de suportar as condi¢fes fisico-quimicas adversas e
incompatibilidades que podem ser causadas pela natureza complexa da matriz oriunda de
espécies medicinais (ZORZI et al., 2015; FREITAS; TEIXEIRA; ZAMARIOLLI, 2017).

Partindo desta premissa, para o desenvolvimento de formulagdes contendo ativos
vegetais que atendam a todos os requisitos necessarios para a sua aplicagdo na terapéutica,
devem ser avaliados os fatores que podem influenciar na qualidade. Todas as etapas envolvidas
na obtencéo do produto devem ser investigadas e padronizadas para que a variabilidade quimica
e bioldgica ndo apresente variacGes nas etapas analiticas e tecnoldgicas que possam impactar
na qualidade do produto final. Esta padronizacao deve ser realizada desde as etapas de manuseio
da matéria prima, preparacao de extratos e de incorporacdo em formas farmacéuticas (ZORZI
et al., 2015), sendo de grande importancia a manutencdo da integridade do fitocomplexo para
a preservacéo da atividade terapéutica e seguranca do uso (KLEIN et al., 2009; SIMOES et al.,
2010; 2017).

Dentre as espécies promissoras e que integram a lista de plantas medicinais de interesse
ao SUS, encontra-se Eugenia uniflora L. (BRASIL, 2009), que se destaca por ser uma especie
frutifera usada na industria alimenticia e cosmética, possuindo também potencial farmacéutico
(MALAMAN et al., 2011). Pertencente a familia Myrtaceae, a pitangueira ou pitanga, € uma
espécie de ampla utilizacdo na medicina popular, principalmente para tratamento de distarbios
gastricos, diabetes, febre e hipertensdo. Algumas destas atividades possuem evidéncias
cientificas para a sua aplicacdo na terapéutica, como: diurética, anti-hipertensiva (CONSOLINI
et al, 2002), antirreumatica (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987),
hipocolesterolemiante, hipoglicémica (ARAI et al., 1999), antifingica (FERREIRA et al.,
2013), antimicrobiana (OGUNWANDE et al., 2005), antinociceptiva, antipirética (AMORIM
et al., 2009), antidepressiva, hepatoprotetora (VICTORIA et al., 2012; 2013), antiproliferativa
e citotoxica (DENARDIM et al., 2014), antioxidante (GARMUS et al., 2014; DENARDIM et
al., 2015), além da atividade anti-inflamatoria e antibacteriana (RATTMANN et al., 2012;
FALCAO et al., 2018). Grande parte destas atividades sdo frequentemente correlacionadas a
presenca de polifenois e d6leos volateis relatados para a espécie com frequéncia em ensaios
fitoquimicos e analises quantitativas (FIUZA et al., 2008; AMORIM et al., 2009; RATTMANN
etal., 2012; CUNHA et al., 2016; RAMOS et al., 2017; ASSUNCAO et al., 2017; BEZERRA
et al., 2018; 2020).

Diante do exposto, o desenvolvimento tecnolégico de formas farmacéuticas que

contenham elevado teor de extratos de E. uniflora compreende um passo fundamental para
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assegurar a viabilidade terapéutica da espécie. Considerando as propriedades biol6gicas
relatadas para E. uniflora, o desenvolvimento e avaliacdo de formas solidas e semissolidas
aliado a escassez de abordagens tecnoldgicas para a espécie, figuram como promissores para a
consolidacdo da espécie como alternativa terapéutica.

Nesse contexto, o proposito deste trabalho é o planejamento, producéo e avaliagdo de
formas farmacéuticas sélidas e semissdlidas para veiculagdo de extrativos das folhas de Eugenia

uniflora Linn.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, fabricar e caracterizar produtos secos por spray-drying a partir de solucgdes
extrativas otimizadas das folhas de Eugenia uniflora L. para obtengé&o de formas farmacéuticas
solidas (p6s), para aplicacdo em estudos de pré-formulagdo de produtos semissélidos

(emulsBes).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar, identificar e caracterizar o material vegetal;

e Preparar, otimizar e caracterizar solugdes extrativas das folhas de E. uniflora, com o
auxilio de métodos estatisticos de design experimental;

e Desenvolver, fabricar e caracterizar extratos secos a partir das folhas de E. uniflora
empregando secagem por aspersao (spray-drying);

e Avaliar e otimizar as condicdes de secagem por aspersdo para obtencdo de extratos
secos das folhas de E. uniflora com maior rendimento;

e Realizar estudos de pré-formulacdo de sistemas dispersos para veiculacdo dos extratos

otimizados das folhas de E. uniflora.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Eugenia uniflora L.

3.1.1 Aspectos gerais e boténicos

Eugenia uniflora L., conhecida popularmente no Brasil como pitangueira ou pitanga, é
uma espécie nativa da regido central do pais até o norte da Argentina. E uma espécie facilmente
adaptavel, encontrando-se distribuida em todo o territdrio brasileiro, especialmente nas regiées
de Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, e nos demais territérios da América do Sul (LORENZI;
MATQOS, 2006; RODRIGUES; OLIVEIRA SILVA; BRITO, 2018). Com classificacdo
taxonémica: Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Myrtales,
a espécie pertence a Familia Myrtaceae e Género Eugenia. Possui algumas sinonimias
cientificas, entre elas: Eugenia michelii, Myrtus brasiliana, Stenocalyx affinis, Stenocalyx
micheli, Stenocalix lucidus (SOBRAL, 2015; FLORA DO BRASIL, 2018).

A pitangueira (Figura 1) apresenta-se, sob o ponto de vista botanico, como um arbusto
ou arvore semidecidua, que geralmente atinge de 3-5 metros de altura, e em alguns casos
chegam a alcancar até 12 metros de altura. Possui copa estreita, e tronco liso de cor pardo clara.
Apresenta folhas simples, alternadas, de formas elipticas, ovaladas, ovaladas-lanceoladas
medindo de 3-6 cm de comprimento, e 2-3 cm de largura, glabras, membranéaceas a levemente
coriaceas, possuindo coloracdo verde escuro na face adaxial e verde mais claro na abaxial. A
l&mina possui apice agudo a acuminado, com margem inteira peninérvea, com nervura central
mais proeminente na face abaxial. Possuem aroma caracteristico devido a presenca de 6leos
volateis. Suas flores sdo tipicas da familia Myrtaceae, de cor branca, solitarias ou em grupos de
2-3 nas axilas e nas extremidades dos ramos. Os frutos sdo do tipo drupa, globosos e sulcados,
brilhantes e de cor vermelha, amarela, roxa ou preta, com polpa carnosa e agridoce, contendo
1 a 2 sementes (FIUZA et al., 2009; LORENZI, 2014; RODRIGUES; OLIVEIRA SILVA;
BRITO, 2018, BRASIL, 2010; 2019).
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Figura 1 - Eugenia uniflora L. (A), pitangas (B), e distribuicdo geogréfica da pitangueira no territorio brasileiro

(©).

C
Fonte: A: Foto por Magda Ferreira; B: Foto por Fiorella Mazine (Flora do Brasil); C: Flora do Brasil, 2021.

Nos aspectos microscopicos, como elementos mais importantes encontram-se as
seguintes caracteristicas: folhas com lamina foliar de simetria dorsiventral e hipoestomaticas
(estdbmatos paraciticos, com células-guarda com espessamento da face interna em formato de
halteres). Em seccdo transversal é possivel identificar: epiderme uniestratificada recoberta por
espessa cuticula; parénquima palicadico uniestratificado acompanhado de células coletoras;
paréquima espojoso contendo de 7 a 9 estratos, contendo células com proje¢des braciformes;
no mesofilo, sdo encontrados com facilidade estruturas de idioblastos cristaliferos contendo

drusas e cristais rombicos de oxalato de calcio; além de cavidades secretoras esquisolisigenas,
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gue comumente contém gotas de 6leo essencial e estdo presentes nas duas faces, mas com maior
concentragdo na face adaxial. A nervura principal apresenta principalmente contorno plano-
convexo (raramente cdncavo-convexo ou biconvexo), e subjacentes a epiderme podem haver
de 1 a 3 camadas de colénquima anelar; o feixe vascular é do tipo bicolateral em arco aberto,
envolvido por 2 a 3 camadas de células parenquiméticas de paredes especadas; o floema
apresenta abundancia de cristais rombicos de pequenas dimensbes. Cavidades secretoras
também estdo presentes subepidermicamente; alem disso, graos de amido, drusas e cristais estdo

presentes abundantemente por todo o parénquima (BRASIL, 2019).

3.1.2 Aspectos Farmacoldgicos

Em relacdo a terapéutica, a pitangueira possui extenso uso na medicina tradicional. As
folhas possuem uso em manifestacdes clinicas no sistema gastrintestinal, além das atividades
diurética, anti-hipertensiva, antipirética, anti-inflamatoria, antirreumatica, antiflngica,
hipocolesterolemiante e hipoglicémica, onde diversas destas atividades possuem evidéncias
cientificas apresentadas na literatura (CONSOLINI et al., 2002; AMORIM et al., 2009;
RATTMANN et al., 2012; FALCAO et al., 2018; FERREIRA et al., 2013; SCHUMACHER
et al., 2015; MEIRA et al., 2020).

Diversos relatos da literatura demonstraram o potencial antimicrobiano dos O6leos
volateis presentes em E. uniflora. Adebajo e colaboradores (1989) reportaram a acéo
antimicrobiana promissora do 6leo essencial das folhas e frutos para cepas Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Trichophyton
menthagrophytes. Ogunwande e colaboradores (2005) demonstraram efeitos dos 6leos volateis
da espécie contra cepas de Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, que, além deste efeito
ainda exibiu uma excelente acéo citotoxica para células tumorais das linhagens PC-3 e Hep G2,
e demonstrou completa inibi¢do do crescimento de linhas celulares Hs 578T.

Pereira e colaboradores (2017) investigaram o potencial antibiotico da associacdo de
extratos de E. uniflora e luzes led com antimicrobianos utilizados na terapéutica, reportando
uma mudanca na atividade bioldgica. Falcdo e colaboradores (2018) evidenciaram que extratos
brutos e fracdes das folhas apresentaram moderado potencial antimicrobiano para as cepas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Salmonella
enteretidis e Pseudomonas aeruginosa, em que 0s extratos apresentaram atividade mais
expressiva que as fragcBes semipurificadas, evidenciando a importancia da manutengdo do

fitocomplexo presente no extrato bruto.
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Com relacéo a atividade antiflngica, Lima e colaboradores (2006) avaliaram a atividade
do dleo essencial das folhas contra diversas cepas encontrando atividade promissora para
Candida krusei. Biasi-Garbin e colaboradores (2016), demonstraram que a espécie possuli
atividade fungicida sobre cepas e isolados clinicos de Tricophyton rubrus e Tricophyton
mentagrophytes, sendo resultados promissores para novos estudos direcionados a fungos
dermatofitos. Outros estudos também obtiveram bons resultados da atividade antifngica de
extratos brutos das folhas em espécies de Candida albicans e ndo Candida-albicans Candida
(FERREIRA et al., 2013).

Além disso, extratos brutos das folhas também evidenciaram um potencial inibitorio em
trés importantes fatores de viruléncia de C. albicans presentes no organismo de pacientes
transplantados (SILVA-ROCHA et al., 2015). Estes mesmos autores também relataram a
influéncia da fracdo acetato de etila sobre a expressao de proteinas estruturais e vias metabolicas
durante a morfogénese de C. albicans, reduzindo a filamentacdo e produzindo células
defeituosas e inviaveis. Nestes estudos, foi constatado que ndo houve citotoxidade, indicando
que derivados da espécie podem ser potenciais agentes antifungicos seguros para administracdo
humana (SILVA-ROCHA et al., 2017). Outro estudo também revelou a influéncia do extrato
bruto sobre a adesdo de cepas de Candida spp. a células epiteliais e formacdo de biofilme,
reduzindo significativamente estes importantes fatores de viruléncia (SOUZA et al., 2018).

Levando em consideracdo o uso empirico da espécie para tratamento de diabetes na
medicina popular, Arai e colaboradores (1999) avaliaram os efeitos de extratos hidroalcodlicos
das folhas sobre hiperglicemia e hipertrigliceridemia. Estes autores observaram reducdo de
niveis de glicose no sangue em camundongos tratados com glicose e extrato etandlico via oral
na dose de 300 mg/Kg. Para avaliacdo acéo anti-hipertrigliceridémica foi verificada a presenca
da inibicdo na atividade da enzima lipase pancreética pela acdo de diferentes frac6es e doses do
extrato de E. uniflora, sugerindo que a acdo do extrato acontece por inibir a decomposicao de
acucares e gordura no intestino. Extratos hidroalcdolicos das folhas também foram utilizados
para avaliacdo sobre lesdes agudas nos rins, evidenciando que a utilizagdo do extrato por 28
dias possibilitou a prevencdo de disfuncgéo renal, aumento do processo oxidativo e de apoptose
(MEIRA et al., 2020).

Schumacher e colaboradores (2015) avaliaram em seus estudos o potencial antioxidante,
anti-inflamatorio e expressao de marcadores na diabetes. Os extratos aquosos apresentaram
elevado potencial antioxidante, e o tratamento de ratos (diabéticos ndo obesos) com estes
extratos diminuiu a infiltracdo inflamatoria e o estresse oxidativo, aumentando a glutationa

hepatica e os niveis de insulina no soro, 0 que pode sugerir que estes extratos podem proteger
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as células produtoras de insulina, as células B do pancreas. Vinholes e Vizzoto (2017)
encontraram em suas avaliacGes, efeitos inibitdrios sobre a enzima a-glicosidase de extratos de
Eugenia uniflora e Camelia sinensis, individualmente e associados. A atividade reportada para
a pitangueira foi de 40-1500 vezes superior a acarbose, sugerindo que a espécie pode ser
utilizada para tratamento de pacientes portadores de diabetes tipo 2, pela inibig¢do da enzima, e
ainda executar um papel importante na redugéo do estresse oxidativo, corroborando com 0s
resultados obtidos por Schumacher e seus colaboradores.

Com relacdo aos efeitos da pitangueira sobre o sistema cardiovascular, Consolini e
colaboradores (1999) relataram a atividade hipotensora em ratos normotensos empregando dose
efetiva de 3 mg/kg de extrato aquoso das folhas, e este efeito foi associado a uma agéo
vasodilatadora direta em vasos resistentes a perfusdo e uma ligeira diurese em altas doses (120
mg/kg). Também foi relatado o possivel mecanismo de acéo do extrato bruto aquoso das folhas
E. uniflora, evidenciando acdo B-adrenérgica produzindo hipotensdo e contribuindo para os
efeitos cronotropicos e inotrépicos no coracdo (CONSOLINI et al., 2002). Em estudos sobre a
atividade hipotensora, Wazlawik e colaboradores (1997) relataram que extratos hidroalcoolicos
das folhas produziram um relaxamento de anéis de aorta e atribuiu a acdo vasodilatadora de E.
uniflora ao fato de que o extrato pode vir a estimular a sintese de 6xido nitrico, sendo o
responsavel por manter o relaxamento endotelial e, consequentemente, manter a pressao arterial
estavel.

Extratos das folhas obtidos com diferentes solventes e consequente determinacdo de
seus constituintes, mostraram potencial atividade inibitoria sobre a xantina oxidase, atribuida
aos flavonoides quercetina, quercitrina e miricetina, presentes na espécie (SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al., 1987).

A atividade anti-inflamatoria para a espécie foi evidenciada através da inibicdo de
fatores pro-inflamatdrios como a expressao de citocinas e da via COX-2, além do influxo de
neutrdfilos. Estudos realizados por Falcdo e colaboradores (2018), utilizaram extratos brutos e
fragdes das folhas da espécie, evidenciaram a redugdo da migracéo celular, bem como a reducéo
de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p ¢ TNF-a (RATTMANN et al., 2012; FALCAO et
al., 2018).

Santos e colaboradores (2012) evidenciaram as propriedades contra a forma
epimastigota de Trypanossoma cruzi. Outros estudos ainda relataram atividade relevante contra
cepas de Leishmania brasiliensis, como Santos e colaboradores (2013) que relataram atividade
contra a forma promastigota da L. brasiliensis, com inibi¢&o do crescimento de 65% da cepa na

menor concentracdo testada (100 pg/mL) de extratos hidroalcodlicos.
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Rodrigues e colaboradores (2013) relataram que os Gleos volateis das folhas,
predominantemente composto de sesquiterpenos, possuem atividade frente as cepas de
Leishmania amazonensis em dois estagios. Além disso, foi observado que a ativacdo de
macrofagos poderia estar relacionada as atividades anti-leishmania. Atividade antiparasitaria
também foram descritas para a espécie, como a anti-tricomona de fracbes semipurificadas
obtidas a partir de extratos metandlicos das folhas, em que a atividade das frages possuiu
poténcia superior ou comparavel ao farmaco controle (metronidazol) (IBINKULE, etal., 2011).
A baixa toxicidade in vitro da espécie a torna bastante promissora para aplicacdo em terapias
antiparasitarias (SANTOS et al., 2012; 2013; RODRIGUES et al., 2013).

Outras propriedades bioldgicas, tais como as atividades antinoceptivas e antipiréticas,
também foram reportadas para o 6leo essencial e terpenoides isolados das folhas de E. uniflora
(AMORIM et al., 2009). Victoria e colaboradores (2012), evidenciaram as atividades
antioxidantes em trés diferentes métodos, além de uma DLso maior que 200 mg/kg em ratos e
atividades antimicrobianas e antifingicas. Oleos essenciais apresentaram ainda atividades
antidrepressivas mediada pela modulacdo de sistemas serotoninérgicos e adrenérgicos
(VICTORIA et al., 2013). Além disso, também foram encontradas evidéncias de que estes dleos
possuem atividades hepatoprotetoras, a partir de lesdes induzidas por acetaminofeno
(VICTORIA et al., 2012).

Meira e colaboradores (2020) relataram a administracéo de extratos hidroalcoolicos das
folhas apresentaram propriedades preventivas para disfuncdo renal, além de propiciar a
diminuicdo do estresse oxidativo e da apoptose das células em lesbes agudas. Colocando a

espécie como possivel candidata para aplicacdo em terapias alternativas para doencas renais.

3.1.3 Aspectos quimicos

Em relacdo a constituicdo quimica, a pitangueira apresenta grande diversidade de
metabolitos secundarios, sendo os o6leos volateis e polifenois as principais classes de
substancias produzidas pela espécie. Estas classes foram objetos de diversos estudos com as
folhas de E. uniflora, resultando em varios componentes isolados, tais como os flavonoides
miricetina, miricitrina (Figura 2A) (miricetina-O-ramnosideo), e alguns heterosideos de
quercetina, como a quercitrina (quercetina-O-ramnosideo) (SCHMEDA-HIRSCHMANN et
al., 1995; RATTMANN et al., 2012), e os taninos macrociclicos hidrolisaveis oenoteina B,
eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2 (Figura 2B) sendo estes Gltimos taninos potentes agentes
inibidores EBV (Epstein Barr Virus) DNA polimerase (LEE, 1997; 2000). A respeito dos 6leos
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essenciais, muitos estudos apresentaram foco na caracterizacdo quimica do 6leo volatil,
possibilitando a identificacdo dos componentes e a identificagdo dos compostos do tipo
curzerenos (cis e trans) como substancias majoritarias, além da identificacdo de outros
compostos importantes como selinatrienona, atractilona e furanodieno (OGUNWANDE et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2006; MELO et al., 2007).

Figura 2 - Flavonoides miricetina e miricitrina (miricetina-O-ramnosideo) (A); Taninos macrociclicos
eugeniflorin D1 e D2.(B).
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Fonte: Adaptado de Rattmann et al., 2012 (A); Adaptado de Lee et al., 2000 (B).

Fiuza e colaboradores (2008), em seus estudos de triagem fitoquimica com o macerado
das folhas de E. uniflora evidenciaram a presenca de derivados antracénicos, esteroidais,
triterpénicos, heterosideos flavonoidicos esaponinicos e taninos. Estes resultados foram

confirmados pelas andlises fitoquimicas realizadas por Bezerra (2016), que em analises
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cromatogréaficas evidenciaram a presenca de acido galico e eldgico (taninos hidrolisaveis),
flavonoides, derivados antracénicos, triterpenos e esteroides (como B-sitosterol), além de
acucares redutores (como frutose).

Ramos e colaboradores (2017) evidenciaram a presenca de flavonoides, desenvolvendo
metodologia geral para a quantificacdo destas substancias na matéria prima da espécie, bem
como em seus derivados através de espectrofotometria UV-Vis.

Assuncdo e colaboradores (2017) realizaram analises por cromatografia liquida,
determinaram o teor de acido elagico em extratos das folhas da espécie. Ainda em relacéo aos
polifenois, andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia de camada
delgada de alta eficiéncia permitiram a identificacdo dos principais marcadores, sendo o
flavonoide miricitrina e 0s monémeros de taninos acido galico e acido elagico (BEZERRA et
al., 2018).

3.2 OTIMIZACAO DE EXPERIMENTOS

No campo analitico, hd sempre a necessidade responder diversos questionamentos,
sendo necessario avaliar 0s problemas relacionados aos objetos de estudo para que haja maior
eficiéncia e confiabilidade nos resultados. Normalmente, em quaisquer metodologias de
analise, sdo apresentadas diversas varidveis que podem influenciar as respostas analiticas,
abrindo inimeras possibilidades de investigacdo destes efeitos individualmente. Entretanto,
analises univariadas necessitam de um grande volume de experimentos, além de ndo permitirem
a avaliacdo conjunta das varidveis de um processo, 0 que torna este tipo analise dispendiosa.
Principalmente quando se é levado em consideracdo que o planejamento da investigacdo dos
efeitos de diferentes fatores sobre diferentes propriedades é essencial para minimizar o volume
e custos associados ao processo, além de avaliar como incrementar a qualidade dos produtos e
possibilitar a definicdo dos fatores que sdo determinantes para as analises (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Nesse contexto estd inserido o planejamento experimental, que aborda técnicas de
avaliacdo multivariada possibilitando a analise de fatores individuais e a interacdo entre 0s
fatores. Estas ferramentas sdo Uteis na avaliacdo e tratamento de dados, permitindo a obtencéo
de modelos matematicos que expliquem as respostas obtidas em determinado ensaio,
possibilitando a previsao de respostas. Com os modelos de previsdo torna-se possivel simular

variaveis para obter as melhores condic¢Ges experimentais (BARROS NETO; SCARMINIO;
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BRUNS, 2010; MONTGOMERY, 2013; MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-COOK,
2016).

Dentre as ferramentas estatisticas mais aplicadas no campo de otimizacdo de extratos e
desenvolvimento de formulag¢Ges encontram-se os planejamentos fatoriais e 0s planejamentos

de misturas.
3.2.1 Planejamentos Fatoriais

Planejamentos fatoriais figuram como uma das estratégias estatisticas mais utilizadas
para aprimorar procedimentos e experimentos. E ferramenta analitica Gtil, e tem como principal
aplicacdo a triagem de variaveis relevantes para a execucdo de um determinado processo
(VINCENTINI et al., 2011). Assim, planejamentos fatoriais fornecem dados sobre o sistema
em estudo, de forma que o pesquisador possa modificar os parametros em anélise até as
condicBes 6timas para a realizacdo da operacao desejada.

Para a realizacdo de um planejamento fatorial, deve-se ter o conhecimento de quais séo
as variaveis de interesse, desde variantes inclusas dentro do processo, até as variaveis de
resposta. As variaveis do processo, conhecidas também como variaveis de entrada, fatores ou
fatores independentes, podem ser qualitativos ou quantitativos dentre quaisquer uma das
variaveis do processo. As variaveis de resposta, também chamadas de varidveis de saida,
resposta, fatores dependentes, sdo as variaveis que sdo (ou nao) afetadas pelas modificacdes
realizadas nos fatores; estas respostas também podem ser qualitativas ou quantitativas
(CUNICO et al., 2008; MONTGOMERY, 2013).

Planejamentos fatoriais s&o normalmente representados por uma poténcia b¥, onde a
base (b) representa 0 nimero de niveis a ser utilizado (nimero de condi¢des testadas para uma
variavel), e o expoente (k) corresponde ao nimero de variaveis de entrada. Assim, se um
planejamento possuir dois niveis e dois fatores, a representacao sera 22, se possuir trés niveis e
dois fatores, 32 e assim por diante. Os planejamentos 2 s3o os mais utilizados, onde comumente
se inicia a partir de um fatorial 22, aumentando o nimero de fatores de acordo com as respostas
obtidas, modificando os experimentos e aumentando o0 nimero de ensaios a serem realizados.
Ensaios fatoriais com trés niveis (32 e 33) também sdo usados com frequéncia, 0 aumento na
guantidade de niveis permite uma maior varredura no campo experimental, aumentando a

confiabilidade dos resultados. Entretanto, quando se utilizam nimeros de fatores relativamente
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grandes, a possibilidade de eles ndo possuirem influéncia significativa sobre a resposta aumenta
(MONTGOMERY, 2013; MYERS; MONTGOMERY; COOK, 2016).

Com a realizacéo dos ensaios nas condic¢des propostas, os resultados obtidos podem ser
aplicados em algoritmos para mensurar os efeitos sobre as respostas, e, a partir destes efeitos,
gerar os modelos matematicos que descrevam e possam prever as respostas obtidas. Este tipo
de planejamento pode ser calculado através de softwares estatisticos que fornecem os dados
necessarios para a analise do resultado (dados de regressdo, analise de variancia, modelos
matematicos) e ainda fornece graficos dos tipos de efeitos padronizados e de superficie de
resposta, que proporciona a representagédo visual das respostas, complementando e facilitando
a interpretacéo dos dados (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Dentre as diversas vantagens da realizacao de ensaios fatoriais, destacam-se: a reducédo
do numero de ensaios (em caso de avaliacdo de poucos fatores) sem prejuizo da qualidade da
informac&o; o estudo simultaneo de diversas variaveis; a determinacdo da confiabilidade dos
resultados; a realizacdo da pesquisa em etapas, num processo interativo de acréscimo de novos
ensaios; a selecdo das variaveis que influenciam um processo com nimero reduzido de ensaios;
a representacdo do processo estudado atraves de expressdes matematicas; a elaboracdo de

conclusdes a partir de resultados qualitativos (CUNICO et al., 2008).

3.2.2 Planejamentos de Misturas

Os planejamentos de misturas também sdo ferramentas estatisticas para a analise da
influéncia de variaveis sobre as respostas de interesse, entretanto, ao contrario de experimentos
fatoriais, geralmente, apenas a composicao é avaliada. No planejamento de mistura ndo existe
independéncia, pois sao avaliadas as proporcdes dos componentes, levando em consideracédo
que as caracteristicas dos produtos sdo decorrentes das percentagens de seus ingredientes, e ndo
por valores absolutos (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010; MONTGOMERY,
2013). Neste sentido, as somas de todas as propor¢6es dos diversos componentes das misturas
sob analise serdo sempre 100%, ou 1.

Quaisquer misturas de g componentes podem ser descritas segundo:

-

Xi=100% =1
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No qual xi representa a proporcao do i-ésimo componente. Para definir especificamente
a composicao da mistura, é necessario fixar as proporcdes de g - 1 componentes. A propor¢ao
do ultimo componente sera sempre o que resta para completar 100% (BARROS NETO;
BRUNS; SCARMINIO, 2010; MONTGOMERY, 2013).

Como resultado da restricdo da equacdo os valores de (proporcdo do i-ésimo
ingrediente), 0 espaco torna-se uma regido simplex. Um simplex é uma configuracao espacial
determinada por um numero de pontos a mais do que o numero de dimensdes do espaco. Cada
um dos g pontos que determinam o simplex representam uma mistura no qual um dos q
componentes assume a propor¢do 1 (MONTGOMERY, 2013; MYERS; MONTGOMERY;
COOK, 2016).

Comumente sao trabalhadas misturas binarias e ternarias, nas quais podem ser aplicados
modelos simples modelos matematicos para explicar os fendmenos. Os modelos para misturas
contendo mais de trés componentes sdo simples extensdes dos modelos para trés componentes
(MONTGOMERY, 2013). Para o caso geral de g componentes, os modelos linear, quadratico

e cubico especial sdo dados respectivamente pelas equacdes abaixo:

S q 1
y = i=1 bl xl

¥ = Z?:] b{ XﬁZ?‘:‘; Zf h;} X X;

G T4 Bt 4 yaps 9 va pape

Y= X bixi+ i Xy by XX + X X Xy by XiXX

Ha também a possibilidade de aplicacdo de mais um componente, resultando em
misturas quaternarias que podem apresentar um modelo quartico, entretanto, a possibilidade de
interacOes de quarto grau é bastante pequena, por este motivo os modelos cubicos (full cubic e
special cubic) sdo mais utilizados para a previsao das respostas (BARROS NETO; BRUNS;
SCARMINIO, 2010).

A figura 3 mostra um exemplo de um simplex com quatro componentes. As
composic¢des da mistura quaternaria séo representadas pelos pontos pertencentes ao tetraedro.
Os vértices correspondem aos componentes puros e 0s lados as misturas binarias, em cada face
do tetraedro os pontos representam misturas ternarias e no ponto central do tetraedro temos a
mistura quaternaria (MONTGOMERY, 2013).
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Figura 3 - Planejamento centroide simplex para o estudo de misturas de trés componentes (a) e de quatro
componentes (b).

Fonte: Montgomery, 2013.

Este tipo de planejamento tem como objetivo principal mensurar os efeitos de cada
componente da mistura nas caracteristicas do produto, avaliadas através do conjunto de
variaveis de resposta definidas pelo analista. No planejamento de misturas é possivel verificar
se ha sinergismo, quando ha um aumento nas respostas obtidas em relacdo aos efeitos
individuais dos fatores; ou antagonismo, quando as respostas sdo inferiores aos efeitos
individuais (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; GARCIA et al., 2010;
DICIAULA et al., 2011; YOSHIARA et al., 2012).

3.3 EXTRATOS SECOS POR ASPERSAO

Com o crescente interesse no desenvolvimento de fitoterapicos, a utilizagdo de técnicas
para secagem de extratos vegetais torna-se um importante passo para a producdo destes
medicamentos, tanto para a manutencao da estabilidade dos produtos, quanto pela versatilidade
de aplicacGes em formas farmacéuticas, podendo ser utilizadas em formas solidas, semissélidas
e liquidas (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; COUTO et al., 2012; CORTEZ-ROJAS et al.,
2015).

Dentre as técnicas mais frequentemente utilizadas, encontra-se a secagem por aspersao
(atomizacdo ou spray drying), que vem sendo amplamente aplicada em industrias alimenticias,
quimicas e farmacéuticas, principalmente por ser um processo continuo e de facil uso na escala
industrial (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; KLEIN et al., 2015; BACCARIN et al., 2016;
SHAIKH et al., 2018). A secagem por aspersao é basicamente constituida em trés etapas, que
ocorrem quase que instantaneamente devido a velocidade das etapas. O primeiro passo da
secagem ocorre com a formacao de goticulas (elevada superficie de contato); no segundo passo,
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ocorre a transferéncia de calor da corrente de ar aquecida e as goticulas, no qual solvente é
rapidamente evaporado, resultando na Gltima etapa, que é a formacdao das particulas geralmente
de mesmo tamanho e forma da goticula que a originou. Devido a esta elevada velocidade na
evaporacdo do solvente, a técnica mantém as goticulas abaixo da temperatura do ar aquecido,
sendo frequentemente utilizado para uma grande diversidade de substancias (OLIVEIRA,
PETROVICK, 2009; SOLLOHUB; CAL, 2010; VIDOVIC et al., 2014; KLEIN et al., 2015;
SHISHIR; CHEN, 2017; O’SULLIVAN et al., 2019).

Os produtos secos resultantes da secagem por aspersao podem ter sua qualidade afetada
por fatores relacionados ao processo (temperatura de entrada, temperatura de saida, velocidade
de corrente de ar aquecido, tamanho das goticulas e fluxo de alimentacao) e as caracteristicas
fisico-quimicas do fluido de entrada (viscosidade, total de sélidos em solucdo e tensdo
superficial). Se tratando de extratos vegetais, composto por substancias geralmente
desconhecidas e com propriedades fisico-quimicas distintas, a secagem por aspersdo gera pos
higroscopicos e com caracteristicas fisicas desfavordveis. Para contornar estes problemas, a
definicdo das melhores condi¢des do processo e a utilizacdo de adjuvantes € essencial para que
sejam obtidos pos com caracteristicas tecnoldgicas favoraveis e elevados rendimentos, além de
boa solubilidade e estabilidade (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; KLEIN et al., 2015; DAZA
etal., 2016; O’SULLIVAN et al., 2019).

A secagem por aspersdo como vantagens: producdo pés com maior estabilidade
microbioldgica e quimica; com tamanho de particula uniforme e formato esférico; além de ser
uma técnica indicada para substancias termossensiveis. Com rela¢do ao processo, as vantagens
sdo: rapidez da secagem, bom rendimento, processo continuo e pode ser alterado no decorrer
da secagem. Dentre as desvantagens, se encontram custo inicial elevado para aquisicdo do
equipamento e adequacdo das instalacbes (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; CAL;
SOLLOHUB, 2010; SHISHIR; CHEN, 2017).

3.3.1 Caracterizacao de pos e extratos secos

Como parte do desenvolvimento tecnol6gico de produtos farmacéuticos, é necessario o
conhecimento de todas as caracteristicas dos insumos e substancias ativas para que seja avaliada
a qualidade e a viabilidade da obtencdo de formas farmacéuticas. Quando se trata de insumos
na forma de pos, alguns ensaios sdo essenciais para determinar a possibilidade de sua aplicagdo
em formas farmacéuticas como cépsulas e comprimidos. Fatores como densidade aparente,

densidade compactada, angulo de repouso, indice de Carr, Fator de Hausner, estdo diretamente
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relacionados com tamanho, distribuicéo, formato e tipo de superficie das particulas, assim como
teor de umidade, sdo as principais propriedades que influenciam as caracteristicas tecnoldgicas.
Estes fatores possuem grande importancia para a determinagdo das propriedades de fluxo de
materiais, bem como para a determinacao da compactabilidade e compressibilidade. O estudo
destas propriedades tecnoldgicas pode indicar a adequabilidade de um material a ser aplicado
em determinado tipo de forma farmacéutica, além de permitir a determinacdo dos parametros
que podem ser modificados em uma formulacdo para que esta possua as caracteristicas
desejaveis para a producdo de formas solidas (SHAH; TAWAKKUL; KHAN, 2008;
HOWARD, 2008; AULTON; SUMMERS, 2016; NEIKOV; IEFIMOV, 2019).

Uma das desvantagens tecnoldgicas mais relatadas para produtos secos vegetais € 0
reduzido tamanho de particula proveniente da etapa de aspersdo da secagem. O tamanho e a
distribuicdo das particulas influenciam no desempenho fisico dos materiais, principalmente nas
propriedades de fluxo dos pds, pois podem impactar na friccdo através do entralacamento
mecanico das particulas irregulares dos pds, facilitando os processos de adesdo e coesdo que
sdo influenciados por interacdes eletrostaticas. No caso de extratos secos por spray dryer, além
do tamanho reduzido das particulas, ainda existem interacGes quimicas entre as diversas
substancias presentes na matriz complexa, contribuindo para a obtengdo de pds coesos. Além
disso, distribuicdes distintas dos tamanhos de particula podem interferir na uniformidade de
volume de enchimento de cépsulas e afetar a quantidade de massa do insumo ativo presente
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; KLEIN, 2014; STANIFORTH; TAYLOR, 2016).

As analises relativas as particulas podem incluir tamanho, morfologia e superficie de
particulas, e podem ser realizadas por diferentes técnicas, onde é possivel verificar tamanho e
morfologia, como a microscopia (optica, de transmissao e de varredura), técnicas por tamisacao,
sedimentacdo, difracdo lazer, espectroscopia de correlacdo de fotons (dispersdo dindmica de
luz) (HOWARD, 2008; STANIFORTH; TAYLOR, 2016; YEKOV; IEFIMQV, 2019).

Outra desvantagem relacionada a extratos secos por spray dryer é a possibilidade de
obtenc&o de pds com elevados teores de umidade e/ou pds higroscopicos devido ao processo de
remocgdo do solvente, e pela complexidade quimica do material spray-drying (OLIVEIRA;
PETROVICK, 2009; KLEIN, 2014; REIS et al., 2017).

A avaliagdo deste pardmetro é importante por exercer influéncia sobre outras
caracteristicas dos extratos secos, como angulo de repouso, densidade e indice de
compressibilidade (propriedades de fluxo), além de ser indicativo de estabilidade e eficiéncia
do processo de remocdo do solvente (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; REIS et al., 2017). A

Farmacopeia Brasileira determina que extratos secos devam possuir no maximo 5% de teor de
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umidade residual, entretanto na literatura € frequentemente relatado que a faixa de umidade
residual presente em extratos secos aceitavel é entre 3-8% (EUROPEAN PHARMACOPEA 7,
2010; COUTO et al., 2011; REIS et al., 2017; FB6, 2019).

Os compéndios oficiais apresentam técnicas titulométricas, volumétricas e
gravimétricas para a determinacdo da umidade. As técnicas gravimétricas, como a perda por
dessecacdo, sdo as mais difundidas para a caracterizagdo dos teores de umidade em pds, por
maior simplicidade, além de poderem ser aplicadas diferentes procedimentos, como secagem
em estufa e balanca de infravermelho. Entretanto, as técnicas termogravimétricas podem ser
afetadas pela perda de constituintes volateis (HOLLENBECK, 2008; COUTO et al., 2011;
FREITAS; TEIXEIRA; ZAMARIOLI, 2017; REIS et al., 2017).

A complexidade quimica de extratos secos associada a fatores como tamanho e
distribuicdo de particulas e teor de umidade contribuem para uma das principais desvantagens
destes sistemas particulados, o que frequentemente resulta em pds com propriedades de fluxo
(propriedades fisicas/tecnolégicas) muito pobres (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; KLEIN,
2014; REIS et al., 2017).

O angulo de repouso € um parametro associado a fluidez de pds e a fric¢do
interparticular do material. A medida deste parametro é realizada a partir de diferentes métodos,
que procuram determinar a inclinacdo formada por particulas amontoadas até que ela forme
uma altura elevada o suficiente para superar as forcas de atrito dos pos, possibilitando o
deslizamento do material ap6s a transposicao das forcas adesivas e coesivas entre as particulas,
até que as forcas gravitacionais e interparticulares obtenham o equilibrio (YEKOV; IEFIMOV,
2019).

Menores particulas geralmente possuem menor fluxo de escoamento por possuirem
maior superficie de contato e maior forca coesiva; enquanto particulas de maior tamanho e de
formato esférico tem melhor fluxo de escoamento que particulas com formas angulares, em
agulha e irregulares. Fatores externos estdo geralmente relacionados a umidade presente no
material, onde elevado teor de umidade da amostra, leva a maior agregacgéo inter-particular
devido a presenca de 4gua adsorvida na superficie (MEDEIROS et al., 2001; ASTOLFI-FILHO
et al., 2005; ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON, 2016; YEKOV; IEFIMOV,
2019).

A forma mais comum de se obter valores de angulo de repouso € a avaliagdo do angulo
da tangente formada através do escoamento de p6s por um funil (com altura fixa do cone, ou
base fixa do cone), sobre uma superficie. Dentre os outros métodos para a determinacdo do

angulo de repouso, como cilindro rotatério, mesa basculante, ambos do tipo angulo de repouso
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dindmico; e os métodos de ledge, formacdo de cratera e plataforma (MEDEIROS et al., 2001,
ASTOLFI-FILHO et al., 2005; ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON, 2016;
YEKOV; IEFIMQOV, 2019).

Outro fator importante é densidade do po, frequentemente determinada como as
densidades: bruta inicial (densidade aparente) e de compactagéo (densidade bruta final). Ambas
as medidas sé&o uma relagéo entre o peso do material e o volume por ele ocupado, resultando
em um valor unitario expresso em g/mL ou cm®. A diferenca entre as duas consiste no fato de
que a densidade inicial refere-se ao po solto, livre de qualquer empacotamento, enquanto que a
densidade de compactacdo € resultante de uma série de movimentos e impactos mecanicos que
proporcionam o empacotamento do material até o completo equilibrio, atingindo um nivel de
empacotamento invaridvel mesmo com a persisténcia das vibracdes e impactos. A densidade
de um material é fortemente relacionada com o tamanho, formato e distribuicdo das particulas,
assim, diminuicdo do tamanho das particulas, geralmente proporciona a diminuicdo da
densidade; e, a distribuicdo permite que particulas de tamanhos inferiores se acomodem nos
espacos interparticulares formados pelas particulas de maior tamanho, diminuindo o volume
ocupado (NARASHIMHAN; AMUDA, 2017; YEKOV; IEFIMQOV, 2019).

As analises destas densidades sdo realizadas comumente em dispositivos como o Tap
Density (YEKOV; IEFIMOV, 2019). As medidas de densidade bruta inicial e de compactagéo
podem indicar se o pé/extrato seco possui caracteristicas desejaveis para a producdo de formas
farmacéuticas, geralmente materiais com densidades muito baixas ndo possuem boas
caracteristicas para a compressdo, principalmente a compressao direta. Além disso, estas
medidas permitem a inferéncia das propriedades de fluxo dos p6s a partir da avaliacdo das
medidas do indice de compressibilidade de Carr e do fator de Hausner (HOWARD, 2007;
AULTON; SUMMERS, 2016).

O fator de Hausner é uma das mais difundidas avalia¢fes das propriedades de fluxo de
pos, onde a razdo entre a densidade de compactacao e a densidade aparente esta relacionada
com o atrito entre as particulas. Quanto maiores os valores para o fator de Hausner, mais pobre
sera o fluxo do p6 analisado; e, quanto maior a taxa de empacotamento do material melhor sera
o fluxo do material (HOWARD, 2007).

Outro método para a medicao indireta das propriedades de fluxo dos pos a partir das
densidades brutas foi desenvolvido por Carr, que relatou que quanto maior a compactacao mais
pobre sdo as propriedades de fluxo deste material. Carr definiu que o percentual de
compressibilidade de p6s sdo medidas diretas da resisténcia potencial dos arcos ou das pontes

de um pd, onde altos valores para esta resisténcia resultam em baixas propriedades de fluxo.
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Assim, é possivel inferir que propriedades de fluxo diminuem de acordo com o aumento do
indice de Carr (HOWARD, 2007).

As medidas de indice de compressibilidade e fator de Hausner séo as mais difundidas
para a avaliacdo do fluxo de pos por sua simplicidade e boa correlacdo com as propriedades
reais de fluxo de materiais. Entretanto existem diversos métodos que podem ser aplicados
quando h& a necessidade de dados cientificos mais concretos acerca das propriedades dos
materiais, como analises de coesividade, testes em células de cisalhamento, penetrometria,
microscopia de forca atbmica, entre outros podem ser utilizados para a definicdo das
propriedades de fluxo de pés (SHAH; TAWAKKUL; KHAN, 2008; HOWARD, 2007;
AULTON; SUMMERS, 2016; YEKQOV; IEFIMOV, 2019).

3.4 ADJUVANTES FARMACEUTICOS NA OBTENCAO DE EXTRATOS SECOS

Os adjuvantes sdo usados para melhorar as propriedades fisicas dos pds, sendo utilizados
diversos excipientes, como: amido, ciclodextrinas, celulose, lactose, didxido de silicio coloidal,
maltodextrina, gelatina, goma arébica, entre outros (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009).

Além da influéncia sobre as propriedades fisicas dos produtos secos, a utilizacdo de
adjuvantes pode proporcionar o encapsulamento das substancias da matriz complexa,
protegendo-as de influéncias externas como luz, temperaturas elevadas e agentes oxidantes.
Além de interferirem em caracteristicas essenciais para a terapéutica, como estabilidade,
solubilidade e biodisponibilidade (KLEIN et al., 2015; DAZA et al., 2016).

Para a realizacdo destes estudos foram selecionados os excipientes: dioxido de silicio
coloidal, lactose, celulose microcristalina, maltodextrina e goma xantana, quais figuram como
adjuvantes amplamente utilizados para a obtencdo de produtos secos derivados de espécies
vegetais; facilmente encontrados no mercado e que podem realizar um incremento dentre as
caracteristicas fisico-quimicas dos produtos finais, consequentemente impactando na

viabilidade e qualidade das formas farmacéuticas.
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3.4.1 Didxido de silicio coloidal (Aerosil®)

Dioxido de silicio coloidal (DSC), ou Aerosil®, é uma substancia cuja principal
aplicacdo é incrementar as caracteristicas de fluxo de p6s usados em processos de compressao
e preenchimento de cépsulas, devido ao seu tamanho de particulas reduzido e sua grande
superficie de contato, que acabam reduzindo a densidade bruta de pés (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; EL-GIZAWI et al., 2015).

O dioxido de silicio coloidal possui ampla aplicagdo como componente inativo de
produtos farmacéuticos (capsulas, comprimidos, suspensdes, preparacfes transdérmicas e
vaginais), e como aditivos em alimentos. Todas estas aplicagdes sdo baseadas na baixa
toxicidade e irritabilidade deste excipiente (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; EL-GIZAWI
etal., 2015).

O aerosil tem uso difundido devido a sua grande versatilidade como excipiente,
apresentando diversas funcbes, como: adsorvente, deslizante, desintegrante, agente de
viscosidade, estabilizante térmico, estabilizante de emulsdes, entre outras. Além disso, a
capacidade adsorvente deste adjuvante fomenta a aplicacdo dele em processos que envolvem
substancias higroscopicas, além de ser constantemente utilizado como diluente por ser nao
toxico, puro e quimicamente inerte (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; OLIVEIRA,;
PETROVICK, 2009; BACCARIN et al., 2016). Um exemplo é a aplicacdo de diéxido de silicio
coloidal no aprimoramento de drogas com baixa solubilidade a partir de microencapsulamento
e inclusdo em dispersdes solidas, proporcionando o aumento da solubilidade de farmacos, as
taxas das substancias ativas no plasma e a biodisponibilidade (TEIXEIRA et al., 2016; DAVIS;
WALKER, 2018).

O DSC é um dos adjuvantes mais utilizados para extratos vegetais pelo seu importante
papel na manutencdo da estabilidade dos produtos frente a umidade atmosférica. Além disso,
as caracteristicas multifuncionais deste adjuvante o tornam ainda mais vantajoso para uso em
processos de obtencdo de extratos secos, melhorando as propriedades dos pos, bem como
aumento em rendimentos devido & diminuigdo da aderéncia as paredes dos equipamentos
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; COUTO et al., 2011; CORTES-ROJAS et al., 2015).
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3.4.2 Lactose

A lactose € um dos adjuvantes mais empregados em formas solidas, enquadrada na
classe dos diluentes. E amplamente aplicada em comprimidos devido as suas boas propriedades
de enchimento, como: elevada solubilidade em agua, sabor agradavel, baixa capacidade de
absorver 4gua e boas caracteristicas de compressao; entretanto, apresenta como desvantagem
suas baixas caracteristicas de fluxo, alem da restricdo do uso em pessoas com intolerancia
(SOARES, 1999; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; AULTON; TAYLOR, 2016).

A lactose se apresenta tanto na forma amorfa quanto na cristalina, e é quimicamente
constituida de uma unidade de galactose e uma unidade de glicose. Ha duas possiveis formas
isoméricas: a- ¢ B-lactose, onde a principal diferenca entre os isbmeros esta relacionada a
temperatura de cristalizacdo (SOARES, 1999; AULTON; TAYLOR, 2016; HEBBINK;
DICKHOFF, 2019).

A o-lactose monohidratada é usualmente empregada como diluente na preparacéo de
comprimidos que envolve o processo de granulacdo Umida. Algumas fracGes contendo
particulas finas de cristais de lactose monohidratada sdo mais utilizadas para compressao direta.
As fragdes que contém particulas de a-lactose monohidratada de maior didmetro possuem boas
propriedades de fluxo, porém pobre capacidade aglutinante. A a-lactose anidra obtida pela
desidratagdo térmica da fragdo cristalina de a-lactose monohidratada, apresenta um aumento
significante em sua capacidade aglutinante sem promover alteracdo nas propriedades de fluxo
do produto original. Outra forma de obtencdo de lactose € através da secagem por aspersao,
resultando num produto constituido por cristais de a-lactose monoidratada, unida por lactose
amorfa, sendo o adjuvante mais recomendado para compressdo direta, possuindo boas
caracteristicas de fluxo e aglutinacdo (SOARES, 1999; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009;
AULTON; TAYLOR, 2016; HEBBINK; DICKHOFF, 2019).

A utilizagdo da lactose como diluente e sua boa solubilidade tem fomentado seu uso
para a producdo de dispersdes solidas de drogas de baixa solubilidade atraves de secagem por
aspersao, proporcionando uma melhora na solubilizagdo de drogas pouco soltveis (PAUDEL
et al., 2013). Além disso, a lactose € conhecida pelo uso na microencapsulacdo de produtos
alimenticios e derivados de vegetais, proporcionando o aumento da estabilidade e maior
resisténcia a oxidacdo (KOC et al., 2012; YINGNGAM et al., 2018).
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4.3 Celulose microcristalina

Celuloses sao polissacarideos provenientes de diversas plantas superiores, sendo um dos
compostos organicos naturais mais abundantes, que consiste de uma cadeia de glicoses anidras
através de ligagdes B-(1—4), e 0 nimero de cadeias sera dependente do tipo de celulose em
questdo (YANG; LI, 2018).

As celuloses possuem variadas aplicacdes em produtos farmacéuticos devido as suas
propriedades. Geralmente sdo biocompativeis, biodegradaveis, possuem baixa toxicidade e
boas propriedades de compressdo e desintegracdo, e além de serem inertes quimicamente
conferem aos produtos boas caracteristicas reoldgicas, térmicas e mecéanicas. Geralmente
possuem compatibilidade com muitos farmacos, e tem sido amplamente utilizada na producéo
de extratos secos de espécies vegetais. Embora essa substancia possua vantagens de
melhoramento das caracteristicas de fluxo, a higroscopicidade deste material pode ser uma
desvantagem quando associados a farmacos/extratos com susceptibilidade a degradacao
(SOARES, 1999; AULTON; TAYLOR, 2016; TRACHE et al., 2016; NSOR-ATINDANA et
al., 2017; YANG,; LI, 2018).

Dentre as diferentes celuloses disponiveis no mercado, a mais utilizada no campo
farmacéutico é a celulose microcristalina (MCC). A MCC tem sua estrutura parcialmente
despolimerizada através de hidrélise em meio acido apés tratamento mecanico da a-celulose. E
usada normalmente com a funcéo de diluente em compresséo direta devido a sua suscetibilidade
a formacdo de compactos em que ha a manutencao da plasticidade. Também pode ser utilizada
em granulacdo Umida, e possui como funcdes tecnoldgicas o poder aglutinante e desintegrante,
0 que torna um excipiente vantajoso para a producdo de formas comprimidas. (SOARES, 1999;
ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; TRACHE et al., 2016).

Em relacdo as formulacdes derivadas de espécies vegetais, a celulose microcristalina
destaca-se tanto na preparacdo de extratos secos, quanto como excipiente em formas solidas
como capsulas e comprimidos. No caso de extratos secos, diversos relatos demonstraram que a
celulose proporcionou uma melhora nas propriedades fisicas dos materiais derivados de
vegetais, aumentando densidade, compressibilidade e rendimento. Este aprimoramento pode
ser observado em extratos obtidos de Rapanea ferruginea (BACCARIN et al., 2016); Bidens
pilosa (CORTES-ROJAS et al., 2015); Gymnema sylvestre (CARBINATTO et al., 2011).
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3.4.4 Maltodextrina

Maltodextrina é um polissacarideo constituido de glicose e dextrose, em que as unidades
de D-glicose possuem ligagdes a-(1—4), enquanto as cadeias ramificadas possuem ligacdes a-
(1—6). E utilizada como agente de revestimento, agente de viscosidade, diluente em cépsulas
e comprimidos, além da capacidade aglutinante. Estas duas ultimas fun¢des geralmente séo
verificadas quando estes sdo usadas para compressao direta e na granulacdo umida (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; VIDOVIC et al., 2014).

A utilizacdo de maltodextrina como adjuvante € uma forma para aumentar a meia vida
e melhorar as caracteristicas organolépticas e tecnoldgicas de produtos derivados de espécies
vegetais, principalmente produtos secos originados de secagem por aspersdo. Uma das
vantagens, € que, por ser uma substancia polimérica, pode encapsular as substancias
ativas/fitocomplexo, e formar uma barreira fisica para o oxigénio e outras moléculas, o que
serve para inibir a degradacdo quimica e enzimatica das substancias protegidas. Além de
possibilitar 0 aumento na solubilidade/dissolucdo das substancias componente da matriz, e
proteger as possiveis substancias que possuam sensibilidade a temperatura, como alguns
polifenois termossensiveis (SANSONE et al., 2011; VIDOVIC et al., 2014).

Diversos estudos com matrizes vegetais aplicam a maltodextrina, usado principalmente
como agente encapsulante de extratos, e para o incremento da solubilidade e de propriedades
tecnoldgicas. Sablania e Don Bosco (2018) evidenciaram em seu estudo de otimizacdo das
condicdes de secagem de Murraya koenigii que a maltodextrina apresenta-se como um eficiente
carreador do extrato, incrementando também a solubilidade e rendimento. Aguiere-Alonso e
colaboradores (2019) avaliaram produtos secos derivados de baunilha (Vanilla planifolia)
contendo tanto maltodextrina, quanto ciclodextrina e silica precipitada, na qual a maltodextrina
obteve o melhor desempenho na retencdo de substancias aromaticas e proporcionou elevados

rendimentos.

3.4.5 Goma Xantana

Goma xantana, ¢ um composto natural de alto peso que possui diversas aplica¢cdes no
desenvolvimento de produtos alimenticios, cosméticos e sistemas de liberacdo de farmacos
(GARCIA-UCHOA et al., 2000; KUMAR; RAO; HAN, 2018). Com boa solubilidade em agua,

biocompatibilidade e auséncia de toxicidade, a goma xantana possui uma estrutura polimérica
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primaria baseada em unidades repetidas de um pentasacarideo formado por duas unidades de
glicose, duas de manose e uma de acido glicurénico (GARCIA-UCHOA et al., 2000; ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; KUMAR; RAO; HAN, 2018).

Possui diversas aplicacBes como excipiente, dentre as principais estdo 0s usos como
estabilizante, gelificante, agente de viscosidade, suspensor e agente de liberacdo estendida. Isso
se deve as propriedades da goma, que possui a habilidade de formar solu¢Ges com elevada
viscosidade em baixas forc¢as de cisalhamento. A goma xantana pode ser usada em comprimidos
obtidos por compressao direta, embora em alguns casos possa ser reportada uma pequena erosao
no produto devido a deformacéao do polimero, que possui comportamento pseudoplastico. Além
disso, possui também propriedade aglutinante, o que pode ser vantajoso para a obtencdo de
formas farmacéuticas sélidas. A goma xantana pode ainda ser utilizada como excipiente em
processos de secagem por spray dryer e liofilizacdo, para a melhoria das propriedades fisicas
dos pos obtidos nestes processos (ROSALAM; ENGLAND, 2005; ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

3.5 SISTEMAS DISPERSOS

Dentre as formas farmacéuticas mais utilizadas encontram-se as emulsdes. Devido a sua
enorme versatilidade de aplicacdo em diversas vias de administracdo, além da ampla adesdo de
pacientes principalmente quando a via de administracao é topica. No que se refere a utilizacéo
desta forma para a incorporacdo de extratos secos derivados das folhas de Eugenia uniflora
destaca-se a viabilidade de incorporacéo, além do grande potencial antimicrobiano, cicatrizante
e antioxidante da espécie, sendo um promissor produto para a utilizacao terapéutica, bem como

a aplicacdo na cosmeética.

3.5.1 Emulsbes - generalidades

Sistemas dispersos consistem basicamente em uma fase dispersa (em forma de
particulas ou goticulas) em outra fase, que sera a fase continua, resultando em aerossois
(liquidos ou sélidos), coloides, suspensdes, espumas, emulsdes, suspensdes sélidas. Dentre 0s
sistemas dispersos mais comuns, estdo as emulsfes, que podem ser caracterizadas como
sistemas heterogéneos, produtos de misturas de dois ou mais liquidos imisciveis, geralmente de

6leo e 4gua, onde necessariamente um se apresenta na forma de goticulas finas (fase dispersa),
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e outro como uma fase continua (fase dispersante) (TADROS, 2013; PEREIRA; GARCIA-
ROJAS, 2015; ECCLESTON, 2016).

As emulsdes sdo termodinamicamente instaveis e para a manutencao do equilibrio entre
as fases € necessaria a presenca de um terceiro componente, um agente
estabilizante/emulsificante. Estes podem ser solidos finamente divididos, polimeros ou
tensoativos, e sdo responsaveis pela preservacao da miscibilidade das fases, atuando de forma
a diminuir a tensao interfacial entre os componentes, permitindo assim que o produto obtido se
mantenha estavel (GARCIA, 2009; FERREIRA et al., 2010; DAMASCENO et al., 2011,
MCCLEMENTS, 2011; TADROS, 2013; ECCLESTON, 2016).

As emulsdes tém destaque no campo farmacéutico, compondo uma parcela consideravel
das formulacdes liquidas e semissdlidas, devido a versatilidade de administracéo e aplicacdes
em sistemas de liberacdo prolongada e no transporte de farmacos por diversas vias. Além disso,
podem ser aplicados para resolver inimeros problemas farmacotécnicos, e para 0 incremento
de caracteristicas essenciais como solubilidade, dissolugdo e biodisponibilidade de alguns
farmacos (ZANON, 2010; DAMASCENO et al., 2011; ZORZI et al., 2015).

As emulsBes farmacéuticas podem ser tipo O/A (6leo em agua) e A/O (agua em 0Gleo).
As emulsdes O/A, sdo aquelas cujas goticulas de 6leo compdem a fase dispersa, e a agua a fase
dispersante. S&o formulacGes ndo oclusivas, e que por apresentarem como fase dispersante a
agua, sao mais indicadas para uso tépico. J& nas emulsfes A/O, a agua compde a fase dispersa
e 0 6leo a fase dispersante, sdo mais lipofilicas, geralmente sdo produtos viscosos e com elevada
aderéncia a superficie de aplicacdo (ECCLESTON, 2016).

Ainda podem existir emulsdes complexas, onde uma goticula de 6leo revestindo uma
goticula de 4gua podem estar suspensas em uma outra fase aquosa dispersante, resultando em
emulsdes multiplas A/O/A (&dgua-6leo-agua). Uma emulsdo multipla O/A/O (6leo-agua-6leo) é
homologa a emulsdo A/O/A, possuindo as fases inversas. Devido a complexidade estrutural das
goticulas, preparacbes deste tipo podem ser empregadas com frequéncia em sistemas de
liberacéo e agdo prolongada de farmacos (PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015; ECCLESTON,
2016).

Além disso, as emulsdes podem ser categorizadas de acordo com o tamanho de suas
goticulas, permitindo a separacdo em macroemulsdes, microemulsdes e nanoemulsdes. As
macroemulsoes sdo mais facilmente encontrados no mercado, e sdo definidas como “emulsoes
grosseiras” devido ao seu elevado tamanho de goticula (> 400 nm), possuem aspecto turvo e
coloracdo esbranquicada/amarelada. As nanoemulsfes sdo semelhantes as emulsdes comuns,

diferenciando-se pelo menor tamanho de goticula (entre 100-400 nm), possuem estabilidade
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cinética e coloracdo com reflexos azulados. Ja as microemulsdes, séo sistemas homogéneos,
termodinamicamente estaveis, e diferenciam-se dos outros sistemas pela sua transparéncia e
por apresentarem tamanho de goticula que varia de 5 a 140 nm (TADROS, 2013;
ECCLESTON, 2016; CALLENDER et al., 2017).

Um aspecto importante a ser considerado na obtengdo de emulsBes é a composi¢éo e a
selecdo das fases tem impacto na fase final, sendo relevantes os aspectos relacionados a
solubilidade do principio ativo na fase dispersa, via de administracéo, tipo de tensoativo, entre
outros (ECCLESTON, 2016).

Quanto a escolha do tensoativo, devem ser analisados: tipo de tensoativo (aniénico,
catiénico, ndo idnico etc.); se serdo usadas misturas destas substancias, além de dados sobre a
toxicidade. (ECCLESTON, 2016; CALLENDER et al., 2017). Para a selecdo do
tensoativo/mistura de tensoativos, é importante que seja o HLB (Hidrophilic-Lipophilic
Balance) seja levado em consideracdo. Esta é uma medida que determina o grau de
lipofilicidade ou hidrofilicidade do tensoativo. (TADROS, 2013; CALLENDER et al., 2017).

Além de emulsbes estabilizadas com tensoativos, também existem 0s sistemas
estabilizados por polimeros e particulas solidas finamente divididas, sendo denominados como
emulsdes livres de tensoativo ou emulsdes Pickering. Dentre as principais substancias
utilizadas para a estabilizacdo de emulsGes, encontram-se polimeros derivados da celulose
(hidroxipropilmetilcelulose - HPMC), polimeros com propriedades espessantes e gelificantes
(maltodextrina, goma xantana, goma arabica e outros polimeros naturais); além de particulas
solidas finamente divididas como argilas e derivados de silica (diéxido de silicio coloidal)
(ROSALAM; ENGLAND, 2005; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; LUNTER; DANIELS,
2012; SONG et al., 2015; ZHANG; ZHOU; YANG, 2015; MARTO et al., 2016).

A estabilizacdo de emulsdes por particulas solidas ocorre pela diferenca de
afinidade/molhabilidade das particulas solidas com os liquidos componentes do sistema. Esta
caracteristica permite uma dupla molhabilidade, que proporciona o acimulo espontaneo das
particulas na interface liquido-liquido, estabilizando as goticulas do sistema por exclusdo de
volume e impedimento estérico. A eficicia da estabilizagdo dessas emulsbes depende do
tamanho, forma, concentracdo, molhabilidade e interacGes entre as particulas aderidas na
superficie das goticulas da fase dispersa (MARTO et al., 2016).

Quando os sistemas sdo estabilizados por polimeros (primariamente solUveis ou
dispersiveis em agua), a estabilizacdo ocorre pelo aumento da viscosidade da fase dispersante

(devido a presenca do polimero), produzindo uma prote¢do ao sistema atraves da diminuicéo
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da colisdo entre as goticulas e resultando na estabilizacdo do sistema (LUNTER; DANIELS,
2012).

As emulsdes Pickering tém sido utilizadas para como alternativa para a utilizacao de
sistemas convencionais visto que apresentam maior resisténcia a fendbmenos de instabilidade
como coalescéncia e maturacdo de Ostwald, além de possibilitarem a formacéo de sistemas com
goticulas de tamanho elevado mais estaveis (MARTO et al., 2016). Além disso, apresentam
boa tolerancia e baixa toxicidade, sendo uma vantagem sobre sistemas estabilizados por
tensoativos, que podem apresentar toxicidade, baixa tolerancia fisiologica e irritabilidade na
administracdo (ALWADANI; FATEHI, 2018).

3.5.2 Estabilidade das emulsées e métodos de avaliacdo

Um ponto critico para o desenvolvimento de emulsdes é a determinagdo de sua
estabilidade, visto que a maioria destes sistemas sdo termodinamicamente instaveis, sendo
necessario a monitoracdo de quaisquer fendmenos ou alteracdo nas caracteristicas fisicas do
produto durante os estudos de pré-formulacdo. A estabilidade fisica de uma emulsdo é
determinada auséncia de fendmenos relacionados ao comportamento das goticulas, como:
cremeacdo, sedimentacdo, floculagdo, coalescéncia, inversdo de fases e separacdo de fases
(Figura 4); normalmente atreladas a concentrac@es equivocadas dos componentes, tensoativos
incompativeis, problemas na homogeneizacdo, distribuicdo dos tamanho de goticulas,
densidade e forma de armazenamento (TADROS, 2013; ECCLESTON, 2016).



Figura 4 - Representacdo esquematica de emulsdes e seus processos de instabilidade.

Cremeacéo

Sedimentacéo .
Floculacdo

Maturacdo de Ostwald

Coalescéncia

Fonte: Adaptado de Tadros, 2013.
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Para avaliar a estabilidade de emulsGes geralmente sdo utilizadas diversas metodologias.
A andlise de caracteristicas visuais & simples e rapido de verificar a presenca de
incompatibilidades relacionadas as forcas gravitacionais e centrifugas, como a sedimentacao e
cremeacdo (HU et al., 2017).

Para a visualizacdo de outros fen6menos de instabilidade pode ser aplicada a anélise
microscopica. A microscopia possibilita a visualizacéo de distribui¢do e dimencéo das goticulas
de um sistema disperso, evidenciando quando o sistema possui distribuicdo homogénea e
quando possui fendmenos de instabilidade como a presenca de floculados, creme, sedimentos
e coalescéncia (HU et al., 2017).

As caracteristicas das cargas elétricas da superficie das goticulas de um sistema
também possuem importancia em relacdo a estabilidade da emulsdo. A magnitude e o sinal das
cargas derivam das caracteristicas iniciais do préprio sistema emulsificante, entretanto,
normalmente estas cargas sdo sensiveis ao pH e as substancias presentes no meio. A
mensuracdo das cargas é importante devido aos fendmenos floculagdo e coalescéncia, que
possuem influéncia de cargas eletrostaticas e de repulsdo para acontecerem. Para mensurar as
cargas pode ser utilizada técnica microeletroforética (BHATTACHARJEE, 2016; HU et al.,
2017), que mensura as caracteristicas das superficies das goticulas baseadas na velocidade e
direcdo que estas se movimentam quando um campo elétrico é aplicado (BHATTACHARJEE,
2016; HU et al., 2017).

Estas medidas sdo realizadas para determinar o potencial Zeta, que € geralmente a
diferenca do potencial das cargas da dupla camada elétrica de particulas eletroforeticamente
maveis e a fase dispersante ao redor (BHATTACHARJEE, 2016). Os valores de resultantes de
potencial Zeta comumente sdo associados a estabilidade de sistemas dispersos, onde valores
obtidos nas faixas de + 0—-10 mV, + 10-20 mV, + 20-30 mV e > £ 30 mV sio considerados
altamente instaveis, moderadamente instaveis, moderadamente estaveis e altamente estaveis,
respectivamente (BHATTACHARJEE, 2016).

Outro parametro utilizado € a turbidez, uma medida simples que avalia capacidade
Optica do sistema, onde quanto mais goticulas intactas existem no sistema, maior sera o
espalhamento da radiacéo, e, portanto menor sera a luz incidida no detector, resultando numa
elevada turbidez. As respostas obtidas por essa andlise sdo frequentemente associadas a
aparéncia da emulsdo, sendo comumente associadas com as analises macroscopicas. A
turbidimetria pode ser mensurada com a utilizagéo de espectrofotémetros, através de medidas
de absorbancia e transmitancia das emulsdes, utilizando leituras em cubetas de quartzo nas
regides do visivel (entre 380 e 780 nm) (HU et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365916303832#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365916303832#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365916303832#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365916303832#!

51

Os ensaios abordados anteriormente expdem as formulacGes & condi¢fes que possam
levar as incompatibilidades farmacéuticas comuns & emulsdes, como cremeagdo e
sedimentacdo. Adicionalmente, podem ser aplicados métodos que simulam as condicfes de
armazenamento extremo e transporte, como ciclos gelo-degelo e centrifugacdo (SILVA-
JUNIOR et al., 2012; BOUYER et al., 2012).

Por fim, ensaios acelerados e de longa duragdo devem seguir protocolos oficiais, bem
como as normas estipuladas pelas agéncias reguladoras, apresentando em suas metodologias as
defini¢cdes requeridas de acondicionamento, temperatura e umidade que permitam a avaliacao

do tempo de vida til do produto.

3.5.3 Métodos para a obtencédo de emulsbes

A obtencdo de emulsGes necessita além dos componentes (fase aquosa e oleosa, agente
estabilizante), da adigc&o de energia mecénica suficiente para modificar a interface e produzir
goticulas que estardo dispersas na fase externa. Esta energia sera responsavel pela desrupcéo,
misturando os componentes e formando as goticulas de tamanho reduzido. Para
macroemulsdes, normalmente sdo utilizados homogeneizadores de alta rotagdo; para obter
nanoemulsdes e microemulsdes, € necessaria a utilizacdo de homogeneizadores de alta energia
(TADROS, 2013). Diversos aparatos podem ser usados para estas preparacGes, como
misturadores estaticos, ultraturrax, moinhos coloidais, homogeneizadores de alta pressdo e
aparelhos de ultrassom (MOLLET; GRUNBENMANN, 2001; TADROS, 2013).

A desrupcdo é uma etapa critica na producao de emulsdes, e a eficiéncia deste processo
determinaré a estabilidade do sistema, visto que a estabilidade esta diretamente relacionada com
o tamanho e a distribuicdo de goticulas. Assim, o tipo de homogeneizador deve ser avaliado
com cuidado no desenvolvimento de formulacdes. Em escala laboratorial, os mais utilizados
séo ultraturrax, moinhos coloidais e sondas ultrassonicas. Tanto ultraturrax quanto moinhos
coloidais sdo do tipo rotor-estator, e 0 uso normalmente é limitado a macroemulsGes
(MOLLET; GRUNBENMANN, 2001; TADROS, 2013).

As sondas ultrassonicas possibilitam a formacdo de emulsGes através do fendmeno de
cavitacdo gerado a partir da introducdo de ondas ultrassénicas nos liquidos a serem
homogeneizados. A eficiéncia do processo de emulsificacdo depende de fatores como
quantidade de energia irradiada, poténcia, proporcdo dos componentes da formulacdo e

caracteristicas do 6leo. Quanto maior a poténcia, maior a energia inserida no sistema, e,
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menores serdo as goticulas resultantes, proporcionando assim a formagdo de um sistema
disperso de maior estabilidade (SILVA et al., 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes, solventes, padrdes e excipientes

Solventes: acetona (Cinética®), etanol (Cinética®), metanol (Cinética®), metanol grau
HPLC (Tédia®; JTBaker®), acido trifluoroacético, acido formico (Vetec®), &cido acético
(Dinamica®), acetato de etila (Dindmica®), tolueno (Cinética®), acido cloridrico (Dinamica®),
miglyol 812.

Reagentes: Cloreto de aluminio (Neon®), carbonato de sddio (Dinamica®),
polivinilpirrolidona (PVP), caseina, p6 de pele, Folin Ciocalteau (Dinamica®).

Padrdes: Acido galico (Sigma®), acido elagico (Sigma®), rutina (Merck®), miricitrina
(Sigma®), quercetina (Merck®), B-sitosterol (Sigma®), D-maltose, D-frutose (USP).

Excipientes: Dioxido de silicio coloidal, celulose 101, maltodextrina, goma xantana,

lactose (spray dryed), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).

4.1.2 Vidrarias e materiais complementares

Vidrarias: Pesa-filtros, cadinhos de porcelana, dessecadores, baldes de fundo redondo
de 250, 500 e 1000 mL, baldes volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 250 mL, pipetas volumétricas
de 0,5 - 10,0 mL, béqueres 50 - 1000 mL, erlenmayers de 50 - 1000 mL.

Materiais complementares: pipetas automaticas de 25-250 e 100-1000 pL (Brand®),
cuba cromatografica (Camag®), seringas de 5 mL, filtros de seringa PVDF 0,45 pum (Macheray-
Nagel®), papéis de filtro (comum e quantitativo), pincas, espatulas, pipetadores, ponteiras azuis

e amarelas, placas cromatograficas para CCD (Macheray-Nagel®) e CCDAE (Merck®).
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4.2 METODOS

4.2.1 Obtencéo, Identificacdo e Tratamento do Material Vegetal

O material vegetal composto das folhas de E. uniflora amostras foi coletado em
Igarassu, Pernambuco, Brasil (Lat.: 7,8278180; Long.: 34,918168) e identificadas, sendo
depositada sob 0 numero de tombamento de 91670 no herbario Dardano de Oliveira do Instituto
Agrondmico de Pernambuco. O acesso ao material foi cadastrado Sistema Nacional de Gestédo
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (Sisgen) sob ndmero
A449575. O material foi estabilizado em estufa de circulagio de ar (Mod. 82/480, Lucadema®)
durante 48 h a 40 °C. Em seguida, as folhas foram trituradas em moinho de facas (Mod. Willye
TE-680, Tecnal®) em seguida foram caracterizadas de acordo com a Farmacopeia Brasileira 62
Ed. (BRASIL, 2019).

4.2.1.1 Caracterizacdo do material vegetal

A material vegetal foi caracterizado empregando Métodos Gerais em Farmacognosia
de acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 Ed. (BRASIL, 2019). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (desvio

padrdo relativo).

a) Determinacdo de matéria estranha

Cerca de 50 g do material vegetal foram espalhadas em uma fina camada sobre uma
superficie coberta com papel, e a partir da técnica de quarteamento, 0s materiais estranhos as
amostras foram separados manualmente. Inicialmente a olho nu e, em seguida com o auxilio de
lente de aumento (cinco a dez vezes). O material separado foi pesado e com base no peso da
amostra submetida ao ensaio, foi calculada a porcentagem de matéria estranha em porcentagem

de massa.
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b) Determinacdo de teor de umidade

Amostras com 1 g do material vegetal foram pesadas em balanca de infravermelho
(Mod. ID50, Marte®) e submetidas a dessecacdo a 105 °C até que variagdes de no minimo

0,03% no peso do material ndo fossem detectadas em um intervalo de 60 segundos.

c) Determinacdo do teor de cinzas

Amostras contendo 3,0 g do material vegetal foram transferidas para cadinhos de
porcelana previamente calcinados, arrefecidos e pesados. As amostras foram incineradas em
mufla por 3 horas, mantendo-se a temperatura de 600 °C. Em seguida foram arrefecidos por 30

minutos em dessecador e pesados.

d) Andlise granulométrica por tamisagao

Amostras de 25 g do material vegetal foram submetidas a passagem através de tamises,
previamente pesados e tarados, com abertura de malha 850, 600, 425, 250 e 125 pum. A
tamisacao foi realizada em tamisador (Bertel®) ajustado a 60 vibragdes por segundo durante 15

minutos.

4.2.2 Otimizacao do Processo Extrativo

4.2.2.1 Preparacao dos extratos e aplicacdo simplex centroide para planejamento de misturas

As solucdes extrativas foram preparadas a partir do método de turbo extracao, utilizando
um rotor de alta velocidade (LAR.2, Metvisa®). O procedimento foi realizado utilizando o
material vegetal na proporcao droga: solvente 10% (p/v), em 4 ciclos de 30 segundos, com
intervalos de 5 minutos.

Nesta etapa foram avaliados sistemas de solventes determinados por metodologia
simplex centroide para planejamento de misturas para quatro componentes. Foram usados como
liquidos extratores: agua, metanol, etanol e acetona em suas formas puras, bem como em

misturas binarias, ternarias e quaternarias (Tabela 1), sendo obtidos 15 extratos.
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Tabela 1 - Proporcdo de solventes utilizados para cada sistema de extracdo obtido.

Extrato H20 MeOH EtOH Acetona
1 1 0 0 0

2 0 1 0 0

3 0 0 1 0

4 0 0 0 1

5 0,5 0,5 0 0

6 0,5 0 0,5 0

7 0,5 0 0 0,5
8 0 0,5 0,5 0

9 0 0,5 0 0,5
10 0 0 0,5 0,5
11 0,333 0,333 0,333 0
12 0,333 0 0,333 0,333
13 0,333 0,333 0 0,333
14 0 0,333 0,333 0,333
15 0,25 0,25 0,25 0,25

Onde: H,0: Agua; MeOH: Metanol; EtOH: Etanol. 1: Solvente a 100%:; 0,5: Solvente 50%; 0,333: Equivale a um
terco do solvente e 0,25: Equivale a um quarto do solvente.
Fonte: Autoria propria.

Apos a execucdo de todos os ciclos, as solugdes extrativas foram filtradas sob vacuo e
armazenadas em frascos ambar sob resfriamento até a realizacdo de todos os ensaios de
caracterizacdo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos

em média + desvio padrao (desvio padrao relativo).

4.2.2.2 Caracterizacdo dos Extratos

A caracterizagdo dos extratos consistiu na avaliagdo das variaveis: residuo seco e, teor
de marcadores (flavonoides e taninos, por espectrofotometria no ultravioleta-visivel e
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE), utilizando metodologias previamente
desenvolvidas e validadas (RAMOS et al., 2017; BEZERRA et al., 2018), e a medida de
eficiéncia de extragdo (CUNHA et al., 2009). Estas variaveis de resposta foram analisadas

isoladamente e usadas para a determinagdo do modelo. Também foram obtidos os fingerprints
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por CLAE e cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia (CCD-AE) para andlise
qualitativa dos perfis quimicos dos extratos.

a) Determinacéo de residuo seco

O residuo seco foi determinado em balanca de infravermelho. Foram utilizados 5 mL
de cada solucdo extrativa, levadas a dessecacdo sob temperatura de 130 + 2 °C até que variagédo

de massa minima de 0,03% deixasse de ocorrer no intervalo de 30 segundos.

b) Determinacéo do teor de flavonoides totais por espectrofotometria UV-Vis

Para determinar o teor de flavonoides totais foi utilizada a metodologia de complexacédo
com cloreto de aluminio (AICIs3) validada para droga vegetal e extratos brutos de E. uniflora
por Ramos e colaboradores (2017). Na aplicagdo deste método, foram realizadas adaptacdes no
que concerne as diluicdes das amostras. Para as analises, aliquotas de 5 mL das solucdes
extrativas foram diluidas em balBes volumétricos de 25 mL com etandlica 50% (v/v),
originando as Solugdes Estoque para Flavonoides Totais (SEFT). Em seguida, 5 mL das SEFT
foram transferidos para balGes volumétricos de 25 mL, onde foram adicionados 2 mL de AICls
5% em metanol para a complexacdo. O volume foi aferido com solucéo etanélica 50% (Solucéo
Amostra - SAFT). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Mod. AJX-1900, Micronal®)
apos 25 minutos de reagdo com AICIs, no comprimento de onda de 410 nm. A solucdo amostra
sem adicdo de AICI3 foi usada como solugéo branco (SB).

O teor de flavonoides totais foi expresso em m/m% de rutina e foi calculado pela
equacao:

A XFD

1%
m X Ej o,

TFT =

Onde: TFT — teor de flavonoides totais; A — absorvancia lida; FD — fator de diluicdo; m — massa da matéria prima

(9); EL% ,— absorcéo especifica do complexo rutina (259,4).
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C) Determinacgéo do teor de taninos totais por espectrofotometria UV-Vis

A determinacdo do teor de taninos totais foi realizada a partir do método de Folin-
Ciocalteau através de procedimento validado para a espécie por Bezerra (2016) onde foram
doseados os polifenois totais e os polifenois ndo adsorvidos utilizando polivinilpirrolidona
como agente complexante. Para a determinacédo de polifenois totais (PFT), aliquotas de 1 mL
das solucbes extrativas foram diluidas em baldes volumétricos de 25 mL utilizando agua
destilada, resultando nas Solug6es Estoque para Taninos Totais - SETT. 0,5 mL de cada SETT
foram transferidos para balGes volumétricos de 25 mL, contendo de 1 mL do reagente Folin-
Ciocalteau e 10 mL de &gua destilada. O volume foi aferido com solu¢édo de carbonato de sédio
(Na2C0O3) 10,75% (p/v). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro apos 15 minutos da
adicdo do ultimo reagente no comprimento de onda de 780 nm (A1l).

Para analise dos polifenois ndo adsorvidos (PNA) ou fracdo ndo tanante (FNT) foi
utilizado o método de complexacdo com macromolécula (polimero) para remocao dos taninos
do meio. Neste sentido, foram transferidos 10 mL das SETT para erlenmeyers de 50 mL, onde
foram adicionados 150 mg de polivinilpirrolidona (PVP). Essa mistura foi levada a agitacédo
magnética por 30 minutos em agitador multiplo (Mod. RO15 POWER, IKA®), sendo filtrada
através de papel de filtro ao final. Em seguida, foram retirados 0,5 mL do filtrado, adicionados
1 mL do reagente Folin-Ciocalteau, 10 mL de agua destilada e o volume foi aferido com
carbonato de sodio (Na2COz) 10,75% (p/v). As leituras foram realizadas apds 15 minutos apds
a adicdo da solucao de carbonato de sédio no comprimento de onda de 780 nm (A2).

Para a andlise do padrdo, foram preparadas solu¢des de acido galico em &gua destilada,
sob concentracdo de 1 mg/mL, resultando na solucdo estoque de acido galico (SEAG). Em
seguida, aliquotas da SEAG foram transferidos para baldes volumétricos de 25 mL, contendo
de 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau e 10 mL de &gua destilada. O volume foi aferido com
solugdo de carbonato de sodio (Na2COs) 10,75% (p/v). As leituras foram realizadas ap6s 15
minutos da adi¢do do ultimo reagente no comprimento de onda de 780 nm (A3).
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O teor de taninos totais foi calculado pela equacéo:

T_FDx(Al—AZ)Xm1
- m, X A3

Onde: TT: Taninos Totais; FD: Fator de Diluicdo; Al: Absorvancia amostra polifenois totais; A2: Absorvancia
para polifenois ndo adsorvidos; A3: Absorvancia solugdo padrdo; mi: massa do padréo; m2: massa da droga/extrato

bruto considerando a perda por dessecacdo.

d) Avaliacdo da eficiéncia de extracdo

A medida da eficiéncia de extracdo foi determinada através da relagdo entre os teores
das classes de metabdlitos de interesse (flavonoides e taninos), e os teores de sélidos totais

(residuo seco) obtidos para os extratos, de acordo com a equacéo abaixo (CUNHA et al., 2009).

T

EE = —
RS

Onde: EE: Eficiéncia da Extracdo; = T: teor de marcadores (taninos ou flavonoides); RS: Residuo seco.

e) Determinacdo dos teores de acido galico, acido elagico, flavonoides e aquisicdo de

fingerprint por CLAE

As andlises foram realizadas segundo metodologia de Bezerra e colaboradores (2018).
As condic¢des cromatograficas foram conduzidas em cromatografo (Mod. Ultimate 3000,
Thermo Fisher Scientific®), equipado com bomba binaria (Mod. HPG3x00RS, Thermo Fisher
Scientific®), um degaseificador e auto-amostrador munido com loop de 20 puL (Mod. ACC-
3000, Thermo Fisher Scientific®) e acoplado a detector de arranjo de fotodiodos (Mod. DAD -
3000; Thermo Fisher Scientific®). Para a anélise e processamento dos dados, foi utilizado o
software Chromeleon 6.8 (Dionex, Thermo Fisher Scientific®, USA). Os comprimentos de onda
determinados foram de 254 nm, 270 nm e 350 nm. As analises foram efetuadas utilizando
coluna Cis (250 mm x 4.6 mm i.d., tamanho de particula 5 pm) da Dionex® equipada com pré-
coluna (C18, 4 mm x 3.9 um, Phenomenex®). As analises foram conduzidas em forno de coluna
sob temperaturas de 21 + 2 °C. A fase mdvel foi constituida de agua ultrapura (A) e metanol
(B), ambas acidificadas com 0.05% acido trifluoracético (TFA), sob fluxo ajustado para 0.8
mL/min. Foi realizado um método em gradiente seguindo as propor¢ées: 0—10 min, 10-25% B;
10-15 min, 25-40% B; 15-25 min, 40-70% B; 25-30 min, 75% B; 30-31 min, 75-10% B.



60

Para estas analises, 500 puL de cada solug¢do extrativa foram transferidas para baldo
volumétrico de 25 mL e o volume aferido com &gua ultrapura (Purelab Classic UV, Elga®). Em
seguida as amostras foram filtradas atraves de membrana PVDF diretamente para os vials. Os
resultados em teores foram expressos em %m/m das substancias pesquisadas de acordo com a

equacéo:

Cp x AA

X FD x 100
Ap Xm

Em que: Cp = concentracdo do padrdo em g/mL (pureza dos padrdes, 98%); Ap = area do padrdo; AA = area da

amostra; m = massa da amostra, considerando a perda por dessecagéo; FD = fator de diluicéo.
f) Fingerprint por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia CCD-AE

Placas de silica gel 60-F2s4 com particulas de 5-6 pm (Merck®) para CCD-AE foram
usadas para estas andlises. As amostras foram aplicadas com auxilio de equipamento semi-
automatico (Mod. Linomat V, Camag®) controlado pelo software Wincats® (Camag®). Foram
aplicados 30 puL. das amostras em bandas com largura de 10 mm e espago entre as bandas de 5
mm. Os cromatogramas foram desenvolvidos em cuba de vidro (20 cm x 10 cm, Camag®) ap6s
saturacdo por 30 minutos com a fase movel 90:5:5 (acetato de etila: acido férmico: agua; v/iv/v).
Ao final, as placas foram derivatizadas com reagente natural A (NEU + PEG) e avaliadas sob
UV em 366 nm. A observacdo das placas sob luz UV e aquisi¢do das imagens foi realizada
utilizando MultiDoc-It Imaging System® (Model 125, UVP®) com cdmera Canon (Mod. Rebel
T3 EOS 1100 D, Cannon®) acoplada e através de software UVP® (BEZERRA et al., 2018).

4.2.2.3 Otimizacao de Método Extrativo através de Planejamento Fatorial

Ap0s a avaliacdo do sistema de solventes mais vantajoso, 0 processo de extragéo foi
também foi otimizado. Foi realizado um planejamento fatorial 32, utilizando como variaveis de
entrada diferentes proporcdes de droga (5, 10 e 15%, p/v) e métodos extrativos (banho maria
sob refluxo (Banho maria, Mod. LUCA-150/24/D, Lucadema Cientifica®), ultrassom (Sonda
ultrassénica, Mod. Eco-sonics QR500 (500 Watts), Ultronique) e turbolise.
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4.2.2.4 Andlise dos Dados

Ap0s a realizacdo de todos os ensaios, os dados obtidos pelo planejamento fatorial e
simplex centroide foram analisados com auxilio dos softwares Statistica 8 (Statsoft®) e Minitab
17 (Minitab®).

4.2.3 Producéo, otimizacao e caracterizacdo de Extratos Secos

4.2.3.1 Secagem por aspersdo (Spray Drying)

Para a obtencdo dos extratos secos, foi preparado um grande volume do extrato nas
condicdes otimizadas: método de turboextracdo, utilizando a mistura de agua: metanol: etanol:
acetona (46:13:18:23, v/v/v/v) como liquido extrator e 5% de droga vegetal, na proporcao
droga:solvente. Os processos de secagem foram realizados em spray dryer (Mod. MSD 1.0,
LabMaqg®), utilizando o extrato nativo, e 0 mesmo incorporado com diferentes adjuvantes para

melhorar as propriedades fisicas do produto seco.

a) Incorporagédo dos adjuvantes

Para a incorporacdo dos adjuvantes, foi realizada a analise do teor de sélidos da solucéo
extrativa para a determinacdo da massa de adjuvante a ser incorporada nas solucfes. Apds a
determinacdo do teor de residuo seco, em balanca de infravermelho (item 4.2.2.1), os adjuvantes
dioxido de silicio coloidal, celulose microcristalina, maltodextrina, lactose e goma xantana
foram incorporados individualmente na proporcdo de 10% em relacdo ao total de sélidos
presentes no extrato. A incorporacdo foi realizada através de agitacdo mecanica com auxilio de
agitador magnético, com inicio uma hora antes da secagem. O processo de agitacdo foi mantido
durante todo o processo para garantir a homogeneidade da solugdo durante a secagem.

b) Obtencdo de extrato seco

A secagem do extrato foi realizada em spray dryer (Mod. MSD1.0, Labmag®), cujas
condicBes operacionais foram: temperatura de entrada 140 °C e de saida aproximadamente 110
°C; vazdo da alimentacédo de 0,6 L/min; fluxo de ar no aspersor a 40 L/min e velocidade de

corrente de ar quente igual a 1,65 m3/min.
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4.2.3.2 Caracterizagdo de extratos secos

Ap0s secagem, 0s extratos foram caracterizados quanto aos parametros de rendimento,
teor de umidade residual, teores de polifenois (taninos e flavonoides) por espectrofotometria
UV-Vis e CLAE e propriedades tecnoldgicas: angulo de repouso e densidades brutas e

compactadas.

a) Avaliacdo de Rendimento

O rendimento em massa dos extratos foi calculado de acordo com a comparagéo entre o
peso final do extrato seco e a massa esperada para o volume submetido a secagem, de acordo

com o seu teor de sélidos, considerando a massa de adjuvante, quando aplicavel.

b) Teor de umidade residual

Amostras com 1 g dos extratos secos foram pesados em balanca de infravermelho e
submetidas a dessecacgdo a 105 °C até que variagdes de no minimo 0,03% no peso do material
nédo fossem detectadas em um intervalo de 60 segundos.

c) Doseamento de polifenois por espectrofotometria UV-Vis e CLAE

Foram preparadas solucdes de concentracdo de 1 mg/mL dos extratos secos por aspersao
(ESA), gerando as solucdes estoque. Estas solucGes foram submetidas aos procedimentos
descritos nas sec¢des anteriores para determinacdo do teor de flavonoides totais e taninos totais
por espectrofotometria e de 4&cido galico, acido eldgico e miricitrina por CLAE,

respectivamente.

d) Determinacgdo de tamanho de particula

O tamanho das particulas foi determinado de acordo com o didmetro de Ferret. A
determinacdo do tamanho médio a partir da medicdo de 1500 particulas para amostra em
microscopio ptico (Lumen®), e a distribuicdo granulométrica dos pos foi realizada através da

andlise das frequéncias e histogramas.
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e) Determinagédo do angulo de repouso

O angulo de repouso foi determinado através do escoamento de 8 g dos extratos secos
por funil (didmetro interior de 1 cm; superior de 10 cm; e altura de 17 cm), que ao final, foram
recolhidos em uma placa de Petri com didmetro de 15 cm. Apés o escoamento, com auxilio de
régua, foram determinadas a altura e o raio da base do p6 escoado. O angulo de repouso foi

calculado de acordo com a equacao:
h
taga = —
g r

Em que: h = corresponde a altura do cone formado pelo po; r = corresponde a base do cone formado pelo p6.
f) Determinacgéo de densidade bruta e compactada

As densidades bruta e compactada foram determinadas com o auxilio de aparelho Tap
Density (Mod. 50-1200, Vankel®). 3 g dos extratos foram pesados e transferidos
cuidadosamente, para evitar a compactacao, para provetas de 50 mL de volume. As provetas
foram acopladas ao equipamento e submetidos a trés diferentes valores de quedas (10, 500 e
1250) para promover a compactacdo. Os volumes foram aferidos antes de submeter os extratos
as quedas, e ao final de cada programacdo. Ao final foram calculadas as relacGes entre o peso

e 0s volumes obtidos antes e ap6s a compactacao.
) indice de Compressibilidade de Carr e Fator de Hausner

O indice de Carr e o Fator de Hausner foram calculados a partir das densidades

compactadas obtidas para os extratos, segundo as férmulas:
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Fator de Hausner

DC
FH = DI
indice de Carr
DI — DC
C = D—C x 100

Onde: DI = Densidade Inicial e DC = Densidade Compactada.

4.2.3.3 Otimizagdo do processo de obtencéo dos produtos secos

4.2.3.3.1 Avaliacao das condicdes de secagem por aspersao

As condicdes do processo de secagem foram avaliadas através de ensaio fatorial 22 com
adicdo de dois pontos centrais, onde foram avaliados os fatores temperatura (T °C), vazéo (L/h)

e velocidade de fluxo de ar quente (m3/min).

Tabela 2. Parametros, fatores e variaveis modificadas em ensaio fatorial 23.

Variaveis Codificadas Variaveis Naturais
Extrato T (°C) V?E? ’ (rrl:’o!yr;](?n) T(0) V?E? ’ (nﬁ:fr;(?n)
1 0 0 0 150 0,5 1,55
2 0 0 0 150 0,5 1,55
3 - - - 140 0,4 1,45
4 + + + 160 0,6 1,65
5 + + - 160 0,6 1,45
6 - + + 140 0,6 1,65
7 + - - 160 0,4 1,45
8 - - + 140 0,4 1,65
9 - + - 140 0,6 1,45
10 + - + 160 0,4 1,65
a) Avaliacgéo das condicGes de secagem da concentracdo de adjuvante

A concentracdo de adjuvantes foi determinada através da secagem do extrato de pitanga
utilizando 3 diferentes concentragfes de adjuvante. As secagens das formulagbes foram

realizadas em spray dryer, cujas condig0es operacionais foram: temperatura de entrada 140 °C
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e de saida aproximadamente 110 °C; vazao da alimentacg&o de 0,6 L/min; fluxo de ar no aspersor
a 40 L/min e velocidade de corrente de ar quente igual a 1,65 m3/min.

b) Avaliagéo de misturas de adjuvantes

Para a avaliacdo das misturas de adjuvantes, foi utilizado o planejamento simplex
centroide de trés componentes, utilizando os adjuvantes que obtiveram os melhores
desempenhos no ensaio de viabilidade de adjuvantes de secagem: dioxido de silicio coloidal
(DSC); celulose microcristalina e goma xantana.

Foram realizadas 7 secagens de extratos com adjuvantes incorporados na proporc¢éo de
15% do teor de residuo solido da solucdo extrativa. Para a obtencdo dos diferentes produtos,
estes 15% dos adjuvantes selecionados foram incorporados ao extrato individualmente (100%),
e em misturas binarias (50:50%) e ternérias (33,33:33,33:33,33%) (Tabela 3).

As secagens das formulacGes foram realizadas em spray dryer, cujas condigdes
operacionais foram: temperatura de entrada 140 °C e de saida aproximadamente 120 °C; vazdo
da alimentacéo de 0,4 L/min; fluxo de ar no aspersor a 40 L/min e velocidade de corrente de ar
quente igual a 1,45 m3/min.

Tabela 3 - Tabela de planejamento de misturas de adjuvantes para planejamento simplex centroide de misturas.

Extrato DSC (Aerosil) Celulose Microcritalina Goma Xantana
1 1 0 0

2 0 1 0

3 0 0 1

4 0,5 0,5 0

5 0,5 0 0,5

6 0 0,5 0,5

7 0,333 0,333 0,333

Onde: DSC: Dioxido de silicio coloidal; 1: Adjuvante a 100%; 0,5: Adjuvante a 50%; 0,333: Equivale a um terco
da proporgéo de adjuvante.
Fonte: Autoria propria.



66

4.2.3.4 Fracionamento e Analise fitoquimica do extrato seco

4.2.3.4.1 Obtencao das fracGes acetato de etila e aquosa

Ap0s a producgdo dos extratos e de sua caracterizagdo fisico-quimica, foi realizado o
fracionamento, para aumentar a concentracdo das substancias fenolicas. Cerca de 10,0 g do
extrato seco (sem adjuvante) foram reconstituidos em 100 mL de adgua destilada. Em seguida a
solucdo aquosa foi particionada com 100 mL acetato de etila. O processo foi repetido até a
saturacdo, totalizando 10 particGes. As fracOes organicas foram reunidas e concentradas para
total eliminagdo do solvente, congeladas e liofilizadas (Mod. L101, Liotop®). Ao final, o
procedimento resultou nas seguintes fracfes: acetato (FAc), aquosa (FAQ) e numa emulsdo na

regido de interface que foi concentrada, congelada e liofilizada separadamente (FI).

4.2.3.4.1 Anélise fitoquimica do extrato e das fracoes

O extrato seco por aspersdo e suas fracdes enriquecidas foram caracterizados, por CCD
para as substancias comumente detectadas na espécie, através da aplicacdo manual das amostras
e empregando os sistemas eluentes e reveladores propostos por Wagner e Bladt (1996) e
descritos no Quadro 1.

Quadro 1 - Sistemas cromatograficos, reveladores e padrfes utilizados para andlise do perfil fitoquimico do
extrato bruto e fracfes enriquecidas de E. uniflora.

Metabolitos Sistema de eluicéo Reveladores PadrGes
Acucares redutores AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0* Timol D-frutose
Flavonoides AcOEt:CH3COOH:H,0? NEU Quercetina/Rutina
. . Li .
Triterpenos/Esteroides Tolueno: AcOEt® lebermann B-Sitosterol
Buchard
. Li .
Saponinas AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0* \ebermann Saponina
Buchard
Taninos Condensados AcOEt:CH;COOH:H,0? VvC Catequina
. e I Aci ali aci
Taninos hidrolisaveis AcOEt:CH;COOH:H20? ) C oreto cido ga/ coe acido
férrico/ NEU elagico
. A ACcOEt:CH3;CHOHCH3:AcOH Antraquinona/
Derivados Antracénicos > . ’ HNOs/KOH qu!
‘H0 Senosideo
Derivados Cindmicos AcOEt:CH;COOH:H,0? NEU Acido Cafeico

1100: 11: 11: 27 viv; 290:5:5 v/v; ® 90:10 v/v; “40:42:30:1 AcOEt — Acetato de etila; HCOOH — Acido férmico;
AcOH — Acido Acético; H,O — Agua; CH;CHOHCH; - Isopropanol NEU — &cido etilborilaminoéster; VC —
Vanilina Cloridrica; HNO3z — acido nitrico; KOH: hidrdxido de potassio.

Fonte: Adaptado de Wagner e Bladt (1996).
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Ap0s a caracterizacdo fitoquimica, foi obtido o fingerprint do extrato seco por aspersao
e de suas fracOes através de CCD-AE, seguindo 0 mesmo procedimento descrito anteriormente

na sessao 4.2.2.2f.

4.2.4 Estudos de pré-formulacao e caracterizacdo de Sistemas Dispersos para a
Veiculagio de Extratos das Folhas de Eugenia uniflora L.

Para o desenvolvimento de formas farmacéuticas liquidas e semissolidas, foram
realizados ensaios de pré-formulacdo de sistemas dispersos para a veiculacdo dos extratos de
E. uniflora, onde foram avaliadas as condi¢cGes de composicdo e preparacdo, além da

caracterizacdo dos produtos obtidos.

4.2.4.1 Construcao de diagrama de fases pseudo-ternarios

Para determinar a composi¢éo dos sistemas emulsionados e 0 comportamento das fases,
foram obtidos diagramas pseudo-ternarios, construidos a partir de dois métodos de obtencéo
(ultraturrax — IKA® e sonda ultrassénica — Ultronique®). As emulsdes foram obtidas através das
fases: oleosa, composta por triglicerideos de cadeia média de &cido caprilico (Miglyol 812%) e
Span® 80; e aquosa, composta por agua destilada e Tween® 20.

Os sistemas de dispersdo foram preparados utilizando diferentes proporcoes
6leo/tensoativo, seguindo a razdo 1:9 a 9:1, partindo de cada sistema de dispersdo foram obtidas
9 formulagdes, utilizando de titulagdes crescentes com &gua destilada. Para ambas as
metodologias de disperséo, o ciclo de obtencéo foi 0 mesmo, sendo realizados 60 segundos de
desrupcdo, seguidos de 3 minutos de agitacdo em banho de ultrassom. Este procedimento foi
realizado duas vezes, com repouso de 5 minutos entre os ciclos, para realizacdo de analise e

caracterizagéo visual.

4.2.4.2 Obtengdo dos sistemas emulsionados

Decorrida a realizagdo dos diagramas de fases pseudo-ternério, as regides com
comportamento de fases bem definidas foram selecionadas para a preparacéo da formulagéo.
Estas foram preparadas atraves do método de inverséo de fases, que consiste na dispersdo dos
tensoativos na fase aquosa (Tween 20®) e oleosa (Span 80®), separadamente, seguido do

aquecimento de ambas as fases a 70 °C, em banho maria (Lucadema®). Apds aquecimento, as
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fases foram misturadas e homogeneizadas sob agdo mecénica em sonda ultrassonica/ultraturrax
por 10 minutos. ApOs a obtencdo dos sistemas, suas caracteristicas macroscopicas,

morfologicas e de pH foram analisadas.

4.2.4.2.1 Avaliacdo do método de obtencao das emulsdes atraves de planejamento fatorial

As condicOes para a obtencdo das formulagbes foram otimizadas através de ensaio
fatorial 32, utilizando diferentes tempos (8, 10 e 12 min) e rotagdo/poténcia pelos diferentes
meios de homogeneizacéo: ultraturrax (11.500, 14.500 e 20.500 rpm) e sonda ultrassonica (80,
90 e 100%) como variaveis. As formulages foram caracterizadas apds analise macroscopica,
pH e turbidimetria. Os dados de pH e turbidimetria foram analisados com o auxilio do software
Statistica 8 (Statsoft®).

4.2.4.3 Caracterizacdo dos sistemas emulsionados
4.2.4.3.1 Anéalise macroscopica e indice de cremagem

A caracterizacdo macroscopica foi realizada através da avaliacdo visual de
caracterisicas organolépticas (aspectos como coloracdo, viscosidade e estabilidade) durante as
primeiras 24 h para verificar a presenca de coalescéncia ou separacdo de fases. Estas
caracteristicas também foram monitoradas ap6s a escolha das formulagdes de trabalho
(XAVIER-JUNIOR et al., 2012).

Os valores de indice de cremagem foram obtidos a partir da relacdo entre a altura total
da camada de creme e a altura total da camada de emulsédo medidos diretamente nos tubos de
armazenamento com a ajuda de uma régua (FERREIRA et al., 2010; XAVIER-JUNIOR et al.,
2012).

4.2.4.3.2 Determinacao de tamanho e distribuicao de goticulas
O tamanho e a distribui¢do das goticulas das formulagdes escolhidas foi determinado

em Zetasizer, através de light scatering (Malvern®) apds a avaliagio do processo de obtencéo

das emulsoes.
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4.2.4.3.3 Anélise de pH

A determinacdo do pH foi realizada através de pHmetro (Hanna Instruments®) pré

calibrado em condi¢6es de temperatura ambiente.

4.2.4.3.4 Potencial zeta

O potencial zeta foi calculado por rastreamento eletroforético das goticulas submetidas
a um campo de tensio (MATTOS et al., 2015) em Zetasizer (Malvern®) utilizando 4gua como

agente dispersante.

4.2.4.3.5 Anélise turbidimétrica e densidade

A turbidimetria foi avaliada apo6s diluicdo das emulsdes. Foram selecionadas duas
emulsdes segundo sua estabilidade e caracteristicas fisicas para o prosseguimento dos ensaios
(emulsdes 1 e 7). Para a formulacédo 1 foi realizada a diluicdo de 0,5 mL para 25 mL de agua
destilada; para a formulacdo 7 foi realizada inicialmente a diluicdo de 0,5 mL para 25 mL de
agua destilada, seguida de 2 dilui¢bes 12,5 mL para 25 mL. Em seguida foi realizada a
mensuracdo da transmitancia em espectrofotémetro a 600 nm (FERREIRA et al., 2010). A
turbidimetria foi determinada de acordo com a equacédo: Turbidez = 100 - %Transmitancia. A
densidade das emulsbes foi medida através da utilizagdo de picndmetros previamente
calibrados.

4.2.4.4 Anélises de estabilidade
4.2.4.4.1 Ciclo gelo-degelo
Foram realizadas andlises das caracteristicas macroscépicas apos submeter as emulsdes

a ciclos de congelamento (16 h) e descongelamento (8 h). Os ciclos foram repetidos cinco vezes
(XAVIER-JUNIOR et al., 2012).
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4.2.4.4.2 Estabilidade sob centrifugacao

Foram realizadas analises das caracteristicas macroscopicas ap0s submeter 5 g das
emulsdes a centrifugagdo (Centifuga de bancada digital, Edutec®) sob as rotagdes de 1500, 2500
e 3500 rpm durante 15 min & temperatura ambiente. A temperatura utilizada ndo ultrapassou 30
°C para evitar alteracbes que pudessem ser acarretadas pela temperatura do procedimento
(XAVIER-JUNIOR et al., 2012).

4.2.4.4.3 Estabilidade de acompanhamento preliminar

Foram realizadas analises das caracteristicas fisico-quimicas das emulsdes em
condicdes normais de acondicionamento (frascos opacos, hermeticamente fechados e

armazenados sob temperatura ambiente em local fresco e arejado) até 90 dias ap6s a preparacéao.

4.2.4.5 Obtengdo de formulagdes convencionais, pickering e co-estabilizadas

Em resposta aos problemas de incompatibilidade obtidos nos primeiros sistemas
desenvolvidos, foram testadas novas formulagdes visando obter novos sistemas e aumentar a

estabilidade dos sistemas produzidos.

4.2.4.5.1 Emulsdes Pickering

Baseado na emulsédo liquida obtida nos ensaios anteriores (FTS-1 - contendo 10% de
fase oleosa), foram preparadas emulsdes contendo 10% de miglyol utilizando solucdes de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC — Metolose 90SH-100) e goma xantana. Foram testadas as
concentracOes de 2, 3 e 4% para solugbes de ambos 0s polimeros como fase aquosa, e as
formulacGes foram homogeneizadas em sonda ultrassonica, sob poténcia de 90%, durante 12

minutos.
4.2.4.5.2 Emulsdes Co-estabilizadas (Tensoativos + polimero estabilizante)
As emulsdes co-estabilizadas foram preparadas utilizando a formulacgdo da FTS-1 (com

10% de fase oleosa, 2% de tensoativos e 88% de fase aquosa) como base, substituindo a agua

pela solucdo dos polimeros HPMC (solucdo aquosa a 4%) e goma xantana (solugdo aquosa a
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2%). As formulacbes foram homogeneizadas através de sonda ultrassdnica, sob poténcia de

90%, durante 12 minutos.

Tabela 4 - Composicao dos sistemas emulsionados convencionais, pickering e co-estabilizados produzidos.

Componentes Emulséo Emulséo Emulséo
convencional Pickering Co-estabilizada
Miglyol 812 10% 10% 10%
Tensoativos (Tween 20; Span
2% - 2%

80)
Agua 87,1% -
Extrato/Fragdes 0,1% 0,1% 0,1%
Solucéo de Polimero

. - 89,1% 87,1%
estabilizante (HPMC ou GX)
Conservante (Nipaguard SCE) 0,8% 0,8% 0,8%

HPMC: hidroxipropilmetilcelulose; GX: Goma Xantana.
Fonte: Autoria propria.

4.2.4.5.3 Emulsdo convencional a base de cera auto-emulsionante (Cera Lanette N)

Para a obtencdo da formulacdo contendo a cera auto-emulsionante foram avaliadas
formulacBes ja estabelecidas, por ser um tipo de formulacdo convencional amplamente
difundida principalmente no campo da farméacia magistral. A formulacdo deste sistema foi

adaptada de Gelaleti e colaboradores (2019).

Tabela 5 - Composicéo da emulsdo convencional a base de cera emulsionante (Lanette N).

Fases Componentes Emulsdes Co-estabilizadas
Fase A EDTA 0,1%
Propilenoglicol 3%
Agua destilada q.s.p
Fase B Miglyol 812 5%
Lanette N 12%
BHT 0,2%
Nipaguard SCE 0,8%
Extrato/Fracgdes 0,1%

BHT: hidroxitolueno butilado.
Fonte: Autoria prépria.
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As fases A e B foram aquecidas separadamente até a temperatura de 65 °C, e em seguida
foi realizada a mistura da fase A na fase B, mantendo sob agitacdo mecénica até o resfriamento
do produto.

As emulsfes foram avaliadas macroscopicamente e caracterizadas segundo o0s
procedimentos apresentados na se¢éo 4.2.4.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

A seguranga e a qualidade de um produto estdo diretamente relacionadas aos insumos
usados para a sua fabricacdo. Quando se trata de derivados de plantas medicinais, seja para a
espécie in natura ou para o produto fitoterapico, esta regra também ¢ véalida. Assim, para
garantir que o produto ou insumo possua a confiabilidade necesséaria para o uso, é preciso que
sejam definidos critérios de qualidade, principalmente para os insumos de origem vegetal
devido a sua complexidade de composicdo de matriz, variagbes ligadas a identificacdo,
condi¢cdes de cultivo, coleta, transporte, fornecimento e armazenamento, além de outros
parametros que ndo costumam ser usados para materiais ativos constituidos de uma unica
substancia (BARNI et al., 2009; FURTADO et al., 2016; SIMOES et al., 2017).

5.1.1 Caracterizacgao fisico-quimica

Para certificar que a matéria prima possui qualidade necessaria para a preparacdo de
produtos farmacéuticos, sdo realizadas diversas analises fisico-quimicas para determinar as
principais caracteristicas do material. Sdo requisitos obrigatérios para a obtencéo de registro de
quaisquer produtos fitoterapico, como especificado na Resolucdo Especifica n. 26 de 2014.
Como principais testes, além da identificacdo botanica e caracterizacao fitoquimica, estdo as
determinacGes de material estranho, teor de umidade, teor de cinzas totais e cinzas insoluveis,
bem como a distribuicdo granulométrica (BRASIL, 2014; 2019).

A determinacdo de matéria estranha tem a funcéo de evidenciar a presenca de agentes
adulterantes e contaminantes, tais como insetos, impurezas internas (como outra parte da
mesma espécie) e externas (outras espécies vegetais adulterantes, areia, embalagens plasticas,
entre outros). Este ensaio € comumente realizado em amostras/lotes adquiridos de fornecedores,
mas também devem ser realizadas em amostras coletadas, principalmente se o local de coleta
estiver exposto aos principais agentes contaminantes. Os resultados obtidos apresentaram um
valor percentual de matéria estranha inferior ao limite de 2% preconizado na monografia da
espécie da Farmacopeia Brasileira 62 edi¢do, obtendo valor médio de 0,66%, com variacOes de
+ 0,0026 (3,95%), de acordo com o desvio padrdo e desvio padrdo relativo entre as analises,

indicando que o material esta praticamente ausente de residuos contaminantes, que poderiam
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comprometer a qualidade do material e eficacia de qualquer produto fitoterapico obtido dele
(FALKOWSKI et al., 2009; BRASIL, 2019).

Outro parametro importante na analise da qualidade da prima vegetal é o percentual de
umidade. Os resultados obtidos para a droga vegetal de E. uniflora evidenciaram teor de
umidade médio de 10,03% + 0,2079 (2,07%). A especificacdo preconizada para a espécie na
FB6 é de no maximo 10%. Dessa forma, o material encontra-se dentro dos limites aceitaveis, o
que assegura a boa conservacdo do material, prolongando a sua estabilidade (BRASIL, 2019).

O ensaio de cinzas possibilita a determinacdo de substancias que ndo se solubilizam
mesmo na presenca de &cido, como os silicatos. O teor de cinzas totais obtido nesse estudo foi
de 5,69% + 0,1094 (1,92%), valor inferior ao maximo estabelecido para a espécie (11%),
dispensando a necessidade de ensaio complementar.

A granulometria do material também é um dos parametros a serem analisados,
entretanto, ndo esta diretamente relacionado a qualidade do material, mas sim a qualidade de
derivados da matéria prima vegetal. A distribuicdo granulométrica fornece dados a cerca da
homogeneidade do tamanho de particulas, fator determinante nos processos extrativos, pois o
tamanho das particulas esta diretamente relacionado com a eficiéncia da extracdo. Neste ensaio,
as particulas se encontraram distribuidas entre os tamises de abertura de malha de 125 e 850
um (Figura 5A). Quanto ao tamanho médio das particulas, determinado pelo ponto intersecdo
das curvas de retencdo e passagem (Figura 5B), apresentou valor médio de 261 um + 7,63
(2,92%). De acordo com os resultados obtidos, as folhas pulverizadas podem ser classificadas
como po semi-fino (BRASIL, 2019).

Figura 5 - Histograma de distribui¢do granulométrica (A) e curva de retengdo e passagem (B).
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Fonte: Autoria prépria.
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Considerando os aspectos analisados a matéria prima vegetal constituida de folhas de
E. uniflora, os resultados estdo de acordo com requisitos de qualidade preconizados na

monografia da espécie pela Farmacopeia Brasileira 62 edicdo.

5.2 OTIMIZACAO DO PROCESSO EXTRATIVO

A primeira etapa para a obtengdo de formas farmacéuticas a base de derivados das folhas
de E. uniflora, parte da avaliacdo de parametros dos processos de extracdo. Para tanto, o
planejamento do tipo simplex centroide foi escolhido para avaliar o efeito dos sistemas de

solventes sobre o rendimento extrativo de marcadores e solidos totais.

5.2.1 Planejamento Simplex Centroide

Os dados experimentais obtidos para as variaveis de resposta (Tabela 5) foram usados
para elaboragdo de modelos matematicos e a andlise estatistica das equagdes por analise de
varidncia (ANOVA) e coeficiente de determinacio (R?) com auxilio de programas
computacionais (Statistica® e Minitab®), conforme apresentado na tabela 6.

Os modelos testados foram: linear; quadratico; cubico (special cubic); e, quartico.
Embora todas as equagdes tenham apresentado correlagdes estatisticamente significativas, os
modelos lineares foram os que apresentaram menores coeficientes de determinag¢do e foram
descartados, isto se deve a natureza multifatorial dos fenomenos envolvidos na extragdo. Os
modelos quadraticos proporcionaram melhor ajuste, mas também ndo foram suficientes para
explicar a variabilidade das respostas experimentais.

Assim, os ajustes aceitdveis para os dados experimentais s6 foram possiveis pelos
modelos special cubic e quartico, quando os coeficientes de correlagio (r) e determinagio (R”)
apresentaram valores proximos a 0,9. Estes coeficientes estimam a associagado entre as variaveis
dependentes e independentes evidenciadas pelo modelo. Neste sentido, os modelos avaliados
para as varidveis de resposta descrevem satisfatoriamente a variabilidade experimental
introduzida pelas variaveis independentes, possuindo valores de R? superiores a 0,9. O Unico
modelo que apresentou R? inferior a 0,9 foi para a variavel eficiéncia de extracdo de flavonoides
com valor de 0,8661 para o modelo special cubic. Este valor ainda indica uma alta taxa de
fendmenos explicados pelo modelo, embora este possa ser ajustado para obter melhores
resultados (CALLEGARI-JACQUES, 2003; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010;
MONTGOMERY, 2013).



Tabela 6 - Resultados obtidos para o planejamento simplex centroide.
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Solventes (%; V/V) Variaveis de Resposta
e
g o % I g Residuo TFT TT EEF  gpr  Miricitrina F2 (% AG AE
G028 0§ F|swow o %) %) 0
1] 1 0 0 0 | 260(261) 0,76(2,07) 520(193) 0294 2000 0,176 (2,28) * 0,133 (1,93) 0,086 (0,03)
2] o 1 0 0 | 275(378) 1,02(1,72) 555(1,18) 0,374 2,023 0,230 (2.28) * 0,027 (4,26) 0,011 (6,69)
3| o 0 1 0 | 1,92(234) 068(141) 2,66(1,18) 0357 1,385 0,135 (1,47) * 0,011 (4,49) 0,027 (5,09)
41 0 0 0 1 | 153(037) 062(034) 1,81(263) 0411 1,189 0,136 (2,65) * 0,010 (4,41) 0,006 (5,07)
5105 05 0 0 | 302(18) 095(088) 7,25(0,38) 0315 2399 0,307 (0,13) * 0,047 (0,35) 0,019 (1,35)
6|05 0 05 0 | 321(08) 119(023) 691(222) 0372 2155 0312(043) 0042(1,39) 0,039 (1,78) 0,017 (0,84)
7105 0 0 05 | 365(0,9) 134(127) 6,58(1,18) 0370 1804 0372(0,12)  0051(2,79) 0,048 (1,93) 0,019 (3,03)
8| 0 05 05 0 | 217(217) 078(127) 512(054) 0,361 2,357 0,175(1,02) 0,020 (5,71) 0,020 (2,11) 0,034 (1,76)
9| o 05 0 05 | 277(350) 094(1,67) 3,18(0,60) 0,341 1,148 0,234(0,57) 0,026 (1,54)  0,028(325) 0,010 (1,87)
0] 0 0 05 05 | 235(790) 080(1,19) 4,93(0,78) 0343 2,105 0,165(0,11) 0,017 (10,15) 0,017 (226) 0,037 (3,33)
11 [ 033 033 033 0 | 295(1,35) 125(0,26) 6,46 (0,59) 0427 2,192 0,349 (0,29) 0,042 (1520) 0,032 (3,63) 0,016 (0,61)
121033 0 033 033 345(0,76) 128(1,20) 6,21(1,68) 0,367 2,091 0403(0,35) 0,051 (2,84) 0,034 (3,15) 0,013 (2,41)
13033 033 0 033 327(1,56) 128(158) 6,84(042) 0,374 1,800 0,403 (4,49) 0,052 (147)  0,035(3,15) 0,020 (14,27)
14| 0 033 033 033]| 212(503) 093(0,88) 4.24(054) 0438 2,187 0,242(035  0036(1,36)  0,022(1,92) 0,019 (0,61)
15| 025 025 025 025]| 355(359) 1,31(0,25) 640(1,02) 0,369 1,805 0,399 (0,55) 0,047 (0,69)  0,038(1,78) 0,016 (7,94)

Onde: Hz0: agua; MeOH: metanol; EtOH: etanol. Média (Desvio Padrdo Relativo); TFT: Teor de Flavonoides Totais; TT: Teor Taninos Totais; EEF: Eficiéncia de Extragdo
de Flavonoides; EET: Eficiéncia de Extracdo Taninos; F2: Flavonoide 2; AG: Acido Galico; AE: Acido Eléagico. *Valores ndo detectados para esta subtancia. Fonte: Autoria

prépria.
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Tabela 7 - Modelos mateméticos e dados de ANOVA para as varidveis analisadas no planejamento de mistura por simplex centroide.
Cubico especial Quértico
F p R? F p R?

Respostas Equacdo Matematica

RS=2,60x%1 +2,75%X2 + 1,92 X3 + 1,53 Xa+ 1,39 X1x2 +3,79 X1X3 + 6,73 XaX4 - 0,65
Residuo Sélido X2X3 + 2,55 XoXa + 2,49 X3Xg4 + 0,59 X1XoX3— 4,31 X1XoXa + 0,87 X1XsXq - 11,60 XoXsXa 3,29 0,023 0,9553 84,27 0,000 0,9883
+149,11 X1X2X3X4
TF =0,7657 x1 + 1,0269 X2 + 0,6857 X3 + 0,6275 X4 + 0,2227 X1X2 + 1,8790 X1X3 +
Flavonoides 2,6107 X1X4 — 0,2870 Xox3 + 0,4733 XoX4 + 0,5961 x3x4 + 6,2527 X1X2%3 + 0,6907 166,59 0,000 0,9974 23,692 0,000 0,9985
X1XoX4 + 0,8433X1X3X4 + 1,6973 XoX3X4 + 10,7327 X1X2X3X4
EEF = 0,29 x; + 0,37 x2 + 0,36 x3 + 0,41 x4 — 0,08 x1x2 + 0,19 x1x3 + 0,07 X1Xa—
EEF 0,02 x2x3 — 0,21 XoX4 — 0,16 X3X4 + 2,02 X1XoX3 + 0,82 X1XoX4 + 0,25 X134+ 2,71 17,91 0,000 0,8661 461,24 0,000 0,9919
X2X3X4 — 17,34 X1X2X3X4
TT =5,21 X3 + 5,56 xo + 2,66 x3+ 1,82 X4 + 7,49 X1Xo + 11,93 xax3+ 12,28 X1x4 +
Taninos 4,05 Xox3 — 2,01 XoX4 + 10,80 X3X4 — 16,66 X1X2X3 + 18,37 XiXoXa— 24,49 X1XsXs — 3,42 116,27 0,000 0,9981 18,15 0,000 0,9988
XoX3Xq + 57,29 X1X2X3X4
EET = 2,00 X1 + 2,02 X2 + 1,39 X3+ 1,19 Xa + 1,55 X1Xo + 1,85X1X3 + 0,84X1X4 +
EET 2,61X2X3— 1,83X2X4 + 3,27X3Xq — 7,53 X1XoX3 + 7,89 X1XoXa— 10,44 XaxsXa + 5,54 XoX3xa 43,88 0,000 0,9755 43,88 0,000 0,975
— 74,57 X1X2X3X4
AG =0,1332 x; + 0,0274 x2 + 0,0110 x5+ 0,0108 X4 — 0,1328 X1X2 — 0,1287 X1X3—
Acido Galico 0,0932 xix4 + 0,0037 xox3 + 0,0368 xox4 + 0,0278 x3sx4 + 0,0934 x1x2x3 — 0,0375 10,81 0,000 0,9957 53,43 0,000 0,9985
X1XoXs + 0,1516 X1X3X4 — 0,0348 XoXaXs + 1,9652 X1X2X3X4
AE =0,0862 x1 + 0,0111 x» + 0,0265 X3+ 0,0077 X4 — 0,1191 X1X2 + 0,1564 X1X3—
Acido Elagico 0,1099 xix4 + 0,0651 X2X3 + 0,0047 Xox4 + 0,0808 x3x4 + 0,0029 xix2x3 + 0,2856 165,08 0,000 0,9963 21,27 0,000 0,9978
X1X2X4 + 0,0082 X1X3X4 — 0,5990 XoxX3Xs + 0,9762 X1X2X3Xa
MYR =0,199 x; + 0,263 x2 + 0,156 x3+ 0,158 X4 + 0,478 x1x2 + 0,751 x1x3 + 1,001
Miricitrina X1Xa - 0,048 xox3 — 0,221 XoXq4 + 0,142 X3Xs4 + 1,688 X1Xox3 + 1,103 xaxoXa + 2,153 223,99 0,000 0,9981 11,34 0,285 10,9989
X1X3Xg + 1,322 XoX3X4 — 1,257 X1X2X3Xa
F2=0x1—0X2—0X3+0X4+ 0XyXo+ 0,179 X33+ 0,214 X1X4 + 0,089 Xox3 + 0,115
F2 XoXa + 0,075 X3Xa + 0,429 X1X2X3 + 0,500 X1X2X4 + 0,120 X1X3Xa + 0,047 XoX3xa— 1,764 37,42 0,000 0,9913 19,49 0,000 0,9948
X1X2X3X4
*Equagdes completas, sem a remog&o dos termos nao significativos. xi: Agua; X: Metanol; xs: Etanol; x,: Acetona; EEF: Eficiéncia de Extrago de Flavonoides; EET: Eficiéncia
de Extracdo Taninos; F2: Flavonoide 2.
Fonte: Autoria Prdpria.
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Na avaliacdo dos modelos obtidos, foram realizadas andlises de varidncia (ANOVA)
para verificar se as respostas apresentam desvios estatisticamente significativos em suas
variancias e para a validagdo dos resultados. Dentre os fatores avaliados, os valores de F para
as regressoes apresentaram-se elevados, superiores aos tabelados, evidenciando que o teste de
regressao apresentou significancia para todas as variaveis testadas, desde a resposta de residuo
solido até os teores de taninos e flavonoides por CLAE, contribuindo para a afirmagdo de que
os modelos descritos se apresentam bem ajustados.

Além disso, o valor-p, cuja resposta ¢ similar ao valor de F, apresenta valores proximos
a zero, ¢ inferiores a 5% indicam que a hipotese alternativa de significancia da regressao ¢
verdadeira. Outros fatores avaliados durante o teste de ANOVA foram os erros relacionados a
falta de ajuste e erro puro. Estes dois componentes fazem parte da analise de residuos, e indicam
os desvios dos valores obtidos em relagao as medias, e o quanto a média se distancia dos valores
previstos, ou seja, o qudo bem o modelo matematico esta ajustado. Dentro dos modelos
matematicos analisados nao foi evidenciada falta de ajuste dos modelos com 95% de confianga,
indicando que estes apresentam adequabilidade para a descricao das respostas experimentais
obtidas. Quaisquer variagdes experimentais apresentadas podem ser atribuidas ao erro aleatdrio
(MONTGOMERY, 2013; MYERS et al., 2016).

Apos a andlise estatistica de cada modelo matematico e da significancia das equagoes,
estas foram usadas para gerar os graficos de contorno, de Paretos e de probabilidade normal
para cada variavel dentro do campo experimental estudado, possibilitando uma analise mais

completa de cada varidvel de resposta.

5.2.1.1 Variaveis de resposta

5.2.1.1.1 Residuo Seco

A tabela 7 mostra a composi¢cdo e os efeitos das misturas de solventes sobre o
rendimento de solidos (residuo seco). Os resultados demonstram que o0 emprego de solventes
puros apresenta menor rendimento em solidos, ao passo que as misturas foram mais eficientes
e resultaram no incremento do teor de substancias extraiveis. Dessa forma, os dados mostraram
que tanto a mistura binaria agua:acetona 50% (v/v) quanto a quaternaria foram responsaveis
pelos maiores rendimentos de solidos. Nestas condicgdes, os teores de solidos obtidos foram de
3,65% + 0,0351 (0,96%) e 3,55% + 0,1277 (3,59%), para a mistura binaria (agua:acetona, 50%)
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e mistura quaterndria, respectivamente, ndo apresentando diferencas estatisticamente

significativas.

Tabela 8 - Teor de residuo seco obtido no simplex centroide.

Extrato H20 MeOH EtOH Acetona Teor de residuo (%)
1 1 0 0 0 2,60 £ 0,0681 (2,61)
2 0 1 0 0 2,75+ 0,1041 (3,78)
3 0 0 1 0 1,92 + 0,0451 (2,34)
4 0 0 0 1 1,53 + 0,0058 (0,37)
5 0,5 0,5 0 0 3,02 £ 0,0569 (1,88)
6 0,5 0 0,5 0 3,21 £ 0,0265 (0,82)
7 0,5 0 0 0,5 3,65 £ 0,0351 (0,96)
8 0 0,5 0,5 0 2,17 £0,0208 (2,17)
9 0 0,5 0 0,5 2,77 £ 0,0971 (3,50)
10 0 0 0,5 0,5 2,35+ 0,1872 (7,90)
11 0,333 0,333 0,333 0 2,95 + 0,0400 (1,35)
12 0,333 0 0,333 0,333 3,45 £ 0,0265 (0,76)
13 0,333 0,333 0 0,333 3,27 £ 0,0513 (1,56)
14 0 0,333 0,333 0,333 2,12 £ 0,1069 (5,03)
15 0,25 0,25 0,25 0,25 3,55+ 0,1277 (3,59)

Onde: H;0: 4gua; MeOH: metanol; EtOH: etanol. Média + Desvio Padrdo (Desvio Padrao Relativo).
Fonte: Autoria prépria.

A acetona como solvente apresentou a pior performance extrativa, indicando que a
utilizacdo isolada ndo possui grande seletividade para 0s constituintes desta matriz vegetal.

Partindo para a avaliacdo das respostas para esta varidvel seguindo os modelos
matematicos obtidos, foi possivel avaliar que, para o residuo seco, diversos fatores
ultrapassaram o valor zero no grafico de probabilidade normal (Figura 6A) e a linha de
significancia no grafico de efeitos padronizados (Paretos) (Figura 6B). Em relacéo ao grafico
de probabilidade normal, é possivel localizar com grande facilidade os efeitos. Os fatores
conjuntos BC e BCD apresentaram-se a esquerda do zero na distribuicdo normal, indicando
efeito negativo sobre a resposta, com menor teor. Enquanto a mistura dos fatores ABD néo
apresentou diferenca estatisticamente significativa do zero, evidenciando que essa mistura ndo

acarreta elevacdo ou diminuicdo dos teores de residuo solido. Todos os outros fatores que se
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encontram a direita do zero no grafico de distribui¢do normal apresentam influéncia positiva

sobre a resposta analisada.

Figura 6 - Graficos de Probabilidade Normal (A) e de Efeitos Padronizados (Paretos) (B) para a variavel Residuo
Seco.
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Fonte: Autoria Prdpria.

De acordo com o grafico de Paretos, foi evidenciado que houve um maior impacto para
os fatores lineares: metanol (+30,36), agua (+28,78), etanol (+21,27) e acetona (+16,90), onde
os valores representam a contribuicdo individual de cada solvente, evidenciando que metanol e
agua apresentam as melhores respostas. Além destes fatores, as interacGes que apresentaram
influéncia positiva foram AD (+13,69), AC (+8,15), BD (+5,35), CD (+5,21). Apesar dos
valores dos teores de residuo seco para estas misturas terem apresentado valores superiores aos

resultados dos individuais, a influéncia dos fatores em conjunto apresentou menor impacto.
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Entretanto o valor evidencia comportamento sinérgico entre 0os componentes das misturas
binérias. As misturas ternarias ndo apresentaram influéncia significativa sobre as respostas, de
acordo com o modelo.

Os graficos de contorno evidenciam através da coloracdo vermelha as regides que
obtiveram maior teor estimado de acordo com a composic¢ao nos diagramas. No residuo seco,
os diagramas evidenciam a importancia da &gua e das regifes de misturas contendo agua,
metanol, etanol e acetona. No gréfico de contorno produzido para a mistura BCD (metanol:
etanol: acetona) € possivel observar que a maioria da area no diagrama apresenta coloracdes de
menor intensidade de teor (coloracdes laranja, amarela e verde), apresentando a coloracéo
vermelha mais proxima do eixo que representa o metanol. Corroborando com a avaliacéo de
que, para a resposta de residuo seco, 0s solventes agua e metanol possuem maior impacto sobre

0 teor.

Figura 7 - Gréficos de contorno obtidos para o teor de residuo seco nas diferentes composi¢es do simplex
centroide.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Agua Etanol

O teor de solidos ou de residuo seco possui um importante papel com indicativo da
eficiéncia da extracdo, sendo uma maneira simples de verificar a viabilidade de operacfes de

secagem, visto que o rendimento em produto seco estd diretamente relacionado com a



82

propor¢éo de residuo seco presente na amostra. Apesar da importancia tecnologica, o teor de
solidos em solugBes extrativas ndo apresenta necessariamente correlagdo com a composicao
quimica do extrato, pois dentro da variedade de substancias presentes na matriz, ha uma
infinidade de compostos interferentes que podem possuir afinidade com o solvente extrator.
Assim, esta medida ndo permite inferir sobre seguranca e eficacia dos produtos. Portanto, a
determinacdo da composicao quimica € obrigatdria para os devidos controles de processo e de
qualidade, bem como para assegurar a viabilidade terapéutica dos produtos obtidos pelo
processo (CUNHA et al., 2009).

5.2.1.1.2 Teor de flavonoides totais

A tabela 8 apresenta os resultados obtidos para os teores de flavonoides totais. Neste
ensaio, a analise das respostas para 0s extratos preparados com os solventes puros revelou que
todos os solventes quando usados isoladamente, apresentaram baixo teor, com excecdo do
metanol. Este solvente apresentou elevado rendimento (1,02% + 0,0177 (1,72%)), comparavel

e até superior a alguns dos extratos preparados com as misturas de solventes.



83

Tabela 9 - Teor de Flavonoides Totais obtidos no simplex centroide.

Extrato H20 MeOH EtOH Acetona TFT (%)

1 1 0 0 0 0,76 £ 0,0158 (2,07)
2 0 1 0 0 1,02 +0,0177 (1,72)
3 0 0 1 0 0,68 + 0,0097 (1,41)
4 0 0 0 1 0,62 + 0,0021 (0,34)
5 0,5 0,5 0 0 0,95 £ 0,0084 (0,88)
6 0,5 0 0,5 0 1,19 + 0,0027 (0,23)
7 0,5 0 0 0,5 1,34 +0,0171 (1,27)
8 0 0,5 0,5 0 0,78 £ 0,0099 (1,27)
9 0 0,5 0 0,5 0,94 £ 0,0158 (1,67)
10 0 0 0,5 0,5 0,80 £ 0,0096 (1,19)
11 0,333 0,333 0,333 0 1,25 + 0,0032 (0,26)
12 0,333 0 0,333 0,333 1,28 + 0,0154 (1,20)
13 0,333 0,333 0 0,333 1,28 + 0,0070 (1,58)
14 0 0,333 0,333 0,333 0,93 £ 0,0082 (0,88)
15 0,25 0,25 0,25 0,25 1,31 £+ 0,0033 (0,25)

Onde: H,0: agua; MeOH: metanol; EtOH: etanol; TFT: Teor de flavonoides totais. Média + Desvio Padrdo
(Desvio Padrdo Relativo).
Fonte: Autoria propria.

As misturas binarias obtiveram respostas superiores aos solventes isolados (exceto o
metanol). As combinac¢des de agua:etanol e agua:acetona foram as responsaveis pelos melhores
desempenhos com TFT de 1,19% =+ 0,0027 (0,23%) e 1,34% =+ 0,0171 (1,27%),
respectivamente. No caso da mistura dos fatores A (agua) e D (acetona) o teor de 1,34% é
bastante semelhante ao valor tedrico de 1,38% da soma dos teores dos extratos obtidos para
estes solventes individualmente (0,76% A (agua) e 0,62% D (acetona)), o que indica que estes
solventes atuam sinergicamente aumentando o desempenho extrativo, em relagdo aos solventes
isolados.

As misturas ternarias apresentaram rendimento significativo, para as combinacgdes que
possuem &gua em sua composi¢do. Por fim, o sistema quaternario apresentou teor de
flavonoides de 1,31% + 0,0033 (0,25%), aproximando-se também do resultado obtido para
mistura agua:acetona. Estes resultados demonstram que a mistura binaria de agua:acetona e a
mistura quaternaria alcancaram os melhores desempenhos extrativos, reforgando os resultados

da andlise de residuo seco. Além disso, as respostas obtidas para os teores de flavonoides
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corroboram com os relatos na literatura que propoem misturas hidroalcdolicas ou
hidroacetdnicas para extragdo de flavonoides, devido a seletividade e eficiéncia destes sistemas
na extracdo destas substancias da matriz vegetal (ROSTAGNO, 2009; SIMOES et al., 2017;
RAMOS et al., 2017).

Na avaliacdo dos efeitos, foi possivel verificar que todos os fatores apresentaram
influéncia positiva sobre o processo, evidenciado no gréfico de probabilidade normal. No
gréfico de Paretos observa-se um maior impacto em relacdo aos fatores lineares (0s solventes

puros), além de alguns efeitos de maior ordem (interacdes, sistemas de solventes).

Figura 8 - Gréficos de Probabilidade Normal (A) e de Efeitos Padronizados (Paretos) (B) para a variavel de
Flavonoides Totais.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Os fatores que apresentaram maior influéncia foram os lineares B (metanol — +121,82),
A (4gua —+90,83), C (etanol — +81,35), D (acetona — +74,95), e os efeitos de maior ordem para
as misturas dos fatores AD (+63,10), AC (+45,32) e ABC (+24,29). Os demais fatores, apesar
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de apresentarem valores superiores a linha de significancia, possuem influéncias com valores
baixos e muito préximos de zero no gréafico de probabilidade normal.

De forma semelhante ao que acontece para os fatores na resposta de teor de residuos
solidos, os teores das misturas apresentam-se, em grande parte, superiores aos dos solventes
puros. Mas na avaliagdo dos efeitos, o teor das misturas ndo apresenta a soma nominal dos
valores obtidos para 0s seus componentes isoladamente. Porém, a influéncia positiva dos
fatores das misturas, indicam que os sistemas analisados apresentam acao sinérgica para a
extracdo de flavonoides na maioria das misturas binérias e ternérias, resultando em respostas
analiticas superiores as suas respostas isoladas. Corroborando com os dados da literatura que
relatam a maior extracao destas substancias por misturas de solventes organicos polares e agua.

Os graficos de contorno (Figura 9) evidenciam a importancia da agua e de seu efeito
conjunto com os solventes metanol/etanol. Quando a 4gua ndo esta presente, é possivel observar
uma maior influéncia do metanol, reiterando a importancia dos solventes dgua e metanol sobre

a resposta de teores de flavonoides totais.

Figura 9 - Gréficos de contorno obtidos para os teores de Flavonoides nas diferentes composi¢es do simplex
centroide.
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5.2.1.1.3 Teor de taninos totais (TT)

A avaliacdo das respostas para o teor de taninos totais obteve resultados entre 1,81 e
7,25% (Tabela 9).

Em relagdo ao emprego de solventes puros, foi possivel observar que os solventes A
(&gua) e B (metanol) proporcionaram os melhores rendimentos entre os solventes isolados,
sendo os teores de 5,20% £ 0,1002 (1,93%) e 5,55% + 0,0656 (1,18%), respectivamente.
Enquanto os solventes C (etanol) e D (Acetona) apresentaram menores rendimentos, (C =
2,66% + 0,0316 (1,18%); D = 1,81% + 0,0047 (2,63%)), apresentando respostas muito
inferiores em comparagdo com os resultados obtidos para os solventes isolados (dgua e metanol)

e para as combinacg6es de solventes.

Tabela 10 - Teor de taninos totais obtidos no simplex centroide.

Extrato H20 MeOH EtOH Acetona TT (%)

1 1 0 0 0 5,20 £ 0,1002 (1,93)
2 0 1 0 0 5,55 + 0,0656 (1,18)
3 0 0 1 0 2,66 + 0,0316 (1,18)
4 0 0 0 1 1,81 + 0,0047 (2,63)
5 0,5 0,5 0 0 7,25 +0,0275 (0,38)
6 0,5 0 0,5 0 6,91 + 0,1536 (2,22)
7 0,5 0 0 0,5 6,58 + 0,0776 (1,18)
8 0 0,5 0,5 0 5,12 + 0,0275 (0,54)
9 0 0,5 0 0,5 3,18 £ 0,0189 (0,60)
10 0 0 0,5 0,5 4,93 +£0,0384 (0,78)
11 0,333 0,333 0,333 0 6,46 + 0,0384 (0,59)
12 0,333 0 0,333 0,333 6,21 + 0,1043 (1,68)
13 0,333 0,333 0 0,333 6,84 £ 0,0289 (0,42)
14 0 0,333 0,333 0,333 4,24 + 0,0253 (0,54)
15 0,25 0,25 0,25 0,25 6,40 + 0,0656 (1,02)

Onde: H;0: agua; MeOH: metanol; EtOH: etanol; TT: Teor de taninos totais. Média + Desvio Padrdo (Desvio
Padréo Relativo).
Fonte: Autoria propria.

Em relacdo as misturas binarias, a mistura constituida por &gua:metanol foi responsavel

por maior rendimento de TT, igual a 7,25% + 0,0275 (0,38%), seguida pelas misturas contendo
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agua:etanol e 4gua:acetona. Os dados apresentados denotam a relevancia da presenca de agua
nas misturas tanto binarias quanto terciarias e quaternaria, evidenciando elevado desempenho
na extracédo de taninos.

Na analise do grafico de probabilidade normal (Figura 10A), € possivel observar com
facilidade os parametros que possuiram influéncia negativa (BD, ABC e ACD); enquanto o
termo BCD ndo apresentou diferenca estatistica significativa do zero.

Os fatores lineares B (+114,10), A (+105,91) e C (+54,75), além dos fatores de interacao
entre variaveis de misturas binarias AD (+51,35), AC (+49,90) e ternarias ABD (+12,92)
obtiveram respostas positivas significativas, enquanto a resposta conjunta ACD (-14,28)
apresentou significativa resposta negativa, como pode ser verificado no grafico de paretos
(Figura 10B). As misturas AD, AC, AB, BC, CD e ABD apresentaram aumento nos teores e

acao sinérgica entre os solventes.

Figura 10 - Gréficos de Probabilidade Normal (A) e de Efeitos Padronizados (Paretos) (B) para a varidvel de
Taninos Totais.
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Os gréficos de contorno (Figura 11), assim como para as respostas anteriores de residuo
solido e teor flavonoides totais, evidenciam a importancia da agua e de seu efeito conjunto com
0s solventes metanol, etanol e acetona, evidenciando uma maior intensidade de coloragdo onde
h& a presenca de agua nas misturas. Nessa resposta, também é possivel observar uma influéncia

do metanol na auséncia de agua.

Figura 11 - Graficos de contorno obtidos para o teor de Taninos Totais nas diferentes composi¢des do simplex
centroide.
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Fonte: Autoria Propria.

Estes resultados corroboram com os resultados obtidos tanto para teores de residuo seco
e flavonoides, os quais também possuem maior influéncia dos solventes agua e metanol. A dgua
possui maior desempenho isoladamente, além de apresentar valores elevados quando em
mistura, resultando em acéo sinérgica com os demais solventes. A influéncia da agua esta
relacionada com o carater mais hidrofilico dos taninos devido ao elevado namero de hidroxilas
que os taninos elagicos possuem (TSAO, 2010; SIMOES et al., 2010; 2017; QUIDEAU et al.,
2011; BEZERRA et al., 2018).
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5.2.1.1.4 Eficiéncia de Extracéo

A avaliacdo de eficiéncia de extracdo € uma medida que relaciona o teor dos marcadores
(flavonoides e taninos) com o teor de solidos que cada extrato apresenta. Desta forma, a medida
expressa a composi¢do qualitativa e quantitativa das substéncias extraidas e que compde o
residuo sélido de cada extrato. A informacdo permite estabelecer as condi¢des das operacdes
de transformacdo para ajustar a composi¢do quimica de produtos secos preparados a partir
destes extratos (CUNHA et al., 2009). De acordo com os resultados apresentados na tabela 10,
maior eficiéncia de extracdo de flavonoides (maior propor¢do destes compostos nos sélidos) foi
observada para extratos obtidos com acetona isoladamente e com as misturas ternérias de
agua:metanol:etanol e metanol:etanol:acetona. Para o caso da extracdo de taninos, maior
performance foi observada para as misturas binarias de d&gua:metanol e dgua:etanol; e para as

misturas ternarias de agua:metanol:etanol e metanol:etanol:acetona.

Tabela 11 - Valores de eficiéncia de extracdo para os extratos obtidos no simplex centroide.

Extrato H20O MeOH EtOH Acetona EEF EET
1 1 0 0 0 0,294 2,000
2 0 1 0 0 0,374 2,023
3 0 0 1 0 0,357 1,385
4 0 0 0 1 0,411 1,189
5 0,5 0,5 0 0 0,315 2,399
6 0,5 0 0,5 0 0,372 2,155
7 0,5 0 0 0,5 0,370 1,804
8 0 0,5 0,5 0 0,361 2,357
9 0 0,5 0 0,5 0,341 1,148
10 0 0 0,5 0,5 0,343 2,105
11 0,333 0,333 0,333 0 0,427 2,192
12 0,333 0 0,333 0,333 0,367 2,091
13 0,333 0,333 0 0,333 0,374 1,800
14 0 0,333 0,333 0,333 0,438 2,187
15 0,25 0,25 0,25 0,25 0,369 1,805

Onde: H,0: 4gua; MeOH: metanol; EtOH: etanol; EEF: Eficiéncia de extracdo de Flavonoides; EET: Eficiéncia
de extracdo de taninos.
Fonte: Autoria prépria.
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Estes resultados diferem das méaximas respostas obtidas para os teores dos marcadores,
visto que quanto maior o residuo solido do material, menor serd a eficiéncia de extracéo se o
teor do marcador ndo possuir a mesma proporcionalidade. Esta proporcionalidade € dependente
da eficiéncia e seletividade do solvente ou sistema de solvente na extracdo dos componentes da
matriz, o que em alguns casos pode resultar em comportamentos inversos. Entretanto, esta
variavel auxilia a identificagdo dos sistemas vantajosos, em que héa tanto a presenca de residuos
solidos elevados, quanto de altos teores de marcadores, sendo uma medida complementar para

a escolha das melhores condigdes experimentais.

5.2.1.1.5 Quantificacéo de &cido galico, elagico e flavonoides por CLAE

a)  Obtencdo do Perfil Cromatogréafico

A andlise dos marcadores especificos foi realizada por CLAE, obtendo cromatogramas
com variagdes na intensidade das areas dos picos de interesse e na presenga/auséncia de picos.
Os marcadores da espécie (acido galico, elagico e miricitrina) foram encontrados em todos 0s
extratos. Estas substancias apresentaram tempo de retencdo igual a 8,7 min (acido galico), 22,8
min (miricitrina) e 25,2 min (acido elagico), e foram identificadas através da comparacao dos
espectros de varredura e verificacdo de aumento de area apos fortificagdo com substancias
padrdo. Além destes marcadores, também foi analisado o teor de outro flavonoide presente na
amostra e que ndo foi identificado, mas qual possui espectro e maximos de absorcdo
semelhantes ao da miricitrina, com tempo de retencdo de 24,5 min. Para fins de analise, este
composto foi nomeado flavonoide 2 e o teor foi expresso em %m/m de miricitrina.

A partir desta analise cromatografica, foram obtidos os fingerprints dos extratos,
permitindo a avaliacdo do perfil quimico tipico e comparacdo das respostas obtidas com 0s
resultados descritos de fingerprint descritos por Bezerra e colaboradores (2018) para 0s
materiais vegetais e produtos derivados de E. uniflora. Os cromatogramas obtidos podem ser
visualizados na figura 12, onde é possivel observar as regides caracteristicas de fingerprints nos
intervalos de 7-11 min e 22-27 min, onde estdo presentes os marcadores (acido galico, acido
elagico, micicitrina e outros flavonoides) evidenciando similaridade entre os extratos obtidos
do modelo simplex centroide e os existentes na literatura, confirmando o perfil quimico obtido
como o tipico da E. uniflora.

Este perfil quimico pode ser utilizado para a autenticagédo de derivados das folhas de E.

uniflora, assim como pode ser usado para verificar a equivaléncia terapéutica caso haja um
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perfil quimico definido para determinada atividade da espécie (MA et al., 2011; Ll et al., 2015;

BEZERRA, 2016).

Figura 12 - Fingerprints obtidos para os extratos produzidos pelo simplex centroide.
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Fonte: Autoria propria.

b) Quantificacdo de flavonoides

38,7

A tabela 11 mostra os resultados obtidos experimentalmente para as analises da

miricitrina e do flavonoide 2 nos extratos obtidos no planejamento simplex centroide. Em

relacdo ao flavonoide 2, os extratos obtidos nas condicdes descritas de 1 a 5 (solventes puros e

mistura agua:metanol), ndo apresentaram a seletividade necessaria para promover a extracao

do flavonoide 2, sé sendo possivel sua deteccdo nas condi¢des descritas de 6 a 15, ainda assim

apresentando rendimento cerca de 10 vezes menor que o da miricitrina. As misturas que nédo

apresentam agua em sua composicao obtiveram menor teor para ambas as substancias.



Tabela 12 - Teores de miricitrina e flavonoide 2 (F2) obtidos no simplex centroide.
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Extrato H:O0 MeOH EtOH Acetona Miricitrina (%) F2 (%)
1 1 0 0 0 0,176 + 0,0040 (2,28) *
2 0 1 0 0 0,230 + 0,0007 (2,28) *
3 0 0 1 0 0,135 + 0,0020 (1,47) *
4 0 0 0 1 0,136 + 0,0037 (2,65) *
5 0,5 0,5 0 0 0,307 + 0,0004 (0,13) *
6 0,5 0 0,5 0 0,312 + 0,0013 (0,43) 0,042 + 0,0006 (1,39)
7 0,5 0 0 0,5 0,372 + 0,0004 (0,12) 0,051 +0,0014 (2,79)
8 0 0,5 0,5 0 0,175+ 0,0018 (1,02) 0,020 + 0,0012 (5,71)
9 0 0,5 0 0,5 0,234 +0,0013 (0,57) 0,026 + 0,0004 (1,54)
10 0 0 0,5 0,5 0,165 + 0,0002 (0,11) 0,017 + 0,0018 (10,15)
11 0,333 0,333 0,333 0 0,349 + 0,0010 (0,29) 0,042 + 0,0065 (15,20)
12 0,333 0 0,333 0,333 0,403 + 0,0014 (0,35) 0,051 + 0,0015 (2,84)
13 0,333 0,333 0 0,333 0,403 + 0,0172 (4,49) 0,052 + 0,0008 (1,47)
14 0 0,333 0,333 0,333 0,242 + 0,0008 (0,35) 0,036 + 0,0004 (1,36)
15 0,25 0,25 0,25 0,25 0,399 + 0,0021 (0,55) 0,047 + 0,0003 (0,69)

Onde: H.0: agua; MeOH: metanol; EtOH: etanol; F1: Flavonoide 1; F2: Flavonoide2. Média + Desvio Padrdo
(Desvio Padrdo Relativo). *N&o foram detectados.
Fonte: Autoria propria.

Para as misturas binarias é possivel verificar o aumento expressivo do teor nas misturas
contendo agua. Para a miricitrina, as trés misturas (agua:metanol, dgua:etanol e agua:acetona)
apresentaram aumento, resultando em teores de 0,307 + 0,0004 (0,13%), 0,312 + 0,0013
(0,43%) e 0,372 + 0,0004 (0,12%) respectivamente. Para o flavonoide 2, as misturas
agua:etanol e dgua:acetona apresentaram aumento no teor, sendo a mistura dgua:acetona um
dos melhores para esse composto.

As condi¢bes mais favoraveis a extracdo dos marcadores flavonoidicos corresponde as
misturas ternarias de dgua:metanol:acetona e agua:etanol:acetona, cujos rendimentos para a
miricitrina e para o flavonoide 2 foram de 0,403 £+ 0,0014 (0,35%) e 0,051 £ 0,0015 (2,84%); e
0,403% % 0,0172 (0,35%) e 0,052 + 0,0008 (2,84%), respectivamente.

Na analise dos efeitos para o teor de miricitrina, foi possivel verificar que todos os
fatores possuiram significancia estatistica (Figuras 13A e 13B). Dentre todas as misturas
avaliadas para esta variavel, apenas a mistura dos fatores B (metanol) e C (etanol) apresentou
influéncia negativa, mas ndo apresentaram impacto relevante, em compara¢do com 0s outros
fatores. Os fatores de maior influéncia foram: linear B (metanol - 82,81) e AD (agua e acetona
- 64,73), seguidos de A (&gua - 62,58), D (acetona - 49,87).
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Figura 13 - Gréficos de Probabilidade Normal (A) e de Efeitos Padronizados (Paretos) (B) para a variavel

Miricitrina.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Os dados obtidos por CLAE apresentaram correlacdo com os resultados obtidos para a
variavel de flavonoides totais por UV-Vis, fato observado a semelhanca nos gréaficos de
contorno para ambas respostas.

Os gréaficos de contorno (Figura 14), assim como reportado para a variavel de
flavonoides totais, evidenciam a importancia da dgua e de seu efeito conjunto com o0s demais
solventes. Quando a &gua ndo esta presente, € possivel observar influéncia do metanol,

principalmente sobre as maiores propor¢des (de onde as curvas de intensidade partem.
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Figura 14 - Graficos de contorno obtidos para os teores de Miricitrina (MYR) nas diferentes composi¢Ges do

simplex centroide.
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Fonte: Autoria Propria.
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Os fatores que obtiveram influéncia estatisticamente significativa (Figura 15) sobre a

extracdo foram os fatores conjuntos binarios de AD (&gua:acetona — 30,70), AC (agua:etanol —
25,70), BD (metanol:acetona — 16,56), BC (metanol: etanol — 12,89) e CD (etanol:acetona —

10,91). Além dos fatores de interacdo entre trés componentes ABD (agua:metanol:acetona —
9,41) e ABC (agua:metanol:etanol — 7,90).
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Figura 15 - Gréficos de Probabilidade Normal (A) e de Efeitos Padronizados (Paretos) (B) para a variavel
flavonoide 2.
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Fonte: Autoria Propria.

Em relacdo ao flavonoide 2, as respostas se apresentam distintas das obtidas para a
miricitrina no que se refere as influéncias dos fatores. A substancia nao foi detectada em
nenhum dos extratos produzidos com os solventes isolados, bem como na mistura de
agua:metanol; apresentando menor teor que a miricitrina, indicando que este flavonoide nao

possui afinidade com os 5 primeiros solventes extratores utilizados (Figura 16).
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Figura 16 - Graficos de contorno obtidos para os teores de F2 nas diferentes composicdes do simplex centroide.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Os resultados demonstram a importancia dos sistemas de solventes hidrofilicos para a
extracdo dos compostos flavonoidicos presentes na matriz, corroborando com diversos relatos
na literatura que indicam que a presenca de grupos hidroxila e residuos de aglcares na estrutura
dos flavonoides sdo os responsaveis pela elevada solubilidade destas substancias em solventes
polares, o que € um fator determinante na seletividade dos sistemas de solventes avaliados
(MARQUES et al., 2012; HANDA et al., 2016; SIMOES et al., 2017).

A miricitrina, flavonol glicosilado (miricetina-O-rhamnosideo), possui maior
polaridade do que outros flavonois aglicosilados. Em relacéo ao flavonoide 2(F2), a miricitrina
possui maior polaridade visto que, nas analises cromatogréaficas, a miricitrina possui menor
tempo de retencdo (22,7 min) que o flavonoide 2 (24,5 min), possuindo mais afinidade com as
cadeias C-18 da coluna, do que com a fase mdvel. Neste sentido, o F2 pode ser correspondente
a uma aglicona ou um flavonoide metilado, como relatado por Rattmann e colaboradores
(2012), que descreveu uma série de compostos derivados de quercetina e miricitrina com estas

caracteristicas.
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Figura 17 - Estrutura da molécula de Miricitrina.

Fonte: Adaptado de Rattmann et al., 2012.

Diante desta diferenca entre a retencdo com a cadeias Cig para os dois flavonoides,
foram avaliadas as constantes dielétricas das misturas para identificar as possiveis diferencas
de afinidade a partir da polaridade dos solventes e misturas de solventes. A constante dielétrica
é uma importante caracteristica que permite a descri¢cdo do comportamento de polarizacdo das
moléculas em um campo elétrico e de interacdes moleculares, servindo como uma referéncia
para a determinacdo do poder de solvatacdo dos solventes. Quanto maior a contante dielétrica,
maior a polarizabilidade, possibilitando a maior solubilizac&o de ions, permitindo determinar a
polaridade do solvente (MIRRE et al., 2017).
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Tabela 13 - Valores de constantes dielétricas para os solventes/sistemas de solventes calculadas a partir das
proporc¢des dos componentes da mistura.

Solvente/Mistura Constantes Dielétricas

*Agua 80,4

*Metanol 33,6

*Etanol 24,5

*Acetona 21,5

**Agua:Metanol (50:50) 56,5
**Agua:Etanol (50:50) 52,25

**Agua:Acetona (50:50) 50,5

**Metanol:Etanol (50:50) 28,5
**Metanol:Acetona (50:50) 27,0
**Etanol:Acetona (50:50) 22,75
**Agua:Metanol:Etanol (33:33:33) 45,83
**Agua:Metanol:Acetona (33:33:33) 44,66
**Agua:Etanol:Acetona (33:33:33) 41,83
**Metanol:Etanol:Acetona (33:33:33) 26,16
**Agua:Metanol:Etanol:Acetona (25:25:25:25) 39,625

*Constantes dos solventes apresentados por BRAGA, 2006.
**Constantes dos sistemas de solventes calculadas a partir das propor¢des dos solventes primarios no sistema.
Fonte: Autoria Prdpria.

Avaliando os resultados obtidos para a miricitrina, percebe-se o motivo pelo qual o
metanol, dentre os solventes isolados, apresentou 0 melhor desempenho extrativo. O metanol
isoladamente apresenta a maior constante dielétrica (33), sendo o valor de constante mais
préximo ao dos valores que apresentaram maior eficiéncia na extracdo (AD, ABD, ACD e
ABCD).

Em relacdo aos sistemas binarios, a mistura de dgua:metanol (AB) proporcionou um
aumento em relacdo aos solventes isolados, entretanto a constante dielétrica resultante obteve
um valor elevado (56,5), indicando um sistema muito polar. Em comparagdo com a mistura
AB, os sistemas contendo agua:etanol (AC) e agua:acetona (AD) apresentaram constantes
dielétricas um pouco inferiores (52,25 e 50,5, respectivamente) e melhores desempenhos
extrativos em relagédo tanto a miricitrina, quanto ao flavonoide 2, com aumentos significativos
com a diminuigdo das constantes dielétricas dos sistemas. As faixas de constantes dielétricas

que obtem os melhores desempenhos para a extracao dos flavonoides das folhas de pitanga séo
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superiores a 33 (valores da constante dielétrica do metanol) até aproximadamente 50, valor da
constante da mistura binaria com maior rendimento extrativo.

Em relacdo as misturas terciarias e quaterndria, trés apresentaram os melhores
desempenhos. As misturas ternarias de agua:metanol: acetona (ABD); agua:etanol:acetona
(ACD); e, a mistura quaternaria (ABCD). Estas misturas apresentaram constantes dielétricas na
faixa de 39 a 44, e obtiveram os maiores teores para os dois flavonoides. A mistura dos trés
solventes organicos (BCD) apresentou menores resultados, ja esperados pela auséncia da agua.
A mistura terciaria ABC, embora apresente constante dielétrica de 45,86, obteve menores
rendimentos para os flavonoides que as outras misturas terciarias e a quaternaria, o que pode

indicar que a presenga de acetona nas misturas incrementa a seletividade do sistema.

c) Teores de acido galico e acido elagico

A determinacdo do teor de taninos por CLAE indica que o extrato aquoso foi o que
apresentou maior eficiéncia de extracao, tanto para o acido elagico quanto para o acido galico
(Tabela 13) o que pode ser correlacionado com a elevada solubilidade destas substancias em
agua e por sua afinidade com solventes polares (QUIDEAU et al., 2011). Analisando as
misturas dos diferentes solventes, foi possivel observar que os sistemas ndo obtiveram 0s
melhores desempenhos para a extracdo, ao contrario dos resultados observados para os dados
de espectrofotometria que revelaram sinergismo significativo para a maioria dos sistemas
testados.

Para o acido galico os solventes puros etanol e acetona foram os menos eficazes na
extracdo (0,016%). O mesmo comportamento foi observado para a mistura binéria destes dois
solventes, evidenciando que mesmo em mistura, ndo hé efeito sinérgico para esta resposta. Para
0 &cido elagico, os piores desempenhos foram apresentados pelos solventes metanol e acetona,
seguidos pela mistura binaria destes dois solventes. De maneira geral, os dados obtidos para a
avaliacdo do rendimento de marcadores revelaram a importancia da dgua como solvente

extrator.
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Tabela 14 - Teores de acido galico (AG) e acido elagico (AE) obtidos no simplex centroide.

Extrato H.O MeOH EtOH  Acetona AG AE

1 1 0 0 0 0,133 +0,1002 (1,93) 0,086 + 0,0000 (0,03)
2 0 1 0 0 0,027 + 0,0012 (4,26) 0,011 + 0,0007 (6,69)
3 0 0 1 0 0,011 + 0,0045 (4,49) 0,027 + 0,0013 (5,09)
4 0 0 0 1 0,010 + 0,0005 (4,41) 0,006 + 0,0004 (5,07)
5 0,5 0,5 0 0 0,047 + 0,0002 (0,35) 0,019 + 0,0003 (1,35)
6 0,5 0 0,5 0 0,039 + 0,0007 (1,78) 0,017 + 0,0001 (0,84)
7 0,5 0 0 0,5 0,048 + 0,0009 (1,93) 0,019 + 0,0006 (3,03)
8 0 0,5 0,5 0 0,020 + 0,0004 (2,11) 0,034 + 0,0006 (1,76)
9 0 0,5 0 0,5 0,028 + 0,0009 (3,25) 0,010 + 0,0002 (1,87)
10 0 0 0,5 0,5 0,017 + 0,0004 (2,26) 0,037 + 0,0002 (3,33)
11 0,333 0,333 0,333 0 0,032 + 0,0012 (3,63) 0,016 + 0,0013 (0,61)
12 0,333 0 0,333 0,333 0,034 + 0,0011 (3,15) 0,013 + 0,0001 (2,41)
13 0,333 0,333 0 0,333 0,035 + 0,0011 (3,15) 0,020 + 0,0029 14,27)
14 0 0,333 0,333 0,333 0,022 + 0,0004 (1,92) 0,019 + 0,0013 (0,61)
15 0,25 0,25 0,25 0,25 0,038 + 0,0007 (1,78) 0,016 + 0,0014 (7,94)

Onde: H.0: agua; MeOH: metanol; EtOH: etanol; F1: Flavonoide 1; F2: Flavonoide2. Média + Desvio Padrdo
(Desvio Padrdo Relativo).
Fonte: Autoria Propria.

Em relagdo a influéncia dos fatores sobre o teor de &cido galico, maior influéncia foi
atribuida ao termo linear do fator agua (+103,95) seguido pelo fator metanol (+21,42). Para 0s
demais sistemas, sejam 0s seus termos lineares ou as interacfes, o rendimento foi sempre
inferior a resposta observada para a agua (Figura 18). Este resultado esta relacionado com a
polaridade e afinidade com &gua do &cido galico, e, é explicado pela presenca de grupamento
acido e por sua estrutura poli-hidroxilada (TSAO, 2010).

Para o &cido elagico, a maior influéncia também foi verificada para a dgua (+109,06),
entretanto houve maior influéncia de outros fatores como etanol (+33,52) e de misturas
contendo este solvente, CD (etanol:acetona — +20,56) e BC (metanol:etanol — +16,56),
indicando que o composto possui afinidade também com os solventes organicos polares (Figura
19).

Nos graficos de probabilidade normal considerando o acido galico, por exemplo, houve
os fatores apresentaram menor influéncia e permaneceram proximos a linha de significancia no

gréfico de paretos.
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Figura 18 - Graficos de Probabilidade Normal (A) e de Efeitos Padronizados (Paretos) (B) para a variavel de
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Fonte: Autoria Propria.
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Figura 19 - Gréficos de Probabilidade Normal (A) e de Efeitos Padronizados (Paretos) (B) para a variavel Acido

Elagico.
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Fonte: Autoria Prdpria.
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Analisando os graficos de contorno para os dois mondmeros, maior teor foi observado

em regides com maior concentracdo de agua. Quando a agua nao esta presente, as regides de

coloracdo vermelha se deslocam para os solventes aos quais as substancias possuem maior

afinidade, metanol para o acido galico e etanol para o acido elagico (Figuras 20 e 21).
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Figura 20 - Gréficos de contorno obtidos para os teores de Acido Galico (AG) nas diferentes composicdes do

simplex centroide.
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Figura 21 - Gréaficos de contorno obtidos para os teores de Acido Elagico (AE) nas diferentes composicdes do

simplex centroide.
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O acido gélico, molécula com 7 carbonos polihidroxilada (maior polaridade, tempo de
retencdo de 7,1 minutos) apresenta grande afinidade com a &gua facilmente solubilizada e
solvatada (QUIDEAU, 2014; MELLO; SANTOS, 2017). O acido géalico apresenta afinidade
com o metanol pois, dentre os solventes organicos utilizados, este € 0 que possui maior
polaridade, como pode ser observada pela sua constante dielétrica (33). O acido elagico,
mondmero resultante da fusdo de duas moléculas de acido géalico, apresenta uma maior por¢éo
hidrofobica, embora ainda seja polihidroxilada, possui caracteristicas apolares (menor
polaridade, tempo de 24 min) (QUIDEAU, 2014). Apresenta afinidade com &gua pela
quantidade de hidroxilas em sua estrutura, entretanto, em relagéo aos solventes testados, a maior
solubilidade/seletividade é com o etanol, que possui carater intermediario entre os solventes,

com constante dielétrica de 24,5 (Figura 22).

Figura 22 - Estrutura das moléculas de &cido galico (A) e acido elagico (B).

@) OH
HO O
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OH 0O OH
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HO

Fonte: Sigma-Aldrich.

Estes dados contribuem para a afirmacéo de que o &cido galico possui maior afinidade
com a agua, sendo seguido pelo acido elagico e pelas macromoléculas de taninos elagicos
(MELLO; SANTQOS, 2017), explicando o fato de que as misturas de solventes apresentam
sinergismo e possuem maior impacto sobre a extra¢do de taninos totais, resultando no aumento
do teor destas substancias (considerando macromoléculas + monémeros de &cido galico e
elagico), enquanto no caso dos monémeros, o fator dgua, individualmente resulta nos maiores

teores.
5.2.1.1.6 Fingerprint por Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia
Para a andlise qualitativa dos extratos produzidos no planejamento de misturas, foi

desenvolvido um fingerprint por CCDAE, para identificar possiveis variacdes no perfil

quimico. No cromatograma foi possivel identificar que os perfis sdo bastante semelhantes,
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contendo as mesmas bandas, porém, ha uma evidente diferenca nas intensidades das manchas
existentes nos diferentes extratos, o que pode indicar maior/menor concentragéo da substancia
no extrato (Figura 23).

Mesmo que 0s extratos tenham apresentado em seu perfil bandas correspondentes a
acido gélico, &cido elagico e a miricitrina, em concentragfes distintas, evidenciadas pelos
diferentes niveis de intensidade, alguns extratos possuem bandas que nédo sédo reproduzidas por
todas as misturas. Demonstrando a diferenca na seletividade destes sistemas de extracdo. Um
exemplo ¢é a banda de coloragédo esverdeada que € evidenciada com bastante intensidade pelos
extratos 1, 8 e 9, e em menor intensidade nos extratos 2, 5e 7.

Este tipo de analise é complementar, realizada para a identificacdo e confirmacéo do
perfil quimico tipico dos extratos, que a partir da comparacdo com fingerprints obtidos para
extratos com atividade bioldgica confirmada, pode evidenciar a manutencédo da atividade, de
acordo com a presenca das substancias marcadoras. Além de servir como ferramenta para
autenticacédo da identidade do material vegetal e de seus derivados (GOODARZI et al., 2013;
BEZERRA et al., 2018). Neste sentido, para a obtencdo de respostas mais conclusivas e

definitivas, estas analises qualitativas devem estar associadas com dados quantitativos.

Figura 23 - Fingerprint para polifenois dos extratos produzidos por simplex centroide através de cromatografia de
camada delgada de alta eficiéncia.

E2 EI0 El1l EI12 EI3 El4 EI5 GAEA MYR

Onde: E1-E15: Extrato 1-15; GA: Acido Galico; EA: Acido Elagico; MYR: Miricitrina.
Fonte: Autoria propria.
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5.2.1.1.7 Avaliagéo das respostas significativas e modelagem de novas misturas

As analises das respostas individuais possibilitaram a identificagdo dos fatores com
influéncia sobre os teores de residuo solido e de marcadores. Os graficos de contorno mostraram
0s pontos em que as misturas obtiveram os maiores teores, auxiliando na escolha das condigdes
ideais para que o maior desempenho extrativo fosse alcangado. Foi possivel observar que, para
as analises dos teores de flavonoides e taninos por UV-Vis, a maioria das misturas apresentou
maiores teores que os solventes isolados, principalmente as regides que continham misturas
com elevadas proporgdes de agua

Quando os graficos de contorno obtidos para os teores das analises por UV-Vis sdo
comparadas com as respostas geradas na avaliagdo por CLAE dos marcadores, na extracao de
acido galico e elagico a eficiéncia apresentou queda quando a extracdo foi realizada por
sistemas de solventes, apresentando maximo desempenho de extragdo com a utiliza¢ao de agua.
Entretanto, as andlises dos flavonoides por CLAE apresentaram respostas semelhantes as
obtidas por espectrofotometria, com teores mais elevados nas regides de misturas. Estes
resultados servem para determinar quais sao os principais fatores que podem ser utilizados para
os modelos de previsao.

Entretanto, diante das avaliacdes de cada variavel individualmente, e de respostas
contrarias que algumas das variaveis de saida tiveram entre si, apenas a avaliacdo dos graficos
de contorno nao foi suficiente para definir a melhor mistura de solventes. Neste sentido, foram
avaliadas novas misturas através de estimativas e previsdes obtidas utilizando as equagoes,
superficies de resposta e parametros de desirability como abordagem de avaliacdo dos multiplos
fatores.

A ferramenta da funcdo desirability permite a andlise e otimizacdo simultinea de
diversas respostas sob analise, permitindo a que sejam determinados os valores de desirability
global, envolvendo todos os fatores em analise, além das estimativas para cada performance de
cada variavel dependente (SAFARALIE; FATEMI; SALIMI, 2010; YOSHIARA et al., 2012;
ADALARASAN; SANTHANAKUMAR, 2015; ESMIZADEH et al., 2015; FADIL et al.,
2018; NIST/SEMATECH, 2019).

Estas misturas foram baseadas principalmente nos fatores que obtiveram maior
eficiéncia, assim foram realizadas misturas bindrias de &4gua e acetona; ternarias de
agua:metanol:etanol e dgua:etanol:acetona; e, quaternarias com todos os componentes

avaliados. Assim, novas propor¢des foram testadas, duas binarias; trés ternarias; e duas



106

quaterndrias; e, a eficiéncia das novas misturas foi determinada de acordo com os parametros
de residuo seco, de flavonoides e de taninos.

Os resultados experimentais obtidos para os extratos provenientes das novas misturas
apresentaram comportamento semelhante ao observado para as misturas de maior eficiéncia no

estudo do simplex centroide (Tabela 14).
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Tabela 15 - Respostas de teores de residuo solido, flavonoides e taninos totais por espectrofotometria UV-Vis, Eficiéncia de extragéo para flavonoides e taninos, e os marcadores
acido galico e elagico e os flavonoides miricitrina e flavonoide 2 expresso em miricitrina, para os extratos modelados.
Misturas de solventes

oroporcdes RS (%) TET (%) TT (%) EEF EET  AG(%)  AE(%) MYR(%)  F2(%)
2323 2,95 (2,94) 105(222) 6,86 (0,80) 0,333 2325 (24023;9 (26082;3 (zfé%’ (2502‘2‘?
?fégi: 3,15 (0,95) 106(056) 6,71 (0,52) 0,360 2130 %’i;? (210213%2 (2022‘;3? (2105?1?
(Oi(j//(')\’/';i;) 3,01 (0,69) 110(053) 6,70 (0,50) 0,342 2225 (21023)3 (24123)1 (203‘118)1 (zfg%)
A(‘(?;ZTZIQZ)T 3,41 (0,45) 119(0,26) 6,66 (1,61) 0,326 1,953 (21023? (2302)7 (24333)2 (zfgg)s

( ?S/:;/AOCZ‘TS) 3,40 (0,61) 112(057)  6:81(0,16) 0,308 2,003 (21023)5 (24128)1 (2132%2 (20025)5
?ﬂ'\//(l)El/ZTZ//'ZC; 3,26 (0,98) 113(0,77) 6,61 (267) 0,324 2,028 (21033)2 (202;‘25’ (203%7 (zfgg?
(:ZZE;I@E;) 3,40 (2,65) 135(072) 8,65 (0,12) 0,399 2544 (200‘7‘2)1 (21228;1 %‘gg? (21035)3

AQ — 4gua; Me — Metanol; ET — Etanol; ACT — Acetona; RS — Residuo Sélido; TFT — Teor de flavonoides totais; TT — Teor de taninos totais. Resultados expressos em Média
(Desvio Padréo Relativo).
Fonte: Autoria Prdpria.
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Avaliando as respostas obtidas nas andlises quantitativas de residuo seco ndo foram
detectados incrementos significativos nas respostas dos novos extratos, havendo diversas
variacoes ¢ diminui¢do nas respostas. Para os teores de flavonoides totais, foram detectadas
diversas flutuagdes nas respostas, na maioria dos casos houve diminui¢do nas respostas com
valores inferiores aos obtidos nas misturas preparadas para a aquisi¢do do modelo, exceto para
a mistura quaterndria de agua:metanol:etanol:acetona (46:13:18:23, v/v/v/v), que obteve
valores equivalentes & maxima resposta para flavonoides.

Em relagdo ao teor de taninos totais, a mistura quaterndria de
agua:metanol:etanol:acetona (46:13:18:23, v/v/v/v), apresentou incremento sobre as respostas,
obtendo teor médio de 8,65 (0,12%) enquanto a mistura que obteve maior resposta na etapa
anterior possui 7,25% (0,38%).

No que diz respeito as respostas obtidas para os marcadores por CLAE, a mistura
dgua:metanol:etanol:acetona (46:13:18:23, v/v/v/v), obteve os melhores teores dentre os
extratos modelados, resultando em incremento nos teores de acido eldgico, miricitrina e
flavonoide 2.

Considerando as curvas apresentadas nos dados dos parametros desirability (Figura 24),
a mistura quaternaria de agua:metanol:etanol:acetona (46:13:18:23, v/v/v/v) apresenta as
propor¢des favoraveis para resultar no maximo desempenho pelo modelo matematico proposto,
encontrando-se alinhadas com os pontos mais elevados das curvas de respostas para cada
variavel em todos os solventes utilizados neste ensaio. Quando comparados os valores
experimentais para residuo seco, espectrofotometria e CLAE com os calculados pela funcao
desirability, foi possivel observar que houve grande semelhanga entre as varidveis de respostas
experimentais e as previstas pelo modelo. Para os teores de taninos totais e para os teores de
acido elédgico, os valores foram superiores aos valores preditos, indicando maior eficiéncia da
nova mistura. Estes resultados asseguram que esta combinag¢do de solventes representa a

condi¢do mais apropriada extracdo de maior espectro de polifenois das folhas de E. uniflora.
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Figura 24 - Graficos de desirability para a composicdo da mistura quaternaria de agua:metanol:etanol:acetona
(46:13:18:23, v/viviv) e previsdo de teores de residuos, flavonoides, eficiéncia de extragdo de flavonoides totais,
taninos totais, eficiéncia de extragdo de taninos (A) e para acido galico, acido elagico, miricitrina e F2 (B).
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Fonte: Autoria Propria.

Estes resultados permitem inferir que a ferramenta de desirability ¢ uma abordagem

apropriada para a avaliacdo e otimizacdo das respostas obtidas pelo planejamento simplex
centroide de misturas, alcancando respostas experimentais muito similares as preditas pela
funcdo matematica (SAFARALIE, 2010; YOSHIARA et al, 2010; ADALARASAN;
SANTHANAKUMAR, 2015; FADIL et al., 2018).

Na analise qualitativa por CCDAE para obtencao do fingerprint dos extratos modelados
(Figura 25), foi possivel visualizar a manuten¢do do perfil quimico nos extratos preparados
utilizando os novos sistemas de misturas, evidenciando a presenca dos marcadores acido galico,
acido elagico e miricitrina. A mistura quaternaria de agua:metanol:etanol:acetona (46:13:18:23)

apresentou manchas de maior intensidade, sugerindo melhor eficiéncia.
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Figura 25 - Fingerprint por CCDAE para polifenois obtido dos extratos modelados por planejamento simplex
centroide.

Els E17 El8 El9 E20 E21 E22 GA/EA MYR

Onde: E16-E22: Extrato 16-22; GA: Acido Galico; EA: Acido Elagico; MYR: Miricitrina.
Fonte: Autoria Prdpria.

O perfil cromatografico por CLAE também foi realizado com os extratos modelados
(Figura 26). Foram obtidas respostas semelhantes as descritas para espécie em numero de picos
totais, e nas regides de 7-11 min e de 22-27, onde os picos dos marcadores foram detectados.
Os dados qualitativos por CLAE, assim como os quantitativos, apontam que a mistura

quaterndria de d4gua:metanol:etanol:acetona (46:13:18:23) apresentou o melhor desempenho.

Figura 26 - Fingerprint por CLAE para polifenois de extratos modelados por planejamento simplex centroide.
700
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Fonte: Autoria Prdpria.

5.2.3 Planejamento fatorial: otimizagédo de método extrativo

Na etapa seguinte do processo de otimizagdo do método extrativo para as folhas de
Eugenia uniflora, foi utilizado o planejamento fatorial para a sele¢do das varidveis utilizadas
para a execu¢do do método (Tabela 15).
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Tabela 16 - Matriz do planejamento fatorial para avaliar a influéncia da quantidade de droga e método extrativo sobre as respostas dos teores de residuos, flavonoides, taninos
e eficiéncia de extracéo.

Variaveis Variaveis
Naturais Codificadas Respostas — Variaveis Dependentes*
Método Droga | Método Droga | RS (%) TFT (%) TT (%) EEF EET GA (%) EA (%) MYR (%) F2 (%)

R 5 -1 -1 1,62(1,55) 1,38(0,59) 9,05(,37) 085 557 0,3138(0,29) 0,1835(5,03) 11,0134 (0,56) 0,1529 (3,55)
R 10 -1 0 3,37(219) 1,26(0,45) 6,66(0,25) 0,37 1,98 0,1016(0,33) 0,0556 (3,18)  0,9148 (2,14)  0,0453 (3,59)
R 15 -1 1 495(3,13) 1,15(2,45) 554(0,68) 0,23 1,12 0,0340(1,47) 0,0180(6,03) 0,9111(2,92) 0,0129 (4,48)
u 5 0 -1 2,05(4,14) 1,36(0,18) 9,54(0,23) 0,66 4,65 0,2250(0,51) 0,1995(2,01) 0,9766 (0,82)  0,1634 (299)
u 10 0 0 3,51(516) 1,26(0,54) 819(048) 0,36 2,34 0,0789(555) 0,0604(589) 0,9645(2,48)  0,0503 (5,87)
u 15 0 1 521(2,47) 1,11(0,200 555(0,30) 0,21 1,07 0,0287(4,87) 0,0172(5,06) 0,9608 (0,46) 0,0172 (4,82)
T 5 1 -1 2,07(2,66) 152(0,51) 10,80(1,07) 0,73 521 0,2632(0,31) 0,2019 (3,54) 1,2327 (2,02)  0,2038 (3,22)
T 10 1 0 3,14(1,29) 1,26(0,31) 8,44(0,93) 040 2,69 0,0648(4,21) 0,0515(3,02) 0,9130(3,04)  0,0502 (1,16)
T 15 1 1 4,70 (2,95) 1,11(0,69) 599(0,32) 0,24 127 0,0273(4,87) 0,0169 (509) 0,8724 (3,21)  0,0162 (1,68)

R — Refluxo; U — Ultrassom; T — Turbdlise; ME — Método Extrativo; RS — Residuo seco; TFT — Flavonoides Totais; TT — Taninos Totais; EEF — Eficiéncia de Extracdo de
Flavonoides; EET — Eficiéncia de Extracdo Taninos.

*Valores expressos em Média (Desvio Padréo Relativo), todos os ensaios foram realizados em triplicata.
Fonte: Autoria Prdpria.
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Com o auxilio do software Statistica 8 as varidveis de resposta foram analisadas e seus
efeitos foram mensurados, e suas equacGes matematicas foram geradas. As respostas foram
analisadas segundo os modelos lineares e quadraticos, entretanto os modelos lineares ndo foram
suficientes para descrever as respostas, Os modelos quadraticos apresentaram elevados
coeficientes de determinagéo (R?), superiores a 0,99, (demonstrando que os modelos obtidos
explicam ao menos 99% das respostas experimentais) (Tabela 16). Além disso, a analise de
variancia dos modelos resultou em elevados valores para F e baixos valores de p (proximos de
zero e menores que 5%) indicando que a hipotese alternativa da significancia da regressao é
verdadeira, afirmando que as regressdes dos modelos apresentam elevada significancia e que
se apresentam bem ajustadas, satisfazendo os parametros recomendados na literatura para a
validacdo dos modelos matematicos. Nestas analises, o teste de falta de ajuste ndo apresentou
significancia (WEHRLE et al., 1993; CALLEGARI-JACQUES, 2003; BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010; MONTGOMERY, 2013; MYERS et al., 2016). As equacdes
resultantes da andlise das respostas e seus R2 estdo apresentados na tabela 16.

Tabela 17 - Valores de coeficiente de determinaco e equacdes matematicas obtidas no planejamento fatorial.
Respostas Equacdo Matemaética R?

RS = 3,5248 + 1,5188x + 0,09777x2 - 0,005y - 0,2805y” - 0,175xy -

Residuo Solido 0,0866x° + 0,165x% — 0,0333x% 0,99418
. TFT = 1,2522 - 0,1225x — 0,01645x2 + 0,00286y + 0,00419y? - 0,04372xy
Flavonoides +0,03834xy2 + 0,02217xy + 0,048542x%? 0.99493
Eficiénciade Ext.  EEF = 035858 — 0,02426x + 0,07957% + 001401y + 0028952 + oo
Flavonoides 0,03058xy - 0,05472xy2 - 0,42396x2 + 0,045566x%2 :
. TT = 8,19116 — 1,09280x — 0,647662x2 + 0,88947y — 0,63794y? -
Taninos 0,32808xy - 0,08870xy2 - 0,33902x% + 0,93929x2y?2 0,99942
Eficiénciade Ex.  EET = 233083 — 179154 + 0,51810: + 035584y — 0,00807y% + oo
Taninos 0,12863xy - 0,30735xy2 - 0,40738x2 + 0,44117xCy? :
o AG = 0,07889 — 0,09815x + 0,04791x2 -0,01841y + 0,00434y2 +
Acido Galico 0,00913xy - 0,03262xy2 + 0,005265x2y + 0,02959x2y2 0,99355
o AE = 0,061098 - 0,090956x + 0,04742x2 - 0,00152y - 0,00703y? -
Acido BIagico 4 604741xy + 0,00344xy? + 0,00596x2y + 0,00373x%y? 0.9962
o MYR = 032146 - 0,43494x + 0,22022x - 0,00031y - 0,016855y2 -
Miricitrina 0,05553xy - 0,07718xy2 + 0,05302x2y + 0,08650x22 0.99962
= - 2 - 2 .
" F2 = 0,05032 - 0,07290x + 0,040189x2 + 0,00345y - 0,00362y 0.99531

0,012047xy - 0,00731xy? + 0,00998x2y +0,00818x2y?

Fonte: Autoria Prdpria.

Os fatores individuais e a interacdo destes, estdo expressos no grafico de Paretos (efeitos
padronizados) nas Figuras 27-30. Os graficos de efeitos padronizados revelaram que tanto os
fatores principais, quanto a interagdo entre os fatores apresentaram influéncia significativa

sobre grande parte das variaveis dependentes estudadas. Neste caso, a variabilidade das
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respostas observadas para o residuo seco, flavonoides, taninos, e eficiéncia de extracdo de
taninos e flavonoides, assim como nos teores dos marcadores acido galico, acido elagico e os
flavonoides micitrina e F2 foram influenciados pelos ajustes realizados nas variaveis
independentes ou de entrada.

Considerando a intensidade dos efeitos das variaveis de entrada, o fator com maior
influéncia sobre as respostas foi a quantidade de droga, que obteve, em todas as varidveis
dependentes, valores que ultrapassaram a linha de significancia nos graficos de paretos (RS:
+47,31; FT: -56,07; TT: -164,73; EEF: -80,12; EET: -82,94; AG: -31,07; AE: -69,06; MYR: -
42,47; F2: -42,03).
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Figura 27 - Gréficos de superficie de resposta e de efeitos padronizados para as respostas: Residuo Seco, Flavonoides Totais, Eficiéncia de Extracdo de Flavonoides (EEF).
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Figura 28 - Graficos de superficie de resposta e de efeitos padronizados para as respostas: Taninos Totais e Eficiéncia de Extracdo de Taninos (EET).
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Fonte: Autoria Prdpria.
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Figura 29 - Gréaficos de superficie de resposta e de efeitos padronizados para as respostas: Acido Géalico, Acido Elagico.
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Fonte: Autoria Prdpria.



Figura 30 - Graficos de superficie de resposta e de efeitos padronizados (Paretos) para as respostas: Miricitrina e F2.
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Para as andlises dos marcadores, as respostas obtidas indicam que a mudanca de nivel
do fator quantidade de droga apresenta influéncia negativa sobre os teores, ou seja, 0 aumento
da quantidade de droga de 5 g (-1) para os niveis intermediario 10 g (0) e superior 15 g (+1)
representam rendimento proporcionalmente menor para 0s teores dos marcadores e da
eficiéncia de extracdo. Este rendimento pode estar relacionado com a solubilidade das
substancias no liquido extrator, saturacdo do sistema de solvente usado, ou mesmo as limitacdes
do processo extrativo (SIMOES et al., 2017).

No caso do residuo seco, a influéncia deste fator foi positiva, 0 aumento da massa da
droga ocasionou maior teor de substancias extraiveis. Esses resultados estdo relacionados com
0 aumento da concentracdo de droga para um volume fixo de liquido extrator. Entretanto, o
aumento de substancias extraidas ndo necessariamente possui uma influéncia positiva e
vantajosa para o objetivo final, visto que objetiva-se aumentar a eficiéncia da extracdo das
substancias ativas, 0 que ndo ocorreu. Assim, pode-se inferir que o aumento da massa foi
resultante de outras substancias presentes na matriz, mas que ndo sdo relacionadas com o0s
marcadores da espécie.

Considerando o fator método extrativo, também foi observada importancia estatistica
para o fator isolado. A varidvel apresentou influéncia favoravel sobre a maioria das respostas
(RS: +5,04; FT: +6,68; TT: +53,26; EEF: -4,37; EET: +3,50; AG: -3,86; AE: +1,91; MYR:
+3,18; F2: +5,46). A turbolise resultou no incremento das respostas de residuo e teor de
marcadores, entretanto, apresentou uma contribuicdo negativa para as variaveis: eficiéncia de
extracdo de flavonoides e teor de &cido galico, que pode ser explicada pelo aumento do
rendimento de sdlidos obtidos

A utilizacdo de métodos sob temperatura proporciona ao sistema um aumento na energia
cinética, diminuicdo da viscosidade do solvente extrator, facilitando o processo de difusdo e
aumentando a solubilidade das substancias na matriz, proporcionando um aumento na
eficiéncia da extracdo (SIMOES et al., 2017). Entretanto, 0 método extracdo sob refluxo (85
°C) ndo apresentou melhor desempenho em compara¢do com os métodos de ultrassom e
turboextracdo. A maior eficiéncia da extracdo por ultrassom pode estar associada com o0
fendmeno de cavitagdo que proporciona 0 aumento da energia cinética, e a formacao de bolhas
de ar dentro do sistema, que cria zonas de elevada pressdo e temperatura e possibilita ruptura
dos tecidos da matriz vegetal, permitindo o aumento da eficiéncia do processo de difuséo,
facilitando a remocéo dos marcadores de interesse do material vegetal (KHODDAMI et al.,
2013).
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No caso da turbolise o processo também fornece elevada energia cinética e taxa de
cisalhamento, proporcionando a diminuigéo do tamanho do material em extracdo, causando o
rompimento dos tecidos da matriz pelas laminas do equipamento e facilitando a entrada do
liquido extrator que estd sob elevada rotacdo. A turbdlise € uma técnica extrativa bastante
versatil, que resulta em um material vegetal praticamente exaurido (SIMOES et al., 2017).

Considerando a analise das varidveis de resposta, no teor de acido galico, foi verificada
influéncia negativa com a mudanca de nivel para o fator método extrativo. Esta resposta
apresenta aparente dependéncia da aplicacao de calor durante o processo de extracdo, indicando
que o aumento da temperatura provém um aumento no desempenho extrativo do acido galico,
considerando que o calor aumenta a solubilidade da substancia e a energia cinética do sistema.
Entretanto, esta melhora ndo acontece para 0s outros marcadores, o que pode estar relacionado
com o tamanho e polaridade da molécula do acido géalico, onde o menor tamanho possibilita
que a energia cinética fornecida tenha impacto sobre a solubilidade da substancia e aumente o
desempenho da extracdo. Os resultados obtidos para estes ensaios apontam que a maxima
extracdao dos compostos € evidenciada quando ha a préxima mudanca de nivel no experimento,
ou seja, quando os extratos s&o obtidos por turbélise (QUIDEAU et al., 2010; SIMOES et al.,
2017).

Avaliando os efeitos conjuntos, a maioria das varidveis de resposta ndo apresenta
dependéncia da interacdo dos fatores (RS: -4,45; FT: -13,51; TT: -21,50; EEF: +7,67; EET:
+4,36; AG: +1,93 (ndo significativos); AE: -3,01; MYR: -4,05; F2: -5,31). Neste caso, o efeito
negativo sobre as variaveis dos marcadores flavonoides totais e taninos totais foram tomadas
como referéncia. Foi possivel concluir que a mudanca simultanea dos niveis inferiores para 0s
superiores de ambas as variaveis independentes, apresenta na maioria dos casos, uma reducao
na resposta, demonstrando que a mudanca é desfavoravel a extracdo dos compostos.

Para a definicdo das condic¢des finais, foram avaliados os graficos de superficie de
respostas gerados a partir dos modelos matematicos obtidos dos dados do ensaio fatorial. A
analise destas superficies revelou que a contribuicdo da quantidade de droga foi fundamental
para todas as variaveis de respostas, especialmente para o teor de solidos extraidos (influéncia
positiva) e taninos totais (efeito negativo), indicando que o aumento da quantidade de droga
ndo apresenta resposta interessante quando levada em consideracdo a composi¢éo quimica do
extrato e concentragdo de marcadores. No que pese a menor influéncia do método de extracdo
sobre as variaveis de respostas, a contribui¢do do fator também foi importante, especialmente

sobre a qualidade quimica dos extratos.
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Assim, diante das respostas para os efeitos padronizados e dos graficos de superficie de
respostas, foi possivel concluir que as condi¢Ges de melhor desempenho para a obtencéo de
extratos é utilizando o menor nivel de quantidade de droga (-1, 5 g de droga) e o0 maior nivel da

variavel método extrativo (+1, extracdo por turbolise).

5.3 EXTRATOS SECOS POR ASPERSAQ

Apbs a eleicdo das condicGes mais favoraveis para realizar o procedimento extrativo das folhas
de E. uniflora, em prosseguimento da avaliacdo das condi¢des tecnoldgicas para obtencdo de
formas farmacéuticas derivadas de extratos da pitangueira, foi realizado o processo de secagem
por aspersao para verificar a viabilidade de producdo de extratos secos a partir do extrato
otimizado.

Previamente ao processo de secagem foi determinado o teor de sélidos do extrato
produzido para realizar a estimativa da quantidade de extrato seco. O extrato otimizado
utilizando o sistema de solventes dgua:metanol:etanol:acetona (43:13:18:23, v/v/viv), 5 g de
droga e turbdlise para a extracdo, obteve 2,15% (m/m) de s6lidos em sua constituicéo.

O extrato otimizado foi seco por spray dryer, obtendo seis diferentes produtos secos:
sem adjuvante; e contendo os adjuvantes: didoxido de silicio coloidal (DSC) celulose
microcristalina, maltodextrina, lactose e goma xantana, todos na proporcdo de 10% (m/m)
considerando o teor de sélidos. Para este ensaio foram secos 1000 mL de cada solucdo extrativa
obtida. Os dados de residuo solido e quantidade de material vegetal foram utilizados para a

realizacdo dos calculos de rendimentos obtidos para esta operacdo (Tabela 17).
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Tabela 18 - Rendimentos dos extratos secos produzidos através de secagem por aspersdo.

Rendimento
Amostra Tedrico* Experimental Rendimento Em relagéo a DV
9 (9) (%; m/m) (%; m/m)
Extrato Sem Adjuvante 21,50 9,70 45,11 16,17
DSC 23,88 11,03 46,18 18,38
Celulose 23,88 11,20 46,90 18,67
Maltodextrina 23,88 9,00 37,68 15,00
Lactose 23,88 11,40 47,78 19,00
Goma Xantana 23,88 11,20 46,90 18,67

*Calculado a partir do teor de sélidos da solucéo extrativa.
Fonte: Autoria Propria.

Todos os rendimentos obtidos foram abaixo de 50% levando-se em conta o rendimento
esperado em relacdo a quantidade de solidos presentes na solugcdo extrativa submetida a
secagem. Os rendimentos também foram calculados em relagcdo a massa de matéria prima
vegetal utilizada para a preparacdo da solucdo extrativa seca por spray drying. Neste caso 0s
rendimentos encontram-se entre 15 — 19%, ou seja, para cada 100 g de meterial vegetal utilizado
para preparacdo do extrato, sdo obtidos entre 15 — 19 g de extrato seco. Alguns relatos na
literatura apontam que baixos rendimentos séo frequentemente obtidos com a utilizagdo de
spray dryers de bancada, com vazdo de até 1L/h, sendo comum a eficiéncia para este tipo de
equipamento na faixa de 20-50%. Além disso, é reportada importancia dos teores de sélidos
presentes no material de secagem, valores reduzidos desta caracteristica podem resultar em
baixos rendimentos (SOARES, 2002; AMERI; MAA, 2008; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009;
MAR TINS et al., 2013).

De modo geral, os rendimentos proximos de 50% podem ser considerados vantajosos
diante dos baixos teores de solidos obtidos para os extratos de E. unifora e do tipo de
equipamento, entretanto, no aspecto tecnoldgico e de producdo, estes valores indicam a
necessidade de modificagcdo de parametros do processo de secagem para que sejam avaliadas
as melhores condicGes de secagem e maiores rendimentos sejam alcangados. Dentre o0s diversos
fatores que podem influenciar os rendimentos de produtos secos por spray dryer, 0s principais
parametros relatados na literatura podem ser relacionados a natureza da amostra, como teor de
solidos, viscosidade da solucéo extrativa, tipo e concentracdo de adjuvantes; e relacionados ao
processo, como temperaturas de entrada e saida, velocidade de corrente de ar aquecido e fluxo
de alimentacdo OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; CAL; SOLLOHUB, 2010; KLEIN et al.,
2015).
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Considerando a adicdo de adjuvantes de secagem, os dados mostraram que a
incorporacdo de 10% de didxido de silicio coloidal, celulose microcristalina, lactose ou goma
Xantana nao causou impacto sobre os rendimentos da operacdo de secagem. Entretanto, quando
foi empregado o uso de maltodextrina, os resultados apresentaram-se desfavoraveis, com
reducdo de 16,47% no rendimento do produto. Este resultado pode ser decorrente de mudanga
nas caracteristicas do liquido ap6s a adi¢do do adjuvante, que necessitou de diluicdo para que
fosse realizada a total solubilizacdo/incorporacdo do polimero ao extrato. Na operacdo, o
volume do solvente necessario para total incorporagdo do excipiente foi o dobro do volume da
solucdo extrativa, resultando em uma diminuicdo proporcional do residuo solido da solug&o.
Além desta dificuldade, durante a operacdo de secagem foi observada maior aderéncia do
produto seco as paredes do equipamento.

Em alguns casos, a natureza e/ou propor¢do de adjuvantes utilizados no processo de
secagem podem ser correlacionados com os rendimentos obtidos. Maiores concentracdes
incorporadas nas solugdes submetidas a secagem, proporcionam maiores rendimentos, por
aumentarem a quantidade de solidos em solucédo, e por melhorarem as caracteristicas fisico-
quimicas, incrementando a fluidez e diminuindo a adesdo do material ao equipamento,
diminuindo as perdas operacionais. Neste sentido, os resultados obtidos podem indicar que a
concentragdo de adjuvante utilizada ndo foi suficiente para impactar nos rendimentos dos
produtos secos a partir de extratos de E. uniflora. Entretanto, o aumento da concentragdo dos
adjuvantes utilizados pode modificar a viscosidade e comprometer a solubilidade das
substancias ativas presentes na solucéo extrativa, ou mesmo alterar a sua dispersibilidade o que
dificultaria o processo de secagem (TEWA-TAGNE et al., 2006; OLIVEIRA; PETROVICK,
2009; CALISKAN; DURIN, 2013; KLEIN et al., 2015; BACCARIN et al., 2016).

No que concerne aos rendimentos, o desempenho da secagem dos produtos secos
contendo adjuvantes, foram obtidos resultados discrepantes dos relatados na literatura para
derivados de vegetais, mesmo quando foram utilizados os mesmos tipos de excipientes.
Entretanto, para a preparacdo dos produtos secos derivados das folhas de E. uniflora foram
utilizados extratos com baixos teores de sélidos e equipamento de bancada, o que pode estar
correlacionado com os baixos rendimentos obtidos, e poderia justificar o rendimento baixo apds
a adicdo de adjuvantes (AMERI; MAA, 2008; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; MARTINS et
al., 2013; KLEIN et al., 2015).
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5.3.1 Umidade residual

O processo de secagem tem como objetivo, além de obter produtos secos intermediarios
(pés como insumos para aplicacdo em formas farmacéuticas liquidas, semissolidas e sélidas) e
produtos finais (no caso de formulacBes em pd, como sachés e chés instantaneos), conferir
maior estabilidade (tanto microbioldgica quanto fisico-quimica) e possibilitar uma maior
protecao, melhor manuseio e acondicionamento do produto seco. Neste sentido, um dos fatores
mais importantes a serem avaliados € o teor de umidade residual, pois a presenca de elevado
teor de &gua pode indicar que o procedimento utilizado ndo apresentou a eficiéncia desejada,
reduzir a estabilidade e levar a proliferagdo de microrganismos, assim como a degradacéao
quimica dos constituintes quimicos. A umidade residual pode estar relacionada as condicdes de
secagem, como temperatura de entrada e de saida, onde temperaturas menores podem impactar
na remocao total do solvente, sendo o responsavel pela permanéncia da umidade residual; o uso
de adjuvantes dessecantes, como o didxido de silicio coloidal, pode ajudar a diminuir a umidade
final do produto (COUTO et al., 2011; KLEIN et al., 2015; ARPAGAUS et al., 2018).

De acordo definicbes apresentadas na Farmacopeia Brasileira, extratos secos nédo
possuem perda por dessecacdo superior a 5% (FB5, 2010); alguns autores apontam que a
umidade residual deve se encontrar no limite de 5% (PEIXOTO; FREITAS, 2013; COUTO et
al., 2013); outros indicam que o intervalo de umidade aceitavel e vidvel para extratos secos
geralmente se encontra entre 3-7% (COUTO et al., 2011; FREITAS; TEIXEIRA;
ZAMARIOLLI, 2017; REIS et al., 2017).

Os resultados obtidos para o ensaio de dessecacdo dos produtos secos das folhas de E.
uniflora apresentaram diferentes comportamentos, tanto para o produto sem adicdo de
adjuvantes quanto para os produtos contendo 10% dos adjuvantes, resultando em faixa de
umidade entre 4,8 e 8,2%. O extrato nativo, sem excipientes, apresentou o valor de umidade
igual a 5,9%. A auséncia de adjuvantes permite inferir que este resultado é proveniente apenas
do processo de secagem e da natureza dos constituintes quimicos presentes nos produtos. Estes
resultados se encontram proximos de 5% e dentro da faixa de 3-7% relatada como aceitavel. Os
valores podem ser considerados favordveis para a manutencéo da estabilidade do material e

permitem inferir que o processo apresentou eficiéncia na remoc¢éo do solvente.
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Tabela 19 - Dados de umidade residual dos produtos secos por asperséo.

Amostra Umidade (%)

Extrato Sem Adjuvante 5,9 + 0,0354 (0,60)
DSC 10% 4,8 £0,0778 (1,62)
Celulose 10% 5,2+0,1202 (2,29)
Maltodextrina 10% 8,2 £ 10,1980 (2,40)
Lactose 10% 7,8 +0,3323 (4,21)
Goma Xantana 10% 6,2 + 0,2263 (3,64)

Resultados expressos em: Média + Desvio Padrdo (Desvio Padrdo Relativo (%))
Fonte: Autoria Propria.

Em relacdo aos resultados obtidos para os produtos contendo 10% dos excipientes
testados, apenas o produto seco preparado com dioxido de silicio coloidal (DSC) apresentou
umidade residual inferior a 5%. Esta baixa umidade é decorrente de uma das principais
caracteristicas deste adjuvante, que é a natureza dessecante. Por este motivo o DSC € usado
frequentemente para manter a estabilidade de produtos higroscopicos de maneira independente,
tal como extratos secos, ou, ainda, integrando a composicéo de formulacdes farmacéuticas para
protecdo de produtos acabados (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; OLIVEIRA;
PETROVICK, 2009; COUTO et al., 2011).

Para o produto seco contendo celulose microcristalina também foi observada reducédo
na umidade residual, quando comparado ao produto isento de adjuvantes. Isoladamente, este
adjuvante apresenta caracteristicas higroscépicas, considerada uma desvantagem para aquisi¢cdo
de produtos contendo este adjuvante em sua composi¢do; fato que pode ter contribuido para a
umidade residual apresentar-se superior a 5% (NSOR-ATINDANA et al., 2017; YANG; LI,
2018).

Entretanto, a reducdo do teor de umidade em comparacdo com o extrato externas da
particula a ponto de alterar a quantidade de agua residual adsorvida. Além disso, a menor
umidade também pode estar associada a uma maior eficiéncia no processo de secagem.

O aumento pronunciado na umidade residual dos produtos contendo lactose e
maltodextrina pode estar relacionado aos fatores operacionais, como a introducdo de solvente
adicional, no caso do produto contendo maltodextrina; de flutuagcdes na temperatura de saida,
ou até mesmo da natureza higroscopica dos excipientes e do extrato, S0 necessarios mais testes
para determinar a real influéncia destes parametros nos produtos.

O produto obtido com a adi¢do de goma xantana apresentou resultados superiores aos

obtidos para o extrato sem adjuvante, apesar de proximos. Estes resultados indicam que o
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adjuvante ndo possuiu grande interferéncia sobre a umidade residual da mesma forma que foi
observada para os demais adjuvantes. Seu desempenho foi 0 mais proximo ao obtido pela
celulose microcristalina, e isso pode ser atribuido a estrutura praticamente idéntica da cadeia
principal destes polimeros, que podem ser diferenciadas apenas pela presenca de cadeias
laterais de trissacarideos alternadas com unidades de anidroglicose (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

Dentre os adjuvantes utilizados para obtencdo de produtos secos derivados de extrato
das folhas de pitangueira, a goma xantana € o excipiente que apesar de relatado para
melhoramento das caracteristicas de pos secos por spray dryer, ndo apresenta muitos relatos
sobre extratos secos e outros produtos derivados vegetais. Este excipiente foi escolhido devido
a possibilidade de influenciar nos produtos finais (sistemas dispersos), por possuir boas
propriedades fisicas, além de ser utilizado para compressao direta por obter caracteristicas de
deformacéo plastica e ser usado como agente gelificante e estabilizante em emulsdes (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; KUMAR; RAO; HAN, 2018).

Diante deste contexto, os resultados obtidos demonstram que, para o parametro de
umidade residual, os adjuvantes que apresentaram o melhor desempenho foram: didxido de

silicio coloidal, celulose microcristalina e goma xantana.

5.3.2 Diametro e distribuicéo de Particulas

O tamanho e distribuicdo de particulas € uma medida de grande importancia na
caracterizacdo de produtos na forma de pos, visto que a fluidez dos pds geralmente pode estar
correlacionada com tamanho, formato e distribuicdo das particulas. O tamanho pode explicar a
coesdo e baixo fluxo de pds, quanto menor as particulas, mais facilmente acontece o atrito entre
as superficies, contribuindo para maior adesao, diminuindo a fluidez do material (COUTO et
al., 2011; GARCIA et al., 2012; REIS et al., 2017).

Para analise do tamanho das particulas, foi realizado um teste prévio usando tamisacao,
entretanto, o po apresentava-se muito fino, atravessando mesmo as menores malhas testadas.
Diante disso, as analises dos tamanhos de particula foram realizadas a partir do diametro de
Feret mensurado em microscopio optico, o que permitiu a avaliar da morfologia das particulas,
as quais se apresentaram, para todos os produtos secos avaliados, como uma mistura dos
formatos irregulares e esféricos. Os resultados indicaram que 0s pds apresentaram tamanhos
muito reduzidos, distribuindo-se entre os tamanhos de 1,6 - 9,6 um (COUTO et al., 2011;
FREITAS; TEIXEIRA; ZAMARIOLI, 2017; REIS et al., 2017).
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Mais de 50% das particulas mensuradas, para todos 0s produtos secos, apresentaram
tamanhos entre 2,5 — 3,3 pum, exceto pelo extrato seco sem adjuvante que apresentou menor
tamanho, com 50% de suas particulas entre 1,7 — 2,4 um. Os valores médios das particulas
(Tabela 19) encontram-se dentro destas faixas, e estes resultados apresentam aumento de acordo

com a adi¢éo dos diferentes adjuvantes.

Tabela 20 - Dados de tamanho e distribuicdo de particulas dos produtos secos por aspersao.

Amostra Minimo (um) Maximo (um) Média (um) Distribuicdo Média 50% (um)
Extrato Sem Adjuvante 1,6 9,6 2,48 2,4
DSC 10% 1,6 9,1 2,88 33
Celulose 10% 1,6 8,0 3,21 33
Maltodextrina 10% 1,6 6,9 3,06 33
Lactose 10% 1,6 7,4 2,75 3,3
Goma Xantana 10% 1,6 75 3,15 3,3

Fonte: Autoria Prdpria.

Na analise comparativa entre os resultados obtidos para os produtos contendo a adi¢édo
dos adjuvantes, foi evidenciado que houve aumento no tamanho das particulas com a adicéo
dos excipientes, entretanto, este aumento ndo proporcionou uma variagdo que possa impactar
nas propriedades de fluxo do material. O maior aumento foi evidenciado para os produtos
contendo 10% de celulose microcristalina, seguido pelos produtos contendo 10% de
maltodextrina e 10% de goma xantana. Estes trés adjuvantes possuem caracteristicas
poliméricas, aglutinantes e podem ser utilizadas para o encapsulamento de substéancias
(principalmente a maltodextrina) pela sua capacidade de formacdo de uma barreira fisica
protetora sobre as particulas. E esta formacdo de camada fisica sobre a superficie dos pos pode
ter sido o fator que contribuiu para um maior aumento do tamanho das particulas dos produtos
em questdo em comparagao com os demais (COUTO et al., 2011; VIDOVIC et al., 2014).

Para verificar se os adjuvantes possuem este impacto sobre o tamanho das particulas dos
produtos secos sdo necessarias mais avaliagdes de tamanho e distribuicdo utilizando métodos
mais especificos para a determinacdo do tamanho, como a analise por difracdo de raios x; e da
estrutura e morfologia das particulas através de microscopia de varredura, onde poderédo ser

coletados dados mais acurados e confiaveis acerca desta variavel.
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5.3.3 Angulo de repouso

A elevada higroscopicidade e tamanho reduzido de particulas, tipicamente obtidos em
extratos secos por aspersdo, sdo frequentemente relatados como fatores que desfavorecem as
propriedades de fluxo destes sistemas particulados (GALLO et al., 2015). Como parte do
desenvolvimento de formas sélidas, a avaliacdo das propriedades mecéanicas dos materiais é
realizada para verificar viabilidade da utilizacdo dos po6s, bem como avaliar comportamento dos
pos frente a sua aplicacdo em formulagdes, bem como aos equipamentos a serem utilizados nos
processamentos. Uma das medidas que auxilia a avaliacdo das propriedades de fluxo é a
avaliagdo do angulo de repouso, que serve para verificar tanto 0 movimento quanto a aderéncia
dos pos devido as forcas coesivas que atuam entre as particulas (GALLO et al., 2015;
AULTON, 2016; AL-HASHEMI; AL-AMOUDI, 2018).

Os resultados obtidos (Tabela 20) evidenciaram que todos os produtos secos por
aspersdo alcangaram respostas consideradas excelentes para este pardmetro, com angulos de
repouso inferiores a 30°. P6s com angulos de repouso abaixo de 40° apresentam propriedades
de escoamento de excelentes a medianas, indicando que os produtos secos derivados de extratos
de folhas de pitanga apresentaram baixa coesdo entre as particulas nesta avaliacdo; valores
superiores indicam que as forcas de coesdo entre as particulas atuam com maior forca,
aumentando o atrito entre elas e dificultando o movimento e escoamento (HOWARD, 2007,
YEKOV; IEFIMQV, 2019).

Tabela 21 - Dados de &ngulo de repouso obtidos para 0s p6s de extratos secos por aspersao.

Angulo de
Amostra Especifica¢des de angulo de repouso*
Repouso
Extrato Sem Adjuvante 25 25-30 — Excelente
DSC 10% 20 31-35-Bom
Celulose 10% 25 36-40 — Mediano
Maltodextrina 10% 27 41-45 — Fraco
Lactose 10% 27 46-50 — Deficiente
Goma Xantana 10% 22 51-65 — Muito Deficiente

Fonte: Autoria Prépria; *Garcia et al, 2012.

O produto contendo DSC apresentou os menores valores de angulo de repouso,
corroborando com os diversos relatos do uso deste adjuvante em insumos farmacéuticos e

derivados vegetais, promovendo o melhoramento das caracteristicas fisicas do material por suas
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propriedades deslizantes. Além disso, o formato esférico do produto e a propriedade dessecante
deste adjuvante podem ter contribuido para o elevado desempenho no quesito angulo de
repouso, tendo em vista que particulas esféricas possuem maior facilidade no deslizamento das
particulas e que elevados teores de umidade contribuem para a adesdo interparticular, o que
proporciona 0 aumento da coesdo e diminui¢do do fluxo do material (ROWE; SHESKEY:;
QUINN, 2009; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; GALLO et al., 2015; CORTES-ROJAS et
al., 2015; BACCARIN et al., 2016).

A celulose manteve o desempenho apresentado pelo extrato seco sem adjuvante, enquanto a
goma xantana possibilitou valores ainda menores, aproximando-se dos resultados obtidos pelo
DSC. Estes resultados semelhantes entre os produtos contendo goma xantana e celulose podem
ser atribuidos a semelhanca estrutural destas substancias poliméricas, que possibilitam um
encapsulamento do material através da formacdo de uma camada externa, o que pode ter
possibilitado o aprimoramento/manutencdo das caracteristicas fisicas do material (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009).

Em relacdo aos produtos contendo maltodextrina e lactose, os resultados obtidos foram
maiores  resultando em  menor fluidez. No caso da maltodextrina, a
incorporagéo/encapsulamento pode néo ter sido realizado de forma efetiva para o produto seco
por aspersdo de E. uniflora, impactando nas caracteristicas do p6 obtido na secagem.

5.3.4 Densidade bruta inicial e de compactac&o, Fator de Hausner e Indice de Carr

Dentre os fatores que podem ser avaliados a partir da definicdo das caracteristicas dos
materiais, podem ser citados o Fator de Hausner (FH) e indice de Carr (IC), considerados
medidas empiricas de previsdo do fluxo de pos, e que seguem como ensaios estudados na pré-
formulacdo de formas sélidas, por permitirem a avaliacdo da capacidade e da viabilidade da
aplicacdo de pds a compactacdo (AULTON, 2016; NARASHIMHAN; AMUDA, 2017;
YEKOV; IEFIMQOV, 2019).

Para o indice de Carr, valores de até 20, apresentam propriedades favoraveis para a
compressibilidade, acima destes valores, as caracteristicas de fluxo sdo consideradas
desfavoraveis (Tabela 21). Ja para o Fator de Hausner, valores de no maximo 1,25 sdo
considerados admissiveis, portanto, apresentam baixas propriedades de fluxo de baixa
compressibilidade, fazendo com que sejam necessarios ajustes para 0 aprimoramento das
caracteristicas reoldgicas dos materiais que possuam valores superiores aos valores citados para
0 IC e FH (AULTON, 2016; NARASHIMHAN; AMUDA, 2017; YEKOV; IEFIMOV, 2019).
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Tabela 22 - Valores de referéncia para Fator de Hausner e indice de Carr.

Especifica¢bes de FH Especificacgdes de IC
1,00 - 1,11 — Excelente 1 - 10 — Excelente
1,12-1,18 - Bom 11-15-Bom
1,19 - 1,25 — Razoavel 16 - 20 — Razoavel
1,26 - 1,45 — Fraco 21 - 30 — Fraco
1,46 — 1,59 — Muito fraco 31 - 37 — Muito fraco
> 1,60 — Extremamente deficiente > 38 — Extremamente deficiente

Fonte: Garcia et al, 2012.

No que concerne aos produtos derivados de vegetais secos por aspersdo, este tipo de
avaliacdo possui grande importancia na determinacao das caracteristicas fisicas dos produtos, e
possibilitam a avaliacdo da diversidade de desempenhos tecnoldgicos, embora em grande parte
dos casos as caracteristicas de fluxo apresentem propriedades reolégicas desfavoraveis. Estas
caracteristicas adversas podem ser atreladas as naturezas fisico-quimicas complexas do material
de origem (principalmente pela complexidade de composicéo quimica), pelo reduzido tamanho
de particulas resultante no processo de secagem, além da higroscopicidade geralmente
reportadas para 0s produtos resultantes do processo de transformagdo (OLIVEIRA,
PETROVICK, 2009; COUTO et al., 2011; GARCIA et al., 2012; GALLO et al., 2015).

A tabela 22 apresenta os resultados obtidos para a densidade bruta e de compactacéo,
além dos dados para indice de Carr e Fator de Hausner. Para a densidade bruta, pode ser
observado que a adicdo de adjuvantes proporcionou aumento em todas as situacfes analisadas.
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Tabela 23 - Dados de indices de Carr e Fatores de Hausner para os pds obtidos apds secagem por aspersao.

Amostra Db(g/mL) Dc (g/mL) FH IC

ESA 0,08289 0,21 2,53 60,52
A10% 0,12076 0,21 1,73 42,10
C10% 0,13304 0,34 2,55 60,87
M10% 0,09468 0,20 2,13 53,12
L10% 0,08941 0,20 2,26 55,88
GX10% 0,12520 0,24 1,92 47,99

Db: Densidade bruta; Dc: Densidade de compactagéo; FH: Fator de Hausner; I1C: indice de Carr.
Fonte: Autoria Propria.

A adicdo dos excipientes proporcionou aumento da densidade na ordem lactose

(0,08941 g/mL) < maltodextrina (0,09468 g/mL) < didxido de silicio coloidal (0,12076 g/mL)
< goma xantana (0,12520 g/mL) < celulose (0,13304 g/mL). Os excipientes DSC, goma xantana
e celulose microcristalina apresentaram um bom desempenho e incorporagdo ao produto,
proporcionando incremento na densidade bruta, corroborando com os resultados obtidos para
0s ensaios anteriores de umidade residual, tamanho de particula e &ngulo de repouso Quanto a
densidade de compactacdo, ap6s a acomodacdo todos os produtos apresentaram valores
proximos aos obtidos para o produto sem adicdo de adjuvantes, seguindo a mesma ordem
apresentada pela densidade bruta, lactose < maltodextrina < diéxido de silicio coloidal < goma
xantana < celulose.
O aumento significativo da densidade pela incorporacdo de celulose pode ser explicado pela
formacdo de uma barreira fisica externa na superficie das particulas. Também foi reportado
aumento da densidade para um produto contendo goma xantana, e assim como a celulose e seus
derivados, a goma xantana também proporciona a formacdo de barreira fisica externa nos
sistemas particulados, devido as suas caracteristicas poliméricas e estruturas quimicas similares
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; REIS et al., 2017).

A utilizacdo de DSC pode impactar na diminui¢do da densidade do material, devido a
sua baixa densidade e elevada superficie de contato/reduzido tamanho de particula (REIS et al.,
2017).

No ambito geral, todos os produtos possuem baixos valores de densidade o que pode ser
um fator limitante no que concerne a producéo de formas comprimidas. Estas limitacbes podem
tornar necessarias outras formas de processamento dos extratos prévios a compressao
(AGARWAL et al., 2007; MILLER; SHESKEY, 2007; AULTON, 2016).
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Para o Indice de compressibilidade e fator de Hausner, os resultados obtidos em ordem
crescente foram: dioxido de silicio coloidal < goma xantana < maltodextrina < lactose < extrato
sem adjuvante < celulose.

O adjuvante que apresentou o melhor desempenho foi 0 DSC, e embora 0 aumento tenha
sido bastante significativo para as duas medidas, o p6 contendo 10% de DSC ainda esta
classificado como extremamente deficiente nas caracteristicas de compactabilidade, indicando
fluxo ndo espontaneo (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009;
EL-GIZAWI et al., 2015).

As propriedades de fluxo e compressibilidade também foram incrementadas com a
adicdo de goma xantana, corroborando com os resultados obtidos para angulo de repouso,
tamanho de particula e umidade, indicando que houve boa compatibilidade entre o extrato e 0
adjuvante. O produto contendo celulose, apesar de ter apresentado bons resultados para as
variaveis analisadas, ndo apresentou incremento nas propriedades de fluxo e compressibilidade,
com resultados semelhantes ao extrato seco sem adjuvante. O produto apresentou bom
empacotamento, entretanto ainda assim apresentou fluxo desfavoravel e tais resultados podem
estar relacionados com alguma interacdo molecular entre o adjuvante e os constituintes do
extrato (REIS et al., 2017). Os resultados de baixo desempenho obtidos pelos produtos
contendo lactose e maltodextrina podem ser explicados pelos baixos desempenhos obtidos
pelos produtos nos ensaios anteriores que indicam que 0s produtos possuem uma maior coesao
entre as particulas e menor fluidez.

Apesar de existir aprimoramento das caracteristicas reoldgicas de todos os produtos
contendo adjuvantes ainda apresentam algumas desvantagens quanto as propriedades fisicas
consideradas ideais para a obtencdo de formas comprimidas, sendo necessario a avaliacdo de
diferentes proporcdes de adjuvante e a viabilidade de uso de misturas dos adjuvantes ou

adjuvantes co-processados.

5.3.5 Teores de marcadores por UV-Vis e CLAE

Para estas analises, foram realizados os ensaios tanto por espectrofotometria no UV-Vis
quanto por CLAE, seguindo as andlises de controle de qualidade realizadas nas solucfes
extrativas. As respostas obtidas para os diferentes produtos nas variaveis analisadas permitiram
identificar algumas flutuacOes de teores para os produtos incorporados com os diferentes

adjuvantes (Tabela 23).
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Amostra Marcador Teor médio + DP (DPR%o)
Flavonoides Totais 4,102 £ 0,1415 (3,45)
Taninos Totais 20,234 +0,1176 (0,58)
Extrato Sem Acido Galico 0,1867 + 0,0020 (1,08)
Adjuvante Acido Elagico 0,5122 + 0,0067(1,30)
Miricitrina 0,8273 +0,0171 (2,07)
F2 0,1103 + 0,0032 (2,93)
Flavonoides Totais 4,257 £ 0,1415 (3,52)
Taninos Totais 20,187 + 0,0754 (0,36)
Acido Gélico 0,1825 + 0,0024 (1,39)
DSC 10% Acido Elégico 0,4854 + 0,0201 (4,13)
Miricitrina 0,8108 + 0,0195 (2,41)
F2 0,1117 £ 0,0021 (1,86)
Flavonoides Totais 4,193 £ 0,0651 (1,55)
Taninos Totais 22,037 £ 0,0754 (0,34)
Acido Galico 0,1831 + 0,0006 (0,34)
Celulose 10% Acido Elagico 0,5193 + 0,0060 (1,15)
Miricitrina 0,8017 + 0,0030 (0,37)
F2 0,1069 £ 0,0018 (1,64)
Flavonoides Totais 4,076 £ 0,0293 (0,72)
Taninos Totais 20,221 + 0,0987 (0,49)
. Acido Galico 0,1915 £ 0,0018 (0,94)
Maltodextrina 10% Acido Eldgico 0,4996 + 0,0089 (1,79)
Miricitrina 0,8362 + 0,0059 (0,70)
F2 0,1130 £ 0,0014 (1,24)
Flavonoides Totais 4,115 +0,1187 (2,88)
Taninos Totais 20,365 + 0,0987 (0,48)
Acido Galico 0,1977 £ 0,0007 (0,34)
Lactose 10% Acido Eldgico 0,5018 + 0,0087 (1,74)
Miricitrina 0,8701 £ 0,0066 (0,75)
F2 0,1195 + 0,0018 (1,53)
Flavonoides Totais 4,239 £+ 0,0802 (4,20)
Taninos Totais 19,554 + 0,0226 (0,12)
Acido Galico 0,1953 + 0,0026 (1,34)
Goma Xantana 10% Acido Elagico 0,4798 + 0,0036 (0,74)
Miricitrina 0,8295 + 0,0073 (0,88)
F2 0,0923 £ 0,0177 (19,13)

Fonte: Autoria Prdpria.

O produto seco sem adjuvante foi tomado como base para a comparagdo com 0S

produtos incorporados, e foram calculados os coeficientes de variagdo entre os resultados dos

diferentes produtos para comparacdo. Para a varidvel de flavonoides totais houve a menor

flutuacdo entre os resultados, com coeficiente de variagdo de médio de 1,83% entre as diferentes

amostras. Para taninos totais e 0s monomeros de acido galico, acido elagico e miricitrina foram
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obtidas variagOes inferiores a 5%. O flavonoide 2 obteve variagdes significativas nos teores,
superior a 5%, evidenciada principalmente pelo produto contendo goma xantana que apresentou
uma queda de aproximadamente 12% em relacdo ao produto sem adjuvante.

Estes resultados indicam que os marcadores nao apresentaram diferencas significativas
de teores entre os diferentes produtos, evidenciando que o processo de secagem e a adicéo de
excipientes para incremento das propriedades tecnoldgicas ndo apresentaram influéncia sobre
os valores quantitativos destes compostos, indicando que os extratos obtiveram o mesmo

desempenho analitico nas anélises espectrofotométricas e cromatografica.

5.3.6 Otimizacéo do processo de obtencéo dos produtos secos

5.3.6.1 Avaliacdo das condicdes de secagem

Diante dos resultados obtidos para os produtos secos na analise de viabilidade de
adjuvantes, foi necessério a avaliacdo das condigdes de secagem para definir e padronizar os
parametros utilizados na obtencdo dos pos. Nesta etapa, foi utilizado o planejamento fatorial
para a selecdo das variaveis utilizadas para a secagem por aspersdo. Para a selecdo dos
parametros de secagem, foram selecionadas trés variaveis independentes (temperatura (°C),
vazdo de alimentacdo (L/h) e Velocidade de fluxo de ar aquecido (m3/min)), que tiveram suas
influéncias sobre as variaveis de respostas (rendimento, umidade, angulo de repouso, densidade
inicial, densidade compactada, indice de Carr e fator de Hausner) analisadas. Esta avaliacao foi
realizada em dois niveis (inferior, -1 e superior, +1), com andlise de dois pontos centrais (nivel
intermediario, 0), resultando em um ensaio fatorial 23. Tanto as varidveis naturais quanto as

variaveis codificadas e as respostas para 0s teores estdo apresentadas na tabela 24.
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Variaveis Codificadas

Variaveis Naturais

Variaveis de Resposta

Extrato S Vazéo Fluxo Vazdo Fluxo Rendimento Rendimento  Umidade Angulode  Densidade Densidade Indice Fator de

(L) (m3/min) (L) (m3/min) (9) (%) (%) Repouso Inicial Compactada  de Carr  Hausner
1 0 0 0 150 0,5 1,55 10 42,86 3,66 20 0,1171 0,2038 42,54 1,74
2 0 0 0 150 0,5 1,55 9,86 42,26 3,38 20 0,1177 0,2040 42,30 1,73
3 - - - 140 0,4 1,45 10,77 46,16 2,87 21 0,1179 0,2044 42,31 1,73
4 + + + 160 0,6 1,65 10,53 45,13 2,47 21 0,1171 0,2029 42,28 1,73
5 + + - 160 0,6 1,45 9,77 41,88 3,08 21 0,1178 0,2043 42,34 1,73
6 - + + 140 0,6 1,65 10,25 43,93 3,26 21 0,1177 0,2040 42,30 1,73
7 + - - 160 0,4 1,45 7,23 31,00 2,76 21 0,1188 0,2059 42,30 1,73
8 - - + 140 0,4 1,65 9,71 41,62 2,83 20 0,1186 0,2056 42,31 1,73
9 - + - 140 0,6 1,45 10,68 45,77 2,87 20 0,1188 0,2060 42,33 1,73
10 + - + 160 0,4 1,65 7,16 30,69 2,22 20 0,1185 0,2055 42,33 1,73

Fonte: Autoria Propria.
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Com o auxilio do software Statistica 8 as varidveis de resposta foram analisadas e seus
efeitos foram mensurados. Dentre as respostas avaliadas, foi possivel verificar impacto apenas
sobre o rendimento, pois apenas o esta variavel apresentou variagdes significativas frente as
mudancas dos parametros estudadas. Para esta variavel de resposta, foram testados os modelos
lineares e quadraticos. Entretanto os modelos lineares ndo foram o suficiente para descrever as
respostas, enquanto os modelos quadraticos foram considerados adequados para a previsao de
respostas, visto que foi verificada a presenca de efeitos de interagdes. O modelo quadratico
apresentou elevado coeficiente de determinacdo (R?) para o rendimento, apresentando valor
superior a 0,98. Além disso, a analise de variancia dos modelos resultou em elevados valores
para F e baixos valores de p (proximos de zero e menores que 5%) (WEHRLE et al., 1993;
CALLEGARI-JACQUES, 2003; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010;
MONTGOMERY, 2013; MYERS et al., 2016). Os dados obtidos para ANOVA e estimativas

de efeitos das andlises do ensaio fatorial estdo apresentadas nas tabelas 25 e 26.

Tabela 26 - Valores de efeitos estimados obtidos para a variavel rendimento no planejamento fatorial 23.

Std.Err. Std.Err.
Effect t(2) p Coeff

- Pure Err - Coeff.

Mean/
41,130 0,1342 306,56 0,0021 41,130 0,1341

Interc.
(DT (°C) -7,195 0,3000 -23,98 0,0265 -3,597 0,1500
(2)Vazéao 6,810 0,3000 22,70 0,0280 3,405 0,1500
(3)Fluxo de Ar -0,860 0,3000 -2,87 0,2137 -0,430 0,1500
lby?2 5,850 0,3000 19,50 0,0326 2,925 0,1500
1by3 2,330 0,3000 1,77 0,0815 1,165 0,1500
2by3 1,565 0,3000 5,22 0,1205 0,782 0,1500

Fonte: Autoria Propria.
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Soma Graus de Média . )
Quadratica  Liberdade Quadratica

(DT (°C) 103,5361 1 103,5361 575,2003  0,026529
(2)Vazao 92,7522 1 92,7522 515,2900  0,028027
(3)Fluxo de Ar 1,4792 1 1,4792 8,2178 0,213674
1by?2 68,4450 1 68,4450 380,2500  0,032619
1by3 10,8578 1 10,8578 60,3211  0,081520
2by3 4,8985 1 4,8985 27,2136  0,120573
Falta de Ajuste 5,2047 2 2,6023 14,4575  0,182833
Erro Puro 0,1800 1 0,1800

Total SS 287,3534 9

Fonte: Autoria Propria.

Avaliando os resultados obtidos, pOde-se verificar que apenas duas das variaveis

independentes testadas apresentaram influéncia sobre as respostas obtidas, a temperatura e a

vazdo de alimentacdo segundo o grafico de Paretos (Figura 31A). A temperatura isolada

apresentou maior influéncia (-23,98), entretanto, o aumento do foi negativo. Ja o parametro

vazdo apresentou efeito positivo (+22,7), indicando que o aumento do nivel -1 para o +1

acarretou aumento do rendimento. A combinacdo dos dois fatores gerou uma resposta positiva

(+19,6). Os dados corroboram com a de superficie de respostas (Figura 31B), onde é possivel

identificar uma queda no rendimento quando a temperatura esta em nivel superior (+1) e a vazdo

em nivel inferior (-1).

Figura 31 - Grafico de paretos (A) e superficie de resposta (B) para o rendimento no planejamento fatorial.

Pareto Chert of Standardized Effects; Variable: Rendimento (%) Fitted Surface; Variable: Rendimento (%)
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Estes resultados, embora ndo tenham possibilitado a maximizacdo das respostas
testadas, permitiram identificar as varidveis que possuem impacto no processo de secagem de
extratos das folhas de E. uniflora. Assim, os parametros de secagem adotados para a obtencéo
de produtos secos das folhas de pitangueira sdo: Temperatura (140 °C, nivel -1), vazdo de

alimentacdo (0,4 L/h, nivel -1) e velocidade de fluxo de ar aquecido (1,45 m3/min, nivel -1).

5.3.6.2 Determinacéo da concentracdo de adjuvantes

Para determinar qual a melhor concentracdo de adjuvante a ser utilizado para a obtencéo
de produtos secos de extratos das folhas da pitangueira foram testadas trés diferentes
concentracdes 10, 15 e 20% de dioxido de silicio coloidal (DSC). Os resultados obtidos para

rendimento e caracteristicas fisico-quimicas estdo descritos na tabela 27.

Tabela 28 - Dados de rendimento, umidade e propriedades fisicas obtidos para avaliacdo de concentragdo de
adjuvante.

[Ad]] R (0) R (%) U@) © Db Dc IC FH

10% 10,77 46,16 2,87 20 0,1159 0,201 42,33 1,734
15% 12,87 53,88 2,93 21 01171 0,2038 42,54 1,740
20% 12,57 49,53 2,80 20 0,1276 0,2188 41,68 1,714

Onde: [Adj] = concentragdo de adjuvante; R = rendimento; U = umidade; ® = angulo de repouso; Db = densidade
bruta; Dc = densidade compactada; IC = indice de Carr; FH = fator de Hausner.
Fonte: Autoria Prdpria.

O aumento da concentracdo do adjuvante (DSC) para 15% foi responsavel por um
aumento significativo no rendimento do produto em relagéo ao produto contendo 10% de DSC.

Estes resultados indicam que o aumento da concentracdo do DSC pode possuir impacto
sobre as propriedades fisico-quimicas do produto quando o aumento € elevado. Entretanto, a
gueda no rendimento somado ao fato de que 20% de adjuvante € uma proporcao elevada para
o0 derivado de extrato das folhas de pitanga, principalmente considerando utilizacdo deste
produto seco como insumo ativo em outras formulagdes, a proporc¢do escolhida como a ideal
para ser utilizada na fabricacdo deste derivado de extrato de E. uniflora foi a de 15% de

adjuvante.



138

5.3.6.3 Avaliacao de misturas de adjuvantes através de planejamento de misturas

Nesta etapa foram selecionados os adjuvantes com melhor desempenho para verificar
se a utilizagdao de misturas destes excipientes poderia resultar em incremento das propriedades
fisicas dos pos. Os dados experimentais obtidos na caracterizacao para as variaveis de resposta
(Tabela 28) foram usados para elaboragdo de modelos matematicos (Tabela 29) e a analise
estatistica das equagdes por andlise de varidncia (ANOVA) com auxilio dos programas

Statistica® e Minitab®.
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Tabela 29 - Dados de variaveis de respostas utilizadas para avaliacdo de planejamento de misturas.

Extrato DSC CMC GX R(@ R(@®) U@ ©C) Db Dc IC FH
1 1 0 0 12,87 53,88 2,93 21 011171 0,2029 42,28 1,73
2 0 1 0 11,84 49,57 3,28 26 01330 0,2782 52,19 2,09
3 0 0 1 10,94 4583 3,36 22 01234 02204 4401 1,78
4 05 05 0 11,81 49,47 3,15 24 01226 0,2357 47,98 1,92
5 0,5 0 0,5 11,83 49,53 2,81 22 01328 02182 39,14 164
6 0 05 0,5 11,59 48,52 3,02 25 01258 0,2246 4399 1,78
7 0,333 0,333 0,333 12,10 50,66 3,07 26 01436 0,2257 36,37 1,57

Onde: DSC = didxido de silicio coloidal; CMC: celulose microcristalina; GX = goma xantana; R = rendimento; U = umidade; ® = angulo de repouso; Db = densidade bruta;
Dc = densidade compactada; IC = indice de Carr; FH = fator de Hausner.
Fonte: Autoria Prdpria.
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Tabela 30 - Modelos matematicos e valores de R? para as variaveis analisadas no planejamento de mistura de adjuvantes por Simplex Centroide.

Respostas Equacdo Matemaética R?

R (%) +53,88%x; + 49,57%*x> + 45,83 %x3- 9,0199999999999x x> - 1,2999999999998x; x3 + 3,28x2x3 + 45,42x1x2x3 + 0; 1,00
U (%) +2.93x; + 3,28x2+ 3,36x3 +0,18x;x2— 1,34x1x35— 1,2x2x3 + 3,84x1x2x3+ 0; 1,00
0" +21x;+ 26X>+ 22X5+ 2,00X1x2 + 2,00x:x3 + 4,00x2x3 + 57x1x2x3 + 0; 1,00
Db +0,1171x; + 0,133x2+ 0,1234x3- 0,0097999x1x> + 0,0502x1x3-0,0095999x2x3 + 0,4233 x1x2%3 + 0; 1,00
Dc +0,2029x; + 0,2782x2 +0,2204x3— 0,0194x1x2 + 0,0262x1x3— 0,0988x2x3 + 0,056400 x1x2x3 + 0; 1,00
IC +42,2868x1 + 52,192667*x2 + 44,010889x3 + 2,979889x1x2 — 16,04184*Xx1X3 -16,44985553%x3 — 175,7337185xx2x3 + 0; 1,00
- +1,7327071x1 + 2,091729323x%, + 1,7860615883306x3 + 0,04117612x1x2 — 0,465248196x1x3 — 0,6140874x2x3 — 4,9433741 1,00

xxox3+ 0;

Onde: R = rendimento; U = umidade; ® = angulo de repouso; Db = densidade bruta; Dc = densidade compactada; IC = indice de Carr; FH = fator de Hausner.
Fonte: Autoria Propria.
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Para avaliagao dos resultados, foram testados os modelos matematicos linear, quadratico
e cubico (special cubic). Os dados de ANOVA para todas as varidveis testadas estdo
apresentados nas tabelas 30-36.

Para todas as variaveis testadas, os modelos apresentaram correlagdes estatisticamente
significativas. Entretanto, os modelos lineares foram os obtiveram os menores coeficientes de
determinagdo, indicando que apenas uma menor parcela das respostas poderia ser explicada por
esse modelo, e por esse motivo foram descartados. Os modelos quadraticos proporcionaram
melhor ajuste que os modelos lineares, apresentando aumento nos coeficientes de determinagao,
porém, ainda apresentaram menor correlagdo, resultando em um modelo que ndo explica o

maximo da variabilidade das respostas experimentais.

Tabela 31 - Dados de ANOVA para a varidvel rendimento no planejamento de misturas de adjuvantes.

SS (Efeito)  SS (Erro) F p R? R? Ajustado
Linear 29,23305 5,601290 10,43797 0,025856 0,839202  0,7588
Quadratico 3,86478 1,736512 0,74187 0,670375 0,950149  0,7009
Special Cuabico 1,73651 0,000000 1,000000 1,0000
Total Ajustado 34,83434

Fonte: Autoria Prdpria.

Tabela 32 - Dados de ANOVA para a varidvel umidade no planejamneto de misturas de adjuvantes.

SS (Efeito)  SS (Erro) F p R? R? Ajustado
Linear 0,092893 0,128992 1,440292 0,337963 0,418654 0,1280
Quadratico 0,116580 0,012412 3,130818 0,388529 0,944061 0,6644
Special Cuabico 0,012412 0,000000 1,000000 1,0000

Total Ajustado 0,221886

Fonte: Autoria Propria.

Tabela 33 - Dados de ANOVA para a varidvel angulo de repouso no planejamento de misturas de adjuvantes.

SS (Efeito)  SS (Erro) F p R? R? Ajustado
Linear 18,53333 6,895238 5,375691 0,073528 0,728839 0,5932
Quadratico 4,16039 2,734848 0,507083 0,745147 0,892450 0,3547
Special Cuabico 2,73485 0,000000 1,000000 1,0000

Total Ajustado 25,42857

Fonte: Autoria Prdpria.
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Tabela 34 - Dados de ANOVA para a varidvel densidade inicial no planejamento de misturas de adjuvantes.

SS (Efeito)  SS (Erro) F p R? R? Ajustado
Linear 0,000063 0,000402 0,313995 0,747025 0,135694 0,0000
Quadratico 0,000251 0,000151 0,554147 0,728260 0,675371 0,0000
Special Cubico 0,000151 0,000000 1,000000 1,0000

Total Ajustado 0,000465

Fonte: Autoria Propria.

Tabela 35 - Dados de ANOVA para a variavel densidade compactada no planejamento de misturas de adjuvantes.

SS (Efeito)  SS (Erro) F p R? R? Ajustado
Linear 0,002862 0,000504 11,35506 0,022427 0,850244 0,7754
Quadratico 0,000501 0,000003 62,42998 0,092707 0,999205 0,9952
Special Cuabico 0,000003 0,000000 1,000000 1,0000

Total Ajustado 0,003367

Fonte: Autoria Prdpria.

Tabela 36 - Dados de ANOVA para a varidvel indice de Carr no planejamento de misturas de adjuvantes.

SS (Efeito)  SS (Erro) F p R? R? Ajustado
Linear 82,9386 84,17537 1,970615 0,253714 0,496300 0,244450
Quadratico 58,1801 25,99524 0,746036 0,669236 0,844446 0,066677
Special Cuabico 25,9952 0,00000 1,000000 1,000000

Total Ajustado 167,1140

Fonte: Autoria Propria.

Tabela 37 - Dados de ANOVA para a varidvel fator de Hausner no planejamento de misturas de adjuvantes.

SS (Efeito)  SS (Erro) F p R? R? Ajustado
Linear 0,102307 0,078842 2,595233 0,189428 0,564766 0,347149
Quadratico 0,058272 0,020570 0,944300 0,620844 0,886448 0,318688
Special Cubico 0,020570 0,000000 1,000000 1,000000

Total Ajustado 0,181149

Fonte: Autoria Propria.

Com o modelo cubico, as respostas apresentaram melhores valores do coeficiente de
correlacdo, indicando os melhores ajustes para os dados experimentais. As respostas obtidas
pelo modelo cubico, apresentam valores de R?igual a 1,0 para todas as varidveis, indicando que
100% das respostas sdo explicadas por este modelo (CALLEGARI-JACQUES, 2003;
BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; MONTGOMERY, 2013).
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5.3.6.3.1 Avaliacdo de misturas de adjuvantes atraves de planejamento de misturas: Varidveis

de resposta

a) Rendimento

Neste ensaio, é possivel observar que o melhor rendimento foi apresentado pelo produto
contendo DSC isoladamente (53,88%). As misturas binarias, ndo apresentaram incremento
nesta varidvel, obtendo resultados comparaveis aos obtidos pelo produto contendo CMC.
Dentre as misturas, o produto que apresentou os melhores resultados foi a mistura dos trés

adjuvantes, com 50,66% de rendimento (Tabela 37).

Tabela 38 - Dados de rendimento obtidos no planejamento de misturas de adjuvantes.

Extrato DSC CMC GX R (9) R (%)
1 1 0 0 12,87 53,88
2 0 1 0 11,84 49,57
3 0 0 1 10,94 45,83
4 0,5 0,5 0 11,81 49,47
5 0,5 0 0,5 11,83 49,53
6 0 0,5 0,5 11,59 48,52
7 0,333 0,333 0,333 12,10 50,66

Onde: DSC = didxido de silicio coloidal; CMC: celulose microcristalina; GX = goma xantana; R = rendimento.
Fonte: Autoria Prdpria.

Os graficos de superficie de resposta e de contorno (Figura 32A e 32B) evidenciam a
importancia do DSC sobre o rendimento do produto seco. A superficie apresenta uma
deformacéo e inclinacdo ascendente demonstrando que o rendimento do produto aumenta com
0 aumento da concentracdo de DSC no produto. Isso pode ser confirmado pelo grafico de
contorno que apresenta coloracdo vermelha intensa no ponto de maior proporgéo de DSC.

Na avaliacao dos efeitos, foi possivel verificar que dos sete fatores, cinco apresentaram
influéncia positiva sobre o processo. No grafico de probabilidade normal (Figura 32C) pode-se
observar que as misturas de DSC com celulose e goma xantana, apresentaram queda nos valores
de rendimento, e por consequéncia o efeito conjunto destes fatores apresenta efeito deletério.

Sumarizando os efeitos, os fatores que apresentaram maior influéncia sobre o
rendimento, segundo o grafico de paretos (Figura 32D), foram: A (DSC — +53,88), B (CMC —
+49,57), C (GX — +45,83), ABC (DSC+CMC+GX — +45,42) AB (DSC+CMC - -9,02). Os
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demais fatores, possem influéncia com valores baixos e muito proximos de zero no grafico de
probabilidade normal, indicando que estas respostas néo satisfazem aos interesses do ensaio.
Neste caso, 0 efeito conjunto dos trés componentes apresenta um resultado promissor,
visto que apresenta o segundo melhor resultado, mesmo que as misturas binarias contendo DSC
tenham apresentado quedas nos teores, a combinagdo dos trés componentes reflete em um

resultado comparavel ao produto de melhor desempenho.

Figura 32 - Graficos de superficie de resposta (A), contorno (B), probabilidade normal (C) e Paretos (D) obtidos
para a variavel rendimento no planejamento de misturas de adjuvantes.
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Fonte: Autoria Prdpria.
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b) Umidade

As variacbes entre o0s resultados ndo apresentaram variacGes estatisticamente
significativas. Entretanto é possivel observar que o menor resultado para teor de umidade entre
os produtos contendo o adjuvante isolado, foi apresentado pelo produto contendo didxido de
silicio coloidal (DSC) (2,93%).

Tabela 39 - Dados de umidade obtidos para planejamento de misturas de adjuvantes

Extrato DSC CMC GX Umidade (%0)
1 1 0 0 2,93
2 0 1 0 3,28
3 0 0 1 3,36
4 0,5 0,5 0 3,15
5 0,5 0 0,5 2,81
6 0 0,5 0,5 3,02
7 0,333 0,333 0,333 3,07

Onde: DSC = dioxido de silicio coloidal; CMC: celulose microcristalina; GX = goma xantana; R = rendimento.
Fonte: Autoria Propria.

Estes resultados podem ser justificados pela natureza dessecante do DSC, o qual é
frequentemente utilizado para controlar a umidade de produtos secos (COUTO et al., 2011;
CORTES-ROJAS et al., 2015 ARPAGAUS et al., 2018), entretanto estd um pouco abaixo da
faixa de umidade considerada 6tima para produtos secos por aspersdo (3-7%) (FREITAS;
TEIXEIRA; ZAMARIOLLI, 2017; REIS et al., 2017).

Os gréficos de superficie de resposta e diagrama de contorno (Figura 33A e 33B)
evidenciam o impacto dos adjuvantes CMC e GX sobre a umidade, resultando no aumento do
teor de umidade dos produtos secos.

Sumarizando os efeitos, os fatores que apresentaram maior influéncia sobre a umidade
foram ABC (DSC+CMC+GX — +3,84), C (GX — +3,36), B (CMC - +3,38), A (DSC — +2,93).
Os demais fatores, possuem influéncias com valores baixos e préximos de zero no grafico de

probabilidade normal, indicando que estas respostas ndo satisfazem aos interesses do ensaio.
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Figura 33 - Gréficos de superficie de resposta (A), contorno (B), probabilidade normal (C) e Paretos (D) obtidos
para a variavel umidade no planejamento de misturas de adjuvantes.
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Fonte: Autoria Prdpria.

c) Angulo de Repouso

As respostas estdo apresentadas na tabela 39. Todos os fatores apresentaram influéncia
positiva, entretanto as misturas binarias apresentaram valores muito baixos (préximos do zero)
na andlise dos efeitos. Neste sentido as variaveis que apresentaram maior influéncia sobre as
respostas foram os efeitos lineares DSC, CMC e GX, além do efeito de maior grau, com a
interacdo dos trés fatores ABC (DSC+CMC+GX).
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Tabela 40 - Dados de &ngulo de repouso obtidos para planejamento de misturas de adjuvantes

Extrato DSC CMC GX Angulo de Repouso (°)
1 1 0 0 21
2 0 1 0 26
3 0 0 1 22
4 0,5 0,5 0 24
5 0,5 0 0,5 22
6 0 0,5 0,5 25
7 0,333 0,333 0,333 26

Onde: DSC = dioxido de silicio coloidal; CMC: celulose microcristalina; GX = goma xantana; R = rendimento.
Fonte: Autoria Propria.

Todos os resultados obtidos na analise de angulo de repouso foram considerados
excelentes, entretanto a avaliagéo da influéncia de cada um dos adjuvantes isoladamente e suas
interacBes permite mensurar a importancia de cada componente na formulacdo, e caso sejam
necessarios ajustes, este ensaio permite a modificacdo das concentracdes destas substancias de
acordo com o objetivo e grau de importancia.

Os gréficos de superficie de resposta e diagrama de contorno (Figura 34A e 34B)
evidenciam a importancia da CMC sobre o aumento do angulo de repouso do produto seco. A
intensidade da cor vermelha nas regides de mistura demonstra que as propriedades fisicas da
celulose causam maior impacto sobre o0 aumento do angulo de repouso.

De acordo com a distribuicdo no gréfico de probabilidade normal (Figura 34C) todos 0s
fatores estdo dispersos a direita do zero indicando influéncia positiva. Os fatores que
apresentaram maior influéncia sobre o angulo de repouso, segundo o grafico de paretos (Figura
34D), foram: ABC (+57), B (+26), C (+22), A (+21).
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Figura 34 - Gréficos de superficie de resposta (A), contorno (B), probabilidade normal (C) e Paretos (D) obtidos
para a variavel angulo de repouso no planejamento de misturas de adjuvantes.
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Fonte: Autoria Prdpria.

d) Densidade Bruta

Os dados de densidade aparente dos produtos secos estdo sumarizados na tabela 40. A
utilizacdo de diferentes adjuvantes e misturas apresentou pequenas alteracdes nesta variavel,
com destaque para os produtos contendo celulose microcristalina. De acordo com os dados, €
possivel observar que o menor resultado para a densidade aparente entre os produtos contendo
0 adjuvante isolado, foi apresentado pelo produto contendo didxido de silicio coloidal (DSC)
(0,1171 g/mL), o que pode estar correlacionado com a propria baixa densidade do adjuvante. O
produto que apresentou maior densidade dentre os produtos contendo adjuvantes isolados, foi
0 produto contendo CMC (0,1330 g/mL). As misturas binarias apresentaram resultados
proximos aos produtos contendo adjuvantes isolados, exceto para a mistura contendo DSC e
CMC (0,1226 g/mL), que apresentou menor densidade em relacdo ao produto contendo apenas
CMC, indicando efeito deletério da mistura de celulose microcristalina com didxido de silicio

coloidal.
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Tabela 41 - Dados de densidade aparente obtidos para planejamento de misturas de adjuvantes

Extrato DSC CMC GX Densidade Aparente (g/mL)
1 1 0 0 0,1171
2 0 1 0 0,1330
3 0 0 1 0,1234
4 0,5 0,5 0 0,1226
5 0,5 0 0,5 0,1328
6 0 0,5 0,5 0,1358
7 0,333 0,333 0,333 0,1436

Onde: DSC = didxido de silicio coloidal; CMC: celulose microcristalina; GX = goma xantana; R = rendimento.
Fonte: Autoria Prdpria.

O produto contendo a mistura dos trés adjuvantes apresentou 0 maior incremento na

densidade aparente (0,1436 g/mL), obtendo o melhor resultado dentre os produtos avaliados.

e) Densidade Compactada

Para a variavel de densidade compactada (Tabela 41), os resultados ndo apresentaram
grandes variagdes, exceto pelos produtos secos contendo apenas DSC, que apresentou a menor
densidade dentre os testados (0,2029 g/mL); e, CMC que apresentou as maiores respostas para
esta densidade (0,2782 g/mL). As misturas que apresentaram 0s maiores valores foram as
contendo DSC e CMC (0,2357 g/mL), CMC e GX (0,2246 g/mL) e a mistura ternaria (0,2257
g/mL).
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Tabela 42 - Dados de densidade compactada obtidos para planejamento de misturas de adjuvantes

Extrato DSC CMC GX Densidade Compactada (g/mL)
1 1 0 0 0,2029
2 0 1 0 0,2782
3 0 0 1 0,2204
4 0,5 0,5 0 0,2357
5 0,5 0 0,5 0,2182
6 0 0,5 0,5 0,2246
7 0,333 0,333 0,333 0,2257

Onde: DSC = dioxido de silicio coloidal; CMC: celulose microcristalina; GX = goma xantana; R = rendimento.
Fonte: Autoria Propria.

O ideal é que os valores de ambas as densidades ndo apresentem elevada variagao, pois
valores muito discrepantes podem resultar em altos indices de compressibilidade de Carr e fator

de Hausner, indicadores para as propriedades de fluxo.

f) indice de Carr

Para a variavel indice de Carr (Tabela 42), os resultados apresentaram grandes
variacdes. Dentre os produtos contendo os adjuvantes isolados, o produto seco com o melhor
desempenho foi o contendo DSC (42,28). Todas as misturas binarias apresentaram diminuicéo
no indice de Carr, sendo a mistura contendo DSC-GX a de melhor desempenho (39,14). O
produto contendo a mistura ternaria de adjuvantes apresentou 0 menor resultado dentre todos
os testados (36,37).

Tabela 43 - Dados de indice de Carr obtidos para planejamento de misturas de adjuvantes

Extrato DSC CMC GX IC
1 1 0 0 42,28
2 0 1 0 52,19
3 0 0 1 44,01
4 0,5 0,5 0 47,98
5 0,5 0 0,5 39,14
6 0 0,5 0,5 43,99
7 0,333 0,333 0,333 36,37

Onde: DSC = dioxido de silicio coloidal; CMC: celulose microcristalina; GX = goma xantana; R = rendimento.
Fonte: Autoria Prdpria.
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Quanto maior o IC pior serdo as caracteristicas de fluxo dos p6s. A mistura dos trés
adjuvantes testados proporcionou uma queda significativa, sendo classificado com fluxo muito
fraco (GARCIA et al., 2012).

O grafico de superficie de resposta (Figura 35A) apresenta duas deformacbes que
demonstram as regiGes de maior impacto. A primeira, é a inclinacdo ascendente no vértice
referente 8 CMC, o que evidencia que este adjuvante é o responsavel pelo aumento dos valores
de resposta para esta variavel. A segunda, é o ponto referente as regides de mistura, localizado
préximo ao centro da superficie de coloracdo verde intensa (ndo centralizado, com proximidade
ao vértice referente ao DSC), onde ha deslocamento descendente da superficie, o que evidencia
a queda das respostas. Com o auxilio do gréafico de contorno (Figura 35B), é possivel inferir
gue para um decréscimo ainda maior na resposta ao indice de Carr; assim, 0s ajustes necessarios
para trazer maior eficiéncia, seriam o aumento da concentracdo de DSC e diminuicdo das
concentracdes de CMC e GX.

Na avaliacdo dos efeitos, foi possivel verificar que dos sete fatores, quatro apresentam
influéncia positiva, e trés apresentam a influéncia negativa esperadas para a avaliacdo dessa
variavel (Figura 35C). De acordo com o grafico de paretos (Figura 35D), a mistura ABC
apresenta 0 maior impacto, com efeito de -175,73, seguido do das misturas BC (-16,44) e AC
(-16,04).
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Figura 35 - Graficos de superficie de resposta (A), contorno (B), probabilidade normal (C) e paretos (D) obtidos
para a variavel indice de Carr no planejamento de misturas de adjuvantes.
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Fonte: Autoria Prdpria.

) Fator de Hausner

Em relacdo ao fator de Hausner (Tabela 43), os resultados também apresentaram
variacdes estatisticamente significativas, que corroboram com a variavel anterior (indice de
Carr), dentre os produtos contendo os adjuvantes isolados, o produto seco com o melhor
desempenho foi o contendo DSC (1,73). O produto contendo mistura ternaria apresentou o

melhor resultado, resultando na queda mais expressiva das respostas para esta variavel (1,57).
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Tabela 44 - Dados de Fator de Hausner obtidos para planejamento de misturas de adjuvantes

Extrato DSC CMC GX FH
1 1 0 0 1,73
2 0 1 0 2,09
3 0 0 1 1,78
4 0,5 0,5 0 1,92
5 0,5 0 0,5 1,64
6 0 0,5 0,5 1,78
7 0,333 0,333 0,333 1,57

Onde: DSC = dioxido de silicio coloidal; CMC: celulose microcristalina; GX = goma xantana; R = rendimento.
Fonte: Autoria Propria.

Assim como na variavel anterior, quanto maiores os resultados para o Fator de Hausner,
mais pobres serdo as propriedades de fluxo dos pds. Corroborando com os resultados da
varidvel de indice de Carr, a mistura dos componentes ABC resultou em uma queda
significativa, quando comparados aos produtos secos contendo os adjuvantes isolados ou em
misturas binarias (que apresentam fluxo extremamente deficiente) (GARCIA et al., 2012).

O gréfico de superficie de resposta (Figura 36A) se apresenta bastante semelhante ao
obtido na variavel anterior, contendo duas deformacfes que demonstram as regides de maior
impacto sobre as respostas, onde a inclinacdo ascendente no vértice referente a CMC, com
coloragédo vermelha indica que 0 aumento da concentragdo deste adjuvante resulta em aumento
do fator de Hausner.

No gréfico de probabilidade normal (Figura 36C) é possivel observar que os pontos
referentes as misturas AC, BC e ABC se apresentam dispersos a esquerda do zero,
correspondendo a um impacto negativo sobre os resultados e satisfazendo ao interesse da
analise desta variavel, de reducéo dos valores do fator de Hausner. No grafico de paretos (Figura
36D), estdo apresentados os valores dos efeitos de cada adjuvante. A mistura ABC apresenta o
maior impacto, com efeito de -4,94, seguido do das misturas BC (-0,614) e AC (-0,465).
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Figura 36 - Gréaficos de superficie de resposta (A), contorno (B), probabilidade normal (C) e paretos (D) obtidos
para a variavel fator de Hausner no planejamento de misturas de adjuvantes.
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Fonte: Autoria Propria.

As andlises das respostas individuais para cada varidvel de saida permitiram a
identificacdo dos fatores com maior impacto sobre as caracteristicas dos produtos secos. Os
graficos de contorno e superficie de respostas auxiliaram na determinagao dos fatores de maior
importancia, evidenciando que maiores concentragdes de DSC possibilitam incremento nas
respostas referente a rendimento e umidade, além das medidas de fluxo. Neste sentido, os
ajustes de concentra¢des dos adjuvantes para a otimizagao das caracteristicas dos pos derivados
de E. uniflora, devem ser realizados primordialmente nestes dois excipientes.

Para a avaliagdo de quais ajustes poderiam ser feitos para obter um pd com boas
caracteristicas de fluxo, foi utilizada a ferramenta de desirability. De acordo com os graficos
modelados a partir do software Minitab 17(Figura 37), é possivel verificar as diferentes curvas
(ascendentes ou descendentes) que correspondem ao aumento ou decréscimo das respostas das
variaveis estudadas de acordo com a mudanga na concentracdo dos componentes em estudo. A

desirability global do planejamento em analise na condigdo “6tima” (gerada automaticamente
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pelo software) apresenta baixa correlacdo (0,4912), indicando que possiveis alteracdes
apresentam baixa probabilidade de obterem melhora nas respostas. Nas curvas individuais, 0s
valores resultantes também foram baixos, além de apresentarem previsdes de respostas que ndo
satisfazem os valores esperados para a otimizacdo do ensaio, com caracteristicas inferiores ao
produto seco contendo mistura ternaria dos adjuvantes obtido para a construcao dos modelos.

Figura 37 - Curvas de desirability geradas no planejamento de misturas de adjuvantes na obtenc¢éo de produtos
secos das folhas de E. uniflora.
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Fonte: Autoria Propria.

Logo, foram avaliadas outras condic¢des segundo as curvas de desirability, modificando
manualmente as concentracdes dos adjuvantes de acordo com a orientacdo das curvas obtidas
para a obtencdo das respostas esperadas para as variaveis referentes as caracteristicas fisicas
dos produtos secos por aspersdo. Mesmo modificando as concentragcdes dos adjuvantes nas
curvas de desirability (Figura 38), as respostas preditas ndo apresentaram os resultados
esperados para a maximizacao das respostas de densidade, e minimizagdo das respostas dos
indicadores de fluxo, embora tenham apresentado melhora em relagdo as curvas geradas

automaticamente.
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Figura 38 - Curvas de desirability (modificadas manualmente) obtidas no planejamento de misturas de adjuvantes
na obtencgdo de produtos secos das folhas de E. uniflora.
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Neste sentido, o produto seco contendo a mistura ternaria dos adjuvantes dioxido de
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Fonte: Autoria Prdpria.

silicio coloidal, celulose microcristalina e goma xantana (0,333:0,333:0,333, m/m/m) foi
considerado o produto seco de melhor desempenho e, portanto, o produto seco otimizado das

folhas de E. uniflora.

5.3.7 Fracionamento e analise fitoquimica do extrato seco através de cromatografia de

camada delgada

Foram obtidas 3 fracOes, FAE - Fracdo acetato de etila, FAq — Fragdo aquosa e FI —
Fracdo interfacial (emulséo resultante na operacdo de fracionamento). As fracdes liofilizadas
apresentaram rendimentos de aproximadamente 1,5 g para fracfes acetato de etila, aquosa e
interfacial, para cada 10 g do extrato seco utilizado para a realizagdo das parti¢cdes (dos quais
foram obtidos a partir de aproximadamente 60 g de material vegetal). Os rendimentos foram
considerados baixos, principalmente quando se leva em consideracgdo a relagdo droga:extrato

inicial (60 g: 10 g, m/m).
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Na andlise fitoquimica do extrato e das fracGes, através da cromatografia de camada
delgada, foram evidenciadas as presencas de polifenois, como taninos e flavonoides,
conhecidos marcadores da espécie. Além de acUcares redutores, saponinas, triterpenos e
esteroides. Também foram pesquisados derivados antracénicos e cindmicos para o extrato e
fragdes, entretanto, para esta amostra, ndo foram observados resultados positivos na CCD
convencional para os padrdes pesquisados. Estes resultados discordam dos obtidos por Bezerra
(2016) para derivados antracénicos, onde foram encontradas substancias correspondentes a
antraquinonas.

Os resultados da avaliacdo fitoquimica (Figura 39) evidenciaram o enriquecimento da
fragdo acetato de etila, tanto para os polifenois (taninos e flavonoides) quanto para as
substancias de origem esteroidal/triterpénica, devido a maior intensidade das bandas exibidas
apos o desenvolvimento e revelacdo das placas. A FAE ndo apresentou resultados positivos
para as substancias que tem maior solubilidade em agua (saponinas e acUcares redutores)
indicando a eficiéncia desse processo de fracionamento.

A fracdo aquosa apresentou resultado positivo para saponinas e acucares redutores; e,
apesar de apresentar bandas para flavonoides e taninos hidrolisaveis, estas ndo corresponderam
aos padroes utilizados, indicando a auséncia destas substancias na fracdo aquosa. Para a
pesquisa de derivados triterpénicos/esteroidais ndo foram evidenciadas manchas, o que pode
ser explicado pela natureza lipofilica destas substancias.

A fracdo interfacial, formada por uma emulséo resultante do processo de fracionamento,
apresentou perfil quimico semelhante ao observado para a fracdo aquosa. Ao contrario da FAQ,
a Fl apresentou resultado positivo para a pesquisa de flavonoides, evidenciando que a emulséo
formada apresentava em sua composicdo substancias presentes em ambas as fases. Esta fase
ndo apresentou nenhuma banda, em nenhuma das pesquisas realizadas, que diferenciasse das
bandas encontradas no extrato seco e na fracdo aquosa, nesse sentido, a FI ndo foi considerada
relevante para a aplicag@o nos testes posteriores.

Estes resultados corroboram com a composi¢do quimica ja descrita na literatura para a
espécie, evidenciando grande diversidade de compostos presentes na amostra (LEE et la., 2000;
FIUZA et al., 2008; RATTMANN et al., 2012; BEZERRA, 2016; RAMOS et al., 2017;
BEZERRA et al., 2018).
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Figura 39 - Andlise fitoquimica de produto seco por asperséo e fracdes de Eugenia uniflora.
Taninos Hidrolisaveis Triterpenos e Esteroides Saponinas
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B: Beta-sitosterol; S: Saponina; R: Rutina; Q: Quercetina; F: Frutose.

Fonte: Autoria Prdpria.

Considerando os polifenois como principais marcadores da espécie, a avaliacdo da
identidade e controle da qualidade de derivados da espécie em relacdo a estas substancias é
essencial para avaliar a viabilidade terapéutica da espécie. Neste sentido, também foram
adquiridos os fingerprints das fragdes (Figura 40), que podem ser usados como material para
comparacdo entre os derivados, servindo de suporte para autenticacdo dos materiais e das
atividades terapéuticas associadas a espécie (NICOLLETTI, 2011; BEZERRA et al., 2018).

O perfil quimico tipico encontrado para as fracdes, corresponde ao mesmo obtido para
os extratos produzidos na fase de otimizagdo da extracdo, assim como ao fingerprint obtido por
Bezerra e colaboradores (2018), evidenciando a presenca de acido géalico, &cido elagico e
miricitrina, além das diferentes bandas amarelas correspondentes a flavonoides, comumente
relatados na literatura como derivados de quercetina, miricetina e miricitrina (RATTMANN et
al., 2012; RAMOS et al., 2017; BEZERRA et al., 2018).
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Figura 40 - Fingerprint para polifenois de produto seco

por aspersdo e fracdes de folhas de Eugenia uniflora.

AG/AE MYR ES FAq

Onde: AG = &cido galico; AE = &cido elagico; MYR = miricitrina; ES = extrato seco; FAq = fracdo aquosa; FAE
= fracdo acetato de etila.
Fonte: Autoria Prdpria.

Estes resultados indicam que mesmo apds as operacbes de transformacdo
(fracionamento e secagem) é possivel verificar a manutencao das substancias marcadoras e do
perfil quimico tipico presente na espécie, o que possibilita além da autenticacdo dos produtos,
a inferéncia da manutencdo das atividades da espécie (pela presenca das substancias que
compdem o perfil quimico), permitindo que esta técnica seja aplicada ao controle de qualidade

da espécie e de seus produtos, possibilitando um uso seguro de produtos derivados da espécie.



160

5.4 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO - AVALIACAO DE SISTEMAS DISPERSOS
PARA INCORPORACAO DE EXTRATOS SECOS DE Eugenia uniflora L.

Diante das diversas atividades bioldgicas atreladas a E. uniflora, dentre elas as
atividades anti-oxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, antifingica e cicatrizante
(RATTMANN et al., 2012; FALCAO et al., 2018; GARMUS et al., 2014;: DENARDIM et al.,
2015), a aplicacdo desta espécie em formulacGes topicas para terapéutica e cosmética se tornou
a forca motriz deste estudo de pré-formulacdo. Principalmente levando em consideracdo o
crescimento da procura e do consumo do publico mundial de produtos com componentes
sustentaveis, de origem natural e veganos (HANNA et al., 2021), além da necessidade de novos

compostos antimicrobianos e antifingicos.

5.4.1 Construgdo de Diagrama de Fases Pseudo-Ternarios

A primeira etapa da pré-formulacdo de sistemas dispersos consistiu na avaliacdo da
composigdo de formulagdes convencionais utilizando tensoativos. Foram selecionados o
emoliente, Miglyol 812%, triglicerideo de cadeia média com ampla aplicagdo em sistemas
emulsionados (EHL = 15,4). Como agentes estabilizantes, foram utilizados os tensoativos ndo
ionicos Tween® 20 (polissorbato 20, monolaurato de sorbitano etoxilado 20) e Span® 80
(monoleato de sorbitano 80) em mistura (89,52% Tween 20; 10,48% Span 80) para alcancar o
valor requerido para estabilizacdo do sistema pelo EHL da fase oleosa.

Para a selecdo dos sistemas dispersos foram construidos diagramas pseudo-ternarios por
duas diferentes técnicas de homogeneizacgdo (ultra-turrax e sonda ultrassonica). A determinacgéo
dos tipos de sistema obtidos, foi realizada através de analise visual, sendo verificada a presenca
de separacdo de fases, além de: microemulsdes (preparacdo translicida, amarelada e de
conteudo uniforme); nanoemulsdes (preparacdo com coloracdo azulada, liquida e de contetdo
uniforme); trés diferentes tipos de emulsdes determinadas qualitativamente de acordo com as
caracteristicas de viscosidade aparente: viscosas (preparacdo de coloragdo branca, opaca,
viscosa), intermediarias (preparacdo de coloracdo branca, opaca, ligeiramente fluida e de
conteudo uniforme) e liquidas (preparacdo de coloracdo branca, liquida, opaca, com aspecto
leitoso e contetdo uniforme); e, cremes (preparacédo de coloracéo branca, opaca, de consisténcia

semissolida e contetido uniforme) (Figura 41).
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Figura 41 - Diagramas de fases pseudo-ternarios obtidos através de agitacdo por ultra-turrax (A) e sonda
ultrassonica (B).

¥ 0,0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 098 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
% (Miglyol) A % (Miglyol) B

SF — Separacédo de Fases; ME — Microemulsdo; NE — Nanoemulsdo; EM — Emulsdo; EV — Emulsdo Viscosa; EL
— Emulsdo liquida; C — Creme.
Fonte: Autoria propria.

Ambos os métodos de homogeneizacdo proporcionaram a obtencdo de diagramas de
fases contendo os tipos de sistemas descritos, entretanto, as emulsdes obtidas por sonda
ultrassbnica apresentaram regides bem delimitadas e melhores caracteristicas visuais.
Homogeneizadores do tipo rotor-estator como o ultra-turrax inserem no sistema menor energia,
sendo mais indicada para sistemas macroscopicos, por resultarem maiores tamanhos de
goticulas. Enquanto sondas ultrassdnicas proporcionam a formacdo de sistemas com grande
uniformidade de distribuicdo de tamanho de goticulas e menor tamanho médio, devido a
capacidade do equipamento em gerar ondas ultrassénicas muito intensas e uniformes que
resultam inicialmente em dispersGes macroscépicas, e com a constante exposic¢ao a cavitacao,
formam goticulas menores devido a elevada energia do sistema (TADROS, 2013;
MCCLEMENTS, 2012).

5.4.2 Obtencao preliminar dos sistemas emulsionados

A partir dos diagramas, foram selecionadas trés formulagdes, que correspondessem ao
mesmo tipo de sistema para ambos 0s métodos. Estas formulagdes foram escolhidas de acordo
com as suas caracteristicas: as emulsdes liquidas apresentam maior aceitabilidade, devido suas
caracteristicas sensoriais e facilidade de aplicacéo e espalhamento, e por serem fluidas, podem
ser utilizadas na industria cosmética, além de poderem ser aplicadas por diferentes vias de
administracdo; o creme foi selecionado devido sua maior capacidade de carrear os ativos e
devido a boa aderéncia a pele que estes sistemas possuem, o que pode aumentar o tempo de

contato, e por consequéncia sua absor¢cdo, uma vantagem para as formulagdes topicas que
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necessitam de maior tempo de exposi¢do, como formulagdes antimicrobianas (ISAAC, 2008;
2007; ECCLESTON, 2016).

Apenas as formulacdes obtidas através de sonda ultrassénica foram reprodutiveis,
enquanto as obtidas através de ultra-turrax apresentaram separacdo de fases algumas horas apds

a sua fabricacdo (Tabela 44).

Tabela 45 - Proporcéo dos constituintes das formulacdes selecionadas a partir do diagrama de fases obtido por
sonda ultrassonica.

Formulacéo % Agua % Oleo % Tensoativos
FTS-1 88% 10% 2%
FTS-2 70% 22% 8%
FTS-3 40% 36% 24%

FTS = Formulagdo Tween Span.
Fonte: Autoria propria.

As formulagdes obtidas apresentaram boas caracteristicas macroscépicas, indicando que
todas as formulacGes se apresentam: brancas, liquidas ou viscosas, uniformes e ausentes de
creme tanto no momento da obtencdo quanto na avaliacdo apOs as primeiras 24 h, e
permanecendo nestas condi¢fes durante seu armazenamento apos 7 dias. Este armazenamento
foi realizado em recipientes plasticos opacos, sob temperatura ambiente.

As formulacGes FTS1 e FTS3 permaneceram estaveis ap0s os primeiros 7 dias de
analise. A formulacdo FTS2 apresentou a formacao de filme da fase oleosa indicando a presenca
de um processo de incompatibilidade (coalescéncia ou amadurecimento de Ostwald) e por este

motivo, o sistema foi descartado.

5.4.3 Avaliacao do método de obtencdo das emulsbes através de planejamento fatorial

Com a escolha das formulacGes, a proxima etapa do estudo de pré-formulacéo foi a
avaliacdo do método de homogeneizacdo utilizando planejamento fatorial 32. Neste ensaio
foram avaliadas duas variaveis independentes tempo (8, 10 e 12 min) e poténcia (80, 90 e
100%), em trés diferentes niveis. Para determinar as melhores condi¢des para obtencdo de
emuls@es foram realizadas como varidveis de respostas as analises macroscopicas, avaliagdo de
pH (durante 7 dias) e turbidimetria (no dia 7).

As anélises de pH foram usadas como parametro por estar atrelada a estabilidade do
sistema, visto que alteracOes bruscas podem estar relacionadas com degradacéo das cadeias dos

agentes emulsificantes utilizados, além de impactar na condutividade alterando as forcas de
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repulséo e atragdo presentes no sistema, o que pode levar a fendmenos de instabilidade como
coalescéncia e separacdo de fase (XAVIER-JUNIOR et al., 2012; TOPAN, 2012;
BHATTACHARJEE, 2016; HU et al., 2017).

Ja a turbidimetria € uma medida que apresenta relacdo com as caracteristicas
macroscopicas e é frequentemente relacionada com a integridade das goticulas presentes nos
sistemas, a qual avalia diretamente a capacidade Optica do sistema, a partir da relagdo em que,
guanto maior o nimero de goticulas estaveis estdo presentes no sistema, maior serd o
espalhamento da radiacdo e menor sera a luz incidida no detector, resultando numa elevada
turbidez (XAVIER-JUNIOR et al., 2012; HU et al., 2017).

Nas analises macroscopicas, todas as amostras obtidas em diferentes tempos e poténcias
apresentaram-se brancas, liquidas, uniformes e ausentes de creme desde o momento de sua
obtencdo até o final dos 7 dias de monitoramento). Os dados brutos estao apresentados na figura
42 (pH) e tabela 45 (turbidimetria) para definir com maior precisdo qual o impacto da poténcia
e do tempo de preparacdo nas caracteristicas das emulsdes. Os resultados obtidos foram

utilizados para a avaliacdo do ensaio fatorial (Tabelas 45 e 46).

Figura 42 - Variagdo do pH das diferentes formula¢des na etapa de otimiza¢do do método de obtencéo.

O8min/80% DO10min/80% DO12min/80% ©8min/90%  @10min/90%
4,9 - @12min/90% m@8min/100% m10min/100% m12min/100%

4,7 - _

Fonte: Autoria propria.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365916303832#!
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Tabela 46 - Andlise turbidimétrica das diferentes preparacdes obtidas através da variacdo de tempo e poténcia.

Poténcia (%0) Tempo (Min) Turbidimetria (Média + DP; DPR%o)
8 97,43% +0,0012 (0,12)
80% 10 98,10% +0,0008 (0,08)
12 98,57% +0,0004 (0,04)
8 98,87% +0,0004 (0,04)
90% 10 98,93% +0,0004 (0,04)
12 99,27% +0,0004 (0,04)
8 98,53% +0,0009 (0,09)
100% 10 98,77% +0,0008 (0,04)
12 99,00% +0,0008 (0,08)

*DP: Desvio Padrdo; DPR%: Desvio Padrdo Relativo percentual; min: minutos.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 47 - Matriz de planejamento fatorial 32 para avaliar a influéncia do tempo e poténcia sobre as caracteristicas

de pH e turbidimetria na obtencdo de sistemas dispersos.

Variaveis Naturais

Variaveis Codificadas

Respostas — Variaveis Dependentes*

Tempo Poténcia Tempo Poténcia pH Turbidimetria
8 80 -1 -1 4,59 97,83%
8 90 -1 0 4,55 98,87%
8 100 -1 1 4,50 98,53%
10 80 0 -1 4,51 98,10%
10 90 0 0 4,59 98,93%
10 100 0 1 4,65 98,77%
12 80 1 -1 4,55 98,53%
12 90 1 0 4,48 99,27%
12 100 1 1 4,66 99,00%

Fonte: Autoria propria.

Para a obtencdo dos resultados, foram testados modelos lineares e quadraticos, sendo

selecionados os modelos quadraticos, mensurando além dos fatores individuais, as interaces

destas variaveis.

Avaliando os dados obtidos pelas anélises de variancia para as duas respostas testadas,

foi possivel evidenciar que a resposta para 0 pH ndo possui grande impacto sobre os resultados

(R2 = 0,24947), indicando que a regressdo nao obteve grande significancia. Quanto ao valor p,

os resultados foram altos, rejeitando a hip6tese de significancia da regressao.
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Tabela 48 - Dados de ANOVA para a varidvel pH no ensaio fatorial 32.

Fatores SQ GL MQ F p
(1)Poténcia(L) 0,004356 1 0,004356 0,344666 0,564440
Poténcia(Q) 0,006230 1 0,006230 0,492966 0,491587
(2)Tempo (L) 0,000939 1 0,000939 0,074297 0,788283
Tempo (Q) 0,003113 1 0,003113 0,246336 0,625673
1L by 2L 0,003675 1 0,003675 0,290812 0,596309
1L by 2Q 0,039336 1 0,039336 3,112764 0,094644
1Q by 2L 0,000069 1 0,000069 0,005495 0,941724
1Q by 2Q 0,017890 1 0,017890 1,415665 0,249576
Erro Puro 0,227467 18 0,012637
Total SQ 0,303074 26

Onde: SQ = Soma Quadrética; GL = graus de liberdade; MQ = Média Quadratica.
Fonte: Autoria propria.

No grafico de Paretos € evidenciado que as resposta ndo sao significativas; e, avaliando
a superficie de respostas, os dados ndo possuem grande amplitude de diferencas de valores de
pH para as amostras preparadas nas diferentes condi¢BGes, aléem de pequenas inclinacdes,
confirmando que esta variavel possui baixo impacto sobre as caracteristicas do produto
(XAVIER-JUNIOR et al., 2012; HU et al., 2017).

Figura 43 - Grafico de Paretos — A; Superficie de Resposta — B, para a resposta pH.
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Fonte: Autoria propria.

Para a variavel turbidimetria, os resultados apresentaram significancia, sendo eficientes
na avaliagcdo da influéncia sobre as respostas. Os dados de andlise de variancia apresentaram
elevados valores R2 (0,96903) e de F (Tabela 48), indicando a significancia da regressao e da
adequabilidade do modelo para avaliacdo das respostas. Além disso, os valores de p foram

baixos e inferiores a 5%, confirmando a hipdtese de que a regressao dos dados foi significativa.
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Fatores SQ GL MQ F p
(1)Poténcia(L) 1,175556 1 1,175556 132,2500  0,000000
Poténcia(Q) 1,500000 1 1,500000 168,7500  0,000000
(2)Tempo (L) 1,805000 1 1,805000 203,0625  0,000000
Tempo (Q) 0,081667 1 0,081667 9,1875 0,007183
1L by 2L 0,240833 1 0,240833 27,0938 0,000060
1L by 2Q 0,080278 1 0,080278 9,0313 0,007599
1Q by 2L 0,122500 1 0,122500 13,7813 0,001594
1Q by 2Q 0,000833 1 0,000833 0,0937 0,762976
Erro Puro 0,160000 18 0,008889
Total SQ 5,166667 26

Onde: SQ = Soma Quadrética; GL = graus de liberdade; MQ = Meédia Quadratica. Fonte: Autoria propria.

Para determinar a melhor condicdo no o espaco experimental testado, foi avaliado o

grafico de superficie de resposta (Figura 44A), onde foi possivel determinar, atraves da

curvatura da superficie, que a méxima resposta foi encontrada com a poténcia intermediaria

(nivel 0) e tempo maximo (nivel +1), apresentando elevada inflexdo e maior intensidade de

resposta neste ponto. Devido a obtencdo de sistemas dispersos mais estaveis frente analise

turbidimétrica, estas foram as condigdes escolhidas para a obtencdo das formulagdes de

trabalho.

As analises dos efeitos padronizados através do grafico de Paretos (Figura 44B)

revelaram que os fatores isolados, bem como a interacdo deles apresentaram influéncia sobre a

resposta obtida para a turbidimetria com confianca de 95%. O fator tempo apresentou efeito

positivo sobre a resposta avaliada, sendo responsavel pelo incremento da resposta em +14,25;

a poténcia também apresentou influéncia positiva, sendo responsavel pelo aumento de +11,50.

Na avaliacdo do efeito conjunto foi observado que a resposta € negativa (-5,20).



Figura 44 - Gréfico de efeitos padronizados (Paretos) — A; Gréafico de Supe
turbidimetria.
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5.4.4 Obtencédo de novas emuls@es e caracterizacao dos sistemas

Apos a definicdo das condicbes de obtencéo dos sistemas, foram obtidas novas emulsdes

brancas, as quais permaneceram sem alteracdo ap6s 24h de fabricagdo. Em seguida, as

formulacbes FTS-1 e FTS-3 foram caracterizadas segundo: pH, turbidimetria, potencial zeta,

tamanho e distribuicdo de goticula e densidade (Tabela 49). Quanto as caracteristicas

macroscopicas, ambas as formulacdes foram analisadas

visualmente, e apresentaram

caracteristicas de integridade, apresentando-se como emulsGes brancas, liquida ou viscosa,

uniformes e ausentes de fldculos, creme e coalescéncia. Mantendo a integridade dos sistemas

durante o armazenamento (recipientes plasticos opacos, sob temperatura ambiente).

Tabela 50 - Caracteristicas fisico-quimicas das emulsdes brancas.

Anélise FTS-1 FTS-3
pH 4,15 4,22
Turbidimetria (%o) 99,36% 99,05%
Potencial zeta - 39,20 - 38,13
Tamanho médio das goticulas (nm) 371,57 1.066,24
Distribuicao das goticulas (nm) 105,6 - 4324 350,1 - 4752
Densidade 0,9959 1,1648

FTS = Formulagdo Tensoativos Tween/Span
Fonte: Autoria propria.



168

Estes resultados servem de base para a comparagéo das caracteristicas das formulagoes
durante as avaliacOes de estabilidade preliminar. Neste sentido, foi evidenciado que as emulstes
fabricadas apresentaram boas caracteristicas e permaneceram estaveis por 30 dias de acordo

com os resultados obtidos.

5.4.4.1 Estabilidade de acompanhamento preliminar

O ensaio foi realizado com as emulsdes brancas durante o periodo de 90 dias com
armazenamento sob condicdes de temperatura e umidade ambiente, em frascos plasticos opacos
hermeticamente fechados, acondicionados em local arejado sob temperatura ambiente. Estas
condicBes simulam o tempo de prateleira, assim como o tempo de armazenamento apds o
produto chegar ao consumidor final. Adicionalmente, este ensaio foi realizado para confirmar
a viabilidade dos sistemas para incorporacao de substancias ativas através do monitoramento
das caracteristicas das emulsGes brancas.

As emulsdes mantiveram suas caracteristicas macroscépicas, permanecendo brancas,
liquidas/viscosas, ausentes de indicios de fendmenos de instabilidade. Alem disso, ndo foram
encontradas variacGes que indicassem a presenca de fendmenos de instabilidade para pH,
turbidimetria, potencial zeta, tamanho e distribuicdo de goticulas. A emulsdo FTS-1 apresentou
menor variagdo nos resultados se comparada a emulsdo FTS-3 (Tabela 50), principalmente no

que se refere ao tamanho e distribuicdo de goticulas.
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Tabela 51 - Caracteristicas fisico-quimicas das durante o ensaio de estabilidade de acompanhamento.

) Dias
Anélise Formulacgéo
1 9 30 45 90
H FTS-1 4,15 4,20 4,18 4,12 3,90
P FTS-3 4,22 4,15 4,20 4,12 4,05
] FTS-1 99,30% 99,40% 99,4% 99,40% 99,40%
Turbidez (%)
FTS-3 99,05% 99,47% 99,20% 99,03% 99,00%
] FTS-1 -39,2 -39,2 -40,4 -38,9 -38,3
Potencial zeta
FTS-3 -38.1 -39,1 -40,2 -38,3 -39,7
Tamanho médio das FTS-1 3715 342,6 387,1 346,2 365,0
goticulas (hm) FTS-3 1.066,2 1.1455 1,180,1 1.224,4 1.248,7
FTs.1 105,6 - 109,3 - 1143 - 1446 - 114,1 -
Distribuicdo das goticulas 4324 4146 4354 4624 4876
(nm) 350,1 - 360,1 - 350,1 - 350,1 - 350,1 -
FTS-3
4752 4856 4778 4952 5152

FTS = Formulagdo Tensoativos Tween/Span
Fonte: Autoria propria.

5.4.5 Incorporacéo de derivados das folhas E. uniflora

5.4.5.1 Producdo de emulsGes classicas

No desenvolvimento das emulsGes incorporadas com o extrato otimizado das folhas de
pitangueira seco por aspersdo (DSC 10%) e de sua fracdo, inicialmente foram avaliadas a
solubilidade do extrato e fragdo nas fases componentes do sistema. Neste teste, foi verificado
que o extrato apresenta solubilidade intermediaria tanto na fase oleosa, e maior solubilidade na
aquosa, porém com grumos e turbidez em ambas as fases. O mesmo ocorre com a fracdo acetato
de etila, porém, a fracdo apresenta uma melhor solubilizacdo na fase oleosa que o extrato. Com
a solubilidade limitada, a quantidade de extrato ou fragdo foi restrita a 0,1% da formulagdo (100
mg/100g de formulacéo).

Das novas emulsdes preparadas apenas as emulsdes da formulagdo estabilizada por
tensoativos (Tween/Span) FTS1 apresentaram-se estaveis nas primeiras 24h de preparagdo. A
emulsdo branca FTS3 apresentou estabilidade nas primeiras 24h, mas as formulacdes
incorporadas apresentaram separacdo de fases imediatamente apds a finalizagdo do processo de
obtencdo. Neste contexto, apenas a emulsdo liquida resistiu a fase de incorporagéo do produto

Seco.
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5.4.5.2 Producéo de novas formulagoes

Foram testados novos sistemas dispersos para a obtencéo de produtos com a estabilidade
necessaria para suportar a incorporacao do extrato das folhas de pitangueira. Nesta etapa, foi
analisado um novo sistema convencional (com cera auto emulsionante) e sistemas pickering
(estabilizados por polimeros como hidroximetilpropilcelulose e goma xantana) além de
sistemas co-estabilizados com a mistura dos tensoativos Tween 20 e Span 80 juntamente com
as substancias poliméricas HPMC e goma xantana.

HPMC e goma xantana foram escolhidas para a utilizacdo nesse estudo de pré-
formulacdo por serem substancias poliméricas utilizadas tanto para a estabilizacdo de emulsdes
através da formacao de malha polimérica sobre a superficie micelar, que resulta na conservagédo
da goticula; quanto para 0 aumento da viscosidade de produtos farmacéuticos (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).

Os sistemas pickering e co-estabilizados foram baseados nas concentragdes utilizadas
na formulacdo FTS-1, para que fosse possivel verificar a diferenca entre o desempenho entre
os 3 diferentes sistemas, além de possivel aprimoramento dos sistemas.

Primeiramente foram testadas as concentracfes das solu¢fes dos polimeros utilizadas
como fase aquosa (2, 3 e 4%). Os sistemas elaborados com HPMC 2 e 3% ndo apresentaram
estabilidade apds as primeiras 24h, e apresentaram separacdo de fases apOs 0 processo de
obtencdo. Dentre os sistemas elaborados com HPMC, apenas o de concentracdo de 4%
apresentou estabilidade.

Enquanto os sistemas elaborados com goma xantana apresentaram dificuldades para a
preparacdo nas concentracoes de 3 e 4%, devido as solu¢des de goma xantana apresentarem-se
como géis viscosos. Portanto, apenas o sistema obtido com 2% de goma xantana apresentou
éxito na preparacdo, resultando em um sistema estavel.

Dos sistemas co-estabilizados testados (Sistema F1B (T20+S80) + HPMC/GX), apenas
0 sistema co-estabilizado com a goma xantana apresentou boas caracteristicas macroscopicas e
estabilidade. A emulsdo co-estabilizada com HPMC apresentou separacdo de fases algumas
horas apds a preparacdo. O sistema convencional contendo cera autoemulsionavel, por ser um
produto ja estabelecido, foi adaptado a partir da formulacdo apresentada por Gelaleti e
colaboradores (2019), e apresentou estabilidade apos a preparacao.

As emulsbes brancas pickering, co-estabilizadas (T20S80 + GX) e convencional

(Lanette) preparadas apresentaram estabilidade durante os 7 primeiros dias. Entretanto, a
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emulsdo pickering de goma xantana apresentou contaminacéo fangica, indicando a necessidade

de utilizagdo de um agente conservante de formulagéo.

5.4.5.2.1 Incorporacdo dos derivados de E. uniflora nas formulac6es

Nesta etapa, foram adicionados a todas as formulacdes o agente conservante Nipaguard
SCE (caprilato de sorbitano (65%), propanediol (20%) e acido benzoico (15%)), selecionado
devido a utilizacdo de agentes conservantes certificados ecologicamente e livres de parabenos
(NOWAK; JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2020).

Todas as novas formulacfes foram submetidas a analises para caracterizacdo de pH,
indice de cremagem, potencial zeta, tamanho médio de goticulas e caracteristicas
macroscopicas.

De acordo com os resultados obtidos, pode ser observado que todas as formulagdes
apresentam caracteristicas indicativas de estabilidade. Todas as amostras apresentaram indices
de cremagem inferior a 10% na mensuracdo apos 24h de preparacdo. As Unicas formulacdes
gue apresentaram esta caracteristica foram as emulsdes pickering-HPMC (Tabela 51).

As caracteristicas eletrocinéticas mensuradas através do potencial zeta apresentaram
valores inferiores a -30mV, que é considerado indicador alta estabilidade,com destaque para as
formulagdes convencionais estabilizadas com cera auto-emulsionante e para 0s sistemas co-
estabilizados com mistura de tween 20 e span 80 com a goma xantana (BOUYER et al., 2012;
BHATTACHARIJEE, 2016).

Com relacdo ao tamanho médio de particulas, os diferentes sistemas apresentaram
diferenca entre os tamanhos médios. A emulsdo estabilizada com tensoativos apresentaram
diminuicdo nos tamanhos de goticula em relacdo aos primeiros sistemas obtidos no primeiro
ensaio de caracterizacao. Estes resultados podem estar relacionados com a introducéo do novo
componente na formulagdo, o conservante Nipaguard SCE. O conservante apresenta uma
grande porcentagem de caprilato de sorbitano, que € um agente hidrétopo natural com
capacidade emulsificante que aumenta a capacidade antimicrobiana de alcoois e &cidos
orgénicos (CLARIANT, 2011). Neste sentido, a adicdo deste componente & formulacdo pode
ter proporcionado um efeito sinérgico com os tensoativos ndo ionicos usados, possibilitando a
diminuicdo do tamanho das goticulas e consequentemente aumentando a estabilidade do

sistema.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365916303832#!
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Tabela 52 - Dados de caracterizacdo dos novos sistemas emulsionados.

Formulacéo IC* (%) pH Densidade (g/mL) Potencial Zeta (mV) Tamanho Médio (nm) Caracteristicas Macroscopicas
F1-TS-Br 0 3,96 0,9837 -33,6 176,7 Liquida; Branca; Homogenea
F1-TS-ESA 0 4,02 0,9909 -31,7 234,5 Liquida; Amarela esverdeada; Homogénea
F1-TS-FAE 0 4,11 0,9920 -33,6 264,2 Liquida; Verde; Homogénea
F2-HPMC-Br 5 3,29 1,0867 -39,2 270,0 Semissolida; Branca; Homogénea
F2-HPMC-ESA 5 3,49 1,0903 -38,7 252,6 Semissolida; Esverdeada; Homogénea
F2-HPMC-FAE 5 3,43 1,0893 -38,6 228,2 Semissolida; Verde; Homogénea
F3-GX-Br 0 4,18 1,1593 -45,3 1226,0 Semissdlida gelatinosa; Bege; Homogénea
F3-GX-ESA 0 4,19 1,1561 -42,0 1841,0 Semissolida gelatinosa; Verde clara; Homogénea
F3-GX-FAE 0 4,26 1,1517 -38,6 1168,0 Semissolida gelatinosa; Verde; Homogénea
F4-CTSGX-Br 0 4,14 1,1494 -45,0 359,7 Semissolida; Branca; Homogénea
F4-CTSGX-ESA 0 4,11 1,1464 -40,3 388,0 Semissolida; Amarela esverdeada; Homogénea
F4-CTSGX-FAE 0 4,14 1,1413 -41,8 349,0 Semissélida; Verde clara; Homogénea
F5-Lan-Br 0 4,05 1,1237 -80,1 2253,0 Semissélida Creme; Branca; Homogénea
F5-Lan-ESA 0 3,86 1,1273 -75,3 2198,0 Semissolida Creme; Amarela esverdeada; Homogénea
F5-Lan-FAE 0 3,99 1,1293 -69,1 2091,0 Semissélida Creme; Verde Clara; Homogénea
*Ap0s 24h.

F= formulaco; TS = tensoativos Tween/Span; Br = branca; ESA = extrato seco por aspersdo; FAE = fracdo acetato de etila; HPMC = hidroxipropilmetilcelulose; GX = goma
xantana; CTSGX = tensoativos e goma xantan; Lan = Lanete.
Fonte: Autoria Propria.
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As formulagOes Pickering de goma xantana e as estabilizadas com a cera, apresentaram
0s maiores tamanhos de goticulas, embora ainda estejam dentre os tamanhos considerados para
macroemulsdes (1000-2000 nm) (TADROS, 2013; 2016; CALLENDER et al., 2017). Sistemas
estabilizados com polimeros ou polissacarideos, permitem que goticulas atinjam mm de
didmetro (MARTO et al., 2016), ou seja, apesar das goticulas do sistema estabilizado por goma
xantana apresentarem maior diametro podem representar estabilidade no sistema. Além disso,
o0 sistema possui elevada viscosidade, com caracteristicas de gel, o que dimiui a possibilidade
de colisdo das goticulas e dos fendbmenos de coalescéncia, floculacdo e amadurecimento de
Ostwald, e consequentemente aumenta a estabilidade do sistema (LUNTER; DANIELS, 2012;
MARTO et al., 2016).

Os sistemas estabilizados por HPMC apresentam menores tamanhos de goticula, e
sistemas com viscosidade aparente menor que os sistemas estabilizados por goma xantana. Com
relacdo ao sistema auto-emulsionante, este sistema é amplamente difundido e apresenta elevada
estabilidade, sendo frequentemente aplicado para administracdo tépica dos mais variados
insumos farmacéuticos. Neste caso, o elevado tamanho das goticulas esta de acordo com as
macroemulsdes frequentemente obtidas para este agente (ECCLESTON, 2016).

Quanto as caracteristicas macroscopicas, todas as emulsGes apresentam-se integras, e
estaveis durante as primeiras 24h apds a preparacdo, assim como nos primeiros 7 dias de
armazenamento. O que indica que os sistemas obtidos apresentaram as caracteristicas

necessarias para produtos com éxito na preparacao.

5.4.5.3 Estabilidade preliminar dos sistemas

5.4.5.3.1 Estabilidade no ciclo gelo-degelo

O ensaio de gelo-degelo é uma forma comum de evidenciar a estabilidade do sistema
frente a perturbagdes externas como mudancas bruscas de temperatura, que consiste em
submeter a formulacéo a diferentes condic¢des de temperatura em intervalos de tempo regulares,
possibilitando observar previamente, possiveis alteracdes no decorrer do teste de estabilidade,
assim como em todas as etapas até que o produto seja consumido (XAVIER-JUNIOR et al.,
2012).

As formulagbes F1TS apresentaram-se homogéneas até o quarto ciclo de

congelamento/descongelamento. A partir do quinto, as emulsdes incorporadas com extrato seco
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por aspersdo e fragdo acetato de etila das folhas de pitangueira apresentaram sedimentagéo
(Tabela 52).

Tabela 53 - Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas frente a ensaio de gelo-degelo.

Ciclos gelo-degelo

Formulacgbes 1 2 3 4 5 6
F1-TS-Br homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F1-TS-ESA homogenea homogenea homogenea homogenea sedimentacédo sedimentacédo
F1-TS-FAE homogenea homogenea homogenea homogenea sedimentagdo sedimentagdo
F2-HPMC-Br cremeacgao cremeacgao cremeacao cremeacgao Separacgdo de fases
F2-HPMC-ESA cremeagao cremeagao cremeacao cremeagao Separacéo de fases
F2-HPMC-FAE cremeacgao cremeagao cremeacao cremeagao Separacdo de fases
F3-GX-Br homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F3-GX-ESA homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F3-GX-FAE homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F4-CTSGX-Br homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F4-CTSGX-ESA homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F4-CTSGX-FAE homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F5-Lan-Br homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F5-Lan-ESA homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea
F5-Lan-FAE homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea homogenea

F = Formulacdo; TS = tensoativos tween/span; Br = branca; ESA = extrato seco por aspersao; FAE = fracdo acetato
de etila; HPMC = hidroxipropilmetilcelulose; GX = goma xantana; CTSGX = Coetabilizadas tensoativos tween e
span e goma xantana; Lan = Lanette.

Fonte: Autoria Propria.

As emulsbes Pickering-HPMC apresentaram cremagem desde o primeiro ciclo,
resultando em separacao de fases no quinto. Comumente a estabilizacdo estérica de Pickering,
assim como a formacdo de redes tipo gel na fase dispersante tem sido atribuida a maior
estabilidade dessas emulsdes sob condi¢bes de congelamento/descongelamento (ZHU et al.,
2017), entretanto no caso das emulsdes preparadas com 4% de HPMC ndo foi verificada
resisténcia necessaria para a estabilidade do sistema. Altera¢cGes na concentracdo visando o
aumento da viscosidade, ou alteragdo no nimero de cadeias do derivado de celulose poderiam
ser vantajosos para a estabilizacdo dos sistemas emulsionados incorporados de extratos secos
das folhas de E. uniflora.

As emulsdes pickering estabilizadas por goma xantana e as co-estabilizadas
apresentaram resisténcia a todos os ciclos de gelo-degelo. Esta resisténcia pode estar atrelada a
formagé&o da cadeia em gel na fase dispersante proporcionada pela goma xantana, o que permitiu
a manutencdo das goticulas mesmo diante da cristalizacdo das fases dispersa/dispersante. O
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sistema auto-emulsionado também apresentou estabilidade frente aos sucessivos
congelamentos, fato que também pode estar correlacionado com a elevada viscosidade do

sistema e ao elevado impedimento estérico entre as goticulas estabilizadas com a cera.

5.4.5.3.2 Estabilidade frente a aceleracao centrifuga

As forcas da gravidade e centrifuga sé@o as principais responsaveis pelos fenémenos de
instabilidade dos tipos sedimentacdo e floculacdo. Assim, uma forma simples e rapida para
avaliar se o produto desenvolvido apresenta susceptibilidade a estas forcas, é submeter o
produto a um elevado estresse mecanico. Este estresse tem por finalidade elevar abruptamente
a forca gravitacional, que consequentemente causard um aumento na movimentacao das
particulas, o que possibilita determinar a tendéncia das goticulas em direcdo a sedimentagéo ou
floculacéo, que sdo fendmenos que rapidamente induzem a separacdo das fases. A resisténcia
de um sistema disperso a centrifugacdo depende da diferenca de densidade entre as fases oleosas
e aquosa, e, principalmente, da resisténcia do filme interfacial formado pelos tensoativos
utilizados para estabilizacdo do sistema (XAVIER-JUNIOR et al., 2012; TADROS, 2013;
SAMRUDHI; PADMINI, 2016).

Para as emulsdes estabilizadas pela mistura de tensoativos (F1TS) a emulsdo branca néo
apresentou alteragbes nem mesmo na maior rotacdo/forca G. Enquanto as emulsbes
incorporadas ndo apresentaram cremagem, porém apresentaram sedimentacdo ao fundo dos
tubos submetidos a centrifugacdo. As emulsdes estabilizadas com HPMC apresentaram

separacdo de fases apds o processo de centrifugacdo (Tabela 53).
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Tabela 54 - Respostas de estabilidade das emulsdes frente a for¢a centrifuga.

Formulagéo IC (%) Caracteristicas Macroscopicas
F1-TS- Br 0 liquida, branca, homogénea
F1-TS-ESA 0 liquida, amarela esverdeada, sedimentacao
F1-TS-FAE 0 liquida, amarela esverdeada, sedimentagdo
F2-HPMC-Br 0 separacado de fases
F2-HPMC-ESA 0 separacao de fases
F2-HPMC-FAE 0 separacao de fases
F3-GX-Br 0 semissdlida gelatinosa, bege, homogenea
F3-GX-ESA 0 semissolida gelatinosa, bege, homogenea
F3-GX-FAE 0 semissodlida gelatinosa, bege, homogenea
F4-CTSGX-Br 0 semissolida, branca, homogenea
F4-CTSGX-ESA 0 semissolida, amarela esverdeada, homogenea
F4-CTSGX-FAE 0 semissolida, verde clara, homogenea
F5-Lan- Br 0 semissoélida creme, branca, homogenea
F5-Lan-ESA 0 semissolida creme, amarela esverdeada, homogenea
F5-Lan-FAE 0 semissolida creme, verde clara, homogenea

F = formulacéo; TS = tensoativos tween/span; Br = branca; ESA = extrato seco por aspersdo; FAE = fracdo acetato
de etila; HPMC = hidroxipropilmetilcelulose; GX = goma xantana; CTSGX = tensoativos e goma Xxantan; Lan =
Lanete; IC = indice de cremagem.

Fonte: Autoria Propria.

Tanto as emulsdes pickering estabilizadas com goma xantana, quanto as co-
estabilizadas e estabilizadas com cera auto-emulsionante apresentaram resisténcia a aplicagdo
da forca centrifuga sem quaisquer alteracGes nas caracteristicas macroscopicas. Os sistemas
foram capazes de suportar o aumento da for¢a da gravidade simulada pela centrifugacédo, o que
eleva 0 movimento das goticulas e permite a antecipacdo de possiveis instabilidades como
precipitacdo, separacdo de fases, sedimentacdo ou coalescéncia (SAMRUDHI; PADMINI,
2016). Estas respostas podem estar correlacionadas com as caracteristicas viscosas do meio,
tendo em vista que elevadas viscosidades das fases dispersantes, proporcionam uma protecéo
ao sistema emulsionado através da diminuicdo da colisdo entre as goticulas (LUNTER,;
DANIELS, 2012).
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5.4.5.3.3 Anélises de acompanhamento

Na tabela 54 é possivel observar que os sistemas apresentaram a manutencdo das
caracteristicas de pH, potencial zeta e tamanho médio de goticulas. Apenas o sistema
estabilizado por HPMC apresentou instabilidade, que culminou na separacdo das fases ao

trigésimo dia.

Tabela 55 - Dados de Caracterizacdo das emulsdes ap6s 30 dias de preparacao.

Fomulagio Potencial Zeta Tamanho Médio pH
Dial Dia 30 Dial Dia 30 Dial Dia 30

F1-TS- Br -33,467  -40,733 177,27 233,17 3,96 3,90
F1-TS-ESA -31,400  -37,767 240,10 244,67 4,02 4,01
F1-TS-FAE -34,567  -39,500 283,77 238,93 4,11 4,00
F2-HPMC-Br -39,133 - 288,13 - 3,29 -
F2-HPMC-ESA -38,100 - 255,83 - 3,49 -
F2-HPMC-FAE -38,367 - 228,40 - 3,43 -
F3-GX-Br -43,433  -49,000  1411,67 1519,33 4,18 4,11
F3-GX-ESA -42,533  -54,033  1699,33 1465,67 4,19 4,13
F3-GX-FAE -40,700  -39,333  1307,67 1579,67 4,26 4,16
F4-CTSGX-Br -46,033  -45,167 385,67 341,77 4,14 4,05
F4-CTSGX-ESA -39,733  -47,567 385,67 374,90 4,11 4,01
F4-CTSGX-FAE -42,300  -44,300 340,00 347,17 4,14 4,06
F5-Lan- Br -80,367 -81,800  2211,00 2308,00 4,05 4,08
F5-Lan-ESA -72,700  -72,500  2104,67 2238,33 3,86 3,88
F5-Lan-FAE -69,667  -70,833  2002,33 1936,00 3,99 3,94

TS = tensoativos; Br = branca; ESA = extrato seco por aspersdo; FAE = fracdo acetato de etila; HPMC =
hidroxipropilmetilcelulose; GX = goma xantana; CTSGX = tensoativos e goma xantan; Lan = Lanete;
Fonte: Autoria Prdpria.

Com relagéo as caracteristicas macroscopicas, também houve manutencao das cores,
homogeneidade e auséncia de incompatibilidades ao trigésimo dia de preparacdo. Estes
resultados indicam que o0s sistemas sdo promissores para 0 desenvolvimento de formas
farmacéuticas semissolidas veiculadas com extratos e fragdes das folhas de E. uniflora.
Entretanto, sdo necessarios mais ensaios para determinar estabilidade de prateleira, além de

outras caracteristicas reologicas necessarias para a caracterizagao dos sistemas dispersos, bem
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como a verificacdo da liberagdo dos compostos ativos e propriedades bioldgicas da forma
farmacéutica.

Vale ressaltar que, apesar da estabilidade inicial, os sistemas F1TS incorporados com
0s extrato e fracdo apresentaram sedimentacao nos ensaios de estabilidade sob estresse, o que
indica incompatibilidade farmacéutica, mesmo que a sedimentagao seja um processo reversivel.

Merecem destaque as formulagdes emulsdes pickering estabilizadas com goma xantana
(F3GX) e os sistemas co-estabilizados, pela manutencdo das caracteristicas estaveis sem
evidéncias de qualquer fendmeno de incompatibilidade. A emulsdo pickering ainda possui
maior importancia pois a auséncia de tensoativos proporciona melhor tolerancia ao organismo,
0 que possibilita a aplicacdo deste sistema em vias de administracdo alternativas a via topica.

O sistema obtido com cera auto-emulsionante também apresentou éxito em sua
fabricacdo, entretanto, trata-se de um sistema bem estabelecido, com ampla aplicacdo na
literatura. Além disso, por se tratar de um tensoativo anidnico, apresenta problemas de
tolerancia e restricdo de administracdo por via topica. O que permite inferir que os melhores

sistemas obtidos neste estudo foram as formulacdes F3GX e FATSGX.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento experimental realizado para a otimizacdo de metodologias para a
obtencdo de extratos e produtos derivados das folhas de Eugenia uniflora L. permitiu o
mapeamento das melhores condigdes extrativas para preparagdo de extratos com maior
desempenho dentro do campo experimental investigado. Neste sentido, o emprego de
modelagem de misturas através de planejamento do tipo Simplex Centroide possibilitou a
identificacdo da contribuicdo dos solventes sobre o rendimento da extracdo dos marcadores
quimicos a partir das folhas de E. uniflora.

A viabilidade de secagem por aspersédo foi investigada e nesta etapa, a contribuicdo da
adicdo de adjuvantes de secagem sobre as propriedades dos sistemas particulados e sobre o
rendimento da operacdo foi estudada. Conforme esperado, 0 uso de adjuvantes apresenta
impacto sobre propriedades fisico-quimicas, merecendo destaque com objeto de estudo durante
o desenvolvimento de produtos secos e formulacGes derivadas destes extratos. Em relacdo a
analise das condicGes de secagem, foram avaliados os parametros ao processo, e 0s resultados
permitiram inferir que as melhores condi¢cGes de secagem para extratos das folhas de
pitangueira partem dos niveis mais baixos testados. Na avaliacdo de diferentes proporcdes de
adjuvantes, foram analisadas as concentragdes de 10, 15 e 20% de didxido de silicio coloidal
(DSC). Neste ensaio foi reportado o incremento de caracteristicas como densidade (aparente e
de compactacdo), além do rendimento, no aumento da proporcao de 10 para 20% de DSC.

Para a concluséo da avaliacdo dos produtos secos por aspersao, foram testadas diferentes
misturas de adjuvantes através de planejamento simplex centroide. Dos sete produtos testados,
o0 produto contendo a mistura ternaria dos trés componentes testados (dioxido de silicio coloidal,
celulose microcristalina e goma xantana) apresentou 0 maior incremento nas caracteristicas
fisicas e de indicadores de fluxo, sendo responsavel pelo produto seco com as melhores
respostas. Este produto apresentou vantagem mesmo sobre misturas previstas pela ferramenta
de desirability. Sendo este produto reconhecido como a forma farmacéutica sélida final deste
estudo, o qual pode ainda ser utilizado como insumo para a fabricacdo de outras formas
farmacéuticas sélidas como capsulas e comprimidos.

Como parte do desenvolvimento de formas farmacéuticas derivadas de extratos de E.
uniflora, foram realizados estudos de pré-formulacéo de sistemas dispersos para a incorporagao
extrato seco por asperséo e fracdo acetato de etila obtidos. Os testes permitiram observar que

as emulsdes pickering com goma xantana, co-estabilizado (Tween20/Span80 + goma xantana)
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e estabilizada com cera emulsionante apresentaram melhores resultados, quando comparados
com a emulsdo convencional (Tween20/Span80). Como perspectivas futuras pode-se esperar a
possivel aplicagdo do produto seco em para obtencdo de comprimidos e estudos aprofundados
sobre estabilidade, caracteristicas fisicas e liberacdo dos componentes ativos dos sistemas
dispersos contendo os produtos derivados das folhas de E. uniflora, além da avaliacdo dos
produtos obtidos frente as atividades bioldgicas.
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Abstract

This study smed o evahmte the performance of polyphenolsc extmction from leaves of Engenida uniflora by using wolveni
systems and differemt extractve conditions. The sodvent syslcms contunmg waler, methanol, ethanol, and acetone (benary,
lerrmary, of qualernany mixmnes) were used o produce extracts by turbo-extraction in accondance with a simplex controid. The
catraction performamnces were determined by dry residue, 1otal tannin, and lovonesd contents, which were used 1o calaslaie the
extractive efficiency, and conterd of markers gallic scid, ellagic ackd, and myricitrin, Fingarprints were also obtained by highs
performance lsquod chromatography and high-porformance thin bayer chromatography. The maxture of HoC 10 MeOdH o ErOH
o acetone (46:13:18:23) demonstraie a larger extractive cificency and was used a8 salvent to evaluate the milumoes of dnag
amount and extraction method. A 3 -design with response surface matbodology allowed 1o optimize the extraction conditons,
showing beier extraction o 5% (w'v) of the berbal drug amd by mrbo-exiraction, sandardized comdition for exiracts from
Eugerin imiflons leaves,

Keywords Eigenia uniffora - Polyphenals - Solvent system - Exiraction - Optimization - Experimental designs
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