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RESUMO

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz (Fabaceae) € uma arvore conhecida como
“Juca” com frutos usados na medicina popular. Entre os constituintes descritos estdo os
mondmeros de taninos hidrolisaveis (acidos elagico - AE e galico - AG). Considerando
técnicas cromatograficas e espectroscopicas utilizadas na avaliacdo da composi¢do quimica
qualitativa e/ou quantitativa de polifenois em produtos naturais, o objetivo deste trabalho foi
avaliar metodologias nas regides espectrais de ultravioleta (UV) e infravermelho (préximo-
NIR e médio-MIR), para o controle de qualidade da matéria prima e derivados de L. ferrea,
aliado ao uso de ferramentas quimiométricas; além de obter e avaliar sistemas contendo o
Extrato Bruto (EB)/Fracbes (FR). As amostras foram submetidas a quantificacdo por UV e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), além da obtencdo de perfis por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCD-AE) e CLAE. O método por
CLAE foi desenvolvido e validado, e empregado como referéncia para analises
qguimiomeétricas. Em seguida, os EBs foram obtidos por diferentes métodos e propor¢des de
solvente, e, também suas respectivas fragdes; avaliados por CCD-AE, CLAE, UV, NIR e
MIR. A regressao por minimos quadrados parciais foi empregada para quantificacdo de AE e
AG. Por fim foi investigada a viabilidade de sistemas dispersos com e sem tensoativo para
veiculacdo de EB/FR. O teor de polifenois totais permaneceu entre 10,7537,86 g% e, dos
marcadores por CLAE, entre 0,57-2,68 e 0,54-3,23 g%, expressos como AE e AG,
respectivamente. Os perfis cromatograficos permitiram separar e identificar os principais
marcadores analiticos (AE e AG), e detectar semelhancas em nimero de manchas/picos e a
variabilidade na intensidade/area dos marcadores nas amostras. O método de referéncia foi
validado com éxito, conforme legislacdo vigente: linearidade (R? > 0,99), seletividade,
precisdo intermediaria (DPR < 5%), recuperacdo (99,86%-108,08%), e robustez adequada as
variacfes submetidas. Tal método também foi validado para o EB aquoso e aplicado aos
demais EBs/FRs para obtencdo dos teores dos marcadores e perfis. A analise revelou a
presenca dos marcadores em todas as amostras. Ademais, os dados indicaram dependéncia do
teor de marcadores, dos parametros extracdo (método e solvente) e da variabilidade
interamostras. Considerando 0s métodos espectroscopicos, pré-processamentos foram
utilizados para diminuir efeitos indesejaveis. Os valores da raiz quadrada dos erros médios de
validacdo cruzada (RMSECVSs) para a determinar o teor de AG foram: 0,39%m/m (UV),
0,47%m/m (NIR) e 0,56%m/m (MIR). Para AE, os valores de RMSECV foram: 0,28%m/m
(UV), 0,24%m/m (NIR) e 0,37%m/m (MIR). Na validacdo externa os valores da raiz do erro
médio quadratico de previsdo (RMSEPs) obtidos para o AE foram de 0,20%m/m (UV),
0,71%m/m (NIR) e 0,36%m/m (MIR); quanto ao AG foram obtidos valores iguais a:
0,36%m/m (UV), 0,35%m/m (NIR) e 0,44%m/m (MIR). Por fim, os sistemas contendo
EB/FR de L. ferrea foram estaveis e apresentaram liberacdo de ordem zero in vitro. Os
resultados indicam que os métodos estudados neste trabalho permitiram alcangar os objetivos
propostos de caracterizacdo quali-quantitativa da matéria prima e produtos derivados de L.
ferrea, indicando perspectiva promissora para a analise quimica e padronizacdo de matrizes
complexas de origem natural.

Palavras chave: Anélise Espectral. Analise Estatistica. Cromatografia. Emulsfes. Fabaceae.



ABSTRACT

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz (Fabaceae) is a tree known as "Jucd" and its
fruit are used in folk medicine. Among the components described are the monomers of
hydrolysable tannins (ellagic acid - EA and gallic - GA). Whereas chromatographic and
spectroscopic techniques for use in the assessment of the chemical quality and/or quantity of
polyphenols in natural products, the objective of this study was to evaluate
qualitative/quantitative methodologies, the spectral regions of ultraviolet (UV) and infrared
(near-NIR and medium-MIR), for the quality control of raw materials and derivatives from
fruits of L. ferrea, coupled with to the use of chemometric tools; and obtain and evaluate
emulsions containing the crude extract (CE)/fractions (FR). The samples were submitted to
UV quantification and high performance liquid chromatography (HPLC), as well as profiling
by high performance thin layer chromatography (HPTLC) and HPLC. The method by HPLC
was developed and validated, and used as reference for chemometric analysis. Then the CEs
were obtained by different methods and proportions of solvent, and also their respective
fractions; evaluated by HPTLC, HPLC, UV, NIR and MIR. Partial least squares regression
was used to quantify EA and GA. Finally, the feasibility of dispersed systems with and
without surfactant for CE/FR delivery was investigated. The total polyphenols content
remained between 10.75-37.86 g% and, from the markers by HPLC, between 0.57-2.68 and
0.54-3.23 g%, expressed as EA and GA, respectively. The chromatographic profiles allowed
to separate and identify the main analytical markers (EA and GA), and to detect similarities in
number of spots/peaks and the variability in the intensity/area of the markers in the samples.
The reference method was validated successfully, according to current legislation: linearity
(R? > 0.99), selectivity, intermediate precision (RSD <5%), recovery (99.86% -108.08%), and
robustness appropriate to the variations submitted. This method was also validated for the
aqueous CE and applied to the other CEs/FRs to obtain the content of the markers and
profiles. The analysis revealed the presence of markers in all samples. In addition, the data
indicated dependence on the content of markers, extraction parameters (method and solvent)
and sample inter-variability. Considering the spectroscopic methods, pre-processing was used
to decrease undesirable effects. The root mean square cross-validation errors (RMSECVSs) to
determine the GA content were: 0.39%m/m (UV), 0.47% m/m (NIR) and 0.56%m/m (MIR).
For EA, RMSECYV values were: 0.28%m/m (UV), 0.24% m/m (NIR) and 0.37% m/m (MIR).
In the external validation, the mean root mean square error root (RMSEPs) obtained for the
EA were 0.20%m/m (UV), 0.35%m/m (NIR) and 0.36%m/m (MIR); As for GA, values equal
to 0.36%m/m (UV), 0.71%m/m (NIR) and 0.44%m/m (MIR) were obtained. Finally, the
systems containing CE/FR of L. ferrea were stable and showed zero order release in vitro.
The results indicate that the methods studied in this work allowed to reach the proposed
objectives of qualitative and quantitative characterization of the raw material and products
derived from L. ferrea, indicating a promising perspective for the chemical analysis and
standardization of complex matrices of natural origin.

Keywords: Spectral Analysis. Statistical Analysis. Cromatography. Emulsions. Fabaceae.
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1 INTRODUCAO

Inimeras sdo as raz0es para a investigacdo de plantas medicinais e seus derivados,
dentre as quais podem ser destacadas: aprofundar conhecimento sobre o potencial medicinal
da diversidade de plantas nativas; estabelecer uma base racional para o uso medicinal de
determinadas espécies vegetais; desenvolver medicamentos a base de plantas que apresentam
atividade relevante (fitoterapicos); descobrir novos prototipos de medicamentos; ou, ainda,
levantar informacGes sobre o uso de medicamentos tradicionais. Além disso, as plantas
medicinais sdo fontes potenciais de moléculas bioativas que possuem novas estruturas e/ou
mecanismos de acdo. Essas caracteristicas inovadoras tém motivado o setor produtivo
farmacéutico para direcionar a pesquisa para o desenvolvimento de novos produtos a partir de
plantas medicinais (ZANIN et al., 2012).

Atualmente, o controle de qualidade de drogas vegetais e produtos derivados é
fundamentado no uso tradicional ou na anélise quantitativa de marcadores. Para identificar e
determinar quantitativamente os marcadores, normalmente sdo eleitas uma ou mais
substancias farmacologicamente importantes presentes na amostra. Embora esta abordagem
seja amplamente preconizada por cddigos oficiais para estabelecer especificacdes de
qualidade para a maioria das espécies vegetais usadas na medicina tradicional, essa concepg¢ao
ndo permite assegurar a qualidade terapéutica desses produtos, uma vez que em boa parte dos
casos a atividade biologica esta relacionada a complexa composicao quimica presente (ZENG
etal., 2008; GAD et al., 2013; GOVINDARAGHAVAN; SUCHER, 2015).

A falta de consenso acerca do controle de qualidade focado exclusivamente na
quantificagdo de alguns marcadores tem fortalecido a concepgdo da “Fitoequivaléncia”, que
foi desenvolvida pelos Alemées para garantir a consisténcia e qualidade das plantas/produtos
disponiveis no mercado (TYLER, 1999; GAD et al., 2013). Deste modo, um perfil quimico
detalhado da planta ou produto derivado, tem papel importante para permitir a avaliacdo da
diversidade quimica do material e assim assegurar a reprodutibilidade da eficacia terapéutica
e, consequentemente, a sua “Fitoequivaléncia” (GAEDCKE; STEINHOFF, 2000; MOK;
CHAU, 2005; WAGNER, 2011).

Considerando esses aspectos, a tecnica de impressdo digital (fingerprint)
cromatografica foi reconhecida e ¢ aceita pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
estratégia para avaliacdo de produtos naturais (WORLD, 2000). A abordagem também é
preconizada por importantes agéncias de regulacdo sanitaria tal como China Food and Drug

Administration (CFDA), Food and Drug Administration (FDA) e European Agency for the
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Evaluation of Medicinal Products (EMA); que enfatizam o uso de andlises camparativas
qualititativa e quantitativa da impressdo digital espectroscopica ou cromatografica de matéria-
primas vegetais/extratos/produtos acabados; frente a materiais de referéncia (drogas vegetais,
extratos, ou substancias quimicas certificadas) para assegurar a identidade e qualidade (FDA,
2004; EMA, 2006; 2011; GIRI et al., 2010; ZAHNG et al., 2014). Desse modo, por menores
que sejam as varia¢Oes na diversidade e/ou na concentracdo dos constituintes quimicos do
vegetal, estas variacdes podem comprometer as propriedades terapéuticas e/ou toxicas, pois as
mesmas dependem da acdo sinérgica (e muitas vezes ainda desconhecida), de multiplos
metabdlitos secundarios presentes na espécie vegetal (LI et al., 2004, TIAN; XI; LIU, 2009;
RAZMOVSKI-NAUMOVSKI et al, 2010; GOVINDARAGHAVAN; HENNELL;
SUCHER, 2012).

Em face dessas consideracdes e diante das dificuldades encontradas na padronizacéo e
definicdo de pardmetros de qualidade para uma droga vegetal, a técnica denominada
“metabolic profiling” vem sendo bastante empregada nos tltimos anos. Tal técnica consiste
em utilizar o fingerprint das espécies, para identificar ndo s6 os principais marcadores, mas
também os demais compostos a fim de correlacionar suas contribui¢fes sinérgicas para a
eficacia esperada (DAOLIO et al., 2008; GAD et al., 2013; WOLFENDER et al., 2013;
2015).

O fingerprint de produtos tradicionais tal como um espectro ou um cromatograma,
obtidos por um procedimento especifico, representa uma caracteristica Unica e permite
tipificar o perfil quimico deste tipo de material (WELSH et al., 1996; MOK; CHAU, 2005;
GAD et al., 2013; CHOI; VERPOORTE, 2014). Este perfil deve ser caracterizado através da
identificacdo de produtos multicompostos de uso na medicina tradicional, podendo ser feita
com precisdo (de acordo com as similaridades), mesmo que a diversidade e concentracdo dos
compostos ndo seja exatamente a mesma para amostras diferentes de uma mesma droga
vegetal ou produto derivado (diferencas). No entanto, o maior desafio reside no
desenvolvimento de abordagens capazes de obter informacbes Uteis, considerando a
abundancia de dados brutos produzidos quando sdo analisados todos os dados gerados por
cromatogramas ou espectros (LIANG; LIE; CHAN, 2004; ZENG et al.,, 2008; CHOI,
VERPOORTE, 2014; WOLFENDER et al., 2015).

Nesse contexto, a associacdo de impressdes digitais com métodos quimiométricos tal
como modelos de reconhecimento de padrdes, incrementa a velocidade e a confiabilidade de
processamento e traducdo dos dados (espectroscépicos ou cromatograficos), para fornecer o

maximo de informagdes quimicas relevantes por meio de indices de similaridade e de
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coeficientes de correlagdo linear (BRERETON, 2007; RAZMOVSKI-NAUMOVSKI et al.,
2010). Diferentes técnicas quimiométricas vém sendo cada vez mais aplicadas a dados
analiticos, especialmente a anélise e calibragdo multivariada de dados espectroscopicos
(OTTO, 1999; BARROS NETO; SCARMINO; BRUNS, 2006; 2010; LILAND, 2011).

A padronizagdo de derivados vegetais em formas farmacéuticas ndo é uma tarefa
simples, especialmente para produtos derivados de drogas vegetais oriundas de extrativismo
ou de cultivos ndo controlados. Assim, o desenvolvimento de técnicas capazes de decifrar a
complexidade dos dados oriundos da andlise de matrizes multicompostos € uma poderosa
ferramenta para avaliar a constancia da composic¢ao quimica, pré-requisito para 0 Uso seguro e
eficaz dos produtos derivados de material vegetal (AHMAD; AQIL; OWAIS, 2006).
Portanto, para o desenvolvimento tecnoldgico de fitoterapicos, algumas estratégias sao
necessarias para que a constancia quimica possa ser alcancgada, tal como a misturas de lotes de
matérias-primas diferentes (origem, safras, cultivo/extrativismo), combinacéo de extratos ou
ainda adocdo de processos especiais de extracdo capazes de promover o0 enriquecimento
quimico dos extratos obtidos (GAEDCKE; STEIHHOFF, 2000; AHMAD; AQIL; OWAIS,
2006; STICHER et al., 2015).

Além das dificuldades enfrentadas para que a composi¢do quimica apropriada seja
alcancada, a adig@o ou incorporacdo de derivados vegetais em formas farmacéuticas continua
uma tarefa complexa. 1sso porque, em muitos casos, a concentra¢do necessaria dos compostos
ativos é elevada e pode exceder a capacidade da forma farmacéutica. Ademais, 0s compostos
também podem apresentar diversas incompatibilidades com componentes da formulacéo,
resultando em instabilidades fisicas, quimicas ou fisico-quimicas tando do(s) composto(s)
ativo(s) como da forma farmacéutica. Considerando a preparacdo de sistemas dispersos, a
estabilidade, a solubilidade e a distribuicdo dos compostos quimicos nos componentes da
formulacdo é um desafio a mais (SCHULZ; DANIELS, 2000; VIYOCH; KLINGTHONG;
SIRIPAISAL, 2003; RAHATE; NAGARKAR, 2007; FERREIRA et al, 2010;
FRELICHOWSKA, BOLZINGER, CHEVALIER, 2009; 2010; XAVIER-JUNIOR et al.,
2012; SONG et al., 2015).

Diante do exposto, este trabalho teve como propositos a avaliagdo de metodos
cromatograficos (camada delgada e cromatografia liquida) e espectroscopicos (UV-Vis e 1V),
para investigacdo qualitativa e quantitativa de drogas vegetais, extratos e fragdes oriundos dos
frutos de Libidibia ferrea. Por fim, considerando os diversos relatos das atividades antifungica
e antimicrobiana da espécie, foi avaliada a viabilidade de sistemas dispersos para veiculagéo

dos extratos e fragOes preparados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologias analiticas associadas a técnicas quimiométricas,
para avaliacdo qualitativas e quantitativas de impressdes digitais, para a droga vegetal e

produtos derivados dos frutos de Libidibia ferrea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as matérias primas vegetais por UV-Vis (doseamento de polifenois totais),
CCD-AE e CLAE-DAD;

e Desenvolver e validar metodologia analitica para o doseamento de acido elagico e acido
galico em matéria prima (frutos) de L. ferrea por CLAE-DAD;

e Obter extratos brutos e fracdes a partir das amostras dos frutos de L. ferrea;

e Analisar o perfil espectroscpico obtido para as matérias primas e extratos brutos dos
frutos de L. ferrea;

¢ Validar metodologia analitica por CLAE-DAD para o doseamento de acido elagico e acido
galico no extrato bruto aquoso dos frutos de L. ferrea;

e Aplicar o método por CLAE-DAD aos demais extratos brutos e fragdes obtidos;

e Analisar o teor de marcadores nos extratos brutos por UV-Vis, CLAE-DAD, MIR e NIR;

e Desenvolver modelos de calibracdo multivariada empregando UV-Vis, NIR e MIR, para
quantificacdo de cido elagico e acido galico nos extratos brutos de L. ferrea;

e Auvaliar a viabilidade de sistemas dispersos para veiculacdo do extrato bruto e fracGes de L.

ferrea.



CAPiTULO |

LIBIDIBIA FERREA MART EX TuL L. P.
QUEIROZ: ASPECTOS GERAIS,
ATIVIDADES BIOLOGICAS E COMPOSICAO
QUIMICA



35

3 CAPITULO | - LiBIDIBIA FERREA MART EX TUL L. P. QUEIROZ: ASPECTOS
GERAIS, ATIVIDADES BIOLOGICAS E COMPOSICAO QUIMICA

3.1 REVISAO DA LITERATURA

O uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica tem sido relatado ha muito
tempo por serem fontes potenciais de moléculas bioativas, que possuem novas estruturas e
mecanismos de acdo ainda nao elucidados (CORTES-ROJAS et al., 2015; PFERSCHY-
WENZIG; BAUER, 2015). Os materiais & base de plantas tém importancia em varios setores,
como as industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. A relevancia de medicamentos a
base de plantas torna-se mais importante no desenvolvimento de um pais, onde o
conhecimento tradicional de tais estratégias terapéuticas € amplamente utilizado pela
populagdo (KASSING et al., 2010; 2012).

O Brasil é o pais que apresenta maior potencial para pesquisas utilizando espécies
vegetais, uma vez que tem a maior biodiversidade do planeta. Nesse contexto, sabe-se que as
plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais
se constituem de modelos para a sintese de certo nimero de farmacos. Muitos pesquisadores
apresentam interesse no estudo dos produtos naturais, uma vez que eles representam uma
fonte para inimeras aplicagbes, como descoberta de moléculas bioativas, mudanga ou
incremento das propriedades fisico-quimicas e biolégicas na associa¢cdo com outros farmacos
(VIEGAS Jr.; BOLZANI; BARREIRO, 2006; JOLY etal., 2011).

Com o interesse em espécies que apresentem propriedades terapéuticas e composi¢ado
quimica definida, a busca pela utilizacdo racional desses recursos aliado a biodiversidade
relatada acima, proporcionou o surgimento de politicas publicas que incentivam as pesquisas
relacionadas aos produtos de origem vegetal (SANT ANA et al., 2004). Entre essas politicas,
merece destaque a criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterépicos, a qual
proporcionou a criagdo do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, cujos
principios sdo voltados para a ampliacdo de opcdes terapéuticas e consequente melhora da
atencdo basica aos usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS), valoriza¢do do conhecimento
popular; utilizacdo sustentdvel da biodiversidade do pais, além do desenvolvimento
tecnoldgico de produtos a base de plantas medicinais (BRASIL, 2006; 2009).

Ainda nesta direcdo e seguindo as diretrizes da Politica e do Programaa de Plantas

Medicinais e Fitoterapicos, em 2009 o Ministério da Saude criou a Relacdo Nacional de
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Plantas de Interesse ao SUS (RENISUS). Esta relagdo contempla 71 espécies medicinais e
apresenta como objetivo incentivar pesquisas a cerca dessas espécies, para que essas possam
ser incluidas na Atencéo Primaria do Sitema Publico de Saude (BRASIL, 2009). Dentre essas
especies, esta a especie Libidibia ferrea, em virtude do emprego popular de suas cascas, frutos
e folhas.

No que diz respeito a especie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz var.
ferrea, o presente capitulo consiste em um levantamento da literatura de varias bases de dados
sobre aspectos gerais, bem como produtos quimicos e dados farmacoldgicos sobre esta
espécie que tenham sido publicados até 2016. A estratégia de busca para o presente estudo foi
procurar em bases de dados virtuais de pesquisa, como PubMed, Science Direct, SciELO,
SciFinder, Scopus e Web of Science. Algumas das palavras-chave utilizadas foram

Caesalpinia, Caesalpinia ferrea, Libidibia ferrea, Juca e Pau Ferro.

3.1.1 Aspectos Gerais

O género Caesalpinia (familia Caesalpiniaceae, Caesalpinioideae e Leguminosae)
inclui 500 espécies de arvores distribuidas em todo o mundo. E caracterizado por seu teor de
polifenois (flavonoides, taninos), terpenos e esterdides, e polissacarideos, que sdo 0s
principais responsaveis pelas suas propriedades biologicas (ZANIN et al., 2012). As
principais espécies deste género sdo nativas do Brasil, mas nem todas sdo endémicas e estao
distribuidas em diferentes regifes de todo o pais (ALZUGARAY, 1984; LEWIS, 1988;
FLORA DO BRASIL, 2014).

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz var. ferrea pertence & divisdo
Magnoliophyta (Angiosperma); classe Magnoliopsida (Dicotiledénea); ordem Fabales;
familia Fabaceae; subfamilia Caesalpinioideae; também chamada por Caesalpinia ferrea
Mart. ex Tul. var. ferrea, é popularmente conhecida como "jucd" ou "pau ferro"
(CRONQUIST, 1981; PIO CORREA, 1984; LORENZI, 2002; MATQS, 2007; MATOS et
al., 2015). No que diz respeito ao sua etimologia, "Caesalpinia™ foi nomeado ap6s Andrea
Caesalpinio (botanico italiano); e "ferrea", que significa ferro, é devido a alta densidade desta
madeira (EMBRAPA, 2014) (Figura 1).
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Figura 1 - Libidibia ferrea Mart. ex. Tul. L. P. Queiroz (1. Casca; 2. Arvore; 3. Arvore com partes aéreas; 4.
Partes aéreas; 5. Frutos; 6A. Frutos e 6B. Sementes).

Bos g )

Fonte: Paulo Aires (2014).

Esta espécie € considerada uma arvore nativa do Brasil e é endémica do Norte e
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba e Pernambuco), principalmente na area geografica
dominada pela Caatinga (cerrado). Além disso, a espécie é cultivada em outros paises para
utilizacdo na arborizacdo de ruas e parques, apresentando o nome de pau-ferro do Brasil
(LORENZI, 2002; MATOS, 2007). Portanto, a espécie desempenha um papel importante na
preservacdo ambiental e que também pode ter impacto econdmico significativo para o pais
(EMBRAPA, 2014).

L. ferrea € uma arvore que possui entre 10 a 15 m de altura e tem um tronco fino com
um didmetro de 40 a 60 cm. As folhas séo do tipo bipinadas compostas que medem de 15 a 19
cm de comprimento. Os frutos sdo indeiscentes e as sementes sdo duras e de cor marrom
escuro (LORENZI, 2002).

Desde 1960, a espécie L. ferrea tém sido estudada tanto em relacéo as suas atividades
bioldgicas quanto a composicdo quimica. Um grande numero desses estudos avaliaram 0s
efeitos farmacoldgicos desta espécie e esses estudos tém correlacionado as atividades de
alguns constituintes quimicos. A maior parte desses estudos foi baseada em informacoes

populares sobre as indica¢Bes, 0 modo de uso, e parte da planta utilizada na preparacéo.

3.1.2 Atividades Bioldgicas

Medicina Tradicional
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Os estudos etnofarmacol6gicos anteriores mostram que Libidibia ferrea € utilizada em
muitas partes do mundo para o tratamento diversas doencas e seus recursos sao parte de um
conhecimento tradicional sobre esta espécie (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Neste contexto, Barros (1982) relatou que as sementes e a casca de L. ferrea tém sido
utilizadas na medicina tradicional sob a forma de cha e pog¢des para perder peso e para realizar
a assepssia de ferimentos. Os frutos sdo usados principalmente contra anemia, doengas
pulmonares e diabetes. As raizes sdo usadas como antipiréticos e anti-diabéticos (BRAGA,
1960).

Balbach (1972) descreveu em seu livro que a infusdo da casca do caule de L. ferrea
tem sido usada para o tratamento de enterocolite e diarreia. Braga (1976), na terceira edigéo
do livro "Plantas do Nordeste, Especialmente do Cearad"; relata varias propriedades
terapéuticas, incluindo o tratamento e alivio da asma, contusdes, tosse crénica e feridas, e as
raizes sdo utilizadas com acdo antipirética e anti-diabética. De acordo com Lewis (1988), as
raizes sdo utilizadas como antipirético e anti-diarreico e a decoc¢do da madeira mostrou um
efeito curativo e anti-secretor. Thomas et al. (1998), deu a primeira descri¢do de que 0 extrato
aquoso apresentou propriedades anti-inflamatoria e analgésica.

Alguns experimentos em animais demonstraram a atividade analgésica, anti-
inflamatoria e anti-Ulcera dos frutos e cascas desta espécie (BACCHI; SERTIE, 1994;
BACCHI et al.,, 1995; CARVALHO et al.,, 1996). Também durante os anos 90, foram
descritas atividades frente a doencas do trato respiratorio, disenteria e diabetes (BRAGANCA,
1996). Atividade sobre a inflamacao hepatica e na ocorréncia de hepatotoxicidade também foi
relatada na literatura (Di STASI et al.,, 2002). Segundo Maia (2004) os frutos sé&o

antidiarreicos e tém efeitos curativos e também foi observado que as raizes sdo antipiréticas.

Atividade Alelopética

O estudo de Oliveira et al. (2012) foi avaliar o potencial alelopatico de folhas, cascas
do caule e vagens maduras de Juca na germinacdo de sementes e desenvolvimento de
plantulas de alface (Lactuca sativa). Os extratos das folhas e vagens obtidos a 100 °C reduziu
a porcentagem de germinagdo de L. sativa. Assim, os autores concluiram que os diferentes
extratos apresentaram atividade alelopatica afetando o desenvolvimento de mudas de L.

sativa.
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Efeitos antiinflamatorio, analgésico e antinoceptivo

Carvalho e Colaboradores (1996) realizaram um estudo preliminar sobre as atividades
anti-inflamatoria e analgésica do extrato bruto aquoso dos frutos de L. ferrea obtidos por
maceracao por 2 h (60 °C). Foram utilizados ratos Wistar albinos e camundongos Swiss. O
extrato bruto mostrou inibicdo na formacdo de edema em 36,3% dentro de 2 horas do
experimento e 23,0% em trés horas. No ensaio de injecdo intraperitoneal de acido acético
quando tratados com 10 mg/kg e 20 mg/kg de extrato bruto, o nimero de contorcdes foi
reduzido. Além disso, o teste de carragenana do edema da pata posterior de rato induzido
mostrou inibicdo quando administrada uma dose oral de 300 mg/kg de extrato bruto.

Mais recentemente, o extrato hidroalcodlico (95%) das vagens (cascas e sementes)
obtido por meio de agitacdo (razdo de 1:5) foi avaliado frente as atividades anti-inflamatéria e
analgésica. O extrato, na dose de 50 mg/kg (peso corporal) mostrou inibi¢cdo do edema de
orelha, da permeabilidade vascular induzida e reducdo da migracdo de células para a cavidade
peritoneal. Adicionalmente, o teste de inducgédo por &cido acético, nas doses de 12,5, 25 e 50
mg/kg (de peso corporal) reduziu o nimero de contor¢Ges. Alem disso, o estudo relata que no
teste de formalina, os efeitos apresentados a partir do extrato apareceram apenas na segunda
fase. No teste de toxicidade aguda, foram usados ratos fémeas do tipo albinos Swiss, a dose
de 2 g/kg ndo causou a morte em animais (LIMA et al., 2012).

As vagens foram usadas para o ensaio de polissacarideo totais por meio de um
processo de lavagem (adgua e metanol), basificacdo (NaOH 0,1 M), neutralizacdo (HCI 1 M), e
precipitacdo (EtOH). O total de polissacarideos foi eluido em cromatografia de troca idnica,
originando trés fraccdes ricas de polissacarideos (FI, FII, FIII). O polissacarideo total na dose
de 1 mg/kg, inibiu o edema da pata induzido pela carragenina e a fracdo FIII inibiu os
parametros inflamato6rios no edema da pata induzido pelos seguintes estimulos: bradicinina,
carragenina, composto 48/80, dextrana, histamina, Oxido nitrico, prostaglandina E2 e
serotonina. Além disso, a fracdo FlII inibiu o edema de carragenina induzida em animais e 0
modelo de peritonite inibiu a migracdo de células e de proteinas por carragenina e N-formil-
fenilalanina-metionilleucil. Finalmente, os parametros bioquimicos e hematoldgicos foram
também observados no tratamento com FIII durante sete dias com 1 mg/kg. De acordo com o0s
resultados obtidos a perda de peso corporal, danos ao coracdo, baco ou figado ndo foram
observados. Houve algumas altera¢Ges no peso do rim e do nimero de linfocitos. No entanto,

0s niveis de marcadores hepaticos, tais como albumina, alanina transaminase, aspartato
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transaminase e globulina ndo mostraram nenhuma alteracdo. O teor de ureia mostrou valores
elevados, enquanto que o contetido de creatinina ndo apresentou nenhum desvio (PEREIRA et
al., 2012).

Os frutos foram submetidos a extracdo com fluido supercritico com didxido de
carbono e foram utilizados para curativos de feridas. Em seguida, foram realizados ensaios de
citocompatibilidade e capacidade antiinflamatéria. No teste de citocompatibilidade, observou-
se que os curativos carregados ndo sdo toxicos contra macréfagos mas inibem a adesdo de
fibroblastos, provando a capacidade anti-inflamatoria na regulacdo da expressdo de
mediadores do fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas do tipo IL-1 (DIAS et al.,
2013).

O extrato aquoso e a fracdo lipidica das sementes foram avaliados para efeito
antinociceptivo e verificou-se que ambos apresentaram propriedades anti-inflamatorias e
analgésicas centrais. O extrato aquoso causou inibigdo relacionada com a dose e o valor IDsg
foi de 5,99 mg/kg, causando um efeito antinociceptivo induzido na dor periférica. Os autores
indicaram que os lipideos séo responsaveis pela acdo relacionada com a dose antinociceptiva
em modelos quimicos e térmicos de nocicepgdo em ratos. Além disso, a porcao lipidica inibiu
opidides e receptores colinérgicos e a ciclooxigenase-2 (SAWADA et al., 2014).

O extrato bruto das cascas, obtido por turbo-extracdo (10%, p/v) com &gua ou
acetona:agua (7:3, v/v) como solvente de extracdo foram avaliados em relagdo a atividades
analgésica e anti-inflamatéria. Na avaliacdo da atividade antiinflamatéria, o modelo de
migracdo de leucdcitos foi utilizado e a avaliacdo da peritonite por carragenina mostrou
reducdo na quantidade de leucécitos que migraram. Entretanto, a atividade analgésica,
determinada pelo teste de placa quente e teste de contor¢do abdominal por acido acético
induzido, ndo apresentou resultados positivos (ARAUJO et al., 2014).

Pereira e colaboradores (2016) analisaram o mecanismo de cura de feridas cutaneas,
realizadas por incisdo em ratos, do extrato rico em polissacarideos das cascas do caule de
juca. O extrato promoveu reducdo da area das feridas e hipernocicepc¢do, além de diminuir a
infiltracdo de leucdcitos e a permeabilidade vascular, estimular a fibroplasia, angiogénese,
bem como a granulacdo do tecido formado, depoésito de coldgeno e fomacdo de camada
epitelial. Os autores evidenciaram uma reducdo nos niveis de TNF-a, PGE2, IL-1 e proteina
total e puderam confirmar que o extrato das cascas do caule de jucé, rico em polissacarideos,
promove a cicatrizagdo de feridas, com o controle da fase inflamatéria atenuando a

hipernocicepcao através da modulagdo dos mediadores inflamatorios.
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Atividades Antimicrobiana e Antifungica

A atividade antimicrobiana do extrato metandlico dos frutos (80%, v/v) obtido por
maceracao foi avaliada pela concentracdo inibitéria minima (CIM). Os valores de CIM
obtidos foram 25, 40, 66, 66 e 100 pg/mL frente a cepas ATCC (American Type Culture
Collection) de Candida albicans, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus oralis e Lactobacillus casei. Além disso, os autores indicam que além da
atividade encontrada para as cepas, foi observada a auséncia de crescimento e demonstra a
atividade dos extratos sobre a formacdao de biofilme (SAMPAIO et al., 2009).

Atividades biol6gicas foram avaliadas para o extrato bruto aquoso obtido das sementes
apo6s tratamento com 50 mm de NaCl, pH 7.0 com 0,15 mol.L? de tamp&o fosfato na
proporcdo 1:10 (m/v) apos agitacdo e centrifugacdo. Neste estudo, a toxicidade aguda néo foi
observada a 0,3 mg.10g™ (peso) e as atividades hemolitica, heparinasica e antibacteriana
foram observadas frente a cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella
choleraensis, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa; e, atividade antifungica
frente Aspergillus niger, Colletotrichium lindemuthianum, C. truncatum, Fusarium
oxysporum, F. solani, F. pallidoroseum, Mucor sp., Neurospora sp., Penicillium herguei,
Phomopsis sp., Phytiumoli gandrum, Rhizoctonia solani e Thricoderma viridae. Neste mesmo
estudo, atividade larvicida contra Aedes aegypti foi relatada (com mortalidade de 85%)
(CAVALHEIRO et al., 2009).

Na triagem realizada por Ferreira et al. (2013), os extratos brutos da casca obtidos por
refluxo com &gua, etanol: dgua (1: 1) e acetona: agua (1: 1) mostrou eficacia antifingica ao
inibir o crescimento de cepas ATCC de Candida spp. A CIM obtida para Candida albicans
foi mais eficiente em extratos brutos obtidos com etanol:4gua e acetona:agua (62,5 pug/mL),
31,25 a 125 pg/mL foi similar para C. dubliniensis e C. glabrata, e entre 15,62 e 62,50 pg/mL
para C. krusei. Os autores sugerem a efetividade desta planta contra cepas de Candida nao-
albicans. No mesmo estudo, a concentracdo fungicida minima (CFM) foi calculada, revelando
que o extrato etandlico obteve valores de CFM de 250 pug/mL frente a cepa de C. dubliniensis.

Os frutos foram utilizados na obtengéo de extrato etandlico (10%, m/v) por maceragado
(72 h). O extrato foi avaliado para a existéncia de microorganismos e foi verificada a auséncia
de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. O ensaio de

atividade antimicrobiana para S. mutans e S. oralis durante 20 dias e 140 dias apds preparagdo
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do extrato, revelou resultados entre 100 e 1,5625 pL obtidos para 20 dias e 3,125 uL para 140
dias (MARREIRO et al., 2014).

Estudos mostraram que a acdo combinada de eritromicina com extrato dos frutos de L.
ferrea obtido com etanol:dgua (7:3) apresentam potencial sinérgico quando em associagéo,
em relagéo a cepas de Staphylococcus aureus. A combinagédo da eritromicina com o extrato
hidroalcodlico também demonstrou danos ao DNA do estafilococo pela anélise de
eletroforese realizada (SILVA et al., 2013).

A atividade antifungica e antimicotoxigénica contra Aspergillus parasiticus utilizando
0 método de diluicdo em agar foi reportado por Martins et al. (2014). Os efeitos antifungicos
do extrato mostraram atividade pronunciada em diferentes graus de crescimento nas
concentracdes estudadas (1,08, 1,62 e 3,24%) e o extrato de jucé foi efetivo no controle do
crescimento e na producéo de aflatoxinas por A. parasiticus.

Araljo e colaboradores (2014) também avaliaram a atividade antibacteriana dos
extratos da casca (aquoso e acetona:agua, 7:3). O ensaio foi realizado pelo método de difuséo
em éagar e microdiluicdo frente a cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC,
Staphylococcus epidermidis INCQS, Enterococcus faecalis ATCC e um isolado clinico de
Staphylococcus aureus meticilina resistente), bem como cepas Gram-negativas (Escherichia
coli ATCC, Salmonella enteritidis INCQS, Shigella flexneri e Klebsiella pneumoniae). Os
extratos brutos do tipo acetona: dgua (7:3) mostraram maior inibicdo contra a maioria das
bactérias, e 0 extrato bruto aquoso mostrou uma maior atividade contra S. epidermidis (16,00
mm), E. faecalis (12,67 mm) e S. flexineri (13,00). Em relacdo a concentracao inibitoria
minima, os resultados indicaram que o extrato bruto acetona:agua (7:3, v/v) proporcionou o
melhor resultado em comparacdo com o extrato bruto aquoso, adicionalmente, a maioria das
bactérias gram-negativas foram resistentes, especialmente E. coli, com valor de CIM maior
que 10mg/mL (ARAUJO et al., 2014).

Nascimento e colaboradores em 2015 demonstraram a capacidade antimicrobiana de
extrato etanolico obtido das sementes de jucd frente as bactérias Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis) e Gram negativas
(Escherichia coli, Klebsiella pneumonia e Pseudomonas aeruginosa. Os valores de CIM
encontrados ficaram entre 50 e 125 pg/mL.

O extrato seco dos frutos obtido por Spray dryer (7,5 %, p/v) foi utilizado para obter
um enxaguatorio bucal, o qual foi avaliado quanto a presenca de cepas de Salmonella sp.,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Os autores indicaram a
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auséncia de microorganismos (bactérias, fungos, leveduras) no produto obtido (VENANCIO
etal., 2015).

Paiva e colaboradores (2015) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos obtidos
a partir da maceracdo (3 h) das cascas de juca (10%, p/v; etanol 70%) frente a Staphylococcus
spp. isolados do leite de cabras com mastite, sendo evidenciado pelos autores a capacidade do
extrato na inibi¢do das cepas de S. aureus, principais responsaveis pela contaminacéo de leite
de caprino.

Extratos etanolicos da entrecasca e vagem de L. ferrea foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana em relacéo as cepas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa (ATCC) e
cepas multiressistentes, e a modulacdo da atividade antibidtica. Nesse estudo, foi verificado
que os extratos apresentaram valor de CIM > 1024 ug/mL para todas as cepas. Ja em relagdo a
atividade moduladora de antibiéticos, os autores relatam que ndo foi observada modulacao
significativa da atividade antibidtica sobre clindamicina, exceto quando associada ao extrato
etandlico da vagem frente a cepa de S. aureus; além disso, quando o extrato etandlico da
entrecasca foi associado a aminoglicosidios, observou-se sinergismo com a amicacina e
gentamicina (FERREIRA et al., 2015).

Antidiabética

O extrato hidroalcodlico (80%) dos frutos foi particionado, originando sete novos
extratos e fracgdes. O extrato obtido com 1-BuOH, o residuo e a fragdo 7 apresentaram
melhor atividade inibidora contra aldose redutase (UEDA et al., 2002). Ueda et al., (2004)
testaram a aldose redutase in vitro de acido elagico e acido 2-(2,3,6-tri-hidroxi-4-carboxifenil)
acido elagico, este ultimo isolado a partir dos frutos de L. ferrea, e foi verificado que ambos
0s compostos sdo dose-dependentes e inibiram o acUumulo de sorbitol nos eritrocitos,
cristalino e o nervo ciatico sob incubagdo in vitro com glicose.

Por outro lado, estudos de Carvalho et al. (2010) indicaram que 0s extratos aquosos de
L. ferrea quando usados em tratamento crénico na reatividade vascular de ratos diabéticos
induzidos pela aloxana ndo foram capazes de modificar as contragdes ou relaxamentos.

Vasconcelos et al. (2011), prepararam o extrato bruto aquoso por infusdo (7,5:100,
m/v) a partir das cascas de L. ferrea e avaliaram as propriedades farmacologicas
(propriedades hipoglicémicas) e os mecanismos de reducdo do nivel de glicose no sangue de

ratos diabéticos através das proteinas quinase B (PKB/Akt), AMP-proteina ativada (AMPK) e
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acetil-CoA carboxilase (ACC), com doses de 300 e 450 mg/kg/dia. Os autores verificaram
que o extrato bruto reduziu os niveis de glicose no sangue e melhorou o estado metabdlico
dos animais. P-Akt apresentou-se aumentado no figado e no musculo esquelético dos animais
tratados, P-AMPK foi reduzida apenas no musculo esquelético destes animais e P-ACC foi
reduzida, tanto no figado e no musculo esquelético. Por fim, os pardmetros bioquimicos em
uma dose de 450 mg/kg/dia dia apresentaram reducBes nos niveis de ureia, &cido urico, AST e
ALT.

Antioxidante

Em estudos realizados por Silva et al. (2011), o extrato dos frutos obtido com
etanol:agua (7:3) por agitacdo a 300 rpm durante 15 h, exibiu uma forte atividade antioxidante
no teste in vitro e demonstraram uma correlacdo significativa e linear entre o contetdo
fendlico e a atividade antioxidante realizada por ensaio fosfomolibdénico, bem como a
atividade de eliminacéo de radicais superoxido. A atividade antioxidante total foi de 38,06% e
no ensaio de fosfomolibdénio de 21,08%, ambos em relacdo ao acido ascorbico. No mesmo
estudo, a eliminacédo de radicais por ensaio de 6xido nitrico foi calculada e verificou-se que a
ICso foi igual a 199,2 pg/mL. Por outro lado, o ensaio de degradacdo do DNA apresentou a
capacidade para inibir a degradacdo do DNA.

Um estudo sobre a capacidade antioxidante pelo radical DPPH foi realizado por Port's
et al. (2013), e valores entre 0,5 e 1,0 foram verificadas, 0s quais representam atividade
moderada; e quando analisado com o sistema [-caroteno/acido linoléico, os resultados
mostraram altos valores de 93,29 (BHT pg/mL).

Recentemente, as vagens de juca foram empregadas na preparacdo de extrato etanélico
na proporcao 1:10, obtido por agitacdo. O extrato obtido foi submetido ao ensaio da atividade
antioxidante pelo radical cation ABTS, atividade sequestradora do radical livre DPPH e
branqueamento de [B-caroteno. Os autores relataram que 0 extrato apresentou atividade
antioxidante e atividade sequestradora (NASCIMENTO et al., 2015).

Antitumoral

Os efeitos antitumorais promovidos pelos frutos foram testados in vitro frente ao virus

Epstein-Barr antigeno precoce (EBV-EA). Os compostos isolados de acido galico e galato de



45

metila diminuiram significativamente o nimero médio de papilomas, promovendo, assim, 0s
efeitos de 12-O-tetra-decanoilforbol-13-acetato (TPA) na formagédo de tumores da pele em
ratos (NAKAMURA et al., 2002a; 2002b).

Em 2003, a atividade quimiopreventiva de 2-(2,3,6-tri-hidroxi-4-carboxifenil) &cido
elagico dos frutos foi avaliada e os dois estagios de papilomas da pele do rato induzidos foram
inibidos por este composto (INADA et al., 2003).

Antiviral

A replicacéo do virus do herpes simplex (HSV) e poliovirus (PV) foram avaliadas pelo
polissacarideo sulfatado obtido a partir da extracdo aquosa das sementes seguido de
sulfatacdo. O ensaio citotoxico demonstrou um efeito sobre a replicacdo de HSV-1 e PV-1
com CCsp superior a 3000 pg/mL,; a atividade antiviral apresentou ICso de 405 pg /mL e 1,73
pg/mL, para o HSV-1 e PV-1, respectivamente. Os autores provaram que o polissacarideo
sulfatado obtido a partir de sementes de L. ferrea inibiu a absor¢do do virus nas fases apos a

penetracdo e a sintese de proteina viral (LOPES et al., 2013).

Cardiovascular

O efeito cardiovascular do extrato aquoso bruto da casca do caule (obtido por uma
infusdo com &agua destilada a 100 °C) induziu a hipotensdo associada a taquicardia em ratos
normotensos. A dose de 40 mg/kg induziu bradiarritmias transientes. A ocorréncia de
vasodilatacdo na artéria mesentérica de rato mediada por canal de aberturas K* sensiveis a
ATP também foi relatado (MENEZES et al., 2007).

Clastogenicidade

Diferentes concentracbes do extrato bruto aquoso foram testadas contra
clastogenicidade aguda in vivo em células da medula 6ssea de ratos Wistar utilizando a
analise de aberracdo cromossémica. O estudo mostrou que o extrato ndo apresentou potencial
clastogénico, o que implica que a mistura de compostos presentes no extrato nao induziu um
aumento significativo em células com micronucleos ou aberragdes cromossdémicas em doses
de 500, 1.000 e 1.500 mg/kg de peso corporal (SOUZA et al., 2006).
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DNA Topoisomerase

Para investigar o potencial da casca sobre a inibicdo da DNA topoisomerase 11, a casca
foi extraida com acetona para obter os compostos pauferrol A, B e C. Esses apresentaram
atividades inibidoras contra a topoisomerase Il humana e a proliferacdo celular através da
inducdo da apoptose em células de leucenina em humanos HL60. O Pauferrol A apresentou
um valor de ICsp igual a 2,1 umol.L"* contra topo Il humana e de 5,2 u mol.L™ contra células
HL60 (NOZAKI et al., 2007). Pauferrol B e C apresentaram atividades inibidoras contra topo
I com um ICs iguais a 15,3 e 14,5 p mol.L, respectivamente; e, os efeitos inibidores foram
demonstrados na proliferacio das células HL 60 com valores de 1Cso de 11,6 & 12,1 pu mol.L?

para Pauferrol B e C, respectivamente (OHIRA et al., 2013).

Inibidores de proteinase

Bariani et al. (2012) relataram a utilizacéo de inibidores de tripsina em sementes de L.
ferrea contra os fungos patogénicos Colletotrichum guaranicola, Corynespora cassiicola,
Fusarium oxysporum e Sclerotium rolfsii. Os extratos de proteina foram purificados em
Sephadex G-100, submetido a deteccdo de inibidores e anélise de SDS-PAGE. Verificou-se
um efeito na reducdo da esporulacdo e micélio dos fungos.

Outras atividades

A administracdo do extrato aquoso de L. ferrea em ratos Wistar submetidos a um
bioensaio de curto prazo mostrou uma reducdo de peso nao significativa da vesicula seminal
(REBOREDO et al., 2006). O extrato aquoso do fruto, a uma dose de 300 mg/kg de peso
corporal mostrou que ndo ha interferéncia com o funcionamento do sistema reprodutor de
ratos Wistar (LUCINDA et al., 2010). Além disso, a inflamacdo do figado e a ocorréncia de
hepatotoxicidade ja foram relatadas na literatura (Di STASI et al., 2002).

Recentemente, um estudo reuniu algumas espécies vegetais, dentre elas L. ferrea e
avaliou a eficécia da inibicdo da atividade hemorragica induzida pelo veneno de Bothrops
jararaca. O extrato aquoso dos frutos obtido na proporcéo 1:5 (p/v) a 70 °C durante 2 h sob
agitacdo constante (1250 rpm), seguido de liofilizacdo, foi avaliado frente ao veneno

liofilizado da espécie Bothrops jararaca. Ratos machos e fémeas do tipo Swiss (3441 Q)
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foram utilizados neste estudo. Os autores verificaram que o extrato bruto de L. ferrea ndo foi
capaz de inibir a hemorragia induzida pelo veneno (MOURA et al., 2015).

Kobayashi e colaboradores (2015) estudaram o potencial cicatrizante do extrato
etanolico dos frutos de jucd (12,5%) em ratos Wistar e verificaram boa reepitelizacdo e
colagenizacéo discreta a moderada.

Fernandes e colaboradores (2016) testaram a agdo repelente dos frutos de jucéd para
espécies de moscas da familia Calliphoridae (Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala,
Lucilia cuprina, Lucilia eximia, Lucilia sericata e Sarconesia chlorogaster), evidenciando
que as armadilhas montadas contendo extrato de juca a 20% e 50% apresentaram repeléncia,
com percentual de 97,5% e 100%, respectivamente.

3.1.3 Composicédo Quimica

A variedade de atividades biologicas atribuidas a espécie é principalmente devido aos
compostos fendlicos e polissacarideos presentes, principalmente na casca e sementes de L.
ferrea. Os 4&cidos graxos, terpendides, compostos fendlicos (chalcona, taninos) e 0s
polissacarideos tém sido relacionados, isolados e elucidados a partir de varias partes de L.

ferrea.

Acidos Graxos e Terpenoides

Nos estudos de Dias et al. (2013) foi relatada a presenca de acidos graxos nos frutos
apos a extracdo com fluido supercritico (SFE) utilizando CO». A analise por cromatografia
gasosa revelou que os frutos apresentam compostos insaturados (52%) e saturados (26%) de
acidos graxos, bem como os terpendides (13%); ha também o &cido linoleico, acido palmitico,
acido elaidico, gama-sitosterol, 4acido estedrico e lupenona. Além disso, 3,4-
dimetilbenzaldeido e di-2-etilhexilftalato também foram identificados (Tabela 1). Sawada et
al. (2014) também identificaram a presenca de acidos graxos na porcéo lipidica das sementes,
que foi obtida apos extragdo com acetona. Também foram identificados linoleico, palmitico,
estedrico e oleico, bem como acidos palmitolénico e caprico.

Recentemente, uma andlise realizada por cromatografia em camada delgada (CCD)
confirmou a presenca de acidos graxos no extrato bruto aquoso obtido das sementes de L.
ferrea (DE MOURA et al., 2015).



Tabela 1 - Principais constituintes de algumas partes de Libidibia ferrea.
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Parte da planta Composto Estrutura Quimica Referéncia
Acido linoleico o 1 Dias et al., 2013
CH3(CHa)sCHz ™~~~ ~ ~"~""0H
. O
Acido palmitico )_L Dias et al., 2013
CH3(CHy)13CH;~ OH
< . . 0O :
Acido elaidico HC(H,C)y S "¢ Dias et al., 2013
OH
. L O _
Acido esteérico )_L Dias et al., 2013

CHa(CH,)1sCHs~ “OH

Frutos
Lupenona

Dias et al., 2013

Gama-sitosterol

Dias et al., 2013

3,4-dimetilbenzaldeido
HsC
CHs

Dias et al., 2013
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di-2-etilhexilftalato

Dias et al., 2013

o . Ho Nakamura et al., 2002a,b;
Acido galico OH .
HO Silva et al., 2013
OH
_ HO i Nakamura et al., 2002a,b;
Metil galato OCH, )
HO Silvaetal., 2013
OH
2-(2,3,6-trihidroxi-4- N
carboxifenil) 4cido t0-{ gL o yreom Ueda et al., 2002; 2004
elagico oo, T
OH
. 0.0 OH
Acido elagico O Ueda et al., 2002; 2004

Galactomanana

Souza et al., 2010

Folhas Acido galico

Port’s et al., 2013;
Silva et al., 2014
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Quercetina Port’s et al., 2013
D-galactose 0 o - oH Lopes et al., 2013
OH
HO
D-manose 5% Lopes et al., 2013
OH OHy~OH
OH

Acido linoleico

O
C'H:g[c Hp :':LC Hp_--"'— e M%’ﬁ‘MQH

Sawada et al., 2014

Sementes Acido palmitico

O
CH3(CH2)13C.H2)'LOH

Sawada et al., 2014

Acido estedrico

0
CHa(CH,)1sCH;”~ “OH

Sawada et al., 2014

Acido linolenico

0
H GVW
’ CH;-{EHEJS,CH;-J\DH

Sawada et al., 2014

Acido palmitolenico

GH 3{ GHEJdG HZ T GHz{CthC HE’)J\ DH

Sawada et al., 2014

Acido caprico

O

/\/\/V\)J\DH

Sawada et al., 2014




o1

HO._~._OH
OH oHO O
Pauferrol A RO | Lg% /OH Nozaki et al., 2007
Y
HO OH
HO- CH
0 R, Ot
Pauferrol B | P PRaVasS Ohira et al., 2013
HO
R, =OH, Ra=H
Cascas e cascas do caule HO o~ OH
9 R
Pauferrol C yRgeo Ohiraet al., 2013
HO
Ry=H, Ry=0H
0
Acido gali HO oH Vasconcelos et al., 2011;
cido galico

Araljo et al., 2014

Acido elagico

Vasconcelos et al., 2011
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Catequima

Vasconcelos et al., 2011;
Araujo et al., 2014

Epicatequina

Vasconcelos et al., 2011

Fonte: Préprio Autor.
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Compostos fenolicos

Entre os compostos fendlicos relacionados com as diferentes partes do Libidibia
ferrea, os taninos condensados e hidrolisaveis e chalconas merecem especial atencéo.

Estudos fitoquimicos por cromatografia em camada delgada (CCD) revelaram a
presenca de cumarinas, flavonoides, saponinas e os esteroides e taninos (catequinas e &cidos
galico e elagico) (GONZALEZ et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2011; ARAUJO et al.,
2014; DE MOURA et al., 2015).

Em seus estudos, Vasconcelos et al. (2011) e Aradjo et al. (2014) realizaram andlise
por espectrofotometria e cromatografia. Vasconcelos et al. (2011), calcularam o teor de
taninos totais em extrato bruto da casca em miligramas por gramas de acido galico e
encontraram um valor de 266 mg/g. Por outro lado, a analise por CLAE encontrou teores de
acido gélico, catequina, epicatequina e &cido elagico iguais a 112,76, 17,75, 12,00 e 6,13
mg/g, respectivamente. Analise realizada por Araudjo et al. (2014) por CCD dos extratos
brutos das casca revelou a presenca de taninos condensados (catequinas) e taninos
hidrolisaveis (acido galico). Na andlise por CLAE foram identificados, acido galico e
catequina nos extratos brutos obtidos com agua e acetona aquosa (7:3, v/v).

Ueda et al. (2002), isolaram a partir de frutos o composto &cido elagico por anélise
espectral e 2-(2,3,6-tri-hidroxi-4-carboxifenil) acido eldgico, em conformidade com a
evidéncia espectral e dados 2D-RMN. De acordo com Nakamura et al. (2002a,b), &cido galico
e galato de metila foram isolados a partir dos frutos jucad depois de terem sido submetidos a
refluxo com metanol durante 5 h, e obtendo fracdes cloroférmio (CHCIs), acetato de etila
(EtOAC), butandlica (n-BuOH) e aquosa (H20). A fracdo EtOAc foi submetida a
cromatografia em gel de silica e Sephadex LH-20, e estes compostos foram identificados por
comparac0es espectrais (IV, 1H RMN e MS).

Nos frutos, o conteddo fendlico foi calculado a partir de um extrato obtido com
etanol:agua (7:3) e foram obtidos valores de 460 mg/g de acido galico (SILVA et al., 2011).
Sampaio et al. (2009) também calculou o teor de polifenois no extrato metanolico e a
quantificacdo de compostos fenolicos totais foi estimada pelo método do azul da Prassia e foi
estimada em 7,3%. Alem disso, a analise espectral (LH RMN) deste extrato metanolico foi
realizada e revelou hidroxi fenois e compostos metoxilados.

As chalconas sdo também substancias que estdo presentes nesta espécie, a literatura se

refere a presenca destes compostos isolados a partir do caule de L. ferrea. O extrato bruto foi
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obtido com acetona a temperatura ambiente e foi subsequentemente particionado com n-
hexano, EtOAc e BuOH. O extrato EtOAc foi submetido a uma cromatografia em coluna
contendo gel de silica, eluicdo em gradiente de CHCIl:/MeOH, obtendo as substancias
Pauferrol A (NOZAKI et al., 2007), B e C, e as suas estruturas foram determinadas por
espectroscopia RMN 2D (OHIRA et al., 2013).

Port's et al. (2013) relataram os compostos fendlicos totais (68,13 mg de é&cido
galico/g) e flavonoides totais (4,56 mg de catequina/g) em folhas de L. ferrea. Também foi
identificada a presenca do tanino hidrolisavel acido galico e o flavondide quercetina no
extrato metandlico hidrolisado.

O extrato metanolico (20%) dos frutos, descrito por Silva et al. (2013), apresentou teor
de &cido galico igual a 0,855 mg/g) e o derivado galato de metila em concentracdo igual a
0,866 mg/g. Estes resultados foram determinados por cromatografia liquida ultra rapida.

Na solucdo extrativa das folhas, obtida por refluxo com &gua, o teor de polifenois foi
calculado pelo método de Folin-Ciocalteu e a presenca de acido galico foi identificado e
meansurada por CLAE (SILVA et al., 2014).

Polissacarideos

Os polissacarideos sdo a outra classe de compostos com varias atividades bioldgicas
relacionadas com L. ferrea. O extrato hidrocol6ide purificado a partir das sementes
apresentou 75% de hidratos de carbono total e 9% da proteina. Espectros de RMN 1D/2D
indicaram a presenca de galactomanana ligada a (1—4)-B-D-manopiranose, parcialmente
substituidos em O-6 com uma tUnica unidade de cadeias laterais de a-D-galactopiranose. A
divisdo de trés sinais de 13C na regido das unidades de 4-O-manpiranose revelou as unidades
a-D-Galpiranose (SOUZA et al., 2010).

Pereira et al. (2012) utilizaram as vagens para obter o total polissacarideos liofilizado
com subsequente cromatografia de troca idnica. O conteddo de polissacarideos obtido
apresentou rendimento de 2,8%, com 31% de carboidratos (48% de acido urénico) e 3% de
proteina, proporcionando a obtengdo de fracBes de polissacarideos FI, FIl e Flll, entre os
quais, FIII apresentou valores elevados de hidratos de carbono.

Outro estudo que demonstrou a presenca de polissacarideos em L. ferrea, obteve um
extrato aquoso obtido a partir das sementes seguido de sulfatacdo. O polissacarideo sufaltado

foi caracterizado por Carbono 13, Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (1H) e FT-
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IR. A anélise por FT-IR revelou bandas caracteristicas de polissacarideos e as anélises de
13C, RMN-1H mostrou a presenca de monossacarideos D-galactose e D-manose (LOPES et
al., 2013). A presenca de galactomanana nas sementes foi também provado por Gallédo et al.

(2013), que também indicou que a galactomanana esta localizada no endosperma.

3.2 CONCLUSAO

Libidibia ferrea Mart. ex Tul. L. P. Queiroz € uma planta medicinal utilizada na
medicina tradicional para combater a anemia, doencas pulmonares e diabetes. A espécie
também apresenta propriedades antipiréticas e anti-diabética. Varios estudos confirmaram
essas atividades, bem como anti-inflamatoria, antimicrobiana e outras propriedades
farmacoldgicas. No entanto, apesar dos numerosos relatos sobre suas propriedades bioldgicas,
ha um pequeno nimero de estudos sobre os compostos quimicos da espécie. Considerando
este aspecto, mais estudos sdo necessarios para correlacionar a presenca destes compostos

com tais propriedades.
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4 CAPITULO Il - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA E CROMATOGRAFICA
DE POLIFENOIS DOS FRUTOS DE LIBIDIBIA FERREA (JUCA)

Os compostos fendlicos (principalmente, os monémeros de taninos hidrolisaveis,
acido galico e acido elagico), relatados na composi¢do quimica de Libidibia ferrea, tém
potencial para serem considerados como o0s principais componentes do fruto da espécie, quer
seja pela sua concentracdo na droga vegetal ou pelas popriedades farmacologicas atribuidas a
mesma. Tais compostos podem ser encontrados em frutas e vegetais, além disso, é possivel
encontrd-los nas diversas partes da planta, entretanto, com distribuicdo quantitativa que pode
variar entre os diferentes tecidos da planta ou entre populacfes diferentes da mesma espécie
vegetal. Sdo considerados parte da mistura complexa e apenas uma pequena quantidade de
espécies vegetais possuem avaliacdo e controle de qualidade a cerca de sua composicao
quimica (HASLAM, 1996; LAPORNIK; PROSEK; GOLC, 2005; PINELO et al., 2005).

Devido a variedade de estruturas que os polifenois apresentam, a determinacdo dos
mesmos em matrizes vegetais apresentam alguns aspectos que sdo essenciais, tais como o
processamento da amostra, tipo de analito e suas propriedades fisico-quimicas, método de
extracdo e métodos de deteccao eficazes.

Um dos métodos utilizados para andlise de polifenois é a espectroscopia no
ultravioleta-visivel (UV-Vis). Trata-se de um método fécil, que pode ser utilizado para
caracterizar, analisar a estabilidade de amostras e identificar possiveis adulteracdes. Diversos
trabalhos tém demonstrado a aplicabilidade da espectroscopia UV-Vis na analise de extratos
vegetais (BUENO et al., 2012; DICIAULA et al., 2014; NIMAL PUNYASIRI et al., 2015).
Considerando a anéalise de polifenois em matrizes vegetais, o teor geralmente é mensurado
através da quantificacdo de fendlicos totais utilizando o método de Folin-Ciocalteu (1927),
gue também é adotado pela Farmacopéia Brasileira (2010) e Farmacopeia Europeia (2013).

A fim de aumentar a especificidade e eliminar as interferéncias da andlise de
polifenois totais por UV-Vis, uma técnica bastante utilizada é a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A técnica é considerada sensivel e versatil para a separacdo e caracterizacdo de
compostos, especialmente originados de matrizes complexas, como 0s produtos naturais.
Alguns métodos por CLAE tém sido descritos para a determinacdo de &cido galico
(CARVALHO et al., 2009; SHARMA; SINGLA, 2013; FERNANDES et al., 2015; NIMAL
PUNYASIRI et al., 2015) e de &cido elagico (AGUILERA-CARBO et al., 2008; ZHOU et al.,
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2008; M@LLER; HANSEN; CORNETT, 2009; DHOOGHE et al., 2011; PATEL; PATEL;
PATEL, 2012; BOROS et al., 2014) em matrizes vegetais.

Além disso, as técnicas cromatograficas podem ser usadas para documentar
impressoes digitais (fingerprints) de espécies vegetais e auxiliar na identificacdo de variacdes
do material vegetal. As impressGes digitais cromatograficas podem ser definidas como um
padrdo dos marcadores bioldgicos ou analiticos presentes na matéria prima vegetal.
Considerando esta definicdo, diferentes técnicas podem ser utilizadas na obtencdo de
impressdes digitais cromatograficas e podem ser utilizadas para o controle de espécies
vegetais e seus derivados, tais como cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia (CCD-AE) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

As analises por cromatografia em camada delgada desempenham um papel importante
como ferramentas analiticas para codigos oficiais, como as Farmacopeias Brasileira (2010),
Chinesa (2010) e Europeia (2013). A técnica foi aperfeicoada com o emprego de placas de
alta eficiéncia e o auxilio de automacdo, surgindo a cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia que tem se expandido, por apresentar melhor separacdo das bandas (resolucéo),
menor erro operacional, além de elevadas repetibilidade e reprodutibilidade dos
cromatogramas (MARSTON, 2011; SPANGENBERG; POOLE; WEINS, 2011).

Neste contexto, este capitulo trata do desenvolvimento e estabelecimento de
procedimentos simples e reprodutiveis para as analises qualitativa (CCD-AE e CLAE-DAD) e
guantitativa (UV-Vis e CLAE-DAD) de polifenois na matéria prima e produtos derivados dos

frutos de L. ferrea.

4.1 REFERENCIAL TEORICO

4.1.1 Espécies vegetais e fingerprint

Na maioria das vezes, os produtos farmacéuticos elaborados a partir de plantas
medicinais tém estabelecido uma crescente aceitacdo terapéutica. Portanto, a matéria-prima
vegetal deve apresentar qualidade constante, comprovada através de suas eficacia e seguranca
clinicas e de suas especificacdes técnicas (GAEDCKE; STEINHOFF, 2000). Assim, o
estabelecimento de parametros, para a matéria-prima, é fundamental para que a qualidade de
um derivado vegetal ou produto acabado seja assegurada (GOVINDARAGHAVAN;
HENNELL; SUCHER, 2012).
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Quando se trata de matérias primas vegetais, caracteristicas homogéneas ndo sdo
simples de serem alcangadas, pois sua qualidade depende de diversos fatores, sejam
relacionados a forma de cultivo e coleta, a variabilidade bioldgica intrinseca, além de fatores
relacionados a operacdes posteriores (secagem, moagem e armazenamento); 0s quais podem
modificar a complexa composicdo do material vegetal e/ou de seus derivados. Assim, para
que haja reprodutibilidade na qualidade de produtos fitoterapicos € necessario que um
protocolo de controle seja implementado desde a producdo do material vegetal, passando
pelas operacOes de transformacdo e finalmente na avaliacdo do produto final (CALIXTO,
2000; GAEDCKE; STEINHOFF, 2000; BART; PILZ; 2011; BOTH et al., 2014
PFERSCHY-WENZIG; BAUER, 2015).

Como resultado de todas essas etapas, torna-se dificil ou impossivel em varios casos
identificar a maior parte dos componentes por meio de abordagens tradicionais. Assim, 0
desenvolvimento de procedimentos eficazes para realizagdo do controle de matrizes vegetais,
frequentemente esbarra na escassez de informacOes acerca da substancia ou grupo de
substancias responsaveis pela atividade (BART; PILZ; 2011; BOTH et al.,, 2014,
PFERSCHY-WENZIG; BAUER, 2015).

No que pese a aceitacdo pela comunidade cientifica, da adogdo de marcadores como
alternativa para a proposicao de especificacbes de qualidade para tais analitos; nos ultimos
anos, o conceito de fitoequivaléncia tem recebido destaque em virtude da acdo sinérgica da
mistura de compostos presente no vegetal (ou extrato). E nesse contexto que se insere a
técnica de impressdo digital (fingerprint) aceita pela Organizacdo Mundial de Saude-OMS
(WORLD, 2000) e recomendada por diversas agéncias oficiais. Pois através de um perfil
quimico detalhado da planta ou produto derivado h& maior possibilidade de garantia da
reprodutibilidade da eficacia terapéutica (GAEDCKE; STEINHOFF, 2000; MOK; CHAU,
2005).

Portanto, a impressdo digital é recomendada para realizar o controle de qualidade de
matérias-primas vegetais e produtos derivados (extratos ou produtos acabados), enfatizando a
utilizacdo de um perfil cromatografico ou espectroscépico dos compostos biologicamente ou
quimicamente ativos presentes (FDA, 2004; GIRI et al., 2010; EMA, 2011). A identificagédo
de produtos multicompostos de uso na medicina tradicional pode ser feito com preciséo (de
acordo com as similaridades observadas), mesmo que a diversidade e concentracdo dos
compostos ndo seja exatamente a mesma para amostras diferentes de uma mesma droga

vegetal (diferencas). Logo, o perfil obtido pode ser fundamental para demonstrar a integridade
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de tais produtos, demonstrando tanto as “similaridades” quanto “diferencas” encontradas entre
varias amostras investigadas (LIANG; XI; CHAN, 2004).

Para a Food and Drug Administration (FDA) sdo necessarias comparacgdes qualitativas
e quantitativas da impressdo digital espectroscopica ou cromatografica do material vegetal
seja ele material botanico, extrato ou produtos acabados, frente a materiais de referéncia
(droga vegetal, extrato ou substancia quimica certificada) ou padrdes para assegurar a
identidade e qualidade; assim como a reprodutibilidade lote a lote (FDA, 2004). Enquanto que
a European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMA) preconiza a impressdo
digital cromatogréfica para avaliagdo da estabilidade da composi¢do quimica tanto da droga
vegetal quanto de seus produtos derivados (EMA, 2006; 2011).

Entretanto, o sucesso deste tipo de analise depende de instrumentacdo e/ou métodos
qguimicos que permitam obtencdo de cromatogramas e/ou espectros. Como 0s extratos
vegetais podem ter composi¢es complexas, é necessaria a obtencdo dos perfis de separacéo
cromatografica de metabdlitos com base nas diferencas de suas propriedades fisico-quimicas
(LIANG et al., 2004; ZENG et al., 2008; ARDILLA et al., 2015).

As técnicas usualmente empregadas para obtencdo dos fingerprints sdo cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
gasosa (CG), infravermelho (IV) (NATISHAN, 2005; LIANG; XlI; CHAN, 2010;
TISTAERT, 2011, JOSHI, 2012; SHERMA, 2012).

Nesse contexto, a padronizacdo de preparacfes de origem vegetal é um grande desafio
guando consideramos a complexa composi¢do quimica das espécies vegetais e a variabilidade
inerente as matrizes bioldgicas vegetais. Portanto, por menores que sejam as variacdes
qualitativas e/ou quantitativas dos constituintes quimicos, a eficacia e/ou seguranca podem ser
comprometidas em razdo da dependéncia do efeito sinérgico (e muitas vezes ainda
desconhecida), de multiplos metabdlitos secundarios presente na espécie vegetal (LI et al.,
2004, TIAN; XlI; LIU, 2009; RAZMOVSKI-NAUMOVSKI et al, 2010;
GOVINDARAGHAVAN; HENNELL; SUCHER, et al., 2012).

4.1.2 Analise polifenois em espécies vegetais
Os compostos fendlicos, ou polifenois, sdo conhecidos como metabdlitos secundarios

de plantas, com importancia quando se tratam da qualidade nutricional e funcional de frutas,
vegetais e outras plantas (LAPORNIK; PROSEK; GOLC, 2005). Sdo conhecidos por ser o
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grupo de compostos mais abundante na natureza, apresentando consideravel importancia
fisiologica e morfoldgica para as plantas, além de apresentarem diversas fungdes bioldgicas
(PINELO et al., 2005).

Entre os polifenois encontram-se os taninos (GHARRAS, 2009; SIMOES et al., 2010),
que apresentam alto peso molecular e constituem o terceiro mais importante grupo de
polifenois, podendo se subdividir em taninos hidrolisaveis e taninos condensados (PORTER,
1989; SIMOES et al., 2010). Os taninos hidrolisaveis sdo derivados do acido galico e do acido
elagico (Figura 1), compostos de interesse neste estudo. O acido galico é esterificado como
um poliol, e os grupos galoil podem ser esterificados ou oxidados formando os mais
complexos taninos hidrolisaveis (HAGERMAN, 2002). O 4cido elagico é caracterizado por
uma ou mais unidades de hexahidroxidifenoil que podem ser esterificadas com acucar
(LANDETE, 2011).

Figura 1 - Estruturas dos monémeros de taninos hidrolisaveis. A — Acido galico; B — Acido elagico.

0 OH

Oy, 0 OH
H
© OH ¢
0 NYaE

OH A OH B

Fonte: Préprio autor.

Os taninos apresentam diversos efeitos no sistema biol6gico, desde potencial como
guelantes de ions metélicos, agentes precipitadores de proteinas e atividade antioxidante
pronunciada. Devido a variedade de atividades bioldgicas que lhes sdo atribuidas, eles podem
apresentar uma enorme variagao estrutural, o que dificulta o desenvolvimento de modelos que
possam quantificar precisamente o efeito de tais compostos no sistema (HAGERMAN, 2002).

Embora a determinacdo quantitativa de polifenois seja dificultada pela complexidade e
diversidade estrutural do grupo, diversos sdo 0s métodos que tem sido descritos na literatura
para a quantificacdo de polifenois em espécies vegetais (LOPES et al., 2009; M@LLER,;
HANSEN, CORNETT, 2009; LOPES et al., 2010; PIERONE et al., 2011; HUCK, 2015;
MESQUITA et al., 2015). Tais metodologias sdo baseadas em diferentes principios e sdo

usadas para determinar as diferencas estruturais presentes nesta classe de compostos.
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4.1.2.1 Espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel possui caracteristicas favoraveis
que garantem a sua escolha como ferramenta analitica, tais como: facil implementacdo e
baixo custo. Porém sua baixa seletividade faz com que a aplicacdo no controle de qualidade
de matrizes vegetais seja limitada, uma vez que o estudo de matrizes complexas apresenta
sobreposicao espectral (SILVA; SANTOS; BATISTUTI, 2013).

A quantificacdo de polifenois por espectroscopia no UV-Vis utiliza comumente
reacOes colorimétricas. Os métodos de Folin-Denis, Folin-Ciocalteu e azul da Prussia fazem
parte do elenco de técnicas em que acontecem as reacOes de oxi-reducdo com formacgédo de
complexo. Tais métodos envolvem o doseamento de polifenois mediante a formacdo de
complexo de coloracdo azul mensurdvel na regido do visivel, derivado da reducdo dos
reagentes com as hidroxilas fendlicas (Figura 2). A intensidade da coloracdo obtida é
proporcional ao conteddo de polifenois presentes em solucdo. Neste método, a concentracdo
total de grupos fenolicos presentes no material vegetal € mensurada (FOLIN, CIOCALTEU,
1927; SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001; EVERETTE et al., 2010).

Figura 2 — Reacédo de oxi-redugdo das hidroxilas fendlicas utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau em meio
basico.
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Fonte: Préprio autor.

O ensaio que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu é bastante empregado na
determinacdo do teor total de polifenois, sendo descritos em diversas publicagdes cientificas
com o respaldo de compéndios oficiais (FOLIN, 1927; OSSIPOVA et al., 2001; TSAO;
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YANG, 2003; LAPORNIK; PROSEK; GOLC, 2005; VERZA et al., 2007; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; BUENO et al.,, 2012; LONNI et al., 2012; BLAINSKY; LOPES;
MELLO, 2013; FARMACOPEIA EUROPEIA, 2013; DICIAULA et al., 2014; ALVES et al.,
2015).

No ensaio de Folin-Ciocalteu, ocorre uma reacdo de reducdo entre o &cido
fosfotlngstico e as hidroxilas presentes nos polifenois, formando um complexo azulado
constituido de acido fosfotingstico-fosfomolibidénio e polifenois. A absorcdo maxima do
complexo depende da alcalinidade da solucdo e da concentragdo de compostos fendlicos da
amostra. Além disso, a adicdo de carbonato de sodio ao final promove a basificacdo
necessaria para finalizar a reagdo. Alguns pardmetros da técnica podem ser modificados como
a quantidade do reagente Folin-Ciocalteu, concentracao de carbonato de sédio, padrdo usado e
tempo de leitura (VERZA, 2006; BLAINSKY; LOPES; MELLO, 2013; CHEN; CHEN;
LIANG, 2015).

4.1.2.2 Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCD-AE)

As matrizes complexas, como matérias primas vegetais, possuem grande quantidade
de constituintes os quais podem ser considerados fontes de novas moléculas terapéuticas. Para
o desenvolvimento de novas drogas de origem vegetal, € importante estabelecer parametros de
processo no preparo das amostras e obtencdo de ativos isolados para posterior realizacdo da
atividade biol6gica. A associacdo entre a atividade bioldgica e a composi¢do quimica é
importante na obtencdo de informacBGes sobre os constituintes das espécies vegetais. A
composicdo quimica pode ser obtida a partir de métodos cromatograficos, tais como a
cromatografia em camada delgada (CCD) (JOSHI, 2012).

A anélise por CCD ainda é bastante utilizada atualmente, devido a simplicidade na
verificagdo da presenca de marcadores conhecidos, além de ser considerado um método
rapido e de baixo custo. Normalmente é utilizada com finalidade qualitativa, em virtude de
sua baixa reprodutibilidade, ja que sua realizacdo ¢ manual (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2010; PATRA et al., 2010; NICOLETT]I, 2011).

Devido a susceptibilidade deste procedimento a diversas fontes de variacéo,
especialmente relacionadas as condigdes operacionais, o desenvolvimento de sistemas
automatizados se tornou imprescindivel, uma vez que foram capazes de incrementar a
eficiéncia e reprodutibilidade da técnica. Conhecida como cromatografia em camada delgada
de alta eficiéncia ou CCD-AE (do inglés, High Performance Thin Layer Chromatography -
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HPTLC), o método mantém o principio e as vantagens da CCD, porém esta amparado por um
complexo conjunto de ferramentas desenvolvido para controlar as condi¢6es de analise. Desta
forma, os cromatogramas obtidos apresentam um grau de resolucdo e reprodutibilidade tal,
que podem ser empregados satisfatoriamente para melhor separacdo dos componentes da
matriz, diminuindo os erros manuais e melhorando a repetibilidade e reprodutibilidade dos
resultados (NICOLLETI, 2011; SRIVASTAVA, 2011; JOSHI, 2012).

Além disso, a técnica apresenta entre outras vantagens: a utilizacdo de quantidades
reduzidas de fase movel; andlise de varias amostras simultaneamente e potencial na
caracterizagdo qualitativa e quantitativa, fornecendo informagGes preliminares a cerca dos
compostos encontrados (PATRA et al., 2010).

Embora nos dltimos anos o emprego de CCD-AE tenha se expandido na analise
quantitativa de produtos de origem vegetais, a técnica tem encontrado emprego importante no
estabelecimento de impressdes digitais (ID). O nimero, a sequéncia, e a coloragdo das
manchas de um cromatograma sao fiéis a composicdo quimica da amostra, mesmo para
compostos em concentragdes muito baixas. Assim, a integridade quimica da amostra é
assegurada, cuja diversidade, muitas vezes, ndo pode ser detectada por outras técnicas tal
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (NICOLLETI, 2011, HARIPRASAD,
RAMAKRISHMAN, 2012; GUNALAN; SARASWATHY; VIJAYALAKSHMI, 2012;
SALMON et al., 2012).

Algumas limitagdes relacionadas a quantificacdo de compostos por CCD-AE, como a
necessidade da utilizacdo de densitdmetros, tém feito com que as analises realizadas por esta
técnica sejam complementadas por técnicas mais especificas de quantificacdo tal como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (TIAN; XI; LIU, 2009; RAZMOVSKI-
NAUMOVSKI et al., 2010; SALMON et al., 2012).

4.1.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), do inglés High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), é provavelmente a técnica analitica disponivel, mais
utilizada e eficiente para as necessidades atuais do &mbito farmacéutico e/ou quimico. A
capacidade da técnica deve-se a seletividade, a qual permite a quantificacdo simultanea de
diversos compostos num mesmo passo analitico, caracteristica fundamental para a avaliacdo

de matrizes complexas, tal como drogas vegetais (PRATHAP et al., 2013).
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Trata-se de uma técnica bastante utilizada na &rea de produtos naturais, que consegue
separar uma mistura de compostos, além de quantificar e identificar os principais
componentes da matriz sem a necessidade de etapas complexas na obtencdo dos extratos
(WOLFENDER et al., 2015).

Na CLAE, o equipamento é totalmente automatizado, e apresenta maior seletividade e
sensibilidade. As condi¢cBes cromatograficas dos metodos por CLAE, utilizadas para
polifenois, incluem o uso de, quase exclusivamente, uma coluna Cig de fase reversa; uma fase
movel contendo dgua e um solvente organico polar (normalmente acetonitrila ou metanol), e,
a utilizacdo de &cidos em ambas as fases para promover uma eficiéncia da separacéo
(NACZK; SHAHIDI, 2006; WOLFENDER et al., 2015). Além disso, uma das principais
vantagens da utilizacdo desta técnica é a possibilidade de acoplar varios detectores. Diversas
publicaces cientificas tém enfatizado a utilizacdo de detectores ultravioleta (UV) e de arranjo
de fotodiodos (DAD), no caso de compostos que absorvem luz UV (TISTAERT et al., 2011,
COSTA etal., 2015; MESQUITA et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Com a utilizacdo na rotina cada vez mais comum, a CLAE tem se tornado o método de
escolha quando se trata da obtencdo de fingerprints de matérias-primas vegetais, em virtude
de sua sensibilidade e eficiéncia de separacdo dos componentes (LIU et al., 2011,
KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; WANG et al., 2014; XU et al., 2015).

4.1.3 Validacao de Métodos Analiticos

Para garantir que um novo método analitico gere informacfes confidveis e
interpretaveis a partir de uma determinada amostra, ele deve passar por uma avaliacdo
denominada validacdo (RIBANI et al., 2004). A validacdo de procedimentos analiticos retne
uma serie de ensaios laboratoriais capazes de confirmar a adequabilidade do mesmo ao uso
que se propde. Diversos documentos apresentam 0s passos a serem seguidos para realizagdo
da validacdo de métodos analiticos. Entretanto, a diretriz da International Conference on
Harmonisation - ICH (ICH, 2005) “Validacdo de Procedimentos Analiticos: Texto e
Metodologia - Q2(R1)” reflete o atual estado técnico e cientifico sobre 0 tema (ICH, 2005).

No Brasil, os parametros de validacdo para métodos analiticos estdo descritos no
“Guia de validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos”, publicado pela ANVISA
(BRASIL, 2003). Portanto, quando ndo houver ou ndo forem usadas referéncias de

monografias farmacopeicas reconhecidas, o método analitico deve ser avaliado conforme os
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seguintes parametros: especificidade; linearidade; precisdo (repetibilidade, precisdo
intermediéria e reprodutibilidade); limites de detec¢do e quantificacdo; exatiddo e robustez;

cujas defini¢bes estdo resumidas a seguir:

Especificidade. Neste ensaio ¢ demonstrada a capacidade que o método possui em medir
exatamente o composto de interesse na presenca de substancias que podem ser interferentes
tais como impurezas, produtos de degradacdo e compostos quimicos da matriz estudada.
Linearidade. Para este parametro é determinada a capacidade de uma metodologia analitica de
obter resultados diretamente proporcionais & concentra¢do do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado.

Limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ). Enquanto o LOD corresponde a menor

quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser detectada pelo método, o LOQ
representa a menor quantidade de analito que pode ser quantificada (BRASIL, 2003).
Precisdo. Traduz a capacidade do procedimento analitico em reproduzir a resposta analitica
em uma série de medidas de analises multiplas a partir de uma mesma amostra. O parametro é
avaliado em trés niveis: repetibilidade (precisdo intra-corrida), precisdo intermediaria
(preciséo intercorrida) e reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial). (BRASIL, 2003).
Exatiddo. O ensaio de exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais obtidos em um determinado ensaio em comparagdo um valor de referéncia aceito
como verdadeiro (RIBANI, 2004).
Robustez. A robustez de um método analitico indica a capacidade deste de resistir a pequenas
e deliberadas variaces dos parametros analiticos. Este ensaio demonstra sua confianca
durante 0 uso normal. Caso seja constatada a susceptibilidade do método a variacBes nas
condicdes analiticas, essas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no
procedimento (BRASIL, 2003).

Os resultados obtidos nos ensaios devem ser expressos como desvio padréo relativo
(DPR%), ou coeficiente de variacdo (CV%) onde sdo aceitos resultados inferiores a 5%.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Material Vegetal
As amostras do material vegetal constituido dos frutos de Libidibia ferrea, foram

coletadas em diversas localidades do pais (Quadro 1). Apds coleta, o material foi submetido a

secagem em estufa de ar circulante sob 40 °C (LUCA 82/480, Lucadema®) durante 7 dias.

Quadro 1 - Localidade de coleta das amostras dos frutos de L. ferrea.

Amostras Localidade Amostras Localidade
1 Limoeiro (Regido 1) - PE 8 Manaus (Regido 2) - AM
2 Recife (Mercado publico) - PE 9 Caruaru - PE
3 Palmares - PE 10 Macei6 - AL
4 Fortaleza - CE 11 Mossor6 - RN
5 Belo Jardim - PE 12 Mato Grosso do Sul — MS
6 Arcoverde - PE 13 Limoeiro (Regiéo 2) - PE
7 Manaus (Regido 1) - AM 14 Brasilia - GO

AL - Alagoas; AM - Amazonas; CE — Ceard; GO — Goias; MS — Mato Grosso do Sul; PE — Pernambuco; RN —
Rio Grande do Norte.
Fonte: Proprio Autor.

4.2.2 Andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Preparacdo da amostra

Para preparacdo das amostras cerca de 1,0 g do material vegetal seco e triturado foi
submetido a refluxo durante 1 min em banho maria sob temperatura de 85 °C, empregando
como solvente 25,0 mL de metanol. Em seguida, as misturas foram filtradas atraves de

algoddo hidrofilo.
Analise por CCD
Aliquota de 25,0 puL de cada amostra ou dos padrdes foram aplicados em forma de

bandas com 7 mm de largura, com o auxilio de sistema de aplicacdo de amostras

semiautomatico Linomat V (Camag®), munido de seringa de 100 pL (Hamilton®) e
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controlado por programa computacional winCATS®. As bandas foram aplicadas em placas de
aluminio revestidas com silica gel 60 Fas4, 20 x 10 cm; 250 pum espessura (Merck®). A ordem
de aplicacdo das amostras de L. ferrea foi a mesma descrita no quadro 1 (1-14), seguidas
pelos padrdes: acido galico (98%, Sigma-Aldrich®) (15) e é&cido elagico (96%, Sigma-
Aldrich®) (16).

As placas foram desenvolvidas em camara vertical de vidro (20 x 10 cm; Camag®)
utilizando acetato de etila: acido férmico: agua (90:5:5, v/v/v) como a fase movel. A camara
foi saturada com a fase movel durante 30 minutos sob temperatura ambiente (25 £ 2 °C).
Todos os solventes empregados foram de grau P.A. (JT Baker®, USA). Apds
desenvolvimento, a placa foi seca em capela e os componentes foram visualizados sob luz UV
em 254 nm. Em seguida, a placa foi derivatizada com os reagentes NEU (difenilbérico acido-
B-etilamino éster—difenilboriloxietilamina) + PEG (Polietilenoglicol 4000) e visualizada sob
luz UV em 365 nm. Cada analise foi realizada em duplicata. As cromatoplacas foram
digitalizadas com o auxilio de fotoducumentador MultiDoc-1t® (UVP®, USA) munido de
fontes de radiacdo UV (254 e 365 nm), Camera fotografica digital EOS 1100D (Canon®,

Jap3o) e controlado por sistema computacional Doc-ItLS (UVP®, USA).

4.2.3 Obtencéo da Solucéo Extrativa

Solucéo Estogue

A solucdo extrativa da matéria prima vegetal foi preparada utilizando 1,0 g em baldo
de fundo redondo de 250 mL com 150 mL de agua ultrapura (PURELAB® Classic UV,
ELGA LabWater). A mistura foi levada a aquecimento em banho maria (LUCA-150/24/D;
Lucadema®) por 30 minutos (85 — 90 °C) e em seguida submetida a resfriamento com agua
corrente. O contetdo do baldo foi transferido quantitativamente para baldo volumétrico de
250 mL com auxilio de funil. O baldo de fundo redondo foi lavado e as aguas de lavagem
transferidas para o baldo volumétrico. O volume foi entdo aferido com &agua ultrapura. A
solucdo foi deixada em repouso para os solidos suspensos decantarem, depois foi filtrada em
papel de filtro (porosidade 20-25 pm), descartando os primeiros 50 mL do filtrado,

constituindo a Solugéo Estoque (SE).
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4.2.4 Doseamento de Polifenois Totais

Uma aliquota de 5,0 mL de SE foi transferida para baldo volumétrico de 25,0 mL e o
volume aferido com agua ultrapura (S1). Entdo, uma aliquota de 2,0 mL da S1 foi transferida
para baldo volumétrico de 25,0 mL, adicionados 2,0 mL de Folin-Ciocalteu (Dinamica®), 10,0
mL de agua e aferido com solugdo de carbonato de sddio anidro (Na,COs) 29% (Vetec®). As
absorbancias das amostras foram mensuradas em 760 nm empregando espectrofotémetro
ultravioleta/visivel (Micronal®) apés 30 minutos da adicdo do ultimo reagente. Agua ultrapura
foi usada como branco. Acido gélico e 4cido elagico foram utilizados como padrdes e 0s
resultados foram expressos como equivalente por grama de peso seco da amostra. As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média, desvio padrdo e desvio
padrdo relativo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA EUROPEIA,
2013).

4.2.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Método Referéncia)

4.2.5.1 Preparo das soluc@es para analise por CLAE-DAD

a) Solucdo amostra: uma aliquota de 3,75 mL da SE (item 3.2.3) foi transferida para
baldo volumétrico de 10 mL e o volume aferido com &agua ultrapura. Ao final, esta
solucdo foi filtrada em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com tamanho
de poro 0,45 pm (Macherey-Nagel®), didmetro igual a 25 mm e acondicionada em vials

para as analises.

b)  Solucdes estoque dos padrdes: a solucdo padrdo de acido galico (AG) foi preparada
pesando exatamente 0,0250 g para baldo volumétrico de 25 mL, dissolvido em agua
ultrapura e colocada em banho de ultrassom por 30 minutos para completa dissolugéo
(concentracdo final = 0,001 g/mL). A solucdo padrdo do éacido eldgico (AE) foi
preparada pesando exatamente 0,050 g para baldo volumétrico de 10 mL, dissolvido em
dimetilsufoxido (DMSO, Vetec®) e colocado em banho de ultrassom (Ultracleaner
1600A, Unique) por 30 minutos até completa dissolucdo (concentragdo final = 0,005
g/mL). As solugdes foram armazenadas em frasco ambar, bem fechado, em geladeira

até o momento da utilizacéo no trabalho.
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4.2.5.2 Condigdes Cromatogréficas

A quantificacdo dos &cidos galico e elagico foram conduzidas em Cromatdgrafo
Liquido (Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific®), acoplado com Detector de Arranjo de
Fotodiodos (DAD; Thermo Fisher Scientific®) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS,
Thermo Fisher Scientific®), degaseificador e amostrador automatico com um loop de 20 pL
(ACC-3000, Thermo Fisher Scientific®). Os dados cromatograficos foram processados com o
auxilio do programa computacional Chromeleon versao 6.0 (3000 RS Dionex, Thermo Fisher
Scientific®). O comprimento de onda foi fixado em 254 nm para deteccio do acido elagico e
em 270 nm para &cido galico, de acordo com o méaximo de absor¢do observado no espectro de
varredura capturado pelo DAD. A separacdo cromatogréafica foi realizada com coluna Cis
(250 mm x 4.6 mm d.i., tamanho de particula 5 um; Dionex®) protegida por pré-coluna (Cis,
4 mm x 3.9 pm, Phenomenex®). As separacgdes foram realizadas com temperatura do forno da
coluna a 24 °C. A fase movel consistiu em agua ultrapura (A) e metanol (B) ambos
acidificados com 0,05% de acido trifluoracético, com fluxo ajustado a 0,8 mL/min. Um
programa gradiente foi aplicado como segue: 0-10min, 12,5-25% B; 10-15min, 25-40% B,;
15-25min, 40-75% B; 25-30 min, 75-75% B; 30-33min, 75-12,5% B.

Foram injetados, separadamente, 20 pL das solugdes padréo e solugdo amostra, e, 0s
cromatogramas foram registrados para mensurar as areas dos picos. O resultado foi expresso
em %m/m de &cido galico e %m/m de &cido eldgico, de acordo com a curva analitica
construida com os respectivos padrdes. Os célculos consideraram a perda por dessecacao da
amostra e a pureza de 98% e 96%, para os padrdes de &cido galico e de &cido elagico,

respectivamente.

4.2.5.3 Desenvolvimento e validacdo do método por CLAE-DAD para quantificacdo de acido

galico e &cido elagico nos frutos de L. ferrea

Para a validacdo do método desenvolvido foram utilizados como referéncia a guia
Q2(R1) preconizada pelo ICH (ICH, 2005) e a RE 899/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003). A matéria prima vegetal utilizada para esta etapa foi a
amostra (1) identificada no Herbario do IPA.
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4.2.5.3.1 Selecé@o do comprimento de onda, especificidade e identificacdo dos picos

O comprimento de onda para determinacdo dos picos foi observado nos espectros
obtidos por varredura dos picos dos padrbes na faixa de 190 nm a 400 nm, com o auxilio do
detector de arranjo de diodos. Os espectros de varredura dos padrdes também foram usados
para confirmacdo da identidade dos picos correspondentres na amostra. Por fim, a solucéo
amostra contaminada pelos padrdes foi analisada para observacdo de qualquer variacdo no

comprimento de onda maximo de absorcao.

4.2.5.3.2 Linearidade

a) Curvado padrao acido galico: uma aliquota de 1,0 mL da SE foi diluida a 10 mL com
agua ultrapura, originando solucdo de concentracdo igual a 100 pug/mL (S1). Ao final,
uma série de dilui¢des (2,40; 2,70; 3,00; 3,30 e 3,60 mL) foi realizada para obter a curva
analitica, sendo elaboradas de acordo com a faixa de concentracéo estabelecida em 80,
90, 100, 110 e 120% (24 a 36 pg/mL).

b)  Curva do padrao acido elagico: uma aliquota de 1,0 mL da SE foi diluida para 10 mL
com solugdo metanol:dgua (3:2, v/v), originando solugdo de concentracdo igual a 500
pg/mL (S1). Ao final, uma série de diluicdes (2,32; 2,61; 2,90; 3,19 e 3,49 mL) foi
realizada para obter a curva analitica, sendo elaboradas de acordo com a faixa de
concentragéo estabelecida em 80, 90, 100, 110 e 120% (23,2 a 34,9 pg/mL).

c) Curva analitica da matéria prima de L. ferrea: a curva de linearidade para a matéria
prima (juca fruto) foi elaborada a partir solucdo estoque utilizando uma série de
diluicdes (3,00; 3,375; 3,75; 4,125 e 4,50 mL) de acordo com a faixa de concentracédo
estabelecida em 80, 90, 100, 110 e 120% (1200 a 1800 pg/mL).

4.2.5.3.3 Especificidade e pureza do pico
Os espectros de varredura da solucdo amostra e para a solugdo intencionalmente

adicionada de solugdes dos padrdes (acidos eldgico e galico) foram empregados para

confirmar a identidade dos compostos de interesse. Os espectros foram obtidos na faixa de
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190 a 400 nm e utilizados para verificar a ocorréncia ou a auséncia de desvio do comprimento

de onda maximo.
4.2.5.3.4 Limite de deteccdo (LD) e quantificacéo (LQ)

Os limites de detec¢édo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados pelas equacgdes das
curvas analiticas obtidas para os padrdes (acidos elagico e galico). As equacdes abaixo foram

utilizadas para os célculos:

LD=33: (?—j Equacgéo 1

S
LQ=10- (Tj Equacéo 2

Onde o S = desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y e | = inclinagdo da curva.
4.2.5.3.5 Preciséo - Repetitividade (intracorrida)

Para a avaliacdo da repetitividade do método, seis amostras independentes foram
preparadas pelo mesmo operador, no mesmo dia, conforme descrito anteriormente no item
3.2.5.1, a 100% da concentracao teste, 1500 pg/mL. As amostras foram injetadas em triplicata
e os teores calculados de acordo com as curvas analiticas obtidas para os padrdes. Os

resultados foram expressos pela média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo.
4.2.5.3.6 Precisdo - Precisdo intermediaria (intercorrida)

A precisdo intermediaria do método foi avaliada através da anéalise de trés amostras
independentes por 2 operadores diferentes e em 2 dias diferentes, conforme descrito
anteriormente no item 3.2.5.1 (100% da concentracdo teste, 1500 pg/mL). As amostras foram
injetadas em triplicata e os teores calculados de acordo com as curvas analiticas obtidas para

o0s padrdes. Os resultados foram expressos pela média, desvio padréo e desvio padréo relativo.
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4.2.5.3.7 Exatidao

A determinacédo da exatiddo do método foi realizada atraves do ensaio de recuperacéo,
pelo qual foi adicionada a solu¢do amostra (1500 pg/mL) quantidades conhecidas das
solugdes dos padrbes (AG — 24,0; 30,0 e 36,0 pug/mL; AE — 23,2; 29,0 e 34,9 pg/mL),
correspondente aos niveis de concentracdo de 80, 100 e 120% da concentracdo de trabalho
estabelecidos a partir das curvas analiticas dos padrGes. As amostras foram injetadas em
triplicata e as taxas de recuperacdo calculadas de acordo com a relagédo entre a concentragédo

média determinada experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente.

4.2.5.3.8 Robustez

A robustez foi avaliada durante o desenvolvimento do método através da realizacao de
pequenas alteragcdes no método original, tais como o pH da fase mével, fluxo e temperatura da
coluna. Para tanto, a peformance cromatografica da Solucdo amostra (1500 pg/mL) foi
avaliada sob as seguintes condicBes experimentais: fluxo em nivel baixo (0,790 mL/min) e
alto (0,810 mL/min); pH da fase moével utilizada (pH 2,0A/3,0B — pH 3,0A/4,0B);
temperatura do forno (23 °C e 25 °C). As influéncias das variacOes testadas sobre a resposta
analitica foram verificadas através de alteracdes no teor e na resolucdo dos picos
correspondentes aos marcadores analisados. As amostras foram injetadas em triplicata e os

resultados expressos pela média, desvio padrdo e desvio padréo relativo.

4.2.6 Obtencédo dos extratos brutos

4.2.6.1 Métodos de Obtencdo

Extracdo por Turbdlise

O material vegetal seco e triturado foi submetido a turboextragdo em liquidificador
industrial (Metvisa®) por 20 minutos. A operagdo foi realizada em quatro ciclos de 5 minutos
com intervalos de 30 segundos. Os extratos foram preparados na proporc¢do planta/solvente de
10% (m/v) empregando como diferentes liquidos extratores a agua ou diferentes proporcdes
etanol:agua (20, 40, 60 e 80%, Vv/v).
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Extracdo por Decoccdo sob Refluxo

O material vegetal seco e triturado foi submetido ao processo de decoccao sob refluxo
durante 30 minutos, em banho maria, com temperatura igual a 85 °C. Os extratos foram
preparados na proporcéo planta/solvente de 10% (m/v) empregando como liquidos extratores
a 4gua ou diferentes proporcdes etanol:adgua (20, 40, 60 e 80%, v/v).

Extracdo em Banho de Ultrassom

O material vegetal seco e triturado foi submetido a extracdo em banho de ultrassom
(Ultracleaner 1600A, Unique®) por 30 minutos. Os extratos foram preparados na proporcao
planta/solvente de 10% (m/v) empregando como liquidos extratores a agua ou diferentes

proporcdes etanol:agua (20, 40, 60 e 80%, v/v).

Processamento dos Extratos

Apos realizacdo das operagOes de extracdo, os extratos foram filtrados e concentrados
sob pressdo reduzida em evaporador rotatério (RV10 Basic, IKA®) para eliminagdo do
solvente organico, empregando temperatura entre 40 e 50 °C. Os residuos aquosos dos
extratos foram congelados em freezer -80 °C por 3 dias e em seguida liofilizados (Modelo

L101, Liotop®), originando os extratos brutos liofilizados (EB).

4.2.6.2 Validacdo do método analitico por CLAE-DAD para o doseamento de &cido galico e

acido elagico em extrato bruto aquoso dos frutos de L. ferrea

A metodologia desenvolvida e validada para a matéria prima dos frutos de L. ferrea,
foi aplicada e validada para o extrato bruto aquoso, obedecendo a RE899/2003 da legislacéo
em vigor (BRASIL, 2003). Foram entdo realizados os ensaios de especificidade, linearidade,
repetibilidade, precisdo intermediaria, exatidao e robustez, tomando como base 0s parametros
estabelecidos previamente para a matéria prima.

Para tanto, cerca de 0,0500 g do EB exatamente pesados (AUY 220, Shimadzu®),
foram transferidos para baldes volumétricos com capacidade de 25 mL, diluidos com 20 mL

de &gua ultrapura e levados ao banho de ultrassom (Unique®) durante 15 minutos para total
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dissolucédo do extrato. Ao final, o volume foi aferido com &gua ultrapura. Procedeu-se com as
diluicbes necessérias para realizacdo das andlises. Todas as solu¢des foram individualmente
filtradas diretamente para os vials através de membranas de PVDF com tamanho de poro

igual a 0,45 um e diametro de 25 mm.

4.2.7 Obtencéo das fragoes

Os extratos brutos que apresentaram maiores e menores teores de acido galico e &cido
elagico foram selecionados para realizacdo desta etapa, em virtude da grande quantidade de
amostras.

Nesta etapa, os extratos brutos foram dispersos em agua destilada e particionados 10 a
12 vezes com acetato de etila (MELLO; PETEREIT; NAHRSTEDT, 1996; FERREIRA,
2012). As fases organicas foram reunidas, concentradas sob pressdo reduzida (temperatura
entre 40 e 50 °C) e, apds congelamento, liofilizadas (fracdo acetato de etila - FOr). A fase

aquosa também foi concentrada, congelada e liofilizada (fracdo aquosa - FAQ).

4.2.8 Caracterizacdo dos extratos brutos e fracfes

4.2.8.1 Cromatografia em Camada Delgada de Alta Efiéncia

Para a analise por CCD-AE, as amostras dos extratos e fracbes foram diluidas em
metanol na proporcdo (1 mg/mL). O padrdo de acido galico foi preparado em metanol (1
mg/mL) enquanto que o padrdo de acido elagico (1 mg/mL) foi preparado em metanol:dgua
(3:2). As condicdes experimentais utilizadas (reagentes, solventes e equipamentos) estdo
descritas no item 3.2.2. As analises foram realizadas empregando cromatoplacas de vidro para
HPTLC de silica gel 60 Fasa.

4.2.8.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para a analise quantitativa por CLAE de extratos brutos e fragdes, cerca de 0,0250 g
da amostra exatamente pesados foram transferidos para baldes volumétricos com capacidade
de 25 mL e diluidos com 20 mL de agua ultrapura. Apos dissolucdo total da amostra em

banho de ultrassom durante 15 minutos, o volume foi aferido com &gua ultrapura.
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As amostras foram filtradas individualmente diretamente para os vials empregando
membrana de PVDF com tamanho de poro igual a 0,45 pum e didmetro de 25 mm. As inje¢des
foram realizadas em triplicata e os resultados representados pela média, desvio padrdo e
desvio padréo relativo.

As condicOes operacionais do cromatdgrafo estdo descritas no item 4.2.5.2.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Cromatografia em Camada Delgada

A analise cromatografica sugere que os polifenois sdo os compostos majoritarios nos
frutos de L. ferrea. As bandas obtidas foram caracterizadas neste estudo sob radiacdo UV em
254 nm antes da derivatizacdo, e em 365 nm apds derivatizacdo com reagente NEU + PEG.
Em seguida, os valores de R¢foram calculados e comparados com os padrdes utilizados.

Nas cromatoplacas, os padres de &cido elagico e de &cido galico foram detectados
como bandas escuras sob radiacdo em 365 nm antes da derivatizagdo com o reagente NEU +
PEG. Apo6s derivatizacdo, o acido elagico apresentou banda de coloracdo verde e o &cido
galico coloracdo azul. Considerando esta metodologia, a derivatizacdo com NEU seguido de
PEG e a subsequente visualizagdo em 365 nm foi mais apropriada para deteccéo das bandas.

Na figura 3 estéo apresentados os fingerprints obtidos a partir dos frutos de L. ferrea
nos quais pode ser observada a presenca marcante de polifenois. Todas as amostras (1-14)
apresentaram bandas correspondentes a ambos os padrdes (acido elagico e acido galico),
confirmado pela coloracéo das bandas e valor de Rf (Rf acido elagico 0,60 e Rf &cido galico
0,68). As amostras numero 1, 5, 6, 12 e 13, apresentaram maior intensidade do acido eléagico e
acido géalico. Além disso, uma banda adicional de coloracdo amarela e Rf de 0,73 foi
observada em todas as amostras; € uma outra banda de cor laranja com Rf 0,31 foi observada
em algumas amostras. Por fim, outra banda de cor laranja com Rf 0,10 foi observada apenas
na amostra proveniente de Brasilia (amostra 14). Essas bandas de cor laranja podem
corresponder a presenca de flavonoides considerando as condigbes extrativas e

cromatograficas utilizadas.
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Figura 3 - Fingerprints obtidos por CCD para as 14 amostras dos frutos de L. ferrea.

-

3

A. Placa antes da derivatizacdo; B. Placa apos derivatizagdo com reagente NEU + PEG; 1-14: amostras; AG:
Acido Galico; AE: Acido Elagico.
Fonte: Proprio Autor.

Devido a diversidade de atividades farmacoldgicas atribuidas as espécies vegetais que
contém polifenois em sua composicdo, a identificacdo e separagdo desses compostos é um
aspecto de grande importancia para a analise fitoquimica (WAKSMUNDZKA-HAJNOS;
SHERMA; KOWALSKA, 2008). Nesse sentido, uma gama de métodos tem sido descritos na
literatura para a investigacdo de polifenois, entre elesa CCD e CCD-AE.

Considerando a possibilidade de separacdo e identificagdo de polifenois em frutos de
L. ferrea, a analise com aplicador semi-automatico foi Util nessas vertentes, tornando possivel
separar e identificar os compostos de interesse. Atrelado a isso, foi possivel evidenciar que
todas as amostras apresentaram resultado positivo para a presenca dos acidos gélico e elégico,
confirmando a presenca dos compostos fendlicos.

As amostras dos diferentes frutos de L. ferrea apresentaram um perfil fitoquimico
tipico de polifenois, 0 que garante a autenticidade das amostras estudadas. Entretanto,
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algumas das variagdes observadas, seja na intensidade das bandas ou presenca de bandas em
amostras especificas, podem ser devido aos fatores ambientais. Fatores como: diferentes
locais de coleta, variacdes de clima, diferentes condi¢cdes de solo, idade ou estagio de
desenvolvimento do individuo, disponibilidade de &gua e radiacdo incidente podem afetar a
composi¢do quimica das plantas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

4.3.2 Doseamento de Polifenois Totais

A confirmagdo da presenca de polifenois observada por cromatografia em camada
delgada nas diversas amostras dos frutos do juca corrobora com os relatos existentes na
literatura a cerca da importancia da presenca dessa classe de compostos para esta espécie, em
virtude das propriedades bioldgicas atribuidas para este grupo de metabolitos secundarios
(NAKAMURA et al., 2002; SAMPAIO et al., 2009; DA COSTA; GUILHON-SIMPLICIO;
DE SOUZA, 2015). A anéalise quantitativa de polifenois nas amostras foi conduzida por UV-
Vis empregando o método de Folin-Ciocalteu. Os dados encontrados foram expressos em g%
de é&cido galico e acido elagico e estdo sumarizados na tabela 1. As amostras que
apresentaram maiores teores de polifenois foram 1, 6, 7 e 9, cuja faixa de concentragdo ficou
entre 27,95 a 37,85 g% expressos como acido gélico; e, entre 21,01 a 29,09 g% expressos
como 4cido elagico. E importante destacar que as amostras que apresentaram maior teor de
polifenois por espectrofotometria, também foram as mesmas que apresentaram maior
intensidade de bandas nas cromatoplacas. O dado reforca o poder preditivo de qualidade

quimica dos perfis cromatograficos obtidos por CCD.
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Tabela 1 - Teor de Polifenois Totais por UV-Vis nas amostras de matéria prima vegetal dos frutos de L. ferrea.

TPT (9g%0)

Amostras . -

Ac. Galico Ac. Eléagico
1 Limoeiro (Regido 1) - PE 32,86 (0,21) 25,26 (0,21)
2 Recife (Mercado Publico) - PE 19,41 (0,88) 14,92 (0,88)
3 Palmares - PE 20,06 (0,53) 15,42 (0,53)
4 Fortaleza - CE 13,99 (0,32) 10,75 (0,32)
5 Belo Jardim - PE 20,87 (0,65) 16,05 (0,65)
6 Arcoverde - PE 37,85 (0,23) 29,09 (0,23)
7 Manaus (Regiédo 1) - AM 27,95 (0,47) 21,49 (0,47)
8 Manaus (Regido 2) - AM 20,74 (0,51) 15,94 (0,51)
9 Caruaru - PE 27,33 (0,00) 21,01 (0,00)
10 Macei6 - AL 22,06 (0,28) 16,96 (0,28)
11 Mossoré - RN 26,48 (0,40) 20,36 (0,40)
12 Mato Grosso do Sul — MS 18,84 (2,14) 14,49 (2,14)
13 Limoeiro (Regido 2) - PE 21,64 (0,16) 16,63 (0,16)
14 Brasilia - GO 21,45 (0,52) 16,49 (0,52)

AL - Alagoas; AM - Amazonas; CE — Ceard; GO — Goias; MS — Mato Grosso do Sul; PE — Pernambuco; RN —
Rio Grande do Norte.

Os valores foram plotados como Média (Desvio Padrdo Relativo).

Fonte: Proprio Autor.

4.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Em razdo da diversidade estrutural da classe dos polifenois, 0 numero de métodos por
CLAE relatados na literatura para sua quantificacdo € elevado. Muito embora o tema seja
estudado em profundidade, nem sempre a separacdo analitica desses compostos é simples.
Maior complexidade é observada para a analise de polifenois de elevado peso molecular (tal
como taninos). Portanto, a CLAE figura na literatura como a principal alternativa analitica
para os polifenois. As condi¢cdes mais comuns incluem analise em fase reversa empregando
colunas Cig e como fases mdveis combinacfes de metanol/acetonitrila e agua, ambos
acidificados. Para acidificacdo das fases, podem ser empregados os acidos formico, acido
aceético, acido fosférico e tetrahidrofurano. Em concentracdes que variam entre 0,05 a 3%
(v/v), cada um dos &cidos tem aplicacOes especificas para o sistema: &cido férmico é usado
em razdo do baixo pK que auxilia a hidrossolubiliza¢cdo dos compostos; o acido acético é

volatil e apresenta baixa supressao i6nica em LC-MS; enquanto que os acidos fosférico e
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trifluoracético sdo amplamente usados em CLAE-DAD (ARAPITSAS, 2012; KHODDAMI;
WILKES; ROBERTS, 2013).

Neste estudo, as condi¢cdes cromatograficas foram estabelecidas a partir de analises
preliminares objetivando as melhores condi¢des de separacdo dos marcadores (&cido elagico e
acido galico) em um curto tempo de analise. Entdo, diversas fases mdveis foram utilizadas e
programas de eluigdo em gradiente foram avaliados. Em razdo da polaridade dos componentes
de interesse, 0 processo de separacdo cromatografica foi realizado empregando gradiente de
eluicdo utilizando agua e metanol. As fases mdveis foram avaliadas em diferentes proporcdes,
com fluxo 0,8 mL/min e gradiente de elui¢do inicial usando proporgdo de 12,5 a 25,0% de
metanol, para melhor separacao e resolucdo do pico &cido gélico. Entretanto, nessas condi¢des
0 &cido elagico nao eluiu, e dessa forma foi necessario aumentar a porpor¢do de metanol
(75%). Estudos realizados por DIEZ et al. (2008) relatam a dificuldade de eluicdo que
apresenta o &cido elagico em baixas proporcées de metanol.

Ambas as fases moveis foram acidificadas com &cido trifluoracético (ATF) para ajuste
do pH e prevencdo da ionizacdo dos grupos hidroxila, promovendo maior eficiéncia de
separacdo. Nessa etapa do trabalho, trés acidos foram avaliados: ATF, acido acético glacial e
acido fosférico. O ATF a 0,05% (v/v) foi eleito em razdo da maior eficiéncia do sistema de
separacgdo resultando em maior resolucdo e separagdo dos picos no cromatograma referente a
matriz vegetal. Assim, empregando as condic¢Oes selecionadas na avaliagdo preliminar foi
possivel separar e detectar os padrbes de acido galico e &cido elagico na matéria prima
vegetal, confirmando a adequabilidade dos padrGes como marcadores para as analises de

amostras dos frutos de L. ferrea (Figura 4).

Figura 4 - Cromatograma obtidos para os padrdes (acido galico e acido elagico) e para o material vegetal dos
frutos de L. ferrea.
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4.3.3.1 Procedimento de validagdo para anélise quantitativa

4.3.3.1.1 Selecédo do comprimento de onda, especificidade e identificacdo dos picos

Os méximos de absorcéo foram escolhidos apés a realizacdo do espectro de varredura
dos picos referentes aos padrées no cromatograma (Figura 5). Assim, para o acido galico a
analise cromatografica foi realizada em 270 nm, enquanto o &cido elagico foi avaliado em 254
nm. Nessas condi¢des, acido galico e acido elagico foram identificados como 0os componentes
majoritarios nos frutos de L. ferrea, e apresentaram separacdo cromatografica satisfatoria com
tempos de retencdo de 8,5 e 25,0 minutos para &cido galico e acido elagico, respectivamente.
O tempo total de analise também é um parametro importante durante o desenvolvimento de
métodos cromatograficos. As analises por CLAE de matrizes complexas sdo frequentemente
longas em razdo da diversidade quimica presente e, consequentemente, das diferentes
propriedades fisico-quimicas dos compostos. Deste modo, longo tempo de analise apresenta
caracteristicas ndo desejadas, tais como: elevado consumo de solventes, utilizacdo de recursos
instrumentais por muito tempo (p. ex. vida Gtil da lampada do detector), ou ainda, riscos de
degradacdo da amostra em razdo do longo periodo de permanéncia na coluna apos a injecéo,
ou da longa permanéncia aguardando novo ciclo de injecdo e analise. Com frequéncia séo
relatados métodos cromatograficos desta natureza com tempo total de analise superiores a 60
minutos e podendo alcancar até 80 minutos. Pouco frequentes sdo 0os métodos com tempo de
analise inferior a 45 minutos e raros aqueles que se aproximam dos 30 minutos. Neste
contexto, merece destaque o fato de que o procedimento reportado neste estudo permitiu a
realizacdo da anélise num tempo total de 33 minutos (ARAPITSAS, 2012).



Figura 5 - Espectros de varredura dos padrdes de acido galico (a) e de acido elagico (b).
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A especificidade do método foi confirmada pela analise de pureza do pico, verificada

nos cromatogramas obtidos com o auxilio do detector de arranjo de fotodiodos. A figura 6

apresenta o cromatograma obtido para a solucdo amostra ap6s a adicdo dos acidos galico e

elagico.



Figura 6 - Especificidade para o0 método analitico por CLAE-DAD para a matéria prima (frutos) de L. ferrea, em relagdo ao acido galico (a) e acido elagico (b)
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4.3.3.1.2 Curvas analiticas, Limite de Detec¢do e Limite de Quantificacao

As curvas analiticas dos padrdes, acido galico e acido eldgico, com cinco niveis de

concentracdo, foram lineares nas faixas de 24,0 a 36, ug/mL (Tabela 2) e de 23,2 a 34,9

pg/mL (Tabela 3), respectivamente. Para a matéria prima, a faixa de concentracdo avaliada

entre 1200 e 1800 pg/mL (Tabela 4) também foi considerada linear. Os valores de R? foram

acima de 0,99 em todos 0s casos.

Tabela 2 - Areas obtidas os picos da curva analitica do acido gélico na avaliagdo da linearidade.

Concentrac&o (ug/mL) Areal Area2  Area3l Meédia + DP (DPR%b)
24,0 31,365 32,673 32,576 32,21 £ 0,73 (2,26)
27,0 36,415 37,240 37,224 36,96 = 0,47 (1,28)
30,0 41,749 41,815 41,086 41,55 + 0,40 (0,97)
33,0 46,862 46,787 46,953 46,87 + 0,08 (0,18)
36,0 51,692 51,577 51,034 51,43 £ 0,35 (0,68)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrao relativo (%).

Fonte: Proprio Autor.

Tabela 3 - Areas obtidas para os picos da curva analitica do &cido elagico na avaliacio da linearidade.

Concentracdo (ug/mL)  Areal  Area2  Area3 Média + DP (DPR%)
23,2 112,492 112,790 114,638 113,31+ 1,16 (1,03)
26,1 127,341 127,300 127,891 127,51 + 0,33 (0,26)
29,0 139,991 139,377 139,817 139,72 + 0,32 (0,23)
31,9 153,062 153,966 154,131 153,72 + 0,57 (0,37)
34,9 165,074 166,908 168,362 166,78 + 1,65 (0,99)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%).

Fonte: Proprio Autor.
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Tabela 4 - Areas obtidas para os picos correspondentes ao acido galico e ao acido elagico na curva analitica na

avaliacdo de linearidade nos frutos de L. ferrea.

Linearidade da Amostra - Para Acido galico

Concentracdo (ug/mL)  Areal Area2 Area3 Meédia + DP (DPR%b)
1200 32,008 32,297 31,946 32,08+ 0,19 (0,58)
1350 35,806 36,359 36,573 36,25+ 0,39 (1,59)
1500 40,987 41,108 41,096 41,06x 0,07 (0,16)
1650 44,610 44,837 44,801 44,75% 0,12 (0,27)
1800 48,475 48,615 48,675 48,59+ 0,10 (0,21)

Linearidade da Amostra - Para Acido elagico

Concentracdo (ug/mL)  Areal Area2 Area3 Média+ DP (DPR%)
1200 110,967 112,349 112,222 111,85+ 0,76 (0,68)
1350 125,965 126,405 125,037 125,80+ 0,70 (0,56)
1500 139,275 139,313 139,291 139,29+ 0,02 (0,01)
1650 154,563 153,766 154,321 154,22+ 0,41 (0,26)
1800 166,242 167,141 166,210 166,53+ 0,53 (0,32)

Fonte: Proprio Autor.

Os resultados da andlise de regressdo linear, demostram regressdo significativa (no

nivel de 95% de confianga) e distribuicdo aleatdria dos residuos. Na andlise de variancia, foi

realizado o teste F para falta de ajuste para cada curva. Quando o valor de F é estimado pela

razdo (média quadratica devido a falta de ajuste)/(média quadratica devido ao erro puro), é

comparado com os valores da distribuicdo de F com 4 e 10 graus de liberdade (o = 0,05), ndo
foi evidenciada falta de ajuste para o0 modelo linear (PIMENTEL; BARROS NETO, 1996;
BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; KROMIDAS, 2011).

Com a curva analitica para os acidos galico e elagico na droga vegetal, foi possivel

calcular os limites de deteccdo e quantificacdo para o método. A tabela 5 mostra os resultados

obtidos indicando que o método analitico apresenta sensibilidade apropriada para detectar e

quantificar acido elagico e acido galico na matéria prima (frutos) de L. ferrea.
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Tabela 5 - Dados da andlise estatistica das curvas de calibracdo para os padrdes (acido galico, acido elagico) e
matéria prima dos frutos de L. ferrea.

Matéria prima

Acido Acido _ _
Parametros . . Acido Acido
galico elagico . o
galico elagico
Faixa de concentracdo (ug/mL) 24,0-36,0 23,2-34,9 1200 - 1800
LOD (pg/mL) - - 1,64 1,26
LOQ (pg/mL) - - 4,97 3,83
Coeficiente angular (a) 1,61 4,56 0,03 0,09
Coeficiente linear (b) -6,53 7,88 -0,97 1,75
R2 0,999 0,999 0,997 0,999

Fonte: Préprio Autor.

4.3.3.1.3 Repetitividade e Precisdo Intermediaria

Considerando que a precisdo é a medida do desvio do valor medido com base em um
valor correto, devido a erros sisteméticos, a reprodutibilidade do procedimento pode ser
afetada por diversos fatores, como: vidrariras, pipetas e/ou analistas (BETZ; BROWN;
ROMAN, 2011; KROMIDAS, 2011). Nesse contexto, os teores de &cido galico e &cido
elagico foram determinados usando solugdes da matéria prima preparadas no mesmo dia da
andlise. Para a avaliacdo da repetitividade do método, seis amostras independentes (a 100% da
concentracdo teste) foram analisadas por CLAE-DAD. Os teores de acido galico e acido
elagico foram 2,25 %m/m e 2,11 %m/m, com desvio padréao relativo (DPR) igual a 0,34% e
0,40%, respectivamente (Tabela 6).

Os experimentos da precisdo intermediaria, avaliados em dois dias diferentes e
conduzidos por dois operadores, expressaram as variacbes do método. Os resultados da
quantificacdo de acido galico mostraram valores de DPR entre 0,27% e 1,05%, e, do acido
elagico entre 0,50% e 0,63%, em concordancia com os valores preconizados (< 5%) pela
Resolucdo RE 899 (BRASIL, 2003).
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Tabela 6 - Ensaio de repetitividade e de precisdo intermediaria para a matéria prima dos frutos de L. ferrea.

Padrao Parametro Teor (Yom/m) (Média + DP; DPR%o)
Repetitividade 2,250 £ 0,0086 (0,34)
. _ Precisdo intermediaria Dial Dia 2
Acido galico _
Analista 1 2,250 £+ 0,008 (0,37) 2,210 £ 0,007 (0,30)
Analista 2 2,210 £+ 0,008 (0,36) 2,201 £+ 0,005 (0,22)
Repetitividade 2,110 + 0,008 (0,40)
. _ Precisdo intermediaria Dial Dia 2
Acido elagico _
Analista 1 2,120 £ 0,011 (0,51) 2,110+ 0,018 (0,84)
Analista 2 2,110 £ 0,013 (0,60) 2,120 + 0,010 (0,49)

Fonte: Préprio Autor.

A média global das 12 determinac@es em diferentes dias e operadores foi de 2,220
%m/m para o &cido galico e 2,120 %m/m para o &cido eldgico com valores de DPR < 0,88%.

4.3.3.1.4 Exatidao

Na investigacdo da exatiddo, quantidades conhecidas de acido elédgico e &cido galico,
em trés niveis de concentracdo (80, 100 e 120%), foram adicionadas a solucdo extrativa
aquosa e as amostras foram analisadas de acordo com o método descrito previamente.
Percentuais de recuperacao entre 100,6-106,5% (DPR = 3,9%) foram para o &cido gélico e
entre 99,1-105,2% (DPR = 4,0%) para o &cido elégico (Tabelas 7 a 10).

Os resultados mostram que o método desenvolvido apresenta recuperacao satisfatoria,
guando observados os valores preconizados pelos o6rgaos oficiais (FDA, 2004; BRASIL,
2003; ICH, 2005). De acordo com as taxas de recuperacdo observadas o método por CLAE-
DAD pode ser aplicado & matéria prima constituida dos frutos de L. ferrea, apresentando
desempenho dentro dos limites recomendados pela resolucdo e relatado na literatura

indicando que a resposta analitica é proveniente dos analitos estudados.
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Tabela 7 — Ensaio de exatiddo: resultados obtidos para a area dos picos dos marcadores da matéria prima de L.
ferrea.

Amostras Area para AG Area para AE
1 40,38 139,27
2 40,62 139,31
3 40,50 139,29
Média + DP (DPR%) 40,50 = 0,12 (0,30) 139,29+ 0,02 (0,01)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrao relativo (%), AE: acido elagico; AG: acido galico.
Fonte: Proprio Autor.

Tabela 8 - Ensaio de exatiddo: resultados obtidos para as areas dos padrdes.

AG - Média = DP (DPR%) AE - Média = DP (DPR%)
32,2 £0,7 (2,26) 113,3 £ 1,2 (1,03)
41,5 £ 0,4 (0,97) 139,7 £0,3 (0,23)
51,4 +0,3 (0,68) 166,7 + 1,6 (0,99)

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%); AE: &cido elagico; AG: &cido gélico.
Fonte: Préprio Autor.

Tabela 9 - Ensaio de exatiddo: resultados obtidos (média) para concentragdes tedricas e experimentais, a partir
da equacéo da reta dos padrdes.

Percentual Tedrica- AG Experimental - AG Teorica - AE Experimental - AE
80% 48,65 48,36 53,68 53,07
100% 55,09 53,65 59,47 58,42
120% 61,26 59,36 65,41 66,03

AE: 4cido elagico; AG: acido galico.
Fonte: Proprio Autor.

Tabela 10 - Ensaio de exatiddo: resultados de recuperacdo para os marcadores na matriz dos frutos de L. ferrea.

% Acido elagico % Acido galico
Réplicas
80 100 120 80 100 120
1 104,61 105,59 102,66 102,31 105,07 105,59
2 99,81 100,48 97,61 100,04 101,67 102,18
3 99,19 109,47 97,07 99,51 112,80 101,92
Média 101,20 105,18 99,11 100,62 106,51 103,23
DP 2,97 451 3,09 1,48 5,70 2,05
DPR% 2,93 4,28 3,12 1,48 5,35 1,98

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padrdo relativo (%).
Fonte: Proprio Autor.
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4.3.3.1.5 Robustez

A robustez foi avaliada durante o desenvolvimento do método através de pequenas
mudancgas no método orignal, como alteracdo do pH da fase mdvel, fluxo e temperatura do
forno da coluna (BETZ; BROWN; ROMAN, 2011). Nas condi¢des normais de anélise (fluxo
= 0,800 mL/min; pH das fases moveis = A2,5/B3,5; e, temperatura da coluna = 24 °C) os
teores obtidos foram iguais a 2,21%m/m (0,37%) e 2,12%m/m (0,51%), respectivamente para
acido galico e elagico. Os resultados obtidos para os parametros modificados estdo
apresentados na tabela 11. N&o houve diferengas significativas nas areas, tempos de retencéo
e teor de acido galico e acido elagico (ANOVA, a = 0,05), e todas as analises apresentaram
DPR < 1,14%. Assim, o método proposto pode ser considerado robusto para ambos 0s

marcadores sob as condi¢fes avaliadas.

Tabela 11 - Ensaio de robustez: ter dos marcadores na em matéria prima dos frutos de L. ferrea.

Fonte de variagéo Parametros AG Média (DPR%) AE Média (DPR%)

) 0,790 2,16 (0,44) 2,10 (0,82)
Fluxo (mL/min)
0,810 2,19 (0,15) 2,10 (1,14)
) A2,0/B3,0 2,15 (0,04) 2,12 (0,84)
pH da fase movel
A3,0/B4,0 2,18 (0,55) 2,12 (0,99)
23 2,17 (0,13) 2,11 (0,84)
Temperatura da coluna (°C)
25 2,16 (0,11) 2,11 (0,20)

DPR: Desvio padrao relativo (%); AE: acido eldgico; AG: 4cido gélico.
Fonte: Préprio Autor.

4.3.3.2 Obtencdo do perfil cromatogréfico de diferentes amostras por CLAE

Apds desenvolvimento e valida¢do do método por CLAE-DAD, as amostras coletadas
em diferentes regides foram submetidas & analise qualitativa e quantitava por CLAE.

A andlise qualitativa realizada através da comparacdo dos perfis cromatograficos das
amostras com o material de referéncia (droga autenticada pelo herbarium) objetivou a busca
de regiGes de similaridade nos cromatogramas (Figura 5).

Nos cromatogramas podem ser observadas as regides caracateristicas dos padrdes para
as 14 amostras de frutos de L. ferrea: entre 8,0 e 10,0 minutos, intervalo correspondente a
presenca do acido gélico; entre 15,0 e 22,0 minutos; e, a regido correspondente a presenca do

acido elagico, entre 24,0 e 26,0 minutos (Figura 7).
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Figura 7 - Perfil cromatogréafico obtido por CLAE-DAD (em 254 e 270 nm) para as quatorze amostras dos
frutos de L. ferrea.
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Fonte: Proprio Autor.

A anélise quantitativa denota a elevada heterogeneidade das amostras através dos
teores dos marcadores (Tabela 12). As variacBes podem ser atribuidas aos diversos fatores
que afetam a qualidade quimica de drogas vegetais e ja discutidas anteriormente. Entretanto
exemplificam o desafio de dificuldade da padronizacdo de produtos desta natureza,

especialmente aqueles destinados ao uso humano, como os fitoterapicos.



Tabela 12 — Teor médio de acido galico e acido elagico obtido por CLAE-DAD em diferentes amostras dos

frutos de L. ferrea.

Teor (Y%om/m)

Amostras . -
Ac. galico (270 nm) Ac. elégico (254 nm)
1 Limoeiro (Regido 1) - PE 1,96 (0,12) 2,13 (0,11)
2 Recife (Mercado Publico) - PE 0,90 (0,05) 0,72 (0,15)
3 Palmares - PE 0,93 (0,10) 0,84 (0,14)
4 Fortaleza - CE 0,57 (0,03) 0,54 (0,12)
5 Belo Jardim - PE 1,78 (0,01) 1,71 (0,15)
6 Arcoverde - PE 2,68 (0,03) 2,57 (0,16)
7 Manaus (Regido 1) - AM 1,26 (0,09) 3,23 (0,13)
8 Manaus (Regiéo 2) - AM 0,97 (0,04) 1,00 (0,11)
9 Caruaru - PE 1,31 (0,01) 1,09 (0,12)
10 Macei6 - AL 1,22 (0,02) 0,97 (0,17)
11 Mossoré - RN 0,71 (0,02) 0,56 (0,12)
12 Mato Grosso do Sul — MS 1,35 (0,01) 1,21 (0,13)
13 Limoeiro (Regido 2) - PE 1,68 (0,04) 1,23 (0,18)
14 Brasilia - GO 1,24 (0,02) 0,66 (0,10)

Os dados foram expressos como teor médio (desvio padrdo relativo). PE: Pernambuco; CE: Ceara; AM:
Amazonas; AL: Alagoas; RN: Rio Grande do Norte; MS: Mato Grosso do Sul; GO: Goias.
Fonte: Proprio Autor.

4.3.4 Obtencéo e Caracterizagédo dos Extratos Brutos e Fragoes

No processo de obtencdo de extratos vegetais, o objetivo € extrair seletivamente e
totalmente as substancias utilizando um solvente ou mistura de solventes. Mesmo com a
diversidade de solventes conhecidos e a limitacdo no conhecimento a cerca das suas
propriedades de extracdo, aspectos tecnoldgicos e toxicidade dos mesmos, 0s solventes
utilizados comumente para obtencdo de extratos brutos sdo compostos pela mistura de agua-
etanol.

Com o solvente e método extrativo apropriados € possivel obter, desde o inicio, um
extrato rico nas substancias de interesse e com baixo teor das ndo desejadas, podendo assim
refletir na atividade biol6gica do extrato. Considerando esses aspectos, variando-se a
polaridade dos solventes e/ou método extrativo é possivel obter extratos com diferentes
composicdes quimicas (BAUER, 1998; VIERLING et al., 2003; ENDALE; SCHMIDT,;
GEBRE-MARIAM, 2004; SIMOES et al., 2010).
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Considerando a importancia de se controlar os extratos brutos e as fragdes
enriquecidas, procedeu-se com a validagcdo da metodologia analitica por CLAE-DAD para 0
doseamento de acido galico e acido elagico nos derivados de L. ferrea, além da obtencao dos

perfis quimicos quali-/quantitativos por CLAE-DAD e CCD-AE.

4.3.4.1 Validagdo do método analitico por CLAE-DAD para o doseamento de &cido gélico e

acido elagico em extrato bruto aquoso dos frutos de L. ferrea

Inicialmente, foi obtido o perfil cromatogréfico obtido para o extrato bruto e os
padrdes (Figura 8). O cromatograma do extrato bruto apresentou picos correspondentes aos
padrdes de acido galico e acido elagico, assim como observado para a matéria prima (frutos)
anteriormente. Os tempos de retencdo dos picos de interesse foram aproximadamente 8,5 e

25,5 minutos, para o &cido gélico e &cido elagico, respectivamente.

Figura 8 - Cromatograma obtido para os padrdes (&cido galico e acido elagico) e para o extrato bruto dos frutos
de L. ferrea.
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1: Acido elagico; 2: Acido gélico; 3: Extrato Bruto.
Fonte: Proprio Autor.

4.3.4.1.1 Selecé@o do comprimento de onda, especificidade e identificacdo dos picos

Assim como para a matéria prima vegetal, os cromatogramas do extrato bruto foram
monitorados a 270 nm para o acido galico e a 254 nm para o &cido elagico (Figura 9). Nessas
condicdes, acido galico e &cido elagico também foram identificados como os componentes

majoritarios do extrato bruto analisado, com tempo de analise cromatografica em 33 minutos.



100

Figura 9 - Espectros de varredura dos picos correspondentes aos padrdes de acido galico (a) e acido elagico (b).
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Fonte: Proprio Autor.

A especificidade do método também foi confirmada pela analise de pureza do pico,
verificada nos cromatogramas obtidos com o auxilio do software utilizado. A figura 10

apresenta o cromatograma obtido para o extrato bruto apés a adi¢do dos padrdes.

Figura 10 - Especificidade do método para o extrato bruto aquoso (turbdlise) dos frutos de L. ferrea.
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Fonte: Proprio Autor.

4.3.4.1.2 Curvas analiticas, Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagdo

As curvas analiticas para os padrdes de acido galico e de acido elagico, com cinco

niveis de concentracdo, apresentaram comportamento linear nas faixas de 24,0 a 36,0 pg/mL e
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de 5,0 a 25,0 pg/mL, respectivamente. Para o extrato bruto, a faixa de concentracdo avaliada
entre 800 e 1200 pg/mL também foi considerada linear. Os valores de R? foram superiores a
0,99 em todos os casos. A partir dos dados obtidos das curvas dos padrées, foram calculados
os limites de deteccdo e quantificacdo. A tabela 13 mostra os resultados obtidos para a analise
das curvas analiticas, indicando que o método apresenta sensibilidade apropriada para detectar

e quantificar acido elégico e &cido galico no extrato bruto aquoso.

Tabela 13 - Dados de calibracdo para os padrdes de acido galico, acido elagico e extrato bruto dos frutos de L.
ferrea.

Extrato bruto

Acido Acido _ _
Parametros . . Acido Acido
géalico elagico ) o
galico elagico
Faixa de concentragédo (ug/mL)  24,0-36,0 5,0-25,0 800 — 1200
LOD (pg/mL) - - 1,64 1,43
LOQ (ng/mL) - - 4,98 4,33
Coeficiente angular (a) 1,61 511 0,03 0,06
Coeficiente linear (b) -6,56 -8,84 3,43 12,71
R? 0,999 0,991 0,999 0,993

Fonte: Préprio Autor.

Os resultados da analise de regressao linear, demostraram que a regressao significativa
(95% de confianca) e distribuicdo aleatoria dos residuos. Na andlise de variancia, também foi
realizado o teste F para falta de ajuste para cada curva, sendo evidenciado que ndo houve
evidéncia de falta de ajuste, no nivel de 95% de confianca (PIMENTEL; BARROS NETO,
1996; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; KROMIDAS, 2011).

4.3.4.1.3 Repetitividade e Precisdo Intermediaria

Para a avaliacdo da repetitividade do método, seis amostras independentes (a 100% da
concentragdo teste) foram analisadas por CLAE-DAD. Os teores de acido galico e acido
elagico foram 2,25 %m/m e 2,11 %m/m, com desvio padrdo relativo (DPR) igual a 1,34%
0,88%, e respectivamente (Tabela 14). Os experimentos da precisdo intermediaria mostraram
valores de DPR entre 0,54% e 1,83% para o acido galico; e, entre 0,50% e 0,97% para o acido
elagico, em concordancia com os valores preconizados (< 5%) pela Resolucdo RE 899
(BRASIL, 2003). A média global das 12 determinagdes em diferentes dias e operadores foi de
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2,30 %m/m para o &cido galico (DPR = 1,56%) e 2,31 %m/m (DPR = 0,89%) para o acido

elagico.

Tabela 14 - Repetitividade e precisdo intermediaria para o extrato bruto aquoso (turbélise) dos frutos de L.
ferrea.

Padrao Parametro Teor (Y%om/m) (Média + DP; DPR%b)
Repetitividade 2,33 £0,031 (1,34)
. _ Precisdo intermediaria Dial Dia 2
Acido galico _
Analista 1 2,27 £ 0,034 (1,52) 2,32 £0,022 (0,54)
Analista 2 2,28 + 0,042 (1,83) 2,29 + 0,019 (0,83)
Repetitividade 2,30 = 0,020 (0,88)
. _ Precisdo intermediaria Dial Dia 2
Acido elagico _
Analista 1 2,31 +0,013 (0,55) 2,33 £ 0,018 (0,50)
Analista 2 2,29 + 0,018 (0,81) 2,29 + 0,022 (0,97)

Fonte: Proprio Autor.

4.3.4.1.4 Exatidao

No ensaio de exatiddo, percentuais de recuperacdo entre 101,2-108,1% foram obtidos
para o acido galico e entre 99,8-100,7% para o acido elagico (Tabela 15). Os resultados
mostram que 0 método apresenta recuperacdo satisfatoria, quando observados os valores
preconizados pelos 6rgados oficiais (FDA, 2004; BRASIL, 2003; ICH, 2005). De acordo com
as taxas de recuperacao observadas o método por CLAE-DAD pode ser aplicado aos extratos

brutos constituidos dos frutos de L. ferrea.
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Tabela 15 — Exatiddo: resultados de recuperacéo para o extrato bruto aquoso (turbélise) dos frutos de L. ferrea.

% Acido galico % Acido elagico
Réplicas

80 100 120 80 100 120
1 108,55 105,08 101,25 99,87 100,41 100,76
2 108,73 106,41 101,29 99,87 100,42 100,76
3 106,97 104,88 101,27 99,86 100,41 100,76
Média 108,08 105,45 101,27 99,86 100,41 100,75
DP 0,97 0,83 0,017 0,007 0,007 0,0002

DPR% 0,89 0,79 0,02 0,01 0,01 0,00

DP: Desvio padrdo; DPR: Desvio padréo relativo (%).
Fonte: Préprio Autor.

4.3.4.1.5 Robustez

Os resultados de robustez obtidos para os parametros modificados estdo apresentados
na tabela 16. Nas condi¢des normais de analise (fluxo = 0,800 mL/min; pH das fases mdveis
= A2,5/B3,5; e, temperatura da coluna = 24 °C) os teores obtidos foram iguais a 2,33%m/m
(1,34%) e 2,30%m/m (0,88%), respectivamente para &cido galico e elagico. Nao houve
diferencas significativas nas areas, tempos de retencdo e teor de &cido galico e acido elagico
(ANOVA, a = 0,05), e todas as analises apresentaram DPR < 1,08%. Assim, o método
proposto pode ser considerado robusto para ambos os marcadores sob as condig¢des avaliadas.

Tabela 16 - Robustez: teor de &cido galico e acido elagico (%m/m) em extrato bruto aquoso dos frutos de L.
ferrea.

) AG (Média; AE (Média;
Fonte de variacao Parametros
DPR%) DPR%)
_ 0,790 2,28 (0,74) 2,30 (0,90)
Fluxo (mL/min)
0,810 2,31 (0,93) 2,32 (1,08)
A2,0/B3,0 2,30 (0,79) 2,32 (0,81)
pH da fase movel
A3,0/B4,0 2,32 (0,25) 2,33 (0,97)
Temperatura da coluna 23 2,30 (0,95) 2,30 (0,31)
(°C) 25 2,29 (0,98) 2,32 (1,01)

DPR: Desvio padrdo relativo (%); AG: acido galico; AE: acido elagico.
Fonte: Proprio Autor.

4.3.4.2 Preparagdo e caracterizacdo cromatografica de extratos brutos e fragdes obtidos dos

frutos de L. ferrea
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Considerando a possibilidade de obter fragdes enriquecidas em polifenois, a partir dos
frutos de L. ferrea, foram obtidos extratos brutos, utilizando trés metodologias de preparagéo
(turbdlise, refluxo e ultrassom) e diversas propor¢des de solventes (Aquoso e Etandlico nas
proporcbes 20, 40, 60 e 80%, v/v), a fim de verificar possiveis diferencas no teor dos
marcadores (com énfase nos &cidos elagico e galico) quando submetidos a diferentes
condigdes.

A escolha do método extrativo e solvente para esta etapa do trabalho foi baseada na
literatura, que indica que a mistura de solventes (dgua e solventes organicos) é apropriada
para maximizar o rendimento da extracio desta classe de compostos (SIMOES et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2011; BUENO et al., 2012; LONNI et al., 2012; DICIAULA et al.,
2014; COSTA et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

A investigacdo de métodos utilizados na extracdo de compostos ativos de droga
vegetal e a utilizacdo de mistura de solventes sdo pardmetros de grande importancia, para
obtengdo de extratos ricos nas substancias de interesse (ILOKI-ASSANGA et al., 2015).
Além disso, fatores como temperatura de extracdo, relacdo droga vegetal/solvente, tempo de
contato do material vegetal com o solvente e procedimento empregado na concentracdo do
extrato, possuem influéncia na composicdo e perfil quimico qualitativo e quantitativo do
extrato. No que diz respeito a concentracdo do extrato, esta operacdo deve ser realizada por
um método que ndo afete a estabilidade das substancias de interesse. Assim, na obtencdo dos
extratos e concentracdo dos mesmos, € importante avaliar o efeito desses fatores nos perfis
quimicos quali-/quantitativos obtidos (ENDALE; SCHMIDT; GEBRE-MARIAM, 2004).

O principal objetivo de se obter fracGes enriquecidas estd no fato de que as fracbes
podem ser consideradas mais ativas. Adicionalmente, algumas das fragGes obtidas apresentam
menor teor dos constituintes ndo ativos, em relacdo ao extrato bruto. A obtencdo de fracdes
enriquecidas pode ser realizada de acordo com a polaridade das substancias de interesse, e
entre as metodologias mais empregadas sdo a particdo entre solventes imisciveis e as técnicas
cromatograficas (BAGETTA et al., 2012; CHAWLA et al., 2013).

Quando as fracdes sdo obtidas por particdo com solventes imisciveis, 0 processo
baseia-se nos coeficientes de particdo dos compostos que estdo presentes no extrato bruto.
Com o emprego de sucessivas parti¢Oes, a fracdo vai conter, em principio, diferentes classes
de compostos. No caso de parti¢des realizadas com agua e acetato de etila, 0s compostos mais
polares permanecem na fracdo aquosa e 0s compostos de média polaridade migram para a
fracdo acetato de etila (HARBORNE, 1998; SIMOES, et al., 2010).
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Ap0s preparacao, os extratos brutos foram caracterizados por CCD-AE e CLAE-DAD
e aqueles extratos que apresentaram maior rendimento em &cido el&gico e acido galico foram

selecionados para preparacdo de fragfes enriquecidas.

4.3.4.2.1 Perfil quimico tipico obtido por CCD-AE

Bandas correspondentes aos padrdes foram evidenciadas em todos os extratos brutos e
fragdes enriquecidas obtidas, sendo a banda correspondente ao acido galico, semelhante em
coloracdo azulada (apds derivatizacdo em 365 nm) e em Rf (0,94); e a banda correspondente
ao &cido elagico apresentou coloracdo esverdeada e Rf de 0,56. Adicionalmente, o perfil
tipico das diversas amostras apresentou diferencas quanto a intensidade e nimero de bandas
observadas, sendo observadas outras bandas bem definidas e evidentes, de coloracdes
alaranjadas, azuladas e esverdeadas em alguns extratos e fragdes.

Nesse estudo, a CCD-AE foi utilizada para verificar se 0s compostos de interesse
(&cido elagico e acido galico) estavam sendo extraidos, de acordo com a proporcdo de
solvente e metodologia utilizada para extracdo. Além disso, as cromatoplacas foram
essenciais para observacdo da uniformidade e intensidade das bandas relacionadas aos
compostos presentes nos extratos brutos e fragdes enriquecidas.

A combinacdo acetato de etila: acido formico: 4gua como fase moével da analise de
CCD-AE de diferentes extratos e fragdes de L. ferrea resultou em bandas bem separadas e
simétricas, sendo possivel estabelecer perfis quimicos tipicos dos extratos e fracdes obtidos a
partir dos frutos de L. ferrea.

O rendimento de um processo extrativo é dependente do tipo de solventes (diferentes
polaridades), tempo de extracdo, temperatura e proporcdo droga:solvente, além da
composicdo e caracteristicas das amostras. Em relacdo a solubilidade dos polifenois, a
extracdo é medida pela natureza da amostra, bem como da polaridade dos solventes utilizados
(DAl; MUMPER, 2010). De acordo com o0 exposto, é possivel observar que, de uma forma
geral, quando se utiliza a mistura etanol:agua acima de 50% na obtencdo dos extratos brutos,
as bandas correspondentes aos marcadores (acidos galico e elagico) tendem a diminuir em
intensidade.

No cromatograma referente aos extratos/fracbes obtidos a partir da amostra
autenticada (1), observa-se que a maioria das amostras apresentou uma banda de coloragao

alaranjada (Figura 11). Além disso, 0 extrato aquoso e suas respectivas fragdes apresentaram
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bandas esverdeadas evidentes. Também foi verificado que com o processo de fracionamento,
as bandas correspondentes as fracdes organicas dos extratos apresentaram maior intensidade
qguando comparada com a fracdo aquosa, evidenciando o enriquecimento de polifenois na

fracdo organica.

Figura 11 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracGes a partir da amostra 1 de L. ferrea.

1811001010
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EBAQ FiAgq FOr EBSO FAgq FOr EBAQ FAg FOr EB SO FAq FOr EBAQ FAq l“l B 40 FAgq
R I
AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr. Fracdo Orgénica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.

Perfis semelhantes com bandas bem definidas foram observados para as demais
amostras. Os cromatogramas referentes aos principais extratos brutos e suas respectivas
fracdes (amostras 2 a 14) estdo apresentados no apéndice A (Figuras 1 a 13). Os perfis de
CCD-AE se apresentaram de comportamento semelhante, com intensidade de bandas
variavel, sugerindo similaridade de contetdo quimico, porém em concentracdes diferentes.
Dessa forma, o perfil qualitativo obtido com o auxilio da técnica de CCD-AE foi confirmado
pela quantificacdo por CLAE-DAD dos marcadores estabelecidos (acido galico e &cido
elagico).

Os extratos/fragdes da amostra 2 apresentaram uniformidade quanto a intensidade de
coloracdo das bandas. Também foi verificada a presenca de bandas alaranjadas em grande
parte das amostras analisadas. Aqueles obtidos a partir da amostra 3 apresentaram
intensidades mais fracas da banda correspondente ao &cido elagico, além da presenca de

bandas alaranjadas também em menor intensidade quando comparadas as amostras 1 e 2.
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Em relacdo a amostra 4, os extratos/fragdes também apresentaram bandas de
intensidade fraca em relacdo aos dois padrdes. Foi evidenciado o enriquecimento da fragédo
organica, quando observadas as bandas que correspondem ao padrdo acido galico, uma vez
que apresentam maior intensidade quando comparadas as bandas referentes aos extratos
brutos e as fragdes aquosa.

Os extratos e fragOes obtidos das amostras 5 e 6, foram aqueles que assim como a
amostra 1, apresentaram bandas bem evidentes correspondentes ao acido galico e acido
elagico, confirmando o enriquecimento da fracdo organica. Nos extratos e fracdes referentes a
amostra 6 as bandas de coloragOes alaranjadas e esverdeadas se apresentaram bem evidentes.

Os extratos e fracOes obtidos da amostra 7 apresentaram mesmo perfil cromatografico
de bandas correspondentes aos padrbes. Os derivados da amostra 8 apresentaram-se com
menor intensidade das bandas obtidas. Os extratos e fracdes referentes as amostras 9 e 10
também fazem parte do elenco de amostras que apresentaram bom rendimento quanto aos
métodos extrativos, além de bandas cromatograficas com maior intensidade e o
enriquecimento da fracdo organica bem evidenciado. Foi observado que as amostras 11 e 13
apresentaram problemas de solubilizacdo, e dessa forma as bandas ndo foram bem
evidenciadas nas cromatoplacas. Apesar disso, é possivel verificar o enriquecimento da fracéo
organica nestas amostras, 0 que também é evidente nas amostras 12 e 14.

Com base nos perfis obtidos por CCD-AE para os extratos brutos e fragfes dos frutos
de L. ferrea e de acordo com Giri et al. (2010) e Aladdin et al. (2016), a separacdo de
substancias por CCD-AE pode ser util no desenvolvimento e otimizacdo de processos, em
processos de validagdo, na identificacdo e caracterizacdo de uma classe de compostos e no

direcionamento para isolar/purificar compostos de interesse.

4.3.4.2.2 Perfil quimico tipico obtido por CLAE-DAD e quantificacdo de &cido gélico e acido
elagico nos extratos brutos e fracoes

Os perfis quimicos tipicos qualitativos obtidos por CLAE-DAD para 0s principais
extratos brutos e suas respectivas fracoes estdo representados no apéndice B.

No que pese a utilizacdo de diferentes processos extrativos foi observado que as
amostras obtidas por turbdlise apresentaram maiores teores de acido galico (Tabela 17) e

acido elagico (Tabela 18), seguidas de refluxo e ultrassom; além disso, a utilizagdo de
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diferentes proprogoes de etanol promoveu a obtencédo de extratos brutos com diferentes teores
desses compostos, como esperado.

A literatura relata que solventes como acetona, etanol e metanol, ou suas combinac6es
muitas das vezes com agua (BUENO et al., 2012; LONNI et al., 2012; DICIAULA et al.,
2014), tém sido bastante utilizados para extrair polifenois de matrizes vegetais. O etanol,
utilizado em diferentes propor¢Bes neste estudo, apresenta eficdcia para extracdo de
polifenois, além de ser seguro para utilizacdo pelo homem (DAI; MUMPER, 2010; GIRONI,
PIEMONTE, 2011).

Como citado anteriormente, as metodologias de refluxo e turbdlise maximizam a
extracdo de polifenois quando comparadas com a obtencdo dos extratos por ultrassom. Nesse
sentido, sabe-se que a obtencdo de extratos em sua composicdo é influenciada pela
metodologia empregada, pela utilizacdo de temperatura, bem como o tempo de extracao.

Em relacdo a turbdlise, a extracdo ocorre simultaneamente a reducdo do tamanho da
particula, devido as forcas de cisalhamento aplicadas. A reducdo do tamanho de particula e o
rompimento das células favorecem o processo, resultando em menor tempo de extracéo e o
quase esgotamento da droga (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010). Ja em relagio a
extracdo sob refluxo, além da utilizacdo de aparatos que promovem a condensacao do liquido
extrator, e 0 aumento na temperatura de extracdo pode promover uma maior solubilidade,
reducdo da viscosidade e da tensdo superficial dos solventes a penetracdo nas matrizes
vegetais, melhorando o processo extrativo (SIMOES et al., 2010). A extracdo por ultrassom
tem sido bastante utilizada (DAI;, MUMPER, 2010; WANG et al., 2010; KHODDAMI;
WILKES; ROBERTS, 2013; RODRIGUES et al., 2016; TOMSIK et al., 2016), ja que nao
utiliza equipamentos complexos e é de baixo custo. A extracdo é favorecida devido a criacéo
de uma forca que gera bolhas de cavitacdo e essas produzem efeitos que resultam na ruptura

das membranas das matrizes vegetais.



Tabela 17 — Teores de acido galico (%m/m) obtidos por CLAE-DAD para os extratos brutos e fragdes dos frutos de L. ferrea.
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Turbdlise Refluxo Ultrassom
Amostras EB FO FA EB FA EB FO
Média DPR% Média DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR%
AQ 3,99 248 12,03 0,25 1,98 0,28 4,55 0,89 9,22 0,14 3,94 3,85 4,79 0,87 - - - -
20% 4,43 0,24 6,53 0,06 5,22 0,37 5,17 0,63 - - - - 4,42 1,67 - - - -
Al 40% 3,39 0,65 - - - - 4,67 0,51 - - - - 4,29 0,83 4,77 0,37 0,05 3,96
60% 1,61 0,64 2,69 0,09 2,16 0,25 2,77 0,81 3,00 0,14 0,60 1,03 1,97 0,43 - - - -
80% 1,84 0,32 2,04 0,27 1,02 0,08 1,91 2,40 2,66 0,21 0,29 0,05 2,85 0,17 - - - -
AQ 146 0,64 1,51 2,68 1,18 1,27 0,86 0,09 1,51 1,79 0,34 1,06 1,58 1,31 - - - -
20% 1,68 0,12 1,67 0,16 0,45 6,10 1,14 0,10 1,56 2,68 0,27 0,63 1,63 0,41 2,93 0,14 0,05 0,31
A2  40% 141 0,08 - - - - 0,89 0,04 - - - - 1,58 0,25 - - - -
60% 1,28 0,02 - - - - 0,96 0,19 - - - - 1,37 0,16 - - - -
80% 0,99 0,13 1,19 0,08 0,24 0,07 0,95 0,18 - - - - 1,20 0,23 - - - -
AQ 168 0,69 3,88 0,05 1,41 7,03 1,06 0,81 1,39 5,78 0,58 1,14 1,28 1,07 3,13 0,15 0,16 0,70
20% 1,53 0,64 3,30 0,37 0,43 6,10 0,74 1,11 0,95 0,41 0,65 1,25 1,71 0,11 2,58 0,12 0,13 0,23
A3 40% 1,59 0,10 3,00 0,03 0,77 1,15 1,04 0,51 - - - - 1,59 0,19 - - - -
60% 1,49 0,14 1,88 0,39 0,98 1,32 1,13 1,73 - - - - 1,45 0,91 - - - -
80% 1,42 1,83 3,01 0,77 0,48 0,75 1,21 1,47 1,48 0,16 0,32 1,02 1,34 0,42 - - - -
AQ 164 2,23 - - - - 0,42 0,42 1,07 0,70 0,44 1,37 1,50 0,46 2,14 0,07 0,33 2,61
20% 1,69 1,03 - - - - 0,56 0,81 - - - - 1,65 0,53 - - - -
A4 40% 192 019 315 015 154 265 | 0,48 0,03 - - - - 088 029 105 255 0,24 0,77
60% 154 0,58 - - - - 061 024 071 026 019 025 | 200 098 28 072 036 031
80% 137 009 159 011 055 015 | 054 012 069 018 020 0,21 | 238 1,04 29 050 035 0,08
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Turbdlise Refluxo Ultrassom
Amostras EB FO FA EB FA EB FO
Média DPR% Média DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR%

AQ 391 0,07 7,03 1,55 0,11 3,99 4,13 0,06 4,55 1,48 0,05 0,01 4,80 0,03 7,31 0,07 0,05 0,37
20% 3,81 0,04 - - - - 3,24 0,18 - - - - 3,81 0,04

A5  40% 2,95 0,06 3,61 4,36 0,19 0,38 3,58 0,01 3,64 0,84 0,15 0,50 2,81 1,16 492 13,38 0,09 0,30
60% 2,89 0,08 - - - - 3,08 0,95 - - - - 2,97 1,52 - - - -
80% 3,66 0,52 - - - - 3,55 0,01 - - - - 3,67 0,74 1055 2,18 0,08 0,25
AQ 4,42 0,23 6,10 3,04 0,26 0,64 4,77 0,07 - - - - 5,18 0,14 10,29 0,60 0,57 0,59
20% 4,86 0,43 6,95 0,02 0,99 0,32 4,36 0,32 - - - - 4,73 0,03 5,59 0,41 0,74 0,29

A6  40% 4,72 0,02 - - - - 3,85 0,52 5,14 0,15 0,36 0,34 4,19 0,17 - - - -
60% 4,70 1,46 5,20 0,79 0,70 0,58 4,33 0,54 6,97 0,51 0,57 0,49 4,42 0,18 - - - -
80% 4,70 0,05 - - - - 4,45 0,23 - - - - 5,33 0,08 - - - -
AQ 151 0,47 2,66 0,67 0,35 1,24 1,29 0,83 1,37 0,10 0,09 0,24 2,05 1,50 - - - -
20% 2,03 011 - - - - 1,12 008 177 08 014 010 | 2,09 013 297 068 048 0,68

A7 40% 1,63 0,14 - - - - 1,12 0,12 - - - - 1,76 2,66 - - - -
60% 1,29 0,05 - - - - 1,20 2,71 - - - - 1,40 0,88 - - - -
80% 128 0,04 - - - - 1,32 146 3,00 057 004 076 | 1,44 359 - - - -
AQ 102 008 125 056 016 159 | 1,00 1,78 - - - - 153 141 182 065 006 0,16
20% 080 3,12 - - - - 1,02 010 153 066 041 082 | 0,87 0,07

A8 40% 0,68 0,19 - - - - 089 008 094 097 o077 052 |08 007 107 048 018 0,75
60% 080 0,24 - - - - 086 007 054 121 026 2,79 | 089 0,14 - - - -
80% 084 043 - - - - 091 0,02 - - - - 0,85 0,02 - - - -
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Turbdlise Refluxo Ultrassom
Amostras EB FO FA EB EB FO
Média DPR% Média DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR%

AQ 3,33 0,82 4,15 1,61 0,32 0,41 2,75 1,20 4,97 0,21 0,40 0,45 2,35 0,36 4,19 0,20 0,09 0,66
20% 3,01 0,08 - - - - 2,68 1,13 4,17 0,17 0,18 0,04 2,61 0,20

A9  40% 3,27 0,07 511 0,10 0,22 0,11 2,55 1,86 - - - - 2,63 0,15 4,61 0,18 0,12 0,27
60% 3,23 0,40 5,49 0,32 0,16 0,29 2,37 1,00 4,22 0,14 0,40 6,74 2,98 0,56 - - - -
80% 2,86 0,29 3,33 0,34 0,26 0,38 2,10 0,06 3,57 0,51 0,52 0,26 2,68 0,25 - - - -
AQ 285 0,11 5,96 0,38 0,15 0,11 3,09 0,15 3,60 0,02 0,22 1,80 3,04 0,21 6,45 0,34 1,16 0,16
20% 2,88 0,05 - - - - 2,06 0,22 - - - - 2,87 0,26 - - - -

Al10 40% 3,09 0,09 4,52 0,29 0,45 1,04 2,09 0,43 2,64 0,06 0,38 1,63 2,61 0,32 - - - -
60% 2,78 0,15 - - - - 2,04 0,39 - - - - 2,72 0,09
80% 2,52 0,41 4,02 0,06 0,25 0,75 2,03 0,65 - - - - 2,47 0,09 3,39 0,09 0,11 0,48
AQ 110 0,13 1,49 0,37 0,29 1,71 0,43 0,02 0,78 0,53 0,02 0,15 1,39 0,06 1,11 0,51 0,38 0,42
20% 1,18 0,40 - - - - 045 0,03 - - - - 1,34 0,33 - - - -

All 40% 1,19 0,02 - - - - 0,47 0,29 0,81 0,21 0,02 0,41 1,13 0,46 - - - -
60% 1,20 001 1,74 036 028 1,79 | 044 0,04 - - - - 1,24 0,27 - - - -
80% 1,17 0,71 - - - - 052 008 001 119 063 456 | 106 007 134 032 025 0,26
AQ 449 024 840 010 158 7,17 | 234 027 874 009 062 080 | 456 011 912 021 117 0,60
20% 4,74 025 503 065 756 043 | 336 119 566 065 058 025 |52 055 11,15 0,18 2,06 0,65

Al2 40% 4,40 0,17 6,72 0,24 1,32 0,84 3,26 0,77 - - - - 4,77 0,03 577 0,15 1,31 0,45
60% 4,50 0,01 - - - - 3,02 0,26 - - - - 4,14 0,78 - - - -
80% 391 025 43 078 067 09 | 2,78 3,20 - - - - 322 030 444 042 139 0,87
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Turbdlise Refluxo Ultrassom
Amostras EB FO FA EB FA EB FO FA
Média DPR% Média DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR%
AQ 6,80 0,64 11,16 1,12 2,96 0,63 3,29 0,09 3,96 0,30 0,72 0,44 6,82 0,04 - - - -
20% 5,53 0,15 - - - - 3,21 0,06 5,64 0,55 0,36 0,11 6,90 0,13 - - - -
Al3 40% 4,34 0,10 8,42 1,20 2,01 1,66 2,79 0,09 4,47 0,16 0,36 0,57 6,13 0,10 6,78 0,65 0,83 0,52
60% 3,54 0,03 7,91 0,63 2,01 1,07 3,57 0,06 3,70 0,23 0,39 11,60 | 7,15 0,27 5,06 0,66 0,30 0,39
80% 7,78 0,45 10,73 0,10 1,32 1,08 3,07 0,25 - - - - 6,77 0,35 4,69 0,14 0,65 0,44
AQ 2,58 0,32 - - - - 1,74 0,11 3,29 0,08 0,39 1,41 1,32 0,65 2,38 3,82 0,58 0,89
20% 2,66 0,30 4,07 0,12 0,26 0,71 1,19 0,25 - - - - 1,27 0,47 2,61 0,16 0,89 0,88
Ald 40% 2,12 0,05 - - - - 1,30 0,64 2,47 6,55 0,15 2,02 1,40 0,15 - - - -
60% 2,01 0,14 2,58 0,14 0,63 0,59 1,28 0,03 - - - - 1,68 0,09 - - - -
80% 1,95 0,11 3,80 0,04 0,17 1,03 1,19 0,07 2,13 0,05 0,15 2,31 1,81 0,11 3,25 0,05 1,06 1,17

Os valores foram expressos como média e desvio padrdo relativo (%). EB: Extrato Bruto; FO: Fragdo Organica; FA: Fracdo Aquosa.

Fonte: Préprio Autor.
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Turbdlise Refluxo Ultrassom
Amostras EB FO FA EB FO FA EB FO FA
Média DPR% Média DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR% | Média DPR% Meédia DPR% Média DPR%
AQ | 296 045 306 108 122 023 | 254 0,74 - - - - 2,60 0,22 - - - -
20% | 2,78 0,94 3,28 0,44 1,16 0,25 2,68 1,78 2,70 0,10 0,32 3,05 2,69 1,42 - - - -
Al 40% | 2,89 0,42 - - - - 2,48 0,91 2,67 0,22 0,20 0,25 2,98 0,10 3,39 0,25 0,13 1,06
60% | 2,73 1,76 3,35 0,24 1,83 0,04 1,76 0,78 2,56 0,20 0,75 0,12 2,51 0,22 - - - -
80% | 2,61 0,31 3,53 0,05 1,11 0,12 2,13 0,63 - - - - 2,53 0,08 - - - -
AQ | 132 216 219 o071 048 036 | 1,12 056 1,76 068 055 1,75 | 1,72 0,74 - - - -
20% | 156 148 189 055 060 007 | 165 075 222 091 016 139 | 169 1,07 201 0,21 010 0,96
A2 40% | 168 2,00 - - - - 1,34 0,26 - - - - 161 0,35 - - - -
60% | 1,71 0,18 - - - - 1,36 0,80 - - - - 1,79 0,65 - - - -
80% | 1,77 2,96 2,02 1,37 0,52 0,16 1,54 0,20 - - - - 1,76 0,17 - - - -
AQ | 163 034 197 126 019 045 | 126 022 163 1,056 009 59 | 118 059 219 0,07 012 0,72
20% | 1,84 0,56 2,12 0,55 0,16 0,40 0,65 0,74 1,50 1,62 0,41 2,77 1,59 0,09 1,70 0,22 0,07 1,06
A3 40% | 188 058 198 070 068 127 | 067 1,11 - - - - 1,61 0,01 - - - -
60% | 1,76 0,23 1,55 1,37 0,54 1,55 0,73 1,64 - - - - 1,50 0,62 - - - -
80% | 1,70 046 117 294 077 423 | 115 019 18 015 061 065 | 1,39 0,22 - - - -
AQ 1,22 0,27 - - - - 0,54 1,28 1,39 0,32 0,11 2,16 1,08 0,98 1,18 0,36 0,01 0,58
20% | 1,28 0,05 - - - - 0,73 0,25 - - - - 1,06 2,23 - - - -
A4 40% | 1,29 017 159 084 08 099 | 055 0,27 - - - - 087 038 099 064 012 217
60% | 1,21 1,61 - - - - 0,75 0,18 0,89 0,17 0,33 0,12 0,82 0,56 0,94 0,32 0,12 1,93
80% | 0,94 0,34 1,14 0,38 0,22 0,14 0,75 0,08 0,84 0,39 0,27 0,07 0,91 1,96 1,00 0,28 0,08 0,42




Continuacdo da tabela 18.

114

AQ | 2,26 1,36 - - - - 2,76 0,17 398 0,58 0,08 0,30 1,28 0,31 1,34 042 0,17 1,64
20% | 2,34 0,12 2,81 0,41 0,44 1,21 2,48 0,16 - - - - 2,66 0,16 - - - -
A5 40% | 2,19 0,03 - - - - 2,03 0,03 - - - - 2,35 0,26 3,71 254 020 0,35
60% | 196 0,08 3,94 1,44 0,09 0,07 2,39 044 424 011 0,10 2,68 2,95 0,35 - - - -
80% | 2,16 0,40 - - - - 2,25 0,04 - - - - 3,00 0,79 4,83 0,15 0,08 4,04
AQ | 239 061 2,718 0,93 0,14 1,73 | 3,12 0,38 - - - - 3,26 024 372 0,62 0,63 1,90
20% | 2,75 0,31 2,97 0,16 0,16 041 | 3,30 0,08 - - - - 3,09 0,11 - - - -
A6 40% | 3,10 0,13 - - - - 2,93 0,58 309 014 0,36 0,16 2,86 0,62 3,24 029 0,06 0,05
60% | 3,20 0,16 3,60 0,38 0,16 2,84 | 3,30 0,05 3,40 0,09 0,17 0,38 294 0,63 - - - -
80% | 2,65 0,27 - - - - 3,13 0,14 - - - - 3,06 0,08 - - - -
AQ | 1,78 1,19 3,97 1,09 0,15 2,58 2,88 0,21 293 024 0,30 0,87 2,87 0,36 - - - -
20% | 2,47 0,90 - - - - 2,43 0,21 3,75 0,15 0,37 6,61 2,76 0,07 3,01 2,80 0,62 1,97
A7 40% | 2,62 0,38 - - - - 2,73 1,41 - - - - 2,90 1,38 - - - -
60% | 2,73 2,06 - - - - 291 1,48 - - - - 254 013 - - - -
80% | 2,98 1,35 - - - - 3,12 0,37 359 0,23 0,25 0,36 2,49 1,31 - - - -
AQ | 1,14 0,94 1,32 0,33 0,13 0,22 1,30 0,25 - - - - 1,76 0,21 1,83 023 021 0,29
20% | 1,26 0,69 - - - - 1,46 0,29 156 0,79 0,19 1,19 1,38 0,21 - - - -
A8 40% | 143 0,21 - - - - 1,22 134 062 070 0,66 0,12 1,07 0,83 1,38 009 024 014
60% | 1,38 0,24 - - - - 1,23 0,16 1,39 0,21 0,09 0,13 1,19 0,60 - - - -
80% | 1,29 0,12 - - - - 1,29 1,14 - - - - 1,42 1,12 - - - -
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AQ | 2,69 0,78 316 0,51 0,18 0,53 2,89 0,20 315 0,29 0,22 0,67 | 0,56 2,62 0,87 046 0,32 0,42
20% | 2,56 0,29 - - - - 3,13 0,21 350 0,25 0,34 053 1,63 0,40 - - - -
A9 40% | 1,67 0,30 2,27 1,36 0,46 0,56 2,62 0,07 - - - - 224 0,85 - - - -
60% | 2,01 0,60 2,50 1,20 0,54 0,56 2,45 0,90 3,66 0,05 0,17 6,22 2,33 0,49 2,43 025 0,17 2,19
80% | 2,70 0,37 3,35 1,38 0,87 0,50 2,84 0,62 290 0,25 0,15 2,07 2,39 0,39 - - - -
AQ | 246 031 3,18 0,20 1,64 0,23 1,52 0,57 2,70 044 008 1493 | 221 0,06 2,42 259 0,28 0,09
20% | 2,10 0,12 - - - - 2,15 0,37 - - - - 2,18 0,42 - - - -
Al10 40% | 2,30 0,18 348 0,31 3,04 0,17 2,01 0,20 2,45 2,76 0,09 1,09 2,13 0,07 - - - -
60% | 2,14 0,29 - - - - 2,12 0,33 - - - - 2,13 0,17 - - - -
80% | 2,06 0,04 255 2,83 0,35 0,10 2,15 0,06 - - - - 2,62 36,73 2,99 047 012 0,16
AQ | 111 0,68 1,39 0,48 0,28 0,08 | 0,62 0,86 0,82 0,35 0,08 2,38 1,48 0,44 191 13,85 0,17 0,42
20% | 1,01 0,27 - - - - 064 012 - - - - 1,17 1,09 - - - -
All 40% | 099 0,28 - - - - 0,71 0,74 09 0,19 0,10 0,43 1,30 1,34 - - - -
60% | 0,95 0,12 128 094 014 0,23 | 0,69 0,17 - - - - 1,23 0,12 - - - -
80% | 0,97 0,98 - - - - 0,63 0,16 0,71 0,86 0,12 2,83 | 0,93 1,09 0,97 0,46 0,12 0,26
AQ | 289 0,23 345 0,77 1,05 2,66 234 031 280 034 1,08 039 | 421 0,27 4,46 2,27 033 0,60
20% | 3,29 0,32 3,79 2,63 1,08 045 | 3,81 0,10 3,92 0,53 0,73 0,27 | 3,88 0,16 4,00 0,14 0,78 0,65
Al2 40% | 325 011 - - - - 3,06 0,12 - - - - 2,56 0,57 2,86 154 0,88 0,45
60% | 3,53 0,08 3,89 1,20 0,32 0,54 | 3,67 2,33 - - - - 3,09 1,33 - - - -
80% | 3,21 0,19 3,47 1,87 0,36 1,77 3,84 0,09 - - - - 354 0,75 3,88 0,09 0,63 0,87
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AQ | 2,97 0,85 3,04 0,34 0,17 0,36 3,08 0,07 3,58 0,18 0,99 0,46 2,88 0,08 - - - -

20% | 2,84 0,35 - - - - 2,67 1,57 3,75 0,23 1,16 0,18 2,86 0,54 - - - -
Al3 40% | 2,55 0,40 2,79 10,82 0,10 1,12 3,19 0,42 3,88 0,32 1,00 0,26 2,59 0,49 2,78 0,19 0,20 0,52

60% | 2,94 0,15 3,26 0,05 0,10 0,35 3,22 0,25 3,73 0,60 0,90 6,54 2,62 0,04 2,89 0,24 0,14 0,39

80% | 2,69 1,00 2,89 0,49 0,16 0,29 2,82 0,07 - - - - 2,93 0,26 3,26 0,26 0,12 0,44
AQ | 1,25 0,23 - - - - 1,39 0,23 2,02 0,11 0,64 1,05 0,59 1,94 1,10 0,64 0,08 0,89
20% | 1,53 0,50 1,87 0,94 0,28 0,33 1,48 0,25 - - - - 0,66 0,62 1,27 0,42 0,21 0,88
Al4  40% | 1,23 0,47 - - - - 1,37 0,28 2,02 0,46 0,47 1,35 0,84 1,19 - - - -
60% | 1,02 0,37 1,31 1,12 0,12 0,44 1,56 0,44 - - - - 0,99 0,69 - - - -

80% | 1,14 0,21 1,61 1,07 0,17 0,16 1,62 0,54 1,89 3,00 0,60 1,08 1,07 0,93 1,40 0,84 0,30 1,17

Os valores foram expressos como média e desvio padrao relativo (%). EB: Extrato Bruto; FO: Fra¢do Organica; FA: Fracdo Aquosa.
Fonte: Proprio Autor.
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Assim, de acordo com os perfis cromatograficos obtidos e os teores evidenciados
acima é possivel afirmar que os extratos brutos e frages organica correspondentes as
amostras 1, 5, 6 e 9 apresentaram maiores teores dos acidos galico e elagico, evidenciando o
enriquecimento da fracdo organica (Figura 12). Os extratos/fracdes referentes as amostras 4, 8
e 10 foram aqueles que apresentaram menor rendimento quanto aos teores dos marcadores.
Por fim, assim como para as matérias primas analisadas neste estudo, 0s picos que

correspondem aos marcadores apresentam-se bem definidos e isolados dos demais picos.

Figura 12 - Cromatogramas representativos para a para os extratos/fragdes dos frutos de L. ferrea. Dados
referentes a amostra 1. Os cromatogramas referentes as demais amostras estdo resumidos no apéndice B.

1200
AL
i

Absorvincla

Fonte: Préprio autor.

A anélise comparativa dos dados cromatograficos obtidos por CCD-AE e por CLAE
através dos sinais correspondentes aos marcadores, revelou tendéncia de similaridade de
comportamento entre a intensidade das manchas nos cromatoplacas e as areas dos picos no
cromatograma.

Como pode ser observado nas figuras apresentadas nos apéndices A e B, a redu¢do nas
areas dos picos dos padrfes observada nos cromatogramas em razdo da mudanca de
metodologia de extracdo (turbdlise > refluxo > ultrassom), também foi detectada nas
cromatoplacas com a nitida diminui¢do da intensidade das manchas correspondente aos
marcadores.

As figuras 13 e 14 ilustram os dados observados para cromatoplacas e cromatogramas

obtidos neste trabalho.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos por CCD-AE versus CLAE-DAD (extratos e fracGes da amostra 1 — A e
amostra 6 - B).

Fonte: Préprio autor.

Figura 14 - Cromatogramas obtidos por CCD-AE versus CLAE-DAD (extratos e fracGes da amostra 4 — A e
amostra 11 - B).

FAD VAL 20 o A uiad bl |

Fonte: Préprio autor.

As amostras 1 e 6 correspondem as amostras com as maiores concentracdes de acido
elagico e &cido galico (CLAE-DAD), apresentando ao mesmo tempo bandas mais evidentes
nas cromatoplacas (Figura 13). Por outro lado, para as amostras 4 e 11 (Figura 14) foram
encontrados as menores concentracdes dos padrOes e consequentemente, as respectivas
bandas nas cromatoplacas apresentaram bandas de menor intensidade.

Desse modo, os dados reafirmam a relevancia da investigacédo e do estabelecimento de
fingerprints por CCD-AE e CLAE-DAD como parametro de qualidade de materiais vegetais.

Adicionalmente, a reprodutibilidade dos fingerprints obtidos por CCD-AE sugerem que 0s
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cromatogramas poderdo ser empregados em estudos de classificagdo e quantificacdo a partir
de bancos de imagens digitalizadas conforme descrito previamente por Wong e colaboradores
(2014).

4.4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos o desenvolvimento da metodologia analitica para
a determinacéo do teor de acido elagico e acido galico na matéria prima e extratos brutos dos
frutos de Libidibia ferrea apresentou os requisitos minimos aceitaveis estipulados pela RE n°
899/2003, garantindo que o método pode ser utilizado para a finalidade proposta, além de
poder ser aplicado aos demais derivados da espécie, tais como fracBes enriquecidas.

Os fingerprints obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Cromatografia
em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCD-AE), para as diferentes amostras dos frutos de
L. ferrea, extratos e fragdes produzidos a partir dessas, foram obtidos satisfatoriamente e
podem inferir a cerca do perfil tipico de polifenois dos frutos da espécie. Adicionalmente, o
teor das diversas amostras foi calculado com éxito por CLAE, sendo possivel obter uma
correlagdo preliminar entre os teores/picos encontrados com as intensidades das bandas
observadas nos cromatogramas de CCD-AE.
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5 CAPITULO 111 - ANALISES ESPECTROSCOPICAS E QUIMIOMETRICAS

A aceitacdo pela comunidade cientifica de drogas vegetais e produtos derivados
baseia-se na adocdo de marcadores para a proposicdo de especificacbes da qualidade,
recorrendo-se ao emprego de métodos analiticos capazes de quantificar um ou alguns dos
diversos compostos, ou métodos gerais de doseamento de grupos. Com a aplicacdo da
quimiometria € possivel realizar andlise multivariada das respostas.

Diferentes técnicas quimiométricas vém sendo aplicadas a dados analiticos,
especialmente para planejamento experimental para analise e calibragdo multivariada de
dados espectroscopicos (OTTO, 1999; BARROS NETO; BRUNS; SCARMINO, 2006). Ao
longo dos ultimos anos, as aplicacdes tém sido diversificadas, e uma grande expansdo €
observada na area bioldgica e médica.

Apos a difusdo da quimiometria, alguns métodos analiticos foram implantados na
pesquisa e rotina de laboratorios, possibilitando a anélise de uma grande quantidade de dados
que anteriormente ndo eram possiveis. Logo, ferramentas quimiométricas foram
desenvolvidas, com o intuito de realizar o tratamento de dados de acordo com a necessidade
de cada analise, entre tais ferramentas, as mais utilizadas sdo: métodos de planejamento e
otimizacdo de experimentos; pré-processamento de dados espectrais; reconhecimento de
padrées (métodos de andlise exploratoria e classificacdo); selecdo de amostras e variaveis
espectrais; calibracdo multivariada; monitoramento e modelagem de processos multivariados
e métodos de inteligéncia artificial (BEEBE et al., 1998; OTTO, 1999; BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2006).

A maioria das pesquisas desenvolvidas e com maior nimero de aplica¢cBes em diversas
areas é realizada utilizando a regido do infravermelho médio (ESCAMILLA et al., 2013;
HUCK et al., 2014; FERREIRA et al., 2014). Nos ultimos anos, a técnica, tem sido utilizada
na investigacdo de produtos farmacéuticos (WATERWI; NEUBERT, 2005), na inddstria
téxtil (HIMMELSBACH; HELLGETH; MCALISTER, 2006) e de alimentos (DOWNEY,
1998; SCHULZ et al., 2004; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2006; 2011), vinhos (OELOFSE
etal., 2010).

A utilizacdo de metodologias que enfatizam a regido do infravermelho proximo tem
sido bastante difundida, quanto a qualificacdo de amostras, como o0 agrupamento de amostras
semelhantes e determinagdo de amostras andmalas. Esta técnica é também muito utilizada na

determinacédo quantitativa dos constituintes de uma amostra. Contudo, sua aplica¢éo ao estudo
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de produtos naturais se encontra em expansdo em virtude da complexidade destas matrizes
(BARBIN et al., 2014; FERREIRA et al., 2014; SHI et al., 2012).

A maior parte dos estudos na literatura cientifica esta voltada para a Anélise de
Componentes Principais; obtencdo de Fingerprints para diversas espécies, a fim de verificar
seu comportamento nas diversas esta¢cdes do ano ou a diferenca entre espécies coletadas em
diferentes localidades; anélise de misturas para prever qual melhor cromatograma se aplica a
analise, entre outros (NICOLETTI, 2011; LONNI et al., 2012; SARBU et al., 2012;
SOARES; BRUNS; SCARMINIO, 2012).

5.1 REFERENCIAL TEORICO

5.1.1 Métodos Espectroscopicos

5.1.1.1 Espectroscopia de Absorcéo no Ultravioleta-Visivel

A espectroscopia € a ciéncia que compreende o estudo da interacdo da radiacao
eletromagnética (raios gama, raios X, ultravioleta, visivel, infravermelho, micro-ondas e
ondas de radio, entre outras) com a matéria em diferentes estados: gasoso, liquido e sélido
(PAVIA et al., 2010).

A espectroscopia de absorcdo no ultravioleta visivel (UV/Vis) ¢ a medida da
atenuacdo da radiacdo electromagnética por uma substancia absorvente. As medidas podem
ser realizadas pontualmente, em um Unico comprimento de onda, ou através de varredura
utilizando uma faixa de comprimento de onda. A faixa que compreende as regifes do
ultravioleta esta entre 190 e 500 nm (TISSUE, 2002).

E uma técnica bastante utilizada na rotina de laboratérios de pesquisa e industrias, na
quantificacdo de compostos. Na quantificacdo de compostos fendlicos, a utilizacdo da técnica
se apresenta principalmente em duas vertentes: a primeira consiste na andlise realizada a 280
nm (SOARES et al., 2006; SOLON et al., 2007), que apresenta como vantagens a
simplicidade da técnica e auséncia de reagentes durante o procedimento; entretanto, com a
auséncia de reagentes, substancias que possuam outros tipos de ligacGes podem interferir no
resultado; a segunda consiste na utilizacdo de reagentes, Folin-Ciocalteu e Carbonato de sodio
anidro, o qual é capaz de mensurar os fenois, porém esta sujeito a interferéncias de outros
compostos (como frutose) (FOLIN, 1927; BUENO et al., 2012; DICIAULA et al., 2014,
ALVES et al., 2015).
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Poucos sdo os estudos na literatura a cerca da determinacéo de polifenois por UV-Vis
combinado com calibragdo multivariada. Talvez, porque a utilizacdo da calibracdo
multivariada em dados UV-Vis apresenta a desvantagem na estabilidade do equipamento.

Sahin, Isik e Demir (2012) utilizaram a calibracdo multivariada, regressdo em
componentes principais (PCR) e regressdo pelos minimos quadrados parciais (PLS) para
predizer o teor de polifenois totais em quatro espécies de Prunella. Os autores utilizaram o
método para doseamento de polifenois totais por Folin-Ciocalteu como referéncia para as
analises. A faixa de concentracéo estudada foi de 1,0 a 24,63 mg.g™* de droga seca, calculados
como equivalentes de &cido gélico (GAE). Em relacdo a andlise por PLS, foram obtidos
valores de RMSECV e RMSEP iguais a 2,47 e 1,61 mg.g! (GAE) de droga seca,
respectivamente, considerando os valores brutos; e, 4,83 e 2,76 mg.g* (GAE) de droga seca,
considerando os espectros apds pré-processamentos.

Fuentes et al. (2012) analisaram a viabilidade da determinagdo de polifenois totais por
UV-Vis associado a técnicas quimiométricas (PLS) em amostras de 6leo de oliva. O teor de
polifenois totais obtido apresentou faixa de concentragdo entre 90 e 168 mg.kg™? calculados
como acido caféico. Os dados de calibracdo multivariada foram analisados de acordo com as
faixas espectroscopicas, e revelaram valores de RMSECV entre 7,2 e 154 mg.kg?
(calculados como 4&cido caféico). Enquanto que os valores de RMSEP calculados
apresentaram valores entre 4,5 e 9,5 mg.kg™.

Bernardes, Figueiredo e Barbeira (2014) utilizaram a espectrofotometria no UV-Vis
como método de referéncia para a andlise o teor de polifenois totais em amostras de cachaca
envelhecida, utilizando modelo de PLS adequando a metodologia que utiliza reacdes de oxi-
reducdo. Os autores obtiveram valores de RMSECV e RMSEP iguais a 4,79 mg GAE.L ! e
4,11 mg GAE.L™!, respectivamente, calculados como &cido galico, com faixa de concentracéo

entre 0,73-82,34 mg GAE.L™!, valores superiores aos encontrados neste estudo.

5.1.1.2 Espectroscopia de Absorgéo no Infravermelho

A espectroscopia vibracional divide-se em técnicas distintas, sendo a de absorc¢éo na
regido do Infravermelho de interesse neste estudo. A regido espectral do Infravermelho esta
situada antes da regido do visivel no espectro eletromagnético e abrange a radiacdo com
nimeros de onda no intervalo de 12800 a 10 cm™. Em relago a aplicagéo e instrumentagdo, o
espectro de infravermelho é dividido em radiacdo no Infravermelho préximo (do inglés —

Near Infrared NIR), médio (do inglés — Middle Infrared MIR) e distante (do inglés — Far
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Infrared FIR). A tabela 1 apresenta os limites apropriados para cada regido (SKOOG et al.,
2009).

Tabela 1 - Regifes espectrais no Infravermelho.

Regiio Numero de onda (V) Comprimento de onda (1) Frequéncias (v)
cm?t nm Hz
Proximo 12 800 a 4000 780 a 2500 3,8x10%- 1,2x10%
Médio 4000 a 200 2500 a 5000 1,2x10%- 6,0x10*2
Distante 200a10 5000 a 100000 6,0x10*2- 3,0x10%

Fonte: Adaptado de SKOOG et al. (2009).

A espectroscopia na regido do infravermelho proximo alcangou grande
desenvolvimento devido a potencialidade que a técnica apresenta na caracterizacdo e
quantificacdo de diferentes espécies quimicas. Esta técnica apresenta atratividade para
medidas analiticas, uma vez que as medidas sdo realizadas de maneira ndo destrutiva,
permitindo o desenvolvimento de métodos ndo invasivos, rapidos, com baixo impacto
ambiental (com minimo de reagentes/solventes) e baixo custo (PASQUINI, 2003;
SARRAGUCA et al., 2014).

A radiagdo infravermelha ndo possui energia suficiente para causar transi¢oes
eletrébnicas como acontece em outras regifes espectrais (ultravioleta, visivel, raios X), e,
assim, a absorcdo dessa radiacdo é restrita as espécies que possuem pequenas diferencas de
energia entre os varios estados rotacionais e vibracionais. Para que ocorra absorcdo da
radiacdo no Infravermelho é necessario que a molécula apresente variacbes no momento de
dipolo como consequéncia do movimento vibracional ou rotacional. O momento de dipolo é
determinado pela magnitude das diferencas de carga e distancia entre dois centros de cargas.
Apenas nessas situacdes o campo elétrico alternado da radiacdo é capaz de interagir com a
molécula e causar variacdes na amplitude de um de seus movimentos (WORKMAN et al.,
1996; HIGSON, 2009; SKOOG et al., 2009).

Os espectros podem ser obtidos a partir de amostras em diferentes estados da matéria,
solidas, liquidas e gasosas. A qualidade dos espectros ira depender tanto da amostra quanto da
forma de aquisicdo dos espectros. As medidas podem ser obtidas por reflectancia, no caso de
amostras sélidas; transmitancia/absorbancia, em amostras solidas ou liquidas; e,
transflectancia, em amostras liquidas (Figura 1). Em geral, a medida de reflectancia pode ser
dividida em difusa e total atenuada (ATR), sendo esta ultima utilizada para aquisicdo de

espectros na regido do infravermelho médio e proximo.
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Figura 1 - Principios de transmitancia, transflectancia e reflectancia difusa.
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Fonte: Adaptado de HUCK (2015).

5.1.1.2.1 Infravermelho Médio

A maioria das pesquisas desenvolvidas e com maior nimero de aplica¢des em diversas
areas é realizada utilizando a regido do infravermelho médio (ESCAMILLA et al., 2013;
FERREIRA et al., 2014). Nos ultimos anos, a técnica, tem sido utilizada na investigacdo de
produtos farmacéuticos (WATERWIG; NEUBERT, 2005), na inddstria téxtil
(HIMMELSBACH; HELLGETH; MCALISTER, 2006) e de alimentos (DOWNEY, 1998;
SCHULZ et al.,, 2004; RODRIGUEZ-SAONA et al.,, 2006; RODRIGUEZ-SAONA;
ALLENDOREF, 2011), e vinhos (OELOFSE et al., 2010).

Grande parte das aplicacdes esta voltada para a identificagdo de compostos organicos,
pois € nesta regido que ocorrem as transicGes fundamentais, além da existéncia da faixa
espectral conhecida como regido de impressdo digital (1200 a 400 cm™). Nesta regido,
pequenas diferencas na estrutura e constituicdo de uma molécula irdo resultar em mudangas
nas bandas de absorcdo. Dessa forma, pequena semelhanca entre dois ou mais espectros,
guando ocorrem nessa regido, revela forte evidéncia da identidade dos compostos
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012). Além disso, a maioria dos grupos funcionais
pode ser observada nessa regido desde que as suas ressonancias vibracionais estejam dentro
da faixa de frequéncia de excitacdo (GORDON, 2011; HELL et al., 2016).
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Atualmente a espectroscopia de infravermelho tem sido bastante utilizada na rotina de
laboratérios de pesquisa e de inddstrias, por se tratar de uma tecnologia que utiliza ensaios
ndo-destrutivos, rapida aquisicdo dos espectros e a auséncia de reagentes/solventes (LI et al.,
2015). Os espectros de infravermelho, sejam na regido NIR ou MIR, normalmente fornecem
muitas informacOes a cerca da composicdo de acordo com a frequéncia das bandas de
absorcdo (ZHAO, 2012). Nesse sentido, os espectros de infravermelho podem ser utilizados
como ferramentas para obter a impressao digital das espécies vegetais/seus derivados, devido
a identificacao dos grupos funcionais presentes, podendo ser realizada uma andlise qualitativa
dos extratos.

Para aplicacdes analiticas da espectroscopia MIR, em geral, é necessario a associacao
com técnicas quimiométricas multivariadas para tratamentos dos dados. Trabalhos recentes na
area de produtos naturais tém sido voltados para a determinacédo e quantificacdo de grupos de
metabdlitos secundarios em algumas espécies (ESCAMILLA et al., 2013; SCHONBICHLER
et al., 2013), como € o caso da utilizacdo desta técnica no estudo de compostos fendlicos em
frutos de uvas (FRAGOSO et al., 2011); para identificar a natureza de extratos que contem
polifenois em sua composicdo (GRASEL; FERRAO; WOLF, 2016) ou ainda na
identificacdo/diferenciacdo de plantas que podem possuir mesmo nome popular, entretanto
sdo caracterizadas como diferentes espécies vegetais (KEONG et al., 2016).

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de quantificar compostos ou a
totalidade deles em espécies vegetais. Alguns deles utilizam a comparacao entre os métodos
de quantificacdo por NIR e MIR, associado a andlise multivariada dos dados, como a
quantificacdo de verbenalina e verbascosideo em espécies de Verbena officinalis
(SCHONBICHLER et al.,, 2013), que apresentou resultados satisfatorios de RMSEC,
RMSECV e RMSEP (abaixo de 0,31 %); alguns autores também utilizaram esta comparacao
entre NIR e MIR, para realizar a determinacdo de baicalina e o total de baicaleina em
Scutellariae radix, apresentando valores de RMSEP compreendidos entre 1,02 e 1,31 % em
relacdo a analise por MIR, e, 1,19 e 1,50 % para as andlises por NIR, respectivamente
(ESCAMILLA et al.,, 2013); a utilizacdo das técnicas para determinar parametros de
gualidade em amostras, também tem sido bastante estudada, como no caso de amostras de
soja (FERREIRA et al., 2014).
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5.1.1.2.2 Infravermelho Préximo

Os espectros na regido do infravermelho préximo apresentam, principalmente, bandas
relacionadas a sobretons e combinacdes das vibracdes envolvendo ligagdes -CH, -OH,-NH e —
SH dos vérios grupos funcionais, gerando espectros complexos, menos intensos e com
interpretacdo mais dificil que os espectros na regido MIR (PASQUINI, 2003; REICH, 2005;
HIGSON, 2009; SKOOG et al., 2009; SOUZA et al., 2013).

A utilizacdo de metodologias que enfatizam a regido do infravermelho proximo tem
sido bastante difundida, quanto ao agrupamento de amostras semelhantes e determinacdo de
amostras anémalas. Esta técnica € também muito utilizada na determinacdo quantitativa dos
constituintes de uma amostra (PASQUINI, 2003; LOPEZ et al., 2013).

Sua aplicacdo ao estudo de produtos naturais se encontra em expansdo em virtude da
complexidade dessas matrizes, entretanto, ultimamente tem surgido vérios trabalhos na area
(SHI et al., 2012; BARBIN et al., 2014; FERREIRA et al., 2014; HUCK, 2014). A técnica do
infravermelho proximo tem sido utilizada para autenticar e discriminar geograficamente
espécies como trata a revisdo realizada por WANG e YU (2015); na determinacdo de
principais compostos/isoflavonoides em processos extrativos (WANG et al., 2015); na
determinacdo de polifenois totais (CASCANT et al., 2016), além de polifenois e metilxantinas
bioativos (MAGALHAES et al., 2016).

A espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) € uma tecnologia relativamente
nova e tem sido bastante utilizada para realizar a analise dos principais compostos em
espécies vegetais, em diversas frutas e para rdpida deteccdo de compostos volateis
(SANCHEZ et al., 2012; INACIO et al., 2013; FERREIRA et al., 2014; MABOOD et al.,
2015; YE et al., 2016).

Diversos sdo os estudos recentes que realizam analises e calibracdo multivariada
associada a técnica de infravermelho préoximo. Alguns tém utilizado a regressao linear e nao
linear para determinar polifenois em amostras de tabaco por infravermelho préximo,
utilizando CLAE como método de referéncia, sendo observado que a regressao linear é eficaz
na predicdo de amostras desconhecidas (HUANG et al., 2015). Wang e colaboradores (2015)
obtiveram excelentes resultados na determinacdo de isoflavonoides de Pueraria lobata por
infravermelho proximo. Viegas e colaboradores (2016), como citados anteriormente,
determinaram a qualidade dos frutos de Syzygium malaccense, por NIR, com valores de
RMSEP elevados.
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Nas Ultimas décadas, o desenvolvimento de ferramentas computacionais e de novos
métodos matematicos, tem impulsionado a capacidade de analise de dados. Desta forma, o
emprego das técnicas espectroscopicas no infravermelho tem avancado e se consolidado nas

analises farmacéuticas de matrizes complexas tal como plantas medicinais e seus derivados.

5.1.2 Quimiometria

Quimiometria é uma area da quimica que utiliza métodos matematicos e estatisticos
para selecionar um procedimento experimental 6timo e realizar o tratamento de dados obtidos,
de modo que consiga extrair a maior quantidade de informagOes e melhores resultados
analiticos (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2006). Com a utilizacdo da quimiometria é possivel determinar muitas vezes, de maneira
indireta, substancias que seriam dificeis de determinar diretamente em algumas metodologias
(LAVINE, 2000). Logo, ferramentas quimiométricas foram desenvolvidas, com o intuito de
realizar o tratamento de dados de acordo com a necessidade de cada analise, entre tais
ferramentas, as mais utilizadas sdo: métodos de planejamento e otimizacdo de experimentos;
pré-processamento de dados espectrais; reconhecimento de padrdes (métodos de analise
exploratoria e classificacdo); selecdo de amostras e varidveis espectrais; calibracdo
multivariada; monitoramento e modelagem de processos multivariados e métodos de
inteligéncia artificial (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998; BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2006; OTTO, 2007).

Apo6s a difusdo da quimiometria, alguns métodos analiticos foram inseridos na
pesquisa e rotina de laboratorios, possibilitando a anélise de uma grande quantidade de dados
complexos que anteriormente ndo eram possiveis, como espectros na regido do Infravermelho
(NIR e MIR).

Técnicas quimiométricas associadas a andlise e calibragdo multivariada tém sido
amplamente utilizadas no desenvolvimento de métodos aplicados a produtos de origem
natural, tais como analise de acai (SANDRA et al., 2013), café (MOREIRA; SCARMINIO,
2013; MAGALHAES et al., 2016), soja (FERREIRA; PALLONE; POPPI, 2013), ginseng
(KWON et al., 2014), anis estrelado (WANG et al., 2014), chas (CAI et al., 2015), entre
outros.

Uma das linhas da quimiometria mais utilizada para fins quantitativos € a calibracéo

multivariada, processo no qual sdo construidos modelos que visam prever caracteristicas ou
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propriedades de interesse de amostras desconhecidas (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998).
O modelo construido ira relacionar os espectro

5.1.2.1 Pré-processamento dos dados

Durante a construcdo dos modelos, uma etapa relevante é o pré-processamento dos
dados espectrais, uma vez que esses podem apresentar informacGes ndo relevantes para o
objetivo pretendido e que podem ser oriundos de fontes de variacdo indesejaveis. Tais fontes
podem ser de origem sistematica ou aleatoria e devem ser minimizadas ou removidas para que
0s modelos construidos ndo sejam comprometidos (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998;
WEHRENS, 2011).

No caso de produtos naturais, por se tratarem de matrizes complexas, com diferentes
aspectos fisicos/quimicos/bioldgicos, ruidos e interferentes podem comprometer a construcao
do modelo. Alguns efeitos, como espalhamento da luz, ocorrem, por exemplo, na reflectancia
difusa em espectrofotometria no Infravermelho proximo, causando algumas perturbacoes
inesperadas nos espectros (diferencas na linha de base, ndo linearidade, entre outras)
(OSBORNE; FEARN; HINDLE, 1993).

Os espectros obtidos apresentam informacbGes que ndo correspondem apenas as
caracteristicas quimicas, mas também as caracteristicas fisicas da amostra e as condigdes de
medidas (instabilidade do equipamento). Nesse sentido, a utilizacdo de ferramentas de pré-
processamentos dos dados espectrais sdo importantes na padronizacdo dos dados a serem
analisados, com a finalidade de corrigir, remover ou reduzir a variagdo nao desejada dos
dados espectrais (ROGGO et al., 2007; SIMOES, 2008; BARBIN et al., 2014).

As técnicas mais comuns de pré-processamento sdo: normalizacdo, suavizacao,
correcdo de linha de base, correcdo multiplicativa de sinal (MSC), variacdo normal padrédo
(SNV) e derivacdo (primeira e segunda derivada) (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998).

Correcédo da linha de base

Além da presenca de componentes com alta frequéncia (ruidos), o sinal mensurado
também pode conter fontes com baixa frequéncia de variacdo que estdo relacionadas com as
caracteristicas fisicas do material, 0 que podem causar interferéncia na linha de base das
anélises (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998). Nesse caso, é importante realizar a correcéo
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da linha de base (Baseline correction), para eliminar as possiveis variacdes geradas durante a
andlise.

Neste tipo de analise, o espectro pré-processado é obtido subtraindo-se os dados
originais a partir de uma funcao de linha de base, a qual pode ser uma funcao linear (BEEBE;
PELL; SEASHOLTZ, 1998). Essa ferramenta também pode ser associada a técnicas de
suavizacdo para minimizacdo do ruido, tais como: filtro média mével e polinbmio mével com

filtro de Savitzky Golay.

Correcdo Multiplicativa de Sinal

A correcdo multiplicativa de sinal (Multiplicative Scatter Correction — MSC) é uma
técnica comumente utilizada para corrigir o efeito da dispersdo da luz presente nos espectros
de infravermelho que utilizam reflectancia. Tais espectros apresentam variacdo da linha de
base e efeito multiplicativo devido as diferengas, por exemplo, na granulometria das
particulas (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998; GEMPERLINE, 2006). A técnica faz uma
regressdo de cada espectro contra um espectro de referéncia, que normalmente é o espectro
médio do conjunto de calibracdo. Assim, os espectros sao corrigidos subtraindo-se dos valores
originais o coeficiente linear da reta de regressdo e em seguida dividindo-se pela inclinagéo
dessa mesma regressao (HONORATO, 2007; GEMPERLINE, 2006).

Variacdo Normal Padrdo

A técnica de variacdo normal padrdo (Standard Normal Variate — SNV) é semelhante
a de MSC. E utilizada para corrigir os efeitos do espalhamento entre diferentes amostras
(LUYPAERT et al., 2002). Nela, para cada valor espectral é subtraida a média e dividido pelo
desvio padrdo de todos os valores do espectro (RINNAN; VAN DEN BERG; ENGELSEN,
2009). Assim ao contrario do MSC, a técnica de SNV padroniza cada espectro utilizando

apenas os dados desse espectro (NAES et al., 2002).

Derivadas

As derivadas possuem a capacidade de remover efeitos aditivos e multiplicativos na
linha de base dos espectros (SOUZA; MADARI; GUIMARAES, 2012). A primeira derivada

remove variacdo aditiva na linha de base, enquanto que a segunda derivada remove efeitos
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multiplicativos da linha de base e as linhas de tendéncia (NAES et al., 2002; RINNAN; VAN
DEN BERG; ENGELSEN, 2009).

Trata-se de uma das técnicas de pré-processamento mais utilizadas para corrigir
variacdes em espectros do tipo NIR/MIR (LIRA et al., 2010a,b), possibilitando também
melhor visualizagcdo de picos existentes nos sinais originais (PONTES, 2009). Entretanto, o
uso dessa técnica provoca, no caso de espectros, uma diminuicdo na relagdo sinal/ruido, que
pode ser minimizada utilizando filtro de suavizacdo. Assim, o algoritmo mais utilizado para
este fim é o de Savitzky-Golay, método utilizado para derivacdo numérica de um vetor
incluindo uma etapa de suavizagdo (RINNAN; VAN DEN BERG; ENGELSEN, 2009; LIRA
etal., 2010a,b).

E importante saber que a escolha da técnica de pré-processamento é uma etapa critica
da modelagem, pois ela pode tanto favorecer quanto desfavorecer o desempenho do modelo.
Desse modo, para que se execute um bom pré-processamento é necessario que haja uma
interacdo entre a técnica utilizada e a reavaliacdo dos dados originais, além do conhecimento
da natureza dos dados e do processo quimico ou fisico do sistema em estudo (BEEBE; PELL,;
SEASHOLTZ, 1998).

5.1.2.2 Métodos de Calibragdo Multivariada

A principal linha da quimiometria, que tem atraido o interesse em aplicacdes
guantitativas que utilizam técnicas espectroscédpicas tem sido a construcdo de modelos de
regressdo a partir de dados de primeira ordem. O propoésito da calibracdo multivariada €
estabelecer uma relacdo matemaética quantitativa entre os dados de saida de um instrumento e
0 parametro fisico e/ou quimico de interesse previamente determinado por uma técnica
independente (FERREIRA et al., 1999).

O processo de construcdo de modelos de calibracdo multivariada é constituido por trés
etapas: calibracdo, validacdo e previsdo. Na etapa de calibracdo, o modelo é construido
utilizando métodos matematicos para relacionar a matriz X (dados das variaveis medidas — p.
ex.. espectros no IR ou UV-Vis) com a matriz Y de dados das propriedades de interesse
determinados pelo método de referéncia (por exemplo, valores de teor dos constituintes das
amostras obtidos por CLAE) (VALDERRAMA et al., 2010). Na etapa de validagdo o modelo
construido serd avaliado por ferramentas de diagndsticos. Por fim, na etapa de previsdo o

modelo de calibragdo criado e validado serd aplicado para prever concentragdes ou
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propriedades de amostras desconhecidas (SIMOES, 2008; GRANGEIRO JR, 2011; SOUZA,
2011; SOUZA et al., 2012).

Os dados para a calibracdo multivariada podem ser organizados conforme ilustrado na
figura 2. Os valores de absorbancia dos espectros em cada numero de onda correspondem as
variaveis independentes (Matriz X), de dimensdo n X m, enquanto que as concentraces das
amostras (ou outro pardmetro de interesse) obtidas pelo método de referéncia indicam as

variaveis dependentes (vetor y).

Figura 2 - Organizagdo dos dados durante as etapas de calibra¢cdo multivariada.

Yy Y i
I 1]

XCalibrag:ﬁo ‘ Y cal

XValidagio Y val

Fonte: Adaptado de GRANGEIRO JUNIOR (2011).

Uma variedade de métodos de regressdo vem sendo difundida para a construcdo de
modelos de calibragdo multivariada, dentre esses tem merecido destaque na literatura: o
método classico dos minimos quadrados (Classical Least Square - CLS); a regressdo linear
maltipla (Multiple Linear Regression - MLR); regressdo por componentes principais
(Principal Component Regression - PCR) e regressdao por minimos quadrados parciais
(Partial Least Square - PLS), que sdo métodos para ajuste linear entre as varidveis (Figura 3).

A utilizagdo do ajuste linear entre as varidveis é bastante frequente na maioria dos
métodos de calibragdo multivariada, por ser um modelo de facil elaboracéo e interpretacdo
(SIMOES, 2008). No método CLS ha necessidade de se conhecer 0s espectros puros de todos
0s constituintes das amostras, e por essa razdo ndo é tdo aplicado, principalmente no caso de

amostras complexas como produtos naturais.
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A regressdo PLS geralmente utiliza toda a faixa espectral para a construgdo dos
modelos de calibragdo multivariada; enquanto que, nos modelos MLR é necessario, em geral,
0 emprego de algoritmos de selecdo de varidveis espectrais ndo redundantes dentro da faixa

espectral de trabalho, para reduzir problemas de multicolinearidade (BRERETON, 2000).

Figura 3 - Fluxograma representativo dos métodos de calibragéo.
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Fonte: Adaptado de HUCK (2014).

5.1.2.2.1 Regressao Linear Mdltipla (MLR)

A Regressdo Linear Mdltipla pode ser considerada o método de calibracdo
multivariada mais simples e de fécil interpretacdo. Cada vetor ycai da matriz Ycal, € expresso
como uma combinacdo linear das variaveis independentes da matriz Xca € um vetor, bmr,

que contém os coeficientes de regressdo (equacao 1), onde e € o residuo.

Ycal = Xcalb,,;, + e Equacéo 1
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Esta equacgdo pode ser resolvida por minimos quadrados para a obtencdo do vetor dos
coeficientes de regressao, conforme equagéo 2:

bz = (Xcal’Xcal) *Xcal"Ycal Equacéo 2

Onde, os indices sobrescritos -1 e T representam a inversao e transposi¢do matricial ou
de um vetor, respectivamente.

Apesar de ser 0 modelo mais simples, a regressdo linear maltipla apresenta algumas
desvantagens que limitam sua aplicacdo. O nimero de amostras deve ser igual ou superior ao
namero de variaveis, uma vez que o modelo consiste na resolucéo de um sistema de equacdes
lineares simulténeas. Tal condi¢do necessita ser satisfeita sob o risco do sistema se tornar
indeterminado. Outro problema, é que a matriz (Xca" Xcal) pode nédo apresentar inversa devido
a alta correlacdo entre as variaveis (VANDEGINSTE et al., 1998). Tais problemas podem ser
contornados utilizando métodos de PCR e PLS, pois empregam o principio da analise de
componentes principais (Principal Component Analysis — PCA) para reduzir a dimensdo de
dados (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998; SIMOES, 2008; GRANGEIRO JUNIOR, 2011).

5.1.2.2.2 Regressao por Componentes Principais (PCR)

Na construcdo do modelo de PCR, a dimensdo dos dados é reduzida utilizando PCA,
gue decompde a matriz de dados X em um produto de duas matrizes menores (BRERETON,

2000), como descrito na equagéo 3:

X=T,Pf +E Equagéo 3

Onde T é a matriz dos escores, P a matriz dos pesos, A 0 niUmero de componentes
principais utilizado (em geral pequeno) e E € a matriz dos residuos (fracdo que nédo €
explicada pelo modelo).

Na analise de PCR, a matriz X é decomposta como mostrado na equacéo 3 e o modelo
de calibracdo é construido a partir da regressé@o dos escores T contra as concentracdes das
amostras de calibragdo y, e ndo mais a partir das variaveis originais X, como na MLR
(Equacéo 4). Os escores sdo ortogonais, eliminando, portanto, o problema de colinearidade na

etapa de inversao.
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b= (T, T) Ty Equacio 4

5.1.2.2.3 Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS)

O método de calibragdo multivariada PLS foi desenvolvido por Herman Wold. Este
método ndo requer um conhecimento exato de todos 0s componentes presentes nas amostras
podendo realizar a previsao das amostras mesmo na presenca de interferentes, desde que esses
também estejam presentes por ocasido da construcdo do modelo (BEEBE; PELL;
SEASHOLTZ, 1998).

O modelo PLS é considerado o método mais usado em calibragdo multivariada e
difere do PCR por usar tanto a informacéo da matriz de dados X, como também do vetor y no
calculo das variaveis latentes (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998).

Este método atende ao conceito de modelo inverso (propriedade como fungdo da
resposta instrumental) trocando as varidveis originais por um subconjunto truncado das
variaveis latentes dos dados originais (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998; SIMOES, 2008;
VALDERRAMA et al., 2009; SOUZA, 2011; GRANGEIRO JUNIOR, 2011).

De uma forma geral podemos considerar as matrizes Xcal e Ycal decompostas em

suas matrizes de pesos e escores, como mostrado respectivamente nas equagoes 5 e 6.

X=TP"+E Equacdo 5

y=UQT+F Equacéo 6

Onde: T e U sdo as matrizes dos escores € P e Q sdo as matrizes dos pesos das
matrizes X e y, respectivamente. E € a matriz de residuos espectrais e F é a matriz dos
residuos de concentragéo.

Essa decomposicdo pode se feita por varios tipos de algoritmos, sendo 0 mais comum
o0 NIPALS. Como na PCR, as variaveis latentes do PLS também apresentam a propriedade de
ortogonalidade. No caso do NIPALS, diversos parametros do PLS sdo estimados: escores e
loadings de X (T e P), loadings de Y (Q) e os loadings weights (W). Os coeficientes de
regressdo PLS podem ser calculados pela equacdo 7:

brs= W (PTW) -1Q Equacdo 7
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Quando os modelos de calibracdo estdo sendo construidos, geralmente utiliza-se o
método de validagdo cruzada completa (do inglés, Full Cross Validation) para estabelecer a
dimensionalidade do modelo e o numero de variaveis latentes (BARTHUS et al., 2007). Nesta
analise uma amostra por vez, é removida do conjunto de calibragdo e um novo modelo é
construido com os dados restantes. A amostra que foi removida tem seu valor previsto pelo
modelo e um erro de calibracdo é calculado. Esse procedimento € repetido para cada uma das
amostras até que cada uma delas tenha sido excluida em algum momento da calibracao, até
ser definido o numero de variaveis latentes, comparando-se a variabilidade explicada pelo
modelo (FERREIRA et al., 1999; NAES et al., 2002; SOUZA et al., 2013).

Quando o numero de variaveis latentes é determinado, 0 modelo pode ser testado para
prever uma determinada propriedade de interesse, a partir de um conjunto de amostras

(validacdo externa) que ndo foram utilizadas no conjunto de calibracéo.

5.1.2.3 Sele¢do de Variaveis

A eficiéncia do modelo de calibracdo multivariada €, em geral, melhorada
significativamente com a escolha correta das regides espectrais. Assim, com a selecdo de
variaveis é possivel fazer essa escolha, seja de um comprimento de onda ou de um conjunto
de comprimento de ondas, de forma independente e mais restrita. A selecdo de variaveis
permite produzir modelos mais robustos, simples de interpretar, fornecendo uma descricao
estatistica mais representativa e adequada para o uso na previsdo (OLIVEIRA et al., 2004;
PONTES, 2009).

O algoritmo Jack-knifing (JK), também conhecido por teste de incerteza de Martens, é
um dos métodos de selecdo de varidveis proposto inicialmente por Efron (1982), e adaptado
por Martens e Martens (2000) para se inserir no contexto da calibragdo multivariada. Esse
algoritmo pode ser utilizado para selecionar as variaveis mais informativas na construgdo dos
modelos de regressao, entre os quais o PLS. Nesse algoritmo, os erros padrdo das estimativas
dos coeficientes de regressdo obtidos pelo modelo sdo avaliados empregando uma série de
subconjuntos de dados. A partir dai, pode-se calcular os intervalos de confianga para 0s
coeficientes de regressdo e avaliar a significancia de cada variavel utilizada no modelo
(HONORATO et al., 2007).
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5.1.2.4 Selecédo de amostras

Quanto as etapas para construcdo do modelo de calibracdo, a selecdo de amostras é
importante, uma vez que, as amostras devem ser escolhidas de forma a cobrir todo o intervalo
de aplicacdo do modelo e distribuidas de maneira uniforme sempre que possivel. O nimero de
amostras também é um fator que contribui bastante para a constru¢do do modelo, de forma
geral deve ser bem maior que o nimero de amostras utilizadas em modelos univariados.

Na construcdo de modelos multivariados € necessario fazer a separacdo das amostras
em dois subconjuntos (conjunto de calibracdo e conjunto de predi¢do). O primeiro € utilizado
na etapa de calibracdo e o segundo na etapa de validacdo externa.

As matrizes estudadas geralmente sdo complexas, logo a utilizacdo de algoritmos que
facam a divisdo dos subconjuntos tem sido bastante Gtil. Entre os algoritmos utilizados estdo o
algoritmo de Kennard-Stone (KS) e SPXY (Sample set Partioning based on joint X-y
distances).

O algoritmo Kennard-Stone (KS) € utilizado para selecionar amostras se baseando nas
distdncias euclidianas das respostas instrumentais (X) (KENNARD; STONE, 1969). Ele
seleciona duas amostras que possuem a maior distancia euclidiana entre si na matriz X, em
seguida, calcula a distdncia minima entre as amostras selecionadas e as amostras
remanescentes. Entdo, seré selecionada a amostra que possuir a maior distancia minima entre
as amostras que foram selecionadas anteriormente. O procedimento é repetido até que o
namero de amostras estipulado pelo analista seja alcancado (HONORATO et al., 2007).

O SPXY é semelhante ao KS, entretanto ele considera tanto as diferencas de X
(respostas instrumentais) quanto as de y (parametro de interesse) no célculo das distancias
entre as amostras, havendo a mesma importancia para a distribuicdo das amostras nos espacos
X ey (GALVAO et al., 2005). O objetivo do algoritmo SPXY é prever a distancia definida na
Equacdo 8 como a distancia no espaco variavel dependente (y) do parametro em estudo. Cada

distancia dy (p,q) pode ser calculada para cada par de amostras p e g como:

| 2
d,(p.q) = | (¥p— ¥a) |7 — ¥4l Equagio 8

De modo que a mesma importancia seja atribuida para a distribuicdo das amostras nos
espacos X e Y, as distancias dx(p,q) e dy(p,q) sdo divididas pelos seus valores maximos no
conjunto de dados. Assim a distancia normalizada é calculada conforme a Equagéo 9.
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dyd d

g (p.q)
maxy gl Nde(pg)  maxg g yidy(pg)

d..(p.q) = Equacao 9

5.1.2.5 NUmero de variaveis

Para a escolha do numero de variaveis latentes, um método bastante utilizado € o de
validacédo cruzada, citado anteriormente. O numero de varidveis latentes e escolhido com base
no valor de RMSECYV e na analise das ferramentas de diagnéstico do modelo (gréficos de:
variancia explicada versus RMSECYV, loadings e residuo dos modelos). Quando determinado
0 numero de variaveis latentes, 0 modelo pode ser testado para prever uma determinada
propriedade de interesse, a partir de um conjunto de amostras (validagdo externa) que ndo foi
utilizado na etapa de calibragcdo (SOUZA et al., 2013).

5.1.2.6 Parametros relacionados com a qualidade do modelo

Durante o desenvolvimento do modelo, deve-se analisar alguns parametros que
indicam a qualidade do mesmo. Tais parametros podem ser utilizados para escolher o0 modelo
adequado a predicdo dos resultados desejados, adotando como critérios de avaliacdo:
coeficiente de determinacdo (R?); coeficiente de correlacdo entre os valores previstos pelo
modelo e os obtidos pelo método de referéncia (R); o valor da raiz quadrada do erro médio
quadrético da calibragdo (do inglés, Root Root Mean Square Error of Calibration - RMSEC);
o0 valor da raiz quadrada do erro médio quadratico da validacdo cruzada (do inglés, Root Mean
Square Error of Cross Validation — RMSECV); o valor da raiz quadrada do erro médio
quadrético de previsdo (do inglés, Root Mean Square Error of Prediciton - RMSEP); e, 0
namero de variaveis latentes (VL) e valor de bias para calibragdo e previsao.

O valor do R?indica a qualidade de ajuste linear do modelo, seu valor pode variar de 0
a 1, e quanto mais proximo de 1 mais o modelo conseguira descrever a variacdo que ocorre
em y (PIMENTEL; DE BARROS NETO, 1996; GHASEMI et al., 2007). O numero de
variaveis latentes apresenta-se como um parametro importante para alcancar o melhor
desempenho nas previsdes, permitindo modelar o sistema com a quantidade 6tima de
informagdo, evitando sub ou superestimar o modelo. Normalmente é estimado a partir da
analise da soma dos quadrados do erro de previsdo (PRESS), do procedimento de validacao
cruzada (MARTENS; NAES, 1996), citado anteriormente (GRANGEIRO JUNIOR, 2011).
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Um dos pardmetros mais importantes é a raiz quadrada do erro médio quadratico. Na
etapa de calibracdo, quando se utiliza a validagdo cruzada, o pardmetro é chamado de
RMSECV, que é estimado conforme a equacdo 10 (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998;
NAES et al., 2002).

I r -
RMSECV = Nfz?;’f*w Equagéio 10

Onde: Necal é o numero de amostras do conjunto de calibragéo, v;..; é o valor do
parametro de interesse da i-ésima amostra do conjunto de calibracdo e ¥;..; € o valor do
parametro estimado pelo modelo.

A capacidade de previsdo do modelo pode ser avaliada utilizando amostras que nao
participaram da etapa de construcdo dos modelos (conjunto correspondente a validacdo
externa). Nesta etapa, a capacidade preditiva do modelo € expressa pelo RMSEP, determinado
pelo conjunto de validacdo externa, conforme descrito na equacdo 11 (BEEBE; PELL,;
SEASHOLTZ, 1998).

| '

2

_ | Nprev | ¥ipree—¥i rez.ljl 5
RMSEP = |Zi= 4 —-"—-"—Nw_” Equacédo 11

Onde: Nprev € o nimero de amostras do conjunto de previsao, ¥; ..., € 0 valor do
parametro de interesse da i-ésima amostra do conjunto de previséo e ¥; .., € 0 valor do

parametro estimado pelo modelo.

Além disso, o bias & considerado o erro sistematico, ou seja, 0 somatério das
componentes do erro que ndo sdo aleatérias, e que pode afetar algumas figuras de mérito
(VALDERRAMA; BRAGA,; POPPI, 2009). O bias médio é calculado para o conjunto de
calibrag&o ou validacéo através da equacédo 12:

: ;e F)
Bias = ¥V i
i=1 GL

Equacédo 12
Onde: yi sdo os valores de concentragdo das amostras de referéncia, yi sdo os valores de

concentracdo das amostras preditas pelo modelo, N € o nimero de amostras de calibracéo ou

validagdo e GL é o nimero de graus de liberada de da soma quadratica. No caso da calibracao
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com dados centrados na média, GL € igual a (Ncal-VL-1). Ncal é o nimero de amostras de
calibracdo e VL é o numero de varidveis latentes utilizadas no modelo. Para o conjunto de

validacdo, GL € igual ao numero de amostras de validacao.

Amostras andmalas (Outliers)

A deteccdo de amostras andmalas, também conhecidas por outliers, é muito
importante porque podem ser bastante influentes na estimativa dos coeficientes do modelo e
no numero de varidveis latentes. Outliers sdo amostras que apresentam comportamento
diferente das demais que compdem o conjunto de calibracdo e/ou previsdo. Quando esse tipo
de amostras estad presente no conjunto de calibracdo, pode conduzir a modelos com baixa
capacidade de previsdo (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998); quando estdo no conjunto de
validacdo, podem influenciar os resultados, indicando que o modelo ndo é adequado. Logo,
identificar tais amostras é importante para a otimizacdo dos conjuntos de calibracdo e
validacao, permitindo a construcdo de modelos mais eficientes e com melhor capacidade de
previsdo (MARTENS; NAES, 1996).

Diversas técnicas sdo utilizadas para identificar as amostras andbmalas (HOY; STEEN;
MARTENS, 1998; MAESSCHALCK; JOUN-RIMBAUD; MASSART, 2000; FERNANDEZ
PIERNA et al., 2002; FERNANDEZ PIERNA et al., 2003), mas segundo as recomendacdes
da norma E1655 (2012) da American Society for Testing and Materials (ASTM) para a
deteccdo de amostras an6malas, devem ser utilizadas duas grandezas complementares:
leverage e residuos de Student.

Leverage é uma medida da influéncia de uma amostra no modelo de regressao, cujo
valor esta relacionado a distancia da amostra em relacdo a média do conjunto de calibracédo
(ASTM, 2012). Alto residuo em X significa que o espectro da amostra apresenta diferencas
dos demais e residuos altos em y correspondem a desvios entre os dados de referéncia e os
estimados pelo modelo.

Uma maneira utilizada para detectar os outliers a partir do leverage € calcular o
leverage critico, multiplicando o nimero de variaveis latentes por trés e dividindo esse valor
pelo nimero de amostras utilizadas para construir o modelo de regressdo. Amostras que
possuem o leverage maior que leverage critico devem ser excluidas do modelo de regressao
(FERREIRA et al., 1999).
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Espectroscopia de Absorc¢éo na regiao Ultravioleta (UV)

5.2.1.1 Preparo das solugdes

a)

b)

Solucdo Estoque: foram pesados, em balanca analitica, cerca de 0,0250 g dos extratos
brutos. Em seguida, transferidos para bales volumétricos com capacidade de 25 mL,
diluidos com 20 mL de &gua ultrapura e levados ao banho de ultrassom durante 15
minutos para total dissolucdo do extrato/fracdo. Ao final, o volume foi aferido com agua
ultrapura, originando solugdes de concentracdo igual a 1,0 mg/mL. Uma aliquota da
Solucéao Estoque (0,5 mL) foi diluida para obter a Solucdo de leitura, com concentracdo
igual a 20,0 pg/mL, uma vez que, apresentava valor maximo de absorbancia adequado a
metodologia (0,400 U.A.).

Solucéo padréo - acido galico: foram pesados, em balanca analitica, aproximadamente
0,0250 g do padrao &cido gélico e transferidos para baldo volumétrico com capacidade
de 25 mL, diluido com &gua ultrapura, para obter solugdo a 1,0 mg/mL (Solugédo
Estoque). A partir da Solucdo Estoque foram realizadas diversas diluicdes para obter a

curva de analitica com faixa de concentracdo entre 8,0 e 12,0 pg/mL.

Solucdo padrdo - 4&cido eldgico: foram pesados, em balanca analitica,
aproximadamente cerca de 0,0250 g do padrdo acido elagico e transferidos para baldo
volumétrico com capacidade de 25 mL, diluido com DMSO, para obter solucédo a 1,0
mg/mL (Solucdo Estoque). A partir da Solucdo Estoque foram realizadas diversas
diluices, utilizando metanol:agua (3:2) como solvente, para obter a curva analitica com

faixa de concentragéo entre 21,0 e 25,0 pg/mL.

5.2.1.2 Registro dos espectros

Os espectros de varredura foram registrados na regido de 190 a 500 nm, utilizando

espectrofotdmetro (Modelo Evolution 60S, ThermoScientific®). As analises foram realizadas

em triplicata.
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5.2.2 Espectroscopia nas regides do Infravermelho Médio e Proximo

5.2.2.1 Amostras e Padrdo

Os extratos brutos liofilizados, assim como os padrdes (&cido elagico e &cido gélico),

foram armazenados em frascos de vidro e em dessecador até a realizacéo das analises.

5.2.2.2 Aquisicéo dos espectros NIR e MIR

Os espectros dos extratos e padrdes (acido galico e acido elagico) foram adquiridos em
espectrémetro Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Perkin Elmer®), em temperatura ambiente (22 +
2 °C) com atmosfera controlada por desumificador (40 %). Cada espectro foi obtido com
resolucdo de 8 cm™ e média de 32 varreduras.

Os espectros de NIR foram adquiridos na faixa de 12.000 a 4.000 cm™ com auxilio de
acessorio de reflectancia difusa (NIRA). As analises de MIR foram realizadas na regido de

4.000 a 650 cm™ empregando acessorio universal de reflectancia total atenuada (UATR).

5.2.3 Andlise Estatistica

5.2.3.1 Deteccdo de outliers

As amostras anémalas (outliers) foram identificadas a partir dos graficos de leverage e
dos residuos das matrizes X (matriz espectral) e y (propriedade de interesse) obtidos apés a

construcdo dos modelos PLS.

5.2.3.2 Pré-processamento de dados

Os conjuntos de dados espectrais (UV, NIR e MIR) utilizando um total de 210
amostras de extratos brutos, foram submetidos a varios pré-processamentos visando melhores
resultados dos modelos PLS, tais como: correcdo de linha de base, a variagdo normal padréo
(SNV), correcao multiplicativa de sinal (MSC) combinadas com primeira/segunda derivadas,
utilizando o filtro Savitzky-Golay com polinbmio de 2° ordem, e em diferentes tamanhos de

janelas.
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5.2.3.3 Construcdo dos modelos de calibracdo e validagdo externa

Os conjuntos de calibracdo e de validacdo externa foram selecionados através do
algoritmo SPXY (Sample set Partitioning based on joint X-y distances), utilizando em média
70% do conjunto total de amostras para calibracdo e 30% para validagdo externa. O algoritmo
Jack-knifing foi utilizado para selecionar as varidveis espectrais que correspondem aos
coeficientes significativos.

Os modelos foram obtidos utilizando validacdo cruzada completa para definir o
namero de varidveis latentes (VL). Para a escolha do melhor modelo foram analisados os
valores dos menores erros de previsdo (RMSECV e RMSEP). Além disso, foram avaliados 0s
coeficientes de correlagcdo dos conjuntos de calibracdo (Rcal) e validacao externa (Rval), além
do Bias.

Para comparar os valores de RMSECV e RMSEP entre os diferentes modelos foi
realizado um teste F, no nivel de 95% de confianca.

O programa UNSCRAMBLER® v 9.8 da CAMO foi empregado para pré-tratamento
dos espectros e constru¢io dos modelos PLS. E o programa MATLAB® R2008a foi utilizado
para escolha dos conjuntos de calibracdo e validagdo externa.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Espectroscopia ho UV

As figuras 4 e 5 mostram o0s espectros das amostras registrados em toda a faixa
espectral do UV, sem que estes fossem submetidos a henhum pré-processamento. Também
sdo mostrados os espectros dos padrdes de acido elagico e acido galico.

E possivel notar que os espectros apresentam regides ndo informativas, que podem
prejudicar a constru¢do do modelo, além de regides que sdo semelhantes com os espectros de

varredura correspondentes aos padrdes utilizados.

Figura 4 - Espectros de Ultravioleta das amostras e do padrao de acido elagico sem pré-processamento.

14

Padrao: acido elagico

Absorbéncia (UA)

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Proprio Autor.
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Figura 5 - Espectros de Ultravioleta-Visivel das amostras e do padréo de acido galico sem pré-processamento.
16 — Padrio: dcido galico

Absorbancia (UA)

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Préprio Autor.

5.3.1.1 Pré-processamento espectral e avaliacdo de outliers

Cada linha das matrizes de calibracdo e previsao representa a média dos espectros de 3
leituras realizadas. Uma etapa importante antes de se iniciar a constru¢cdo dos modelos de
calibragdo multivariada € a anélise dos espectros.

Foram construidos varios modelos PLS preliminares, levando em consideracdo
amostras sem pré-processamento, com selecdo de faixas espectrais e apOs pré-
processamentos, contendo todas as amostras analisadas (n = 210). As amostras analisadas
apresentaram faixa de concentracdo entre 0,42 e 7,78 %m/m e 0,54 e 4,21 %m/m, para 0
acido galico e acido elagico, respectivamente.

Dessa forma, com o intuito de eliminar efeitos indesejados, alguns pré-processamentos
espectrais foram testados (correcdo de linha de base, derivadas e suavizagdes). Durante as
andlises as faixas dos espectros avaliadas foram denominadas de: Faixa 1: compreendendo
190 a 500 nm; e, Faixa 2: 190 a 390 nm. Todos os pré-processamentos envolvendo derivadas
foram realizados utilizando polinémio de segunda ordem e filtro de Savitzky Golay.

Os resultados dos melhores modelos PLS estdo listados nas tabelas 2 e 3,
respectivamente para o &cido eldgico e acido galico. Aqueles que estdo destacados, foram

selecionados por apresentarem, em geral, melhores valores das figuras de mérito.
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Tabela 2 - Valores de R?, RMSECV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido
elagico na calibragdo por UV-VIS.

) Todas as amostras
Pre-processamento

R? RMSECV Bias VL
SP_FAIXA 1 0,81 0,43 0,003160 4
FAIXA 1 CLB 0,84 0,39 -0,008543 6
FAIXA 1 1d 3pts 0,87 0,35 0,000517 6
FAIXA 1 1d 5pts 0,88 0,34 0,006626 8
FAIXA 1 1d_7pts 0,88 0,33 0,005498 8
SP_FAIXA 2 0,87 0,35 -0,000944 9
FAIXA 2 _CLB 0,86 0,36 -0,001025 8
FAIXA 2_1d 3pts 0,86 0,36 0,001167 6
FAIXA 2_1d_5pts 0,88 0,34 0,006205 8
FAIXA 2_1d_7pts 0,88 0,33 0,004610 8

SP: Sem pré-processamento; CLB: Correcdo de linha de base;1d SG: primeira derivada Savitzky Golay; 3pts:
janela de 3 pontos;5 pts: janela de 5 pontos; 7pts: janela de 7 pontos.
Fonte: Préprio Autor.

Tabela 3 - Valores de R%2, RMSECYV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido galico
na calibragdo por UV-VIS.

) Todas as amostras
Pre-processamento

R? RMSECV Bias VL
SP_FAIXA 1 0,78 0,72 -0,003542 12
FAIXA 1 CLB 0,77 0,73 -0,003695 10
FAIXA 1 1d 3pts 0,77 0,73 0,008170 6
FAIXA 1 1d 5pts 0,79 0,71 0,008959 8
FAIXA 1 1d_7pts 0,79 0,71 -0,002967 9
SP_FAIXA 2 0,79 0,69 0,000256 13
FAIXA 2_CLB 0,78 0,72 0,007241 11
FAIXA 2_1d 3pts 0,78 0,71 0,009562 7
FAIXA 2_1d_5pts 0,78 0,72 0,010328 8
FAIXA 2_1d_7pts 0,78 0,71 -0,005985 9

SP: Sem pré-processamento; CLB: Correcdo de linha de base;1d SG: primeira derivada Savitzky Golay; 3pts:
janela de 3 pontos;5 pts: janela de 5 pontos; 7pts: janela de 7 pontos.
Fonte: Proprio Autor.

A avaliacdo de outliers foi realizada com os modelos empregando os melhores pre-

processamentos destacados. Dessa forma, foram gerados graficos de residuos de X e em y em
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funcdo do leverage, e a partir dos graficos obtidos, foi possivel identificar e excluir os
outliers. Os outliers foram considerados como sendo as amostras que apresentaram altos
valores de leverage e de residuos. A deteccdo e remocdo desse tipo de amostra requerem
maior atencdo andlise, pois a amostra pode conter informacgdes que sejam importantes ao
modelo de calibracédo, e assim, a remogéo deste tipo de amostra deve ser avaliada com maior
cuidado. Apos a exclusdo do(s) outlier(s), uma nova calibracdo foi realizada e os valores do
RMSECYV calculados, sendo comparados os valores obtidos antes e depois da exclusdo da(s)
amostra(s) com a finalidade de avaliar o resultado da remocao.

Com base na reducdo no valor de RMSECV e melhor nimero de varidveis latentes e
valores de R?, foi selecionado o modelo: FAIXA 1_1d_3pts, para ambos os analitos (Tabelas
4ebh).

Tabela 4 - Valores de R?, RMSECV, RMSEP, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o
acido elagico, com todas as amostras e apo6s retirada dos outliers.

) Todas as amostras Ap0s retirada de outliers
Pré-processamento

R?> RMSECV Bias VL | R? RMSECV Bias VL

FAIXA1_CLB 0,84 0,39 -0,008543 6 |0,92 0,26 0,000516 7
FAIXA 1 _1d_3pts 0,87 0,35 0,000517 6 |0,93 0,24 -0,001785 5
FAIXA 2_1d_3pts 0,86 0,36 0,001167 6 |0,92 0,28 -0,002886 5

Faixa 1: 190 a 500 nm; Faixa 2: 190 a 390 nm; CLB: Correcdo de linha de base; 1d: primeira derivada Savitzky
Golay; 3pts: janela de 3 pontos.
Fonte: Proprio Autor.

Tabela 5 - Valores de R?, RMSECV, RMSEP, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o
cido galico, com todas as amostras e apds retirada dos outliers.

) Todas as amostras Ap0s retirada de outliers
Pre-processamento

R?> RMSECV Bias VL | R? RMSECV Bias VL

FAIXA 1_1d_3pts 0,77 0,73 0,008170 6 (091 0,38 0,001931 7
FAIXA 2_1d_3pts 0,78 0,71 0,009562 7 (091 0,39 0,001028 7

Faixa 1: 190 a 500 nm; Faixa 2: 190 a 390 nm; 1d: primeira derivada Savitzky Golay; 3pts: janela de 3 pontos.
Fonte: Proprio Autor.

5.3.1.2 Determinagéo dos conjuntos de calibracdo e validacdo externa

Para a construcdo dos modelos PLS foram separados os conjuntos de dados em
amostras de calibragéo e validagdo externa. Para tal finalidade nesse trabalho foi utilizado o
algoritmo SPXY (GALVAO et al., 2005). O conjunto foi composto de 131 amostras de
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calibracdo e 53 amostras de validagdo externa, para o acido elagico; e 127 amostras de
calibracdo e 55 amostras de validagdo externa, para o acido gélico.

5.3.1.3 Construcdo do modelo PLS

Com os resultados dos pré-processamentos espectrais, retirada dos outliers e
determinacédo dos conjuntos de calibracdo e validacdo externa, foram construidos os modelos
definitivos de regressdao. Com o intuito de melhorar o desempenho dos modelos de calibracéo
foi utilizado o teste de significancia das varidveis espectrais, o qual acessa a estabilidade do
modelo de regressdo. Este teste é realizado durante a validacdo cruzada e se baseia no
principio de Jack-knifing (JK) que retira da modelagem as variaveis espectrais que estdo
relacionadas aos coeficientes ndo significativos e sdo, portanto, menos informativas
(CHIOQUOINE; HIALMARSSON, 2009).

De acordo com os dados de andlise do modelo para AE, a retirada das variaveis
espectrais que, em principio, ndo trazem informacdo e podem perturbar o modelo, ndo
evidenciou diferenca nos valores destas figuras de mérito. Além disso, 0 nimero de variaveis
latentes permaneceu inalterado. Deste modo, as analises foram conduzidas sem adigdo do
algoritmo. No caso do AG, optou-se pelo modelo com selecéo de variaveis porque houve uma

diminuicdo do namero de VL, constituindo o modelo mais simples (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de R?, RMSECV, RMSEP, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o
acido elagico e 4cido galico nas etapas de calibragdo e validagao.

Padrdo Pré-processamento R? RMSECV Bias VL| R?> RMSEP Bias

Faixa 1_1d_3pts 0,91 0,28 -0,00237 5 |0,95 0,20 -0,00723
Faixa 1_1d_3pts_JK 0,92 0,27 -0,00190 5 |0,94 021 0,00141
AF Faixa 2_1d_3pts 0,91 0,29 -0,00231 5 |0,93 0,25 -0,01308
Faixa 2_1d_3pts_JK 0,91 0,28 -0,00174 5 |0,94 0,22 0,00311
Faixa 1_1d_3pts 0,92 0,39 0,00497 8 091 0,35 0,07951
Faixa 1_1d_3pts_JK 0,93 0,37 0,00102 6 |0,90 0,36 0,07544
AG Faixa 2_1d_3pts 0,90 0,41 0,00432 7 |0,90 0,37 0,09705

Faixa 2_1d_3pts_JK 0,90 0,40 -0,00141 6 |0,90 0,39  0,05033

AE: Acido elagico; AG: Acido galico; Faixa 1: 190 a 500 nm; Faixa 2: 190 a 390 nm; 1d: primeira derivada
Savitzky Golay; 3pts: janela de 3 pontos; JK: Jack-knifing.
Fonte: Proprio Autor.
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Para a realizacdo do trabalho, foi escolhido o modelo cujos espectros passaram pela
combinacdo dos pré-processamentos: toda faixa espectral, primeira derivada com filtro
Savitzky-Golay e janela de 3 pontos, em relacdo ao acido elagico; e, toda faixa espectral
primeira derivada com filtro Savitzky-Golay e janela de 3 pontos adicionado do algoritmo de
Jack-knifing, para o &cido galico, uma vez que foi observada uma diminuicdo no nimero de
variaveis latentes quando aplicado o algoritmo de Jack-knifing. A figura 6 mostra os espectros
apos o pre-processamento selecionado na avaliacdo dos modelos; e, a figura 7 apresenta as
variaveis selecionadas no teste de significancia, para o acido galico.

Figura 6 - Espectros de todas as amostras apds pré-processamento primeira derivada com filtro Savitzky-Golay
e janela de 3 pontos.
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Fonte: Proprio Autor.
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Figura 7 - Variaveis selecionadas (0) no teste de significincia (Jack-knifing), para o acido galico.
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Fonte: Préprio Autor.

As figuras, 8 e 9, mostram os graficos obtidos através da regressao por PLS e PLS-JK
dos valores previstos no modelo versus os valores obtidos pelo método de referéncia (CLAE-
DAD) para os conjuntos de calibragdo do acido elagico e &cido galico, respectivamente. E
possivel observar que os valores encontram-se distribuidos ao longo da linha (bissetriz do

quadrante).
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Figura 8 - Valores previstos versus os valores de referéncia (CLAE-DAD) para determinagdo do teor de acido
elagico em extratos brutos de L. ferrea utilizando espectros de UV-Vis.
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Figura 9 - Valores previstos pelo modelo PLS-JK para determinacéo do teor de &cido galico em extratos brutos

de L. ferrea versus os valores de referéncia (CLAE-DAD) utilizando espectros de UV-Vis.
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Para a realizacdo da etapa de validacdo externa, 53 (para quantificacdo de &cido

elagico) e 55 amostras (para quantificacdo de acido galico) foram selecionadas anteriormente
pelo algoritmo SPXY (GALVAO et al., 2005) e analisadas quanto as figuras de mérito. Os
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gréaficos dos valores previstos no modelo versus os valores obtidos pelo método de referéncia
(CLAE-DAD) para os conjuntos de validacdo do &cido eldgico e &cido galico estdo
apresentados nas figuras 10 e 11, respectivamente. E possivel observar que os valores

encontram-se distribuidos ao longo da linha (bissetriz do quadrante).

Figura 10 - Valores previstos versus observados para determinacdo do teor de acido elagico em amostras de
validag8o externa dos extratos de L. ferrea utilizando espectros de UV-Vis.
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Figura 11 - Valores previstos versus observados para determinacdo do teor de &cido galico em amostras de
validago externa dos extratos de L. ferrea utilizando espectros de UV-Vis.
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Fonte: Préprio Autor.

Os valores de RMSEP e Bias obtidos foram considerados baixos, em ambos o0s
métodos de quantificacdo (acido elagico e acido galico), e tais pardmetros podem ser
utilizados para avaliar a confiabilidade da metodologia multivariada desenvolvida.

Logo, é possivel afirmar que a metodologia analitica por UV-Vis com modelos PLS
desenvolvida neste trabalho apresenta viabilidade para a determinacdo de &cido elagico e
acido galico em amostras dos frutos de L. ferrea. O método proposto pode promover a
quantificacdo de acido elagico e acido galico com confiabilidade. Além disso, pode ser
considerado simples e sem o0s custos do doseamento de polifenois por UV-Vis, que utiliza
reacOes de oxi-reducdo, facilitando a determinacdo destes dois compostos em matrizes

vegetais.
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5.3.2 Infravermelho Médio
5.3.2.1 Espectros de MIR de &cido elagico e acido galico

Os espectros obtidos por infravermelho médio para os padrées foram previamente
caracterizados de acordo com as vibracbes moleculares caracteristicas de bandas
correspondentes. O quadro 1 demonstra as principais regifes que sdo caracteristicas de
taninos hidrolisdveis, mais especificamente de &cido eldgico e &cido galico (GRASEL,;
FERRAO; WOLF). As figuras 12 e 13 apresentam os espectros de infravermelho, com as

bandas de maior importancia destacadas.

Quadro 1 — Resumo das principais bandas caracteristicas de acido galico e acido elagico por MIR.

Bandas (cm™) Acido Elagico

1700W" C=0 estiramento carbonila

1510 C=C estiramento assimétrico aromatico

1450 C-H deformacdo angular aromética assimétrica, C-C estiramento anel B,
C-O estiramento aromatico

1350 C-O estiramento

1195® C-O estiramento aromatico, C-O-C estiramento éster carbonila, C—H
deformacdo angular aromatica simétrica

1115© C—-O estiramento alifatico (éter)

10450 C-O estiramento aromatico (éster), C-H deformacdo angular aromética
simétrica no plano

645€) C-H deformacéo angular aromatica fora do plano, C-C-C-O deformacéo
angular

Acido Galico

1700W C=0 estiramento carbonila

1535@) C=C estiramento H simétrico aroméatico m-dihidroxi aromatico

1450 C-H deformacdo angular aromética assimétrica, C-C estiramento anel B,
C-O estiramento aromatico

1350 C-O estiramento

1265® C-O estiramento simples ou C-O estiramento carboxila, C-O-C
estiramento éster, C-O estiramento anel B

1205® OH deformagcdes no plano

865(") C-H deformac&o do aromatico fora do plano

7350 Deformacéo do anel A

670 C-O deformacgdo angular fora do plano, C-C-C deformagdo angular
aromatica

64510) C-H deformacéo angular aromatica fora do plano, C-C-C-O deformagéo
angular

*0Os numeros entre paréntesis correspondem as bandas indicadas nas figuras abaixo.
Fonte: Proprio Autor.
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Figura 12 - Espectro de MIR correspondente ao acido elagico.
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Figura 13 - Espectro de MIR correspondente ao acido galico.
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5.3.2.2 Pré-processamento espectral e avaliacdo de outliers

A analise por Espectrofotometria no Infravermelho Médio foi realizada utilizando o
acessorio UATR, cuja fundamentacéo da técnica é requisitar um preparo minimo da amostra,
para que a analise seja rapida e facil. Nesse sentido, os espectros das amostras e dos padroes
foram obtidos e estdo representados nas figuras 14 e 15, respectivamente para o acido elagico
e acido galico. Como pode ser observado existem regides que acrescentam poucas
informacdes para as amostras, além disso, quando os espectros das amostras e padres foram

sobrepostos, as regides em destaque ndo seriam importantes para os padroes.

Figura 14 - Espectros de MIR sem pré-tratamento para as amostras e para o padréo de &cido elagico, com a area
destacada excluida da faixa espectral de trabalho.
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Figura 15 - Espectros de MIR sem pré-tratamento para as amostras e para o padrdo acido galico, com a area
destacada excluida da faixa espectral de trabalho.
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Para verificar a importancia das regides destacadas na constru¢cdo dos modelos, foram
realizadas analises de PLS contendo toda a faixa espectral, denominada Faixa 1 (4000 a 400
cmt) e sem a faixa em destaque, denominada Faixa 2 (4000 a 3700 cm™ e 2298 a 1798 cm'Y).

Foram realizadas diversas etapas de pré-tratamentos nos espectros (SNV, MSC e
derivadas). Todos os pré-processamentos envolvendo derivadas foram realizados utilizando
polinbmio de segunda ordem e filtro de Savitzky-Golay. Os resultados dos principais modelos
PLS estdo listados nas tabelas 7 e 8, respectivamente para o &cido eldgico e &cido gélico.
Aqueles que estdo destacados, foram selecionados por apresentaram, em geral, melhores
valores das figuras de mérito (R?, RMSECYV, Bias e Variaveis latentes).
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Tabela 7 - Valores de R?, RMSECV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido
eldgico na calibragdo por MIR.

) Todas as amostras
Pre-processamentos

R? RMSECV Bias VL

SP_FAIXA 1 0,73 052  -0,009270 12
FAIXA 1_MSC 0,82 0,43 0,001809 11
FAIXA 1 SNV 0,81 0,43 0,003325 11
FAIXA 1 1d 3pts 0,75 050  0,004111 7
FAIXA 1_1d 5pts 0,74 0,51 0,004628 7
FAIXA 1 1d_7pts 0,74 0,51 0,004903 8
FAIXA 1_1d_3pts_MSC 0,85 0,38 0,004033 8
FAIXA 1 1d 3pts SNV 0,85 0,38 0,001988 8
SP_FAIXA 2 0,73 052  -0,001274 12
FAIXA 2_MSC 0,81 043  -0,001198 11
FAIXA 2_SNV 0,81 0,43 0,002795 11
FAIXA 2_1d 3pts 0,75 050 0004372 7
FAIXA 2_1d_5pts 0,75 0,51 0,004554 7
FAIXA 2_1d_7pts 0,74 0,51 0,004306 8
FAIXA 2_1d_3pts_MSC 0,85 0,39 0,002829 8
FAIXA 2_1d 3pts SNV 0,85 0,38 0,001549 8

SP: Sem pré-processamento; SNV: variacdo normal padrdo; MSC: corre¢do multiplicativa de sinal;1d: primeira
derivada; 3pts: janela de 3 pontos;5 pts: janela de 5 pontos; 7pts: janela de 7 pontos.
Fonte: Proprio Autor.
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Tabela 8 - Valores de R2, RMSECYV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido galico

na calibragdo por MIR.

Pré-processamentos R? RMSECV Bias VL
SP_FAIXA 1 0,70 0,84 -0,004884 14
FAIXA 1_MSC 0,72 0,81 -0,004845 11
FAIXA 1_SNV 0,72 0,81 -0,007584 11
FAIXA 1_1d_3pts 0,71 0,82 0,002543 9
FAIXA 1_1d_5pts 0,72 0,81 -0,009041 11
FAIXA 1_1d_7pts 0,69 0,85 0,004037 9
FAIXA 1_1d_3pts_MSC 0,75 0,76 -0,008956 8
FAIXA 1_1d_5pts MSC 0,75 0,76 -0,011207 9
FAIXA 1_1d_7pts_MSC 0,72 0,81 -0,003308 6
FAIXA 1_1d_3pts_SNV 0,76 0,75 -0,008337 8
FAIXA 1_1d_5pts_SNV 0,75 0,77 -0,007660 8
FAIXA 1_1d_7pts SNV 0,72 0,81 -0,002275 6
SP_FAIXA 2 0,70 0,84 -0,004069 14
FAIXA 2_MSC 0,70 0,85 -0,005153 8
FAIXA 2 SNV 0,75 0,76 -0,001388 13
FAIXA 2_1d_3pts 0,71 0,83 0,001726 9
FAIXA 2_1d_5pts 0,70 0,84 0,002717 9
FAIXA 2_1d_7pts 0,69 0,86 0,002931 9
FAIXA 2_1d_3pts_MSC 0,74 0,78 -0,008306 7
FAIXA 2_1d_5pts_MSC 0,75 0,76 -0,010379 9
FAIXA 2_1d_7pts_MSC 0,71 0,82 -0,002571 6
FAIXA 2 1d_3pts SNV 0,76 0,75 -0,012209 8
FAIXA 2_1d_5pts_SNV 0,76 0,75 -0,009614 10
FAIXA 2_1d_7pts_SNV 0,72 0,82 -0,001626 6

SP: Sem pré-processamento; SNV: variacdo normal padrdo; MSC: correcdo multiplicativa de sinal;1d: primeira

derivada;3pts: janela de 3 pontos;5 pts: janela de 5 pontos; 7pts: janela de 7 pontos.

Fonte: Proprio Autor.

A avaliacdo de outliers foi realizada com os modelos empregando os melhores pre-

processamentos destacados, devido aos melhores valores observados para as figuras de

mérito. A partir dos graficos de leverage, foi possivel identificar e excluir os outliers. Apos a

exclusdo do(s) outlier(s), uma nova calibragcdo foi realizada e os valores do RMSECV

calculados, sendo comparados os valores obtidos antes e depois da excluséo da(s) amostra(s)
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para avaliar o resultado da remogéo. A partir deste resultado, os modelos foram julgados de

forma definitiva. Com base na reducgdo no valor de RMSECV e melhores valores de R?, foram

selecionados os modelos descritos nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Valores de R?, RMSECV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido
elagico, com todas as amostras e ap0s retirada dos outliers, para MIR.

Pré-processamento

Apos retirada de outliers

R? RMSECV Bias VL
FAIXA 1_1d_3pts 0,85 0,35 0,00252 9
FAIXA 1_1d_3pts_MSC 0,90 0,31 0,005892 8
FAIXA 1_1d_3pts SNV 0,86 0,36 0,002454 5
FAIXA 2_1d_3pts 0,84 0,38 0,005482 9
FAIXA 2_1d_3pts_MSC 0,86 0,36 0,001885 4
FAIXA 2_1d_3pts_SNV 0,87 0,34 0,002587 5

Faixa 1: 190 a 500 nm; Faixa 2: 190 a 390 nm; SNV: variacdo normal padrdo; MSC: correcdo multiplicativa de

sinal;1d: primeira derivada; 3pts: janela de 3 pontos.
Fonte: Préprio Autor.

Tabela 10 - Valores de R?, RMSECV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido
gélico, com todas as amostras e ap06s retirada dos outliers, para MIR.

Pré-processamento

Apos retirada de outliers

R? RMSECV Bias VL
FAIXA 1_1d_3pts_MSC 0,85 0,53 -0,01339 8
FAIXA 1_1d_7pts_MSC 0,85 0,53 -0,02095 8
FAIXA 1_1d_3pts SNV 0,85 0,53 -0,01468 8
FAIXA 1_1d_5pts SNV 0,85 0,53 -0,01240 8
FAIXA 1_1d_7pts_SNV 0,86 0,52 -0,00565 9
FAIXA 2_MSC 0,81 0,60 0,00076 11
FAIXA 2_1d_3pts_ MSC 0,82 0,58 0,00590 8
FAIXA 2_1d_7pts_MSC 0,83 0,56 -0,00308 9
FAIXA 2_1d_3pts_SNV 0,82 0,59 -0,00132 7
FAIXA 2_1d_7pts_SNV 0,85 0,54 -0,00401 10

Faixa 1: 190 a 500 nm; Faixa 2: 190 a 390 nm; SNV: variacdo normal padrdo; MSC: correcdo multiplicativa de
sinal;1d: primeira derivada Savitzky Golay; 3pts: janela de 3 pontos, 5pts: janela de 5 pontos; 7pts: janela de 7

pontos.
Fonte: Proprio Autor.
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5.3.2.3 Determinacgéo dos conjuntos de calibracdo e validacdo externa

Na construcdo dos modelos PLS os conjuntos de dados foram separados em amostras
de calibracdo e validacéo externa, sendo utilizado o algoritmo SPXY (GALVAO et al., 2005).
O conjunto foi composto de 129 amostras de calibragdo e 56 amostras de validacdo externa,
para o &cido eldgico; e 132 amostras de calibracdo e 57 amostras de validagdo externa, para o

acido galico.

5.3.2.4 Construcgdo do modelo PLS

Por fim, foram construidos os modelos definitivos de regressao, sendo realizado o
teste de significancia das variaveis espectrais (algoritmo de Jack-knifing (JK)), para observar
a melhora no desempenho dos modelos de calibragdo (CHIOQUOINE; HJIALMARSSON,
2009).

Os valores de RMSECV e RMSEP obtidos, entre os modelos, foram comparados
utilizando F, no nivel de 95% de confianca. De acordo com os dados do modelo, a analise
com base nas variaveis espectrais mais importantes para 0 modelo, evidenciou diferenca nos
valores de algumas das figuras de mérito.

Em relacdo ao acido elagico, o modelo escolhido foi aquele que apresentou reducdo no
namero de varidveis latentes e no valor do Bias, uma vez que os valores de RMSECV e
RMSEP ndo apresentaram diferenca estatistica quando analisados por teste F. Desta forma,
prosseguiu-se com as analises utilizando a faixa espectral reduzida com pré-processamento de
primeira derivada de Savitzky-Golay com janela de 3 pontos, seguido de variacdo normal
padrdo (SNV) e adicionado do algoritmo de Jack-knifing. Quanto ao modelo construido para
o acido galico, optou-se por trabalhar com toda faixa espectral com pré-processamento de
primeira derivada de Savitzky-Golay com janela de 5 pontos, seguido de variacdo normal
padrdo (SNV), pois apresentou melhores valores de R2, nimero de variaveis latentes e Bias
(Tabela 11).
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Tabela 11 - Valores de R?, RMSECV, RMSEP, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido elagico e acido galico nas etapas de calibragio e

validacéo.
Padréo Pré-processamento Calibragao Validagao
R? RMSECV Bias VL R? RMSEP Bias
FAIXA 1_1d_3pts_SNV 0,85 0,38 0,00623 5 0,83 0,37 0,04388
FAIXA 1_1d_3pts_SNV_JK 0,86 0,37 0,00211 4 0,85 0,34 0,01583
FAIXA 2_1d_3pts_MSC 0,87 0,37 0,00237 4 0,85 0,33 -0,04889
AE FAIXA 2_1d_3pts_MSC_JK 0,87 0,37 0,00219 4 0,85 0,33 -0,05023
FAIXA 2_1d_3pts_SNV 0,86 0,36 0,00351 5 0,86 0,35 -0,10615
FAIXA 2_1d_3pts_SNV_JK 0,85 0,37 0,00024 3 0,86 0,35 -0,07693
FAIXA 1_1d_3pts_MSC 0,82 0,60 -0,004223 7 0,84 0,46 0,126666
FAIXA 1_1d_3pts_MSC_JK 0,84 0,56 -0,000296 6 0,82 0,49 0,149578
FAIXA 1_1d_7pts_MSC 0,84 0,57 0,000875 9 0,87 0,46 0,100635
FAIXA 1 _1d_7pts_MSC_JK 0,86 0,53 0,001637 6 0,88 0,43 0,092621
FAIXA 1_1d_3pts_SNV 0,83 0,58 -0,001671 8 0,85 0,49 0,091862
FAIXA 1_1d_3pts_SNV_JK 0,85 0,54 0,001373 6 0,85 0,48 0,092202
AG FAIXA 1_1d_5pts_SNV 0,84 0,56 -0,001405 8 0,85 0,50 0,081993
FAIXA 1_1d 5pts_SNV_JK 0,84 0,56 -0,002885 5 0,88 0,44 0,073637
FAIXA 2_1d_3pts_MSC 0,81 0,62 -0,007001 7 0,69 0,67 0,264434
FAIXA 2_1d_3pts_MSC_JK 0,80 0,63 -0,000305 3 0,74 0,59 0,267900
FAIXA 2_1d_3pts_SNV 0,83 0,59 -0,007488 8 0,80 0,51 0,067564
FAIXA 2_1d_3pts_SNV_JK 0,84 0,57 0,002210 5 0,80 0,47 0,058288

Faixa 1: 190 a 500 nm; Faixa 2: 190 a 390 nm; SNV: varia¢do normal padréo; MSC: correcdo multiplicativa de sinal;1d: primeira derivada Savitzky Golay; 3pts: janela de 3

pontos, 5pts: janela de 5 pontos; 7pts: janela de 7 pontos.

Fonte: Proprio Autor.
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Em resumo, foram selecionados os modelos FAIXA 2_1d_3pts_SNV_JK e FAIXA
1 1d_5pts_SNV_JK, respectivamente para &cido eldgico e &cido galico, de acordo com o0s
menores valores das figuras de mérito: nimero de variaveis latentes e Bias.Ambos foram
escolhidos com a adicdo do algoritmo de Jack-knifing por apresentarem reducdo no numero
de variaveis latentes quando comparados antes e ap06s a aplicacdo do algoritmo.

A figura 16 mostra os espectros ap0s o pré-processamento selecionado na avaliagdo do
modelo do acido elagico; e, a figura 17 apds o pré-processamento selecionado para o acido
galico.

Figura 16 - Espectros de todas as amostras e do acido elagico apds pré-processamento (primeira derivada de
Savitzky Golay com janela de 3 pontos, seguido de SNV).
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Figura 17 - Espectros de todas as amostras eacido galico apds pré-processamento (primeira derivada de Savitzky
Golay com janela de 5 pontos, seguido de SNV).
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Fonte: Proprio Autor.

As figuras 18 (acido elagico) e 19 (&cido galico) representam as variaveis espectrais
que apresentam significancia para a construgdo dos modelos, ap6s aplica¢do do algoritmo de

Jack-knifing.

Figura 18 - Variaveis selecionadas (0) no teste de significincia (Jack-knifing), parao cido eldgico.
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Figura 19 - Variaveis selecionadas (0) no teste de significincia (Jack-knifing), parao acido galico.
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As figuras, 20 e 21, mostram os graficos obtidos através da regressdo por PLS-JK dos
valores previstos no modelo versus os valores obtidos pelo método de referéncia (CLAE-

DAD) para os conjuntos de calibracdo do &cido elégico e acido galico.

Figura 20 - Valores previstos pelo modelo PLS-JK para determinacéo do teor de &cido eldgico em extratos
brutos de L, ferrea versus os valores de referéncia (CLAE-DAD) utilizando espectros de MIR.
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Figura 21 - Valores previstos pelo modelo PLS-JK para determinacéo do teor de acido galico em extratos brutos
de L. ferrea versus os valores de referéncia (CLAE-DAD) utilizando espectros de MIR.
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As Figuras 22 e 23 apresentam o grafico dos valores previstos no modelo versus os
valores obtidos pelo método de referéncia (CLAE-DAD) para os conjuntos de validacdo

externa para a determinacédo do acido elagico e acido galico, respectivamente.

Figura 22 - Valores previstos versus observados para determinacdo do teor de 4cido eldgico em amostras de
validagdo externa dos extratos de L. ferrea utilizando espectros de MIR.
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Figura 23 - Valores previstos versus observados para determinacdo do teor de acido galico em amostras de

validagdo externa dos extratos de L. ferrea utilizando espectros de MIR.
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Kyraleou e colaboradores (2015) realizaram analise de espectroscopia de
infravermelho para quantificacdo simultaneamente compostos fendlicos e taninos
condensados em sementes de uva, e encontraram valores de RMSEP entre 3,97% e 10,13%, e
afirmam a cerca da robustez da metodologia desenvolvida.

O método aqui desenvolvido apresentou valores de RMSEP iguais a 0,35%m/m e
0,44%m/m, com relacdo a quantificacdo de acido elagico e acido galico, respectivamente, em
extratos brutos dos frutos de L. ferrea. Dessa forma, é possivel inferir que os valores de
RMSEP foram baixos quando comparados com dados da literatura, considerando a faixa de

concentracdo avaliada (0,5 a 5,5%m/m).
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5.3.3 Infravermelho Préximo

5.3.3.1 Espectros de NIR de &cido elagico e acido galico

Os espectros obtidos por infravermelho proximo para os padres foram previamente
caracterizados de acordo com as vibragdes moleculares caracteristicas de bandas
correspondentes. O quadro 2 demonstra as principais regides que sdo caracteristicas de
taninos hidrolisaveis, mais especificamente de acido elagico e acido galico. As figuras 24 e 25
demonstram as principais regides que sdo caracteristicas dos mondmeros, acido elagico e

acido gélico.

Quadro 2 — Resumo das principais bandas caracteristicas de acido galico e acido elagico por NIR.

Bandas (cm™) Acido Elagico e Ac galico

6685(1)" Primeiro sobretom de fenois (-OH)

6000 -CH

5100¢) Estiramento —OH e deformacio —OH

5000¢) C=0

4800©) Regi&o de sobretom C=0

4700©) Regi&o de sobretom C=0

4600 Regi&o de sobretom C=0

4500®) Regi&o de sobretom C=0

4300®) Estiramento —CH e deformacdo —CH, combinacéo de -CH2-CHs

*QOs nimeros entre paréntesis correspondem as bandas indicadas nas figuras abaixo.
Fonte: Proprio Autor.
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Figura 24 - Espectro de NIR correspondente ao acido elagico.
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Figura 25 — Espectro de NIR correspondente ao acido galico.
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5.3.3.2 Pré-processamento espectral e avaliacdo de outliers

Para verificar a importancia das regiGes destacadas na construcdo dos modelos, foram
realizadas andlises de PLS contendo a faixa espectral sem a faixa em destaque, denominada
(7500 a 4000 cm™). As figuras 26 e 27 demonstram os espectros obtidos para as amostras e 0s

padrdes de acido elagico e acido galico respectivamente.
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Figura 26 - Espectros de NIR sem pré-tratamento para as amostras e para o padrdo de &cido elagico, com a area
destacada excluida da faixa espectral de trabalho.
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Figura 27 - Espectros de NIR sem pré-tratamento para as amostras e para 0 padrdo de 4cido gélico, com a &rea
destacada excluida da faixa espectral de trabalho.
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Assim como para 0s modelos de UV e MIR, antes de iniciar a construgdo dos modelos
definitivos de calibracdo, foram realizadas diversas etapas de pré-tratamentos nos espectros
(SNV, MSC e derivadas). Todos os pré-processamentos que envolvem derivadas foram
realizados utilizando polinémio de segunda ordem e filtro de Savitzky-Golay. Os resultados
dos principais modelos PLS estdo listados nas tabelas 12 e 13, respectivamente para o0 acido
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elagico e &cido galico. Aqueles que estdo destacados, foram selecionados por apresentaram,
em geral, melhores valores das figuras de mérito (R?, RMSECV, Bias e Variaveis latentes).

Tabela 12 - Valores de R?, RMSECV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido
eldgico na calibragdo por NIR.

Pré-processamento R? RMSECV Bias VL
Sem pré-processamento 0,75 0,40 -2,95e-06 14
MSC 0,71 0,43 -3,14e-06 10
SNV 0,73 0,42 -2,78e-07 11
1d_3pts 0,80 0,36 8,23e-08 8
1d_7pts 0,79 0,37 2,95e-08 9
1d_21pts 0,68 0,46 -0,0025 10
1d_3pts_MSC 0,74 0,41 3,74e-04 6
1d_7pts_MSC 0,77 0,39 2,32e-08 7
1d_21pts_MSC 0,66 0,47 0,00128 7
1d_3pts_SNV 0,81 0,35 5,87e-08 8
1d_7pts_SNV 0,76 0,39 2,78e-08 7
1d_21pts SNV 0,71 0,43 -2,38e-08 6

SP: Sem pré-processamento; SNV: variacdo normal padrdo; MSC: corre¢cdo multiplicativa de sinal; 1d: primeira
derivada; 3pts: janela de 3 pontos; 7pts: janela de 7 pontos; 21pts: janela de 21 pontos.
Fonte: Préprio Autor.
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Tabela 13 - Valores de R?, RMSECV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido
gélico na calibragdo por NIR.

Pré-processamento R? RMSECV Bias VL
Sem pré-processamento 0,61 0,85 4,40e-06 11
MSC 0,76 0,74 4,13e-06 14
SNV 0,74 0,77 3,33e-07 12
1d_3pts 0,67 0,87 -3,42e-08 6
1d_7pts 0,74 0,78 -2,26e-07 9
1d_21pts 0,70 0,83 -,154e-08 10
1d_3pts_MSC 0,70 0,84 -1,47e-07 6
1d_7pts_MSC 0,71 0,82 -1,069¢e-07 7
1d_21pts_MSC 0,67 0,87 -2,62e-08 7
1d_3pts_SNV 0,70 0,84 -1,47e-07 6
1d_7pts_SNV 0,71 0,82 -5,29e-08 7
1d_21pts SNV 0,70 0,83 -1,54e-08 10

SP: Sem pré-processamento; SNV: variacdo normal padrdo; MSC: corre¢cdo multiplicativa de sinal; 1d: primeira
derivada; 3pts: janela de 3 pontos; 7pts: janela de 7 pontos; 21pts: janela de 21 pontos.
Fonte: Préprio Autor.

A avaliacdo de outliers foi realizada com os modelos empregando os melhores pré-
processamentos destacados, devido aos melhores valores observados para as figuras de
mérito. A partir dos graficos de leverage, foi possivel identificar e excluir os outliers. Apos a
exclusdo do(s) outlier(s), uma nova calibracdo foi realizada e os valores do RMSECV
calculados, sendo comparados os valores obtidos antes e depois da excluséo da(s) amostra(s)
para avaliar o resultado da remocdo. A partir deste resultado, os modelos foram julgados de
forma definitiva. Com base na reducdo no valor de RMSECV e melhores valores de R?, foram

selecionados os modelos descritos nas tabelas 14 e 15.
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Tabela 14 - Valores de R?, RMSECV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido
elagico, com todas as amostras e ap0s retirada dos outliers, para NIR.

Pré-processamento

Ap0s retirada de outliers

R? RMSECV Bias VL
1d_3pts 0,87 0,28 4,026e-08 8
1d_3pts_SNV 0,82 0,33 -5,582e-08 6
1d_3pts_MSC 0,87 0,28 -3,5066-08 8
1d_7pts_SNV 0,86 0,29 -2,822¢-08 7
1d_21pts_SNV 0,77 0,37 -1,192e-07 5

SNV: variacdo normal padrdo; MSC: correcdo multiplicativa de sinal; 1d: primeira derivada; 3pts: janela de 3

pontos; 7pts: janela de 7 pontos; 21pts: janela de 21 pontos.

Fonte: Proprio Autor.

Tabela 15 - Valores de R%2, RMSECV, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido
galico, com todas as amostras e apdés retirada dos outliers, para NIR.

Pré-processamento

Apos retirada de outliers

R? RMSECV Bias VL
1d_3pts 0,90 0,40 -1,097e-07 9
1d_3pts_SNV 0,88 0,47 -3,377e-08 8
1d_3pts_MSC 0,92 0,35 5,734e-08 8
1d_7pts_SNV 0,82 0,54 4,638¢-08 7
1d_7pts_MSC 0,83 0,53 1,31e-07 7

SNV: variacdo normal padrdo; MSC: corre¢do multiplicativa de sinal; 1d: primeira derivada Savitzky Golay;

3pts: janela de 3 pontos, 7pts: janela de 7 pontos.
Fonte: Proprio Autor.

5.3.3.3 Determinacdo dos conjuntos de calibracdo e validacdo externa

Na construcdo dos modelos PLS os conjuntos de dados foram separados em amostras

de calibracdo e validaco externa, sendo utilizado o algoritmo SPXY (GALVAO et al., 2005).

O conjunto foi composto de 132 amostras de calibracdo e 57 amostras de calibracdo para

ambos os padrdes.

5.3.3.4 Construcdo do modelo PLS

Por fim, foram construidos os modelos definitivos de regressdo, sendo realizado o

teste de significancia das variaveis espectrais (algoritmo de Jack-knifing (JK)), para observar
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a melhora no desempenho dos modelos de calibragdo (CHIOQUOINE; HJIALMARSSON,
2009).

Os valores de RMSECV e RMSEP obtidos, entre os modelos, foram comparados
utilizando F, no nivel de 95% de confianca. De acordo com os dados do modelo, a analise
com base nas variaveis espectrais mais importantes, evidenciou diferenca nos valores de
algumas das figuras de mérito.

Em relacdo ao acido elagico, o modelo escolhido foi aquele que apresentou reducao no
nimero de variaveis latentes, uma vez que os valores de RMSECV e RMSEP néo
apresentaram diferenca estatistica quando analisados por teste F. Desta forma, prosseguiu-se
com as analises utilizando a faixa espectral reduzida (de 7500 a 4000 cm™) com pré-
processamento de primeira derivada de Savitzky-Golay com janela de 7 pontos, seguido de
variagdo normal padrdo (SNV) e adicionado do algoritmo de Jack-knifing.

Quanto ao modelo construido para o &cido galico, optou-se por trabalhar com faixa
espectral reduzida (de 7500 a 4000 cm™) com pré-processamento de primeira derivada de
Savitzky-Golay e janela de 3 pontos, seguido de correcdo multiplicativa de sinal (MSC), e
adicionado do algoritmo de Jack-knifing, pois apresentou menor nimero de varidveis latentes
e valores de RMSECYV (Tabela 16).
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Tabela 16 - Valores de R?, RMSECV, RMSEP, Bias e VL observados para os modelos de PLS gerados para o acido elagico e acido galico nas etapas de calibragio e

validagéo.
) Calibracao Validagédo
Padréo Pré-processamento ) _
R? RMSECV Bias VL R? RMSEP Bias

AE 1d_7pts_SNV 0,91 0,24 2,502e-08 9 0,83 0,33 0,00247

1d_7pts_SNV _JK 0,91 0,24 7,871e-08 8 0,86 0,30 -0,00350
AG 1d_3pts_MSC 0,89 0,47 -4,959e-08 8 0,74 0,75 0,00258

1d_3pts_MSC _JK 0,88 0,49 -5,036e-08 6 0,83 0,59 -0,02200

SNV: variagdo normal padréo; MSC: correcdo multiplicativa de sinal;1d: primeira derivada Savitzky Golay; 3pts: janela de 3 pontos; 17pts: janela de 17 pontos;21pts: janela

de 21 pontos.
Fonte: Proprio Autor.
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A figura 28 mostra os espectros ap0s o pré-processamento selecionado na avaliagdo do
modelo do &cido elagico; e, a figura 29 ap06s o pré-processamento selecionado para o &cido

galico.

Figura 28 - Espectros de todas as amostras e do acido elagico ap6s pré-processamento (primeira derivada de
Savitzky Golay com janela de 7 pontos, seguido de SNV).
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Fonte: Proprio Autor.

Figura 29 - Espectros de todas as amostras e do &cido galico ap0s pré-processamento (primeira derivada de
Savitzky Golay e janela de 3 pontos, sequido de MSC).
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As figuras 30 e 31 representam as varidveis espectrais que apresentam significancia

para a construcdo dos modelos, ap6s aplicacdo do algoritmo de Jack-knifing, respectivamente

para o acido elagico e acido galico.

Figura 30 - Variaveis selecionadas (0) no teste de significincia (Jack-knifing), parao acido elagico.
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Figura 31 - Variaveis selecionadas (0) no teste de significancia (Jack-knifing), parao acido gélico.
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As figuras, 32 e 33, mostram os graficos obtidos através da regressdo por PLS-JK dos
valores previstos no modelo versus os valores obtidos pelo método de referéncia (CLAE-

DAD) para os conjuntos de calibracdo do acido elagico e acido galico.

Figura 32 - Valores previstos pelo modelo PLS-JK para determinacdo do teor de &cido eldgico em extratos
brutos de L. ferrea versus os valores de referéncia (CLAE-DAD) utilizando espectros de NIR.
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Figura 33 - Valores previstos pelo modelo PLS-JK para determinag&o do teor de &cido galico em extratos brutos
de L. ferrea versus os valores de referéncia (CLAE-DAD) utilizando espectros de NIR.
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Para a realizacdo da etapa de validacdo externa foram utilizadas 57 amostras para
quantificacdo de &cido eldgico e acido galico selecionadas também pelo algoritmo SPXY
(GALVAO et al., 2005). As figuras 34 e 35 mostram os graficos dos valores previstos no
modelo versus os valores obtidos pelo método de referéncia (CLAE-DAD) para 0s conjuntos
de validacao do &cido elagico e acido gélico.

Figura 34 — Valores previstos versus observados para determinacdo do teor de acido elagico em amostras de
validacgdo externa dos extratos de L. ferrea utilizando espectros de NIR.
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Figura 35 — Valores previstos versus observados para determinacdo do teor de acido galico em amostras de

validagéo externa dos extratos de L. ferrea utilizando espectros de NIR.
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Em 2006, Chen e colaboradores realizaram o doseamento de polifenois totais e de
cafeina em 50 amostras de cha verde, por NIR associado a analise por PLS. Em relacdo ao
doseamento de polifenois totais (UV-Vis por Folin-Ciocalteu) a faixa de trabalho foi
estabelecida entre 19,15-30,23% na etapa de calibracdo e entre 19,38-29,17% na etapa de
validacdo (calculados como &cido galico). Os valores encontrados de RMSECV e RMSEP
foram 1,0858 e 1,1138%, respectivamente.

Chen e colaboradores (2008) utilizaram a metodologia por FT-NIR associada a
diferentes algoritmos PLS para determinar o teor de polifenois totais em chas verdes. O valor
obtido de RMSECV foi igual a 0.9141% e de RMSEP igual a 1.0719%. Nesse estudo o
método de referéncia utilizado foi o doseamento por UV-Vis por Folin-Ciocalteu, com faixa
de concentracdo analisada entre 14,93-25,46% para a etapa de calibracdo e 15,84-24,39%
(calculados como acido galico) para a etapa de validacéo.

Considerando aspectos relatados na literatura, os espectros obtidos a partir desta
técnica podem ser utilizados, assim como por MIR, para realizar uma andlise qualitativa ou
quantitativa. Entre as vantagens da utilizacdo de metodologias por infravermelho, quando
comparados com 0s métodos tradicionais pode-se citar: a amostra ndo requer pré-
processamentos (como dilui¢ces); o custo de andlise é baixo; a rapidez nas analises; ndo

requer a utilizacdo de padrdes sempre que realizar as analises; além da possibilidade de
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realizacdo de analises quali-quantitativas, sendo esta Gltima associada a métodos
quimiométricos (COZZOLINO, 2015).

5.4 CONCLUSOES

Os modelos de PLS construidos para determinacdo de &cido elagico e acido gélico,
através dos espectros nas trés regides espectrais avaliadas (UV-Vis, MIR e NIR), foram
considerados adequados para implantacdo na rotina de controle de qualidade do processo. Os
valores de RMSEP obtidos para o &cido galico foram: 0,36%, 0,44% e 0,71%, para as regites
UV-VIS, MIR e NIR, respectivamente. No caso do acido elagico, os valores de RMSEP
foram de 0,20%, 0,36% e 0,35%, para as regibes UV-Vis, MIR e NIR, respectivamente.
Sendo possivel inferir que foram satisfatérios para proposta, considerando a diversidade e
complexidade da matriz. Além disso, quando comparados os valores de RMSEP dos métodos
desenvolvidos com o método de referéncia (para acido galico 3,20% e para o &cido elagico
3,73%), os valores sdo considerados inferiores e satisfatorios.

Comparando-se com o metodo convencional (doseamento de polifenois totais por
espectrofotometria no ultravioleta-visivel, com reagente de Folin-Ciocalteu) utilizado na
rotina e em industrias para a obtencdo desses parametros, o método UV-Vis associado a
calibracdo multivariada apresenta a vantagem de ndo necessitar da adi¢do de reagentes que
contribuiu para a minimizacao de residuos e do custo da analise. A desvantagem é em relacédo
a estabilidade dos equipamentos nessa faixa espectral.

Com as técnicas empregadas para aquisi¢do dos espectros na regido do infravermelho
(reflecténcia total atenuada e reflectancia difusa) ndo ha utilizacdo de reagentes nem
destruicdo da amostra. Os equipamentos tem maior estabilidade que aqueles na regido UV-
VIS permitindo a utilizacdo dos modelos por um longo periodo. Com relagdo aos modelos
PLS, os valores dos erros de previsdo do conjunto de validacdo externa para ambos os acidos
galico e elagico sdo significativamente menores (teste F com 95% de confianca) quando se

utiliza a faixa do infravermelho médio.
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6 CAPITULO IV - DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE SISTEMAS
DISPERSOS CONTENDO EXTRATO E FRACOES DOS FRUTOS DE L. ferrea

6.1 REFERENCIAL TEORICO

A utilizacdo de produtos de origem vegetal tem vigorado como uma demanda do
mercado devido ao seu apelo natural e de valorizacdo da flora brasileira. Ademais, muitas
espécies vegetais apresentam alternativas terapéuticas eficazes e de baixa toxicidade. Por
estas razes, diversas politicas publicas foram postas em préatica para promover o estudo e 0
uso racional de espécies nativas (BRASIL, 2006; 2009). Nesse contexto destaca-se a Libidibia
ferrea (JUCA), cujos farmacogenos (frutos, folhas e cascas) apresentam diversos relatos de
atividades bioldgicas importantes (FERREIRA; SOARES, 2015). Considerando os frutos do
juca, as atividades antimicrobiana e antiflngica tém sido uma das mais exploradas
(FERREIRA et al., 2013; ARAUJO et al., 2014; BIASI-GARBIN et al., 2016).

Diversas espécies vegetais sdo utilizadas tradicionalmente como agentes
antimicrobianos e antifungicos, sob a forma de extratos. Além disso, além do efeito
terapéutico proporcionado pelas espécies vegetais esta em questdo em alguns casos a baixa
toxicidade (JIANHUA; HAI, 2009). Dentre as atividades terapéuticas atribuidas aos
polifenois pode-se citar: antioxidante, antiinflamatdria, antimicrobiana e antifingica, que
justificam a utilizacdo de extratos em formula¢6es com fins terapéuticos (BALOGH, 2011).

As emulsdes podem ser definidas como sistemas constituidos por dois liquidos
imisciveis estabilizados por tensoativos, em que um deles estd finamente dividido e
distribuido, na forma de goticulas, no outro. O liquido disperso ou fase interna geralmente
consiste em goticulas de didmetro variavel, as quais sdo distribuidas na fase externa ou
continua (FERREIRA et al., 2010; DANIELS, 2012; FAHR, 2015).

De um modo geral, as emulsdes tém grande importancia para as industrias cosmética e
farmacéutica. Portanto, o desenvolvimento de emulsfes figura como estratégia valida para
obtencdo de produtos farmacéuticos contendo ativos obtidos de espécies vegetais nativas
destinados a aplicacdo topica que, em razdo da possibilidade de compartimentalizagdo em
uma das suas fases, podem ser associados diversos componentes a formulacdo, inclusive
farmacos classicos com baixa solubilidade em agua.

Entretanto, emulsGes sdo sistemas dispersos termodinamicamente instaveis e, portanto,
para o seu desenvolvimento e producdo € necessaria a investigacdo de diversos parametros

criticos como, por exemplo, os componentes da formulagéo (tipo e propor¢do) ou o método de
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preparagédo, sob o risco de comprometimento da estabilidade do sistema. Sob este aspecto, a
inclusdo de emulsificantes adequados é determinante para a estabilizacdo de emulsdes,
garantindo a manutencdo da dispersédo e prolongando seu periodo de validade em prateleira.
Além disto, o ajuste e o controle das condi¢des passos de fabricacdo sd@o fundamentais para
garantir a formagéo da dispersdo e manutencao de sua homogeneidade (FAHR, 2015).

Para que o controle de qualidade de matérias primas vegetais e produtos fitoterapicos
seja realizado atraveés do uso de impressdes digitais, uma vez que todo o espectro de
compostos € considerado, faz-se necessario o desenvolvimento de produtos padronizados,
sendo este um desafio no desenvolvimento tecnoldgico desses produtos. Tal desafio é
evidenciado, pois durante as operag0es da cadeia produtiva resultam em produtos com
propriedades farmacéuticas, sejam elas fisicas, fisico-quimicas e/ou biofarmacéuticas,
desfavoraveis a fabricacdo de medicamentos (VIYOCH; KLINGTHONG; SIRIPAISAL,
2003; LIMA et al., 2008; MAHMOOD et al., 2012; KHAN et al., 2013; JIN, et al., 2015;
PINTADO et al., 2015).

Além disso, os tratamentos que utilizam produtos de origem vegetal sdo, em geral,
menos dispendiosas, e indicadas como praticas complementares nos servigos de saude, uma
vez que podem ser a primeira escolha para diversas afeccOes, antes de recorrer a outros
medicamentos mais agressivos (BRASIL, 2015).

A utilizacdo de matéria-prima de origem vegetal tem vigorado como uma demanda do
mercado devido ao seu apelo natural e de valorizacdo da flora brasileira. Levando em
consideracao tais aspectos, a adicdo de extratos em sistemas dispersos pode agregar beneficios
aos mesmos, ja que os extratos apresentam atividades biol6gicas devido a presenca de
metabdlitos, como os polifenois. Dentre as atividades terapéuticas atribuidas aos polifenois
pode-se citar: antioxidante, antiinflamatdria, antimicrobiana e antiflngica, que justificam a
utilizacdo de extratos em formulacGes com fins terapéuticos (BALOGH, 2011).

Entretanto, a adi¢do de extratos vegetais em sistemas dispersos apresentam problemas,
como a solubilidade do extrato nos componentes da formulagcdo (VIYOCH; KLINGTHONG;
SIRIPAISAL, 2003; MASSON et al., 2005; TIKEKAR; PAN; NITIN, 2013; BERENDSEN;
GUELL; FERRANDO,2015; NEMITZ et al., 2015).

6.1.1 Emulsodes

Do ponto de vista farmacéutico, emulsdes sdo definidas como misturas heterogéneas,

com tamanho de goticulas entre 0,5 e 100 um, que consistem de goticulas de um liquido
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disperso numa segunda fase liquida imiscivel continua. Emulséo classica é aquela em que
uma das fases € composta por agua e a outra um 6leo (RAHATE; NAGARKAR, 2007;
FAHR, 2015).

De acordo com a natureza da fase externa (fase continua ou dispersante), uma emulséo
pode ser classificada em: tipo 4gua em o6leo (A/O), na qual contém agua como fase dispersa
sob a forma de pequenas particulas (maior que 0,1 mm) na fase oleosa, e tipo 6leo em &gua
(O/A) em que a emulséo é composta pela dispersdo do 0leo na fase aquosa (FAHR, 2015).

As emulsdes mais comuns sdo a do tipo 6leo em agua (O/A). Elas séo utilizadas para
incorporacdo de farmacos hidrofobicos, sdo absorvidas mais rapido (em virtude da menor
proporcao de 6leo), mais faceis de serem removidas e mais agradaveis por ndo apresentarem
aspecto oleoso (AULTON, 2005; DALTIN, 2011; DANIELS, 2012).

Como as emulsbes sdao formadas por dois liquidos imisciveis, a imiscibilidade
liquido/liquido cria uma tensdo interfacial entre os dois liquidos que atribui instabilidade
termodindmica para tais sistemas. A estabilidade de uma formulacéao € o fator essencial para a
sua utilizacdo como sistemas de liberacdo de farmacos, uma vez que estas formulacfes devem
ser suficientemente estaveis durante sua fabricacéo e esterilizagéo.

A consideracdo mais importante a respeito de emulses cosméticas e/ou farmacéuticas
é a estabilidade do produto final, que deve ser caracterizada pela auséncia de coalescéncia da
fase interna, auséncia de cremagem e manuten¢do da performance com relagéo a aparéncia,
odor, cor e outras propriedades fisicas (FERREIRA et al., 2010; XAVIER-JUNIOR et al.,
2012; LONNI, 2012; LONNI et al., 2015). Uma emulsdo estavel é aquela cujas goticulas
dispersas mantém suas caracteristicas iniciais e permanecem uniformemente distribuidas por
toda a fase continua. Entretanto, podem ocorrer varios tipos de desvios desse comportamento
ideal, como consequéncia dos processos de instabilidade que comprometem o sistema
(DALTIN, 2011; DANIELS, 2012; FAHR, 2015).

A perda de estabilidade de uma emuls&o pode resultar da ocorréncia dos processos de
instabilidade, tais como: cremagem, floculacdo, sedimentacdo, sendo esses reversiveis; e,

coalescéncia e separacdo de fases, considerados processos irreversiveis (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema representativo dos processos de instabilidade em sistemas emulsionados.

Reversivel Irreversivel

Sedimentacao Cremagem Agregacao Coalescéncia Separacio
Floculacao de fases

Fonte: Proprio Autor.

A estabilidade de uma formulacdo é relativa, varia com o tempo e em funcdo de
fatores que aceleram ou retardam alteragdes nos seus pardmetros. Os fatores relacionados a
estabilidade de formulagbes podem extrinsecos ao produto como tempo, temperatura, luz,
umidade, microorganismos; ou intrinsecos, como incompatibilidades fisicas, quimicas,
reacOes entre os componentes da formulagéo (BRASIL, 2004).

Uma das maneiras de evitar que os processos de instabilidade ocorram é reduzir a
energia interfacial do sistema, criando uma barreira de energia que impedira a colisdo das
goticulas. Essa barreira pode ser fornecida aos sistemas através do uso de agentes
emulsionantes.

A fim de produzir emulsGes estaveis, tensoativos ou a combinacdo de tensoativos
podem ser adicionados ao sistema. No caso da combinacdo de agentes tensoativos, os valores
de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) deles devem ser proximos ao que é exigido para a
fase oleosa (MACEDO et al., 2006; FRANGE; GARCIA, 2009; FERREIRA et al., 2010;
XAVIER-JUNIOR et al., 2012).
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Os tensoativos geralmente sdo considerados moléculas que possuem uma cadeia de
hidrocarbonetos com um grupamento polar em sua por¢do terminal. Esta cadeia é solivel em
oleo, enquanto que o grupamento polar apresenta afinidade pela agua. Assim, os tensoativos
conseguem se localizar na interface 6leo-a4gua, atuando como estabilizador da interface das
goticulas da emulsdo. Os tensoativos conseguem formar uma camada em volta da goticula,
dificultando o fendmeno de coalescéncia, fazendo com que as emulsdes apresentem menor
tamanho das goticulas e por consequéncia, promovendo estabilidade ao sistema (DALTIN,
2011).

Tradicionalmente, tensoativos iénicos ou ndo-iénicos sdo utilizados. No ultimo caso,
ocorrerd uma estabilizacdo do tipo estérica, j& que estes tensoativos apresentam cadeias de
ésteres de sorbitano polietoxilados longas. Essas cadeias se distribuem na superficie das
goticulas da emulsdo, do tipo O/A, impedindo que as goticulas se aproximem (FERREIRA et
al., 2010; DALTIN, 2011; XAVIER-JUNIOR et al., 2012; FAHR, 2015).

No entanto, a baixa tolerancia fisiologica a esses emulsificantes classicos muitas vezes
impede a sua utilizacdo generalizada. Assim, varios estudos tém sido conduzidas na
elaboracdo de sistemas que utilizam polimeros (derivados de celulose), particulas (silica) e
outros agentes para promover a estabilizagdo, uma vez que estes exibem boa tolerancia
quando em contato com a pele, o que resulta na necessidade de se melhorar esta pratica no
Brasil (BARTA; DANIELS, 1994; SCHULZ; DANIELS, 2000; WOLLENWEBER;
OSCHMANN; DANIELS, 2002; MELZER; KREUTER; DANIELS, 2003;
FRELICHOWSKA, BOLZINGER, CHEVALIER, 2009; 2010; LUNTER, 2012; LUNTER;
DANIELS, 2012; PANTELIC et al., 2013; BIDONE et al., 2014; SONG et al., 2015).

Os sistemas livres da presenca dos tensoativos classicos, sdo denominados de
“emulsdes livres de tensoativo” ou “Pickering”, cuja defini¢do diz que ¢ um sistema de gotas
dispersas de um outro liquido imiscivel, estabilizada por particulas sélidas. E bem conhecido
que a molhabilidade e a floculagdo de particulas solidas tém um papel importante na formacao
de emulsdes Pickering, e, além disso, o tipo e a estabilidade das emulsdes resultantes podem
ser controlados pelas caracteristicas das particulas solidas (PICKERING, 1907; ZHANG;
ZHOU; YANG, 2015).

Alguns polimeros (derivados de celulose), soltveis ou dispersiveis em agua, que sao
comumente utilizados com outras fungdes (tais como espessantes), tem sido empregados na
estabilizacdo de emulsdes. Neste caso, as propriedades de solvatacdo dos polimeros
hidrossolGveis aumentam a protecdo das goticulas, devido ao aumento da camada de

moléculas de &gua que estdo aderidas a superficie, consequentemente, aumentando a
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viscosidade da fase continua, diminuindo a possibilidade de colisdo entre as goticulas,
acarretando em melhoria da estabilidade da emulsdo (BARTA; DANIELS, 1994; SCHULZ,
DANIELS, 2000; WOLLENWEBER; OSCHMANN; DANIELS, 2002; MELZER,;
KREUTER; DANIELS, 2003; DALTIN, 2011; DANIELS, 2012).

6.1.2 Perfil de liberacéo in vitro

A incorporacdo de extratos vegetais ou de fragdes com ativos naturais enriquecidos
tem sido cada vez mais utilizada pelos pesquisadores da area, como alternativas terapéuticas
aos sistemas que contem farmacos convencionais, 0 que pode ser proveniente, na maioria das
vezes, dos efeitos benéficos produzidos pelos ativos naturais ou da associacdo desses em
formas farmacéuticas.

Em uma formulacdo para uso tdpico, varios aspectos devem ser considerados,
incluindo a liberacdo da droga ou ativo. A liberacdo de farmacos ou ativos pode ser definida
em uma forma simplificada, como sendo o processo pelo qual uma droga é liberada e como se
torna disponivel para ser absorvido pelo organismo. Assim, a liberacdo tépica de moléculas
bioativas pode ser considerada uma alternativa vidvel a reducéo da toxicidade sistémica de
tais compostos e restringir a acdo a tecidos especificos (FASOLO; BASSANI; TEIXEIRA,
2009; BIDONE et al., 2014).

Neste sentido, a analise da liberacdo in vitro de substancias ativas é uma ferramenta
importante no desenvolvimento e controle de qualidade de produtos. A liberacdo de
substancias ativas pode ser investigada por metodologias in vitro, utilizando as células de
difusdo de Franz (1975). Esta analise tem sido usada como um método para verificar a taxa de
liberacdo de farmacos e ativos, especialmente devido a dificuldade em executa-las in vivo
(FRANZ, 1975).

Os sistemas de liberacdo que utilizam as células de difusdo de Franz modificadas
(Figura 2) é uma variagdo dos métodos de dissolucdo. O perfil de liberacdo in vitro € obtido
pela coleta de solvente por meio de um canal de comunicacdo e 0 monitoramento continuo de
concentracdo liberada do farmaco. O resultado obtido depende do volume do solvente, da

temperatura e agitacdo, e da membrana de acetato de celulose (LONNI, 2012).
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Figura 2 - Célula de Difuséo de Franz modificada.

Fonte: Proprio Autor.

No “dispositivo” a pele ou membrana permanece em contato com a solucdo receptora,
a amostra é adicionada ao sistema e ¢é difundida, além disso, o volume do compartimento
receptor é suficiente para garantir uma solucdo homogénea e diluicdo da solucdo. A
temperatura do sistema é controlada por um banho termostatizado, mantendo-a constante em
toda célula por meio de agitacdo do sistema, utilizando barras e agitadores magnéticos
(LUNTER, 2012). Também é adicionada uma membrana entre os dois compartimentos,
doador e receptor. As membranas utilizadas podem ser sintéticas ou pele de animal (pele
suina). Tais membranas tém atuado como alternativa eficaz ao uso de pele humana, em razdo
as questdes das limitacOes de trauma vez que sdo inviaveis de obter e devido as variabilidades
(SIMON; MAIBACH, 2000; LONNI, 2012).

6.1.3 Sinergismo

No que pese 0s avancos na pesquisa de novos farmacos, o nimero de moléculas
disponiveis para o tratamento das infeccdes ainda é limitada. A terapéutica tem se baseada na
utilizacdo de drogas em relacdo as quais os individuos adquirem cada vez mais resisténcia,
tais como os utilizados em terapias antifingicas, como cetoconazol, itraconazol, fluconazol e
anfotericina B (PFALLER, 2012; LASS-FLORL, 2011).

O aumento da resisténcia a essas drogas continua oferecendo risco a populagdo. Além
disso, alguns desses farmacos apresentam problemas de baixa solubilidade em 4&gua,
dificultando a incorporacdo em sistemas para uso topico. Diante deste problema, uma
estratégia terapéutica, aliada a tecnologica, seria a reducdo de dose dos compostos atuais por

combinagdo com novos compostos com atividade terapéutica. Nesse sentido, os produtos
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naturais atuam como prototipos para esta finalidade, devido ao amplo espectro de atividades
bioldgicas a eles atribuidos (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Diversas espécies vegetais sao utilizadas tradicionalmente como agentes
antimicrobianos e antifungicos, sob a forma de extratos. Além disso, além do efeito
terapéutico proporcionado pelas espécies vegetais estd em questdo a baixa toxicidade
(JIANHUA; HAI, 2009).

A combinacdo de farmacos € uma estratégia bastante comum na terapéutica,
principalmente, nos casos de infec¢des causadas por mais de um micro-organismo ou para
combater o aumento da resisténcia. Assim, quando a associa¢do entre duas ou mais moléculas
ativas resulta no efeito aditivo dos resultados de cada fa&rmaco separadamente, pode-se dizer
gue temos sinergismo. Associacdes de dois ou mais antimicrobianos e associacdes de
farmacos convencionais com produtos naturais tém sido bastante estudadas e figuram como
uma importante alternativa para superar a crescente resisténcia aos farmacos classicos e a
caréncia de novas moléculas (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008;
WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009; WAGNER, 2011).

Portanto, diversos casos sao relatados na literatura como por exemplo a comprovagao
da atividade sinérgica resultante da associagdo de Anfotericina B (AmB) e um extrato de
semente de uva (Vitis venifera), que acarretou em maior diminui¢do no nimero de col6nias da
levedura Candida spp, do que as amostras testadas apenas com AmB (HAN, 2007a). Em
outro estudo, 0 mesmo autor avaliou a combinacdo de AmB com galato de epigalocatequina
obtido do cha de folhas de Camellia sinensis, e demonstrou que a combinag¢do do composto
com AmB apresentou efeito antifingico sinérgico e capacidade de impedir a formacdo de
hifas por Candida albicans (HAN, 2007b). Noutro caso, Calixto Junior e colaboradores
(2015) analisaram o efeito modulador de extrato Luehea paniculata sobre fluconazol frente a
isolados multirresistentes de Candida spp e foi comprovada acdo sinérgica da combinacao,
cuja atividade parece ter sido decorrente dos polifenois presentes no extrato que
potencializaram o efeito antifungico do fluconazol frente a C. tropicalis. Em outro estudo
recente, a associacdo de diferentes extratos vegetais (Mentha piperita, Mentha longifolia e
Ocimum basilicum) frente a diversas cepas de bactérias (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus auricularis, Streptococcus mitis, Streptococcus pneumoniae, Klebseilla
pneumoniae e Escherichia coli), os autores observaram que a combinagdo extratos das folhas
das espécies com farmacos classicos foram muito mais eficazes (ADHAM, 2015),

Considerando a possibilidade de associacdo entre farmacos antifungicos comumente

utilizados na terapéutica atual e os extratos produzidos e avaliados neste estudo, esta etapa do
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trabalho consistiu em avaliar a viabilidade da veiculagdo do extrato bruto/fragdes obtidos dos
frutos de Libidibia ferrea em emulsdes e realizar um estudo de estabilidade preliminar das

formulagGes obtidas.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Obtencao e Caracterizacdo das Emulsbes

6.2.1.1 Otimizag&do dos parametros

6.2.1.1.1 Ensaio eficiéncia de incorporacao para extrato bruto e fracbes

A porcdo de derivado vegetal (extrato ou fracdo) incorporada nos componentes da
formulacdo foi investigada através da determinacdo espectrofotométrica do teor de polifenois
totais (TPT). Para tanto uma amostra de cada componente foi pesada e misturada com 1,0 g
de solugdo de cloreto de sodio em vortex (Stuart®) e em seguida extraido com 1,5 mL de
acetato de etila em agitador de microtubos (Vibrax VRX Basic, IKA®), em 1200 rpm durante
5 min. Os tubos foram colocados em uma microcentrifuga (miniSpin, Eppendorf®) e
submetidos a 4.000 rpm por 5 min para a separacao total das fases. As fases de acetato de etila
foram reunidas, evaporadas e o residuo foi dissolvido em agua purificada e transferido para
um bal&o volumétrico (25 mL), aferindo o volume com &gua purificada. Uma aliquota foi
filtrada através de filtro com 0,45 um de abertura de poro e 2,0 mL de amostra foram tomados
para a determinacdo da porcentagem de polifenois totais pelo método de Folin-Ciocalteu
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA EUROPEIA, 2013). O ensaio de
incorporacdo foi realizado em triplicata e o teor de polifenois expressos pela média e desvio

paddo de trés determinagfes espectrofotométrica em cada amostra.

6.2.1.1.2 Construcéo de Diagramas Pseudoternarios

A faixa de concentracdo dos componentes da formulagéo capazes de formar emulsdes
foi definida através de diagramas pseudoternarios. Os diagramas foram construidos utilizando
0 método de diluicdo de agua e a dispersdo foi realizada com auxilio de ultraturrax (T25,
IKA®) (YAN et al., 1994; FERREIRA et al., 2010; XAVIER et al., 2012).

Os diagramas foram elaborados a partir de trés combinacdes de componentes: 1 -
Sistemas estabilizados por tensoativos (contendo os tensoativos monolaurato de POE-
sorbitano/Tween 20® e monooleato de sorbitano/Span 80%); 2 - Sistemas estabilizados por
silica (silica hidrofilica/Aerosil 130® e silica hidrofobica/Aerosil R972®): e, 3 - Sistemas

estabilizados por derivados de celulose (hidroxipropilmetilcelulose/HPMC 2208 USP®). O
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Miglyol® 812 foi empregado como fase oleosa e a fase aquosa foi constituida por agua
ultrapura. O 6leo e os demais componentes foram misturados em propor¢des que variaram de
1:9 a 9:1 e a titulagho com a fase aquosa permitiu a obtencdo de 99 formulacBes. A
homogeneizacao e dispersao das formulacdes foram realizadas durante 2 minutos (T = 40 °C)
em ultraturrax a 8000 rpm (T25, IKA®) e cada sistema foi preparado em duplicata.

A estabilidade dos sistemas obtidos foi avaliada macroscopicamente através da
ocorréncia de coalescéncia ou separacao de fases. Os sistemas foram classificados de acordo
com 0s seus aspectos fisico-quimicos em: microemulsdo, emulsdo, creme, ou separacdo de
fases (FERREIRA et al., 2010).

6.2.1.1.3 Método de obtencéo das emulsdes

As regides correspondentes a formagdo de emulsdo foram identificadas nos diagramas
pseudoternarios e a proporcao de cada componente na formulacao determinada. A formulacdo
eleita foi empregada como referéncia para o estudo de avaliacdo do método de preparacéo.

As emulsGes foram obtidas por dispersdo em ultraturrax e apds 24 horas da
preparacéo, os sistemas foram avaliados quanto ao pH (Seven easy, Mettler Toledo®) e as

caracteristicas macroscopicas.

6.2.1.1.4 Avaliacdo preliminar das condi¢des de preparacao e da composi¢ao da formulagdo

As influéncias das condi¢bes de fabricacdo (tempo de dispersédo e velocidade do
ultraturrax) e a composiacdo da formulacdo (com/sem tensioativo e tipo de HPMC) sobre as
caracteristicas dos sistemas foram avaliadas preliminarmente. Os parametros de cada
formulacdo estdo descritos no quadro abaixo (Quadro 1). As emulsdes foram preparadas
conforme descrito e ap6s 24 horas de fabricacdo os sistemas foram avaliados de acordo com:
aspectos macro e microscépicos, pH, potencial zeta, tamanho de goticula e viscosidade capilar

(viscosidade dinamica).
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Quadro 1 — Avaliacdo das condic¢Bes de preparacdo de emulsdes estabilizadas por tensoativos ou HPMC.

Formulacodes Fase Oleosa Fase Aquosa* | Rotacdo (rpm) | Tempo (min)
A Miglyol 812 HPMC 2208 8000 5
B Miglyol 812 HPMC 2208 8000 10
C Miglyol 812 HPMC 2208 13500 5
D Miglyol 812 HPMC 2208 13500 10
E Miglyol 812 HPMC 2910 8000 5
F Miglyol 812 HPMC 2910 8000 10
G Miglyol 812 HPMC 2910 13500 5
H Miglyol 812 HPMC 2910 13500 10
I Miglyol 812+Span 80 Tween 20 8000 5
J Miglyol 812+Span 80 Tween 20 8000 10
K Miglyol 812+Span 80 Tween 20 13500 5
L Miglyol 812+Span 80 Tween 20 13500 10

*A fase aquosa foi composta pela solucdo do extrato bruto a 5% e pelos componentes descritos no quadro.
Fonte: Préprio Autor.

6.2.1.1.5 Emulsdes contendo o extrato/fragdes

Os estudos preliminares conduziram a eleicdo de duas formula¢Ges mais promissoras;
uma contendo a mistura de tensoativos (Tween® 20 e Span® 80) e a outra contendo o
polimero (HPMC 2910).

Para preparacdo da emulsdo contendo tensoativo, a fase hidrofilica foi constituida pela
solucdo aquosa do extrato/fracdes (5%, p/v) adicionado de Tween® 20; enquanto que a fase
oleosa foi composta por composta por Miglyol® 812 e Span® 80.

A formulacdo contendo o polimero, uma dispersdo de HPMC em éagua a 80 °C foi
preparada e sob agitacdo em temperatura ambiente (25 °C) até obtencdo de uma solugédo
translicida. A fase aquosa foi composta pela dispersio de HPMC adicionada do
extrato/fracdes (5%); enquanto a fase oleosa foi constituida de Miglyol® 812.

Ambas as fases foram aquecidas até 40 °C e em seguida a fase oleosa foi vertida na
fase aquosa. A mistura foi homogeneizada em ultraturrax a 13500 rpm durante 5 minutos
(WOLLENWEBER; OSCHMANN; DANIELS, 2002). A composi¢do percentual de cada
formulacdo esta descrita na tabela 1.
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Tabela 1 - Componentes da emulsdo final.

Componentes Emulsdo Convencional Emulséo Pickering
Miglyol® 812 10% 10%
Tween® 20, Span® 80 2% -
Sol. do extrato/fracdes a 5% 88% gsp
HPMC 2910 - 0,5a3,0%

Fonte: Proprio Autor.

6.2.1.2 Caracterizacdo das Emulsdes

Apos fabricacdo, as emulsbes foram deixadas em repouso por 24 horas e avaliadas

conforme descrito a seguir:

a)

b)

Resisténcia a Centrifugacdo: cerca de 10 mL de cada sistema foram transferidos para
tubos do tipo Falcon e submetidos a centrifugacdo em trés diferentes velocidades de
rotacdo (276, 1105 e 2486 @), por 5 minutos sob temperatura ambiente (Centrifuga
Labofuge 200, Heraeus®). Ao término de cada ciclo, as emulsdes foram avaliadas quanto
ao aspecto macroscopico, cremagem e separacdo de fases (ICH, 2003; ISAAC et al.,
2008; LONNI et al., 2015).

Analise visual: as emulsbes foram avaliadas em busca de alteracfes visiveis ou outros
indicativos de ocorréncia de instabilidade tais como a cor, cremagem, coalescéncia, e/ou
separacdo de fases (FERREIRA et al., 2010).

Analise do tamanho de goticulas: as emulsdes foram submetidas a analise do tamanho de
goticula por difratometria a laser em analisador (Mastersizer 2000, Malvern
Instruments®) acoplado a unidade de dispersdo em meio liquido (Hidro 2000, Malvern
Instruments®). O tamanho das goticulas de cada uma das emulsdes foi determinado em
triplicata 24 h ap6s a preparacdo. As distribuicbes de tamanho de goticulas foram
caracterizadas pelo diametro médio D (50%), diametro em volume com 50% do volume
da fase interna distribuidas em gotas menores que esse tamanho. Para a determinacédo do
tamanho das goticulas cerca de 50 a 150 pL de cada emulsdo foi adicionado a
aproximadamente 500 mL de &gua ultrapura, até alcancar a obscuragdo necesséria (entre

2 e 10%) e mantidos sob agitacdo a 1500 rpm no proprio equipamento. As anélises foram



d)

f)

9)

h)
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realizadas ap6s 30 segundos de agitagdo e com intervalos de 30 segundos entre cada
medicdo. Os dados representam a média de trés determinagoes.

indice de cremagem: a taxa de formacdo de creme foi determinada experimentalmente
pela medicdo do indice de cremagem (IC). Os valores de IC foram obtidos a partir da
relacdo entre a altura total da camada de creme (CC) e a altura total da camada de
emulsdo (CE) (MACEDO et al., 2006; FERREIRA et al., 2010; XAVIER-JUNIOR et al.,
2012). CC e CEs foram medidos diretamente nos tubos de armazenamento com a ajuda

de uma escala graduada.

pH: as emulsbes foram analisadas em pHmetro pré-calibrado (Seven easy, Mettler
Toledo®) com solugdes tampdo (pH 4,0 e 7,0) e o pH representa a média de trés
determinacfes (FERREIRA et al., 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; KHAN
etal., 2013; JIN et al., 2015; LONNI et al., 2015).

Microscopia: a anélise microscopica das emulsdes foi realizada através de microscopia de

luz (Imager.Z1, Carl Zeiss®) com auxilio do software AxionVision® (SE64, Rel. 4.9.1).

Viscosidade capilar: a viscosidade foi determinada em viscosimetro capilar
(FARMACOPEIA EUROPEIA, 2013). A escolha do capilar baseou-se na fluidez das
formulacGes analisadas e as analises foram realizadas sob temperatura de 30 °C. Os
ensaios foram realizados em triplicata, e as determina¢fes ndo podem ser superiores a 2%

calculados em desvio. A viscosidade foi calculada segundo a equagéo:

V=K Xt Equacédo 1

Onde: V = viscosidade dindmica/capilar; K: constante capilar (mm?/s?); t = tempo (s). K = 0,3099 mm?/s?.

Reologia: a analise reoldgica das formulacdes foi realizada a 25 £ 2 °C em um redmetro
(Modelo Physica MCR-501, Anton Paar®) equipado com cone e placa unidade com
diametro de 50,011 mm (CP50-1). Amostras (1,0 mL) foram cuidadosamente aplicadas
ao cone, assegurando que o cisalhamento da formulacdo fosse minimizado, e deixou-se
equilibrar durante pelo menos 5 minutos antes da analise. Na analise continua de

cisalhamento (viscosidade), ascendente e descendente, as curvas de escoamento para cada



)
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formulacéo foram registradas sobre taxas de corte que variam de 10 a 200 rpm. A taxa de
cisalhamento variou de 10 a 300 s? durante 150 s, permanecendo nas condicdes
superiores por 10 s, e, em seguida, a taxa de cisalhamento foi gradativamente reduzida ao
longo de um periodo de 150 s. As propriedades de cisalhamento foram determinadas e a
curvas de fluxo ascendente/descendente foram modeladas utilizando a equagdo de
Oswald (JONES et al., 2009; BRUSCHI, 2006; LONNI et al., 2015).

Potencial Zeta: o potencial zeta das emulsdes foi mensurado em Zetasizer (Nano ZS,
Malvern Instruments®). As medigGes foram feitas a 25 °C em amostras apropriadamente
diluidas em &gua ultrapura. As amostras foram colocadas em cubeta especifica para

realizacdo da analise.

Anélise quantitativa: as andlises para quantificacdo de polifenois totais (UV-Vis) e
determinacdo dos teores de acido galico e &cido eldgico (CLAE-DAD) nas emulsGes
foram realizadas de acordo com o meétodo descrito anteriormente para matéria prima,

extrato bruto e fragdes enriquecidas, com adaptacdes.

Para a andlise de polifenois totais, aliquotas de 0,5 mL das emulsdes foram transferidas
para baldo volumétrico contendo 10 mL de agua deionizada, adicionados 1,0 mL de
reagente Folin-Ciocalteau (Sigma Aldrich®) e o volume foi aferido com solugdo de
Na2CO3 a 29% (Merck®). As absorbéncias foram mensuradas em 760 nm, com auxilio de
espectrofotdmetro (UV mini-1240, Shimadzu®) 30 minutos ap6s da adi¢do do Gltimo
reagente.

Considerando a quantificacdo dos marcadores por CLAE, uma aliquota de 0,5 mL da
emulsdo foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e o volume aferido com &gua
ultrapura. Em seguida, a solugdo foi filtrada diretamente para o vial através de filtro de
PVDF com abertura de poro de 0,45 um. Procedeu-se com as analises em cromatografo
liquido de alta eficiéncia equipado com bomba quaternaria (P680, Dionex®),
amostrador/injetor automatico (ASI-100, Dionex®), forno de coluna (5100, SunTherm®) e
detector UV (D170U). Foi utilizada coluna Cig (250 mm x 4.6 mm d.i., tamanho de
particula 5 pum, Nucleosil, Macherey-Nagel®) protegida por pré-coluna de mesma

composigdo. O método gradiente foi 0 mesmo descrito no item 4.2.4.1.2,
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6.2.2 Estudos de Estabilidade

6.2.2.1 Estabilidade Intrinseca

Aliquotas de 10 mL foram armazenadas verticalmente em tubos sob temperatura
ambiente (25 = 2 °C), e avaliados a presenca de fendmenos de instabilidade (cremagem,

coalescéncia ou separacdo de fases) apds 1, 2, 4, 6 e 24 h de preparacao.

6.2.2.2 Ciclo gelo/degelo

Aliquotas de 10 mL de cada emulsdo foram transferidas para tubos e esses foram
armazenados verticalmente em ciclos repetidos de temperatura: -20 °C/16h:25 °C/8h. A

avaliacdo macroscopica das amostras foi realizada durante 7 ciclos.

6.2.2.3 Estabilidade Acelerada

As amostras de 10,0 mL de cada uma das emulsdes foram colocadas em tubos
hermeticamente fechados e armazenados em posi¢do horizontal sob diferentes condigdes:
temperatura ambiente (25 + 2 °C), baixa temperatura (4 £ 2 °C) e alta temperatura (40 = 2
°C). Os aspectos macroscopicos (cor, odor e aparéncia) e indice de cremagem das amostras
foram avaliadoss ap0s 1, 15, 30, 60 e 90 dias de exposicdo de armazenamento.

As amostras também foram armazenadas em embalagens plésticas sob temperatura
ambiente (25 + 2 °C) por 1, 15, 30, 60 e 90 dias. Durante o periodo de armazenamento as
amostras foram caracterizadas quanto a: pH, tamanho de goticula, turbidez, teor de polifenois
totais (UV-Vis), teor de acido galico e acido elagico (CLAE) e potencial zeta. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

6.2.3 Ensaio de Liberacao in vitro

Os ensaios de liberacdo in vitro foram realizados utilizando células de difusédo de
Franz modificadas com volume do meio receptor de 12 mL. O fluido receptor foi constituido
por tampdo salina fosfato (PBS) com valor de pH 7,4. As células de difusdo de Franz com
area de difusdo igual a 1,77 cm2? (Gauer Glas) foram preenchidas com o meio receptor

degaseificado e pré-aquecido a 32 °C (Banho maria Lauda 020T, Thermo Fisher Scientific®).
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Em seguida, as células de difusdo foram equipadas com filtros de Policarbonato 0,03 pum
(Nuclepore, Whatman International Ltd.®). Subsequentemente, 0,5 g de emulsdo foram
espalhadas sobre os filtros e as células foram cobertas com Parafilm M®. Os experimentos de
liberacdo in vitro foram realizados sob 32 °C e com uma velocidade de agitacdo magnética
constante de 500 rpm. As emulsdes foram difundidas ao longo de um periodo de 6 h.
Aliquotas de 100 pL foram retiradas em 10 intervalos de tempo (30 minutos, 1,2,3,4e6 h) e
0 volume de amostra foi substituido pelo meio receptor fresco, pré-aquecido. As amostras
foram analisadas por CLAE (método descrito anteriormente 4.2.4.1.2). As taxas de liberacédo
foram calculadas por coeficientes de regresséo e de liberacéo lineares, calculadas dividindo-se
as taxas de liberacdo pela concentragdo inicial de marcadores no veiculo. Os experimentos
foram realizados em quintuplicata (LUNTER; DANIELS, 2012; ROTTKE; LUNTER;
DANIELS, 2014).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1 Obtencao e Caracterizacdo das Emulstes

A analise comparativa dos perfis quimicos e dos dados quantitativos de extratos e
fracOes dos frutos de L. ferrea realizada no capitulo 2 indicou que o extrato bruto aquoso
preparado por turbolise e suas respectivas fracBes apresentaram o maior rendimento em
marcadores. Por esta razdo, estas condigdes extrativas foram selecionadas para preparacdo dos
extratos avaliados durante o desenvolvimento dos sistemas emulsionados.

Os perfis quimicos tipicos por CCD-AE e CLAE-DAD de extratos e fracdes estdo

apresentados na figura 3.

Figura 3 - Perfil cromatogréfico por CCD-AE (A) e CLAE-DAD (B) das amostras.
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1: Extrato Bruto; 2: Fracdo Aquosa; 3: Fracdo Organica.
Fonte: Proprio Autor.

Os cromatogramas ilustram a diversidade quimica presentes nos extratos dos frutos de
L. ferrea. Porém, também permitem observar variagdes importantes na intensidade das
manchas mais marcantes reveladas na cromatoplaca e que ficam mais evidentes no
cromatograma obtido por CLAE. A analise conjunta dos perfis quimicos indica a preseca
majoritaria dos polifenois, principalmente, 0os mondmeros de taninos hidrolisaveis
(confirmado pelas bandas e picos caracteristicos dos marcadores da espécie, acido galico e
acido elagico).

Do ponto de vista quantitativo, os dados para os polifenois totais por UV-Vis e 0s

dados para os marcadores por CLAE-DAD estdo descritos na tabela 2.
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Os dados quantitativos, tanto para o teor de polifenois totais determinado pelo método
de Folin-Ciocalteu, quanto para o teor de marcadores por CLAE-DAD, confirmaram o
enriquecimento da fracdo organica. Os resultados médios obtidos por espectrofotometria
foram de 47,86 %m/m e 56,64 %m/m, calculados como é&cido galico e &cido elagico
respectivamente. Considerando as analises quantitativas realizadas por CLAE-DAD,
corroboram os dados qualitativos e espectrofotométricos evidenciando o enriquecimento dos
marcadores na fracdo organica, cujos teores obtidos foram iguais a 5,67 %m/m e 2,96 %m/m

para o &cido galico e o acido elagico, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Teor de polifenois totais (TPT — UV-Vis) e teor de acido galico e 4cido eldgico (CLAE) no extrato
bruto e fragcBes aquosa e organica.

TPT — UV-Vis (%om/m) CLAE (%om/m)
Amostra ~
Acido gélico - Média = DP (DPR%)
EB 33,09 + 0,03 (0,08) 3,99 + 1,20 (2,52)
FAq 25,57 +£ 0,03 (0,10) 1,94 £ 0,06 (0,28)
FOr 47,86 + 0,05 (0,11) 5,67 + 1,15 (0,23)
Acido elagico - Média + DP (DPR%)
EB 39,17 + 0,03 (0,08) 1,48 + 0,61 (0,42)
FAQ 30,27 + 0,03 (0,10) 0,88 + 0,52 (1,08)
FOr 56,64 + 0,06 (0,11) 2,96 + 0,26 (0,44)

EB-AqQ: Extrato Bruto Aquoso; FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; DP: Desvio Padrdo; DPR%: Desvio
Padrdo Relativo.
Fonte: Proprio autor.

A primeira etapa para incorporacao dos ativos (extrato ou fraces) no sistema consistiu
na avaliacdo da solubilidade do extrato bruto (EB) e fracBes (aquosa-FAq e organica-FOr) nos
diferentes componentes da formulagdo. Os resultados obtidos para a distribuicdo dos
marcadores nas fases aquosa e oleosa estdo apresentados na figura 4, e revelam que os ativos
apresentaram maior solubilidade nos componentes aquosos da formulacdo. Dessa forma, os
ativos (extrato ou fracdes) foram adicionados a fase aquosa nas propor¢des equivalentes em

residuo seco necessario para obtencdo da respectiva concentracéo do extrato fluido nativo.
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Figura 4 - Avaliacdo da solubilidade do extrato bruto (EB) e fracbes (aquosa-FAqQ e orgénica - FOr) nos
componentes da formulacéo. A - fase aquosa, B - fase oleosa.
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Fonte: Proprio autor.

Em seguida, os diagramas pseudoternarios foram construidos a partir da disperséao em
ultraturrax por 2 minutos das formulagdes estabilizadas por agentes tensoativos, polimeros ou
particulas de silica. Os diagramas permitiram identificar as varias regifes geradas, bem como
a regido que representasse a melhor combinagdo dos componentes avaliados em suas
respectivas quantidades. Os diagramas confeccionados foram inspecionados visualmente para
identificacdo das regifes de formacdo de sistemas emulsionados (Figura 5). Uma das
vantagens da utilizacdo de diagramas pseudoternarios obtidos por titulacéo, & o amplo nimero
de amostras de diferentes composi¢des originado com rapidez, indicando as propor¢fes nas
quais os componentes devem ser misturados (SILVA et al., 2009). O encontro das linhas

(azul, amarela e verde) indica a regido escolhida para as analises posteriores.



Figura 5 - Diagramas de fase pseudoternarios.
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CR: Creme; EM: Emulsédo; EML: Emulsdo Liquida; V: Emulsdo Viscosa; SF: Separacgao de fases.

Fonte: Proprio autor.
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Entre os objetivos deste estudo para a realizagdo de diagramas pseudoternérios,
encontram-se a verificagdo de areas que gerassem emulsdo e aquelas que nessas regifes
apresentassem maior quantidade de agua. Dessa forma, foi possivel verificar que em trés dos
diagramas obtidos, foram observadas grande regido de separacdo de fases. Apesar disso, em
todos os diagramas foram observadas as regides de emulsdo formadas, alcangando o objetivo
pretendido.

Com a escolha das regides que formaram emulsdes, novas amostras de sistemas foram
preparadas e avaliadas ap0s 24 horas quanto ao aspecto visual. Entre os sistemas preparados,
as formulacGes estaveis foram aquelas estabilizadas com mistura de tensoativos (Tween® 20 e
Span® 80) ou HPMC. Portanto, as condigdes de confecgdo sobre as carcteristicas de emulsdes

estabilizadas por tensoativos ou HPMC foram avaliadas e estdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacdo das condic¢des de preparacdo de emulsGes estabilizadas por tensoativos ou HPMC.

Ultraturrax

'

%g" Estabilizante R 5 Visual pH n seta 00
£ otacdo Tempo (mV)  (um)

N (rpm) (min)

A HPMC 2208 8000 5 SF - - - -

B HPMC 2208 8000 10 SF - - - -

C HPMC 2208 13500 5 B,Ho 554 063 -849 24,066
D HPMC 2208 13500 10 B,Ho 544 045 -1544 25,753
E HPMC 2910 8000 5 SF - - - -

F HPMC 2910 8000 10 SF - - - -

G HPMC 2910 13500 5 B,Ho 557 037 -743 22591
H HPMC 2910 13500 10 B,Ho 551 0,33 -7,90 21,500
I Span 80+ Tween 20 8000 5 B,Ho 419 221 -292 1,189
J  Span 80+ Tween 20 8000 10 B,Ho 425 225 -28,72 0,996
K  Span 80+ Tween20 13500 5 B,Ho 4,05 226 -2991 0,850
L  Span 80+ Tween20 13500 10 B,Ho 429 317 -30,5 0,894

B: Branco; Ho: Homogéneo; SF: Separacao de Fases.
Fonte: Préprio autor.

Com relacdo a velocidade de agitacdo analisada (8000 e 13500 rpm), observou-se
formagéo de espuma principalmente nas emulsdes que continham tensoativo na composigéo e

aquelas que foram obtidas na maior velocidade de agitacdo. Aliado a este aspecto e
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considerando a avaliacdo visual, na menor velocidade de agitagdo, observou-se que as
formulacbes A, B, E e F apresentaram separacdo de fases e, por esta razdo, ndo foram
submetidas aos demais ensaios (Tabela 3).

Os valores de pH obtidos ndo indicaram diferencas entre as emulsdes obtidas com
tensoativo, permanecendo na faixa de 4,05 a 4,29, e entre as emulsdes obtidas com 0 HPMC,
com valores entre 5,44 e 5,57.

Quanto aos resultados de tamanho de goticula obtidos, observou-se no geral uma
diminuicdo no tamanho das goticulas das emulsdes, quando essas foram fabricadas com
velocidade de 13500 rpm. Estudos demonstram que, o tamanho da goticula diminui quando
h& um aumento na intensidade de energia fornecida ao sistema ou quando ha um aumento na
duracdo do processo de obtencdo (MCCLEMENTS, 2012). Com relacdo ao tempo, nao foi
observada mudanca importante nos valores do didmetro mensurado. Quanto ao tipo de HPMC
utilizado e de acordo com os estudos de Schulz e Daniels (2000) e Wollenweber, Oschmann e
Daniels (2002) o tamanho da goticula é dependente do peso molecular do HPMC utilizado na
emulsdo e independente do tipo de substituicdo (HPMC 2208 apresenta 23,8% de grupamento
metila e 5,3% de grupamento hidroxipropil; ja o HPMC 2910 apresenta 28,7% de grupamento
metila e 9,1% de grupamento hidroxipropil).

Corroborando com o tamanho de goticula mensurado, a analise por microscopia
confirmou os resultados obtidos. Na figura 6, pode-se observar que as emulsdes obtidas com
tensoativo apresentaram menor tamanho de goticula.

De acordo com Gaspar e Maia Campos (2003), em relacdo a viscosidade das
emulsBes, os valores apresentados demonstraram aspecto fluido, carater desejavel em
formulacBes destinadas a uso tdpico, pois facilitam o espalhamento e recuperacdo da
viscosidade no momento gue se encerra a aplicacdo, evitando escoamento do produto.

Portanto, de acordo com o conjunto dos resultados relacionados ao aspecto visual e
menor tamanho de goticula, as condi¢des de fabricacdo para fabricacdo de emulsdes foram
13500 rpm durante 5 minutos.
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Flgura 6 - Anallse mlcroscoplca das emulsoes prellmlnares

ABC formulagoesC GeK respectlvamente Tamanho da barrav u Objetlva 10x
Fonte: Préprio autor.

A partir dos achados do estudo acerca das condi¢Ges de fabricacdo e da influéncia de
HPMC sobre a estabilidade e as caracteristicas de emulsdes, novos diagramas pseudoternérios
foram confeccionados a partir de formulagdes contendo o extrato bruto dos frutos de L. ferrea
(Figura 7).

Figura 7 - Diagramas de fase pseudoternarios para sistemas contendo o extrato bruto dos frutos de L. ferrea.
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CR: Creme; EM: Emulsdo; EML: Emulsdo Liquida; V: Emulsdo Viscosa; SF: Separagdo de fases.
Fonte: Proprio autor.

Na construcdo dos diagramas contendo a solucéo do extrato bruto foram evidenciadas
as mesmas regides dos diagramas sem o extrato, regido de emulséo liquida (fluida), separacdo
de fases e emulsdo viscosa. Comparando-se os diagramas, também é possivel verificar um
pequeno aumento na regido de emulsdo viscosa, do diagrama contendo HPMC (2910), ja que
no ensaio anterior foi utilizado um tipo diferente de HPMC (2208); além de um aumento na
regido que corresponde a formacao de emulsdes liquidas. Com relacdo ao diagrama contendo
a combinag&o de tensoativos, houve um discreto aumento na regido de separacao de fases. No

diagrama obtido sem a presenca do extrato, a regido de separacdo de fases ficou
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compreendida entre 45 e 70% de tensoativos, e com a presenca do extrato, permaneceu na
faixa de 40 a 70%.

Dessa forma, optou-se por trabalhar com as regiGes que contem 10% de 6leo, 88% de
solucdo do extrato/fracbes a 5% e 2% da mistura de tensoativos (Tween 20 e Span 80), para
obter emulsbes com tensoativo; e, com a regido contendo 10% de dleo, 50% solucdo de
HPMC entre 0,5 e 3,0% e gsp da solucdo do extrato/fragoes.

6.3.2 Estudo de Estabilidade

Com a selecdo das regides de emulsdo mencionadas acima, indicadas pelo cruzamento
das linhas (amarela, azul e verde), procedeu-se com o estudo de estabilidade das formulacdes
obtidas com e sem tensoativo e com adicdo do extrato bruto/fracdes.

Durante a estabilidade de 90 dias foram avaliados o0s seguintes parametros:
centrifugacdo, indice de cremagem, analise macroscopica, pH, microscopia, tamanho de
goticula, potencial zeta, teor por UV-Vis e CLAE-DAD, além da anéalise de viscosidade e
curvas de fluxo.

De acordo com os resultados de centrifugacdo (Quadro 2), apenas as emulsdes
contendo 1,0% de HPMC apresentaram separacgdo de fases na maior forga aplicada (2486 g).
Este tipo de analise produz estresse na amostra, decorrente da simulagédo do aumento na forca
da gravidade e consequentemente forcando o deslocamento e sedimentacdo das goticulas
antecipando assim possiveis processos de instabilidade que possam ocorrer. Tais alteracdes
podem se manifestar sob a forma de precipitagdo, separacdo de fases ou coalescéncia
(MCCLEMENTS, 2007).

Quadro 2 - Estabilidade sob centrifugacdo para emulsfes contendo extrato/fragcdes de L. ferrea.

EB 1600 | 3200 | 4800 FAqQ 1600 | 3200 | 4800 FOr 1600 | 3200 | 4800
T20S80 T20S80 T20S80
HPMC 1,0% -I HPMC 1,0% - HPMC 1,0% -
HPMC 2,0% HPMC 2,0% HPMC 2,0%
HPMC 3,0% HPMC 3,0% HPMC 3,0%
Cremagem []

Separacdo de fases [
Fonte: Préprio autor.

Quanto a estabilidade intrinseca, avaliada durante as primeiras 24 horas, todas as
formulacBes apresentaram aspecto homogéneo, coloracdo amarela e formacgdo de creme.

Neste mesmo intervalo, a analise do tamanho de goticula revelou que 0s menores tamanhos de
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goticula foram obtidos nas formulacGes estabilizadas por tensoativos ou por HPMC na
proporcéo de 3,0% (Figura 8).

A utilizacdo de tensoativos ndo ionicos resulta em formacdo de uma monocamada ao
redor da goticula dispersa, uma vez que permanece na interface 6leo-agua, atingindo
saturacdo e tornando menor o tamanho da goticula. Além disso, a quantidade de tensoativo
possui influéncia sobre o tamanho da goticula formada (FERREIRA et al., 2010; DALTIN,
2011). Os resultados obtidos para o tamanho de goticula (< 20 pm) estdo de acordo com
dados encontrados na literatura que utilizam mesma composicdo de fase oleosa e mistura de
tensoativos (MACEDO et al., 2006).

Quanto as emulsbes contendo HPMC, a reducdo interfacial promovida pela adicdo do
polimero ndo é tdo acentuada quanto a utilizacdo de tensoativos ndo idnicos, mas o polimero
ird formar uma camada de protecdo aderida a interface. Dessa forma, quanto maior a

quantidade de polimero adicionada a emulsdo, menor o tamanho de goticula.

Figura 8 - Tamanho médio de goticulas de emulsdes preparadas com o extrato bruto (EB) e fragdes (FAq, FOr)
dos frutos de L. ferrea.
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EB | FAq | FOr EB | Faq | For
PE - HPMC 1.0%

EB | Faq | For EB | Faq | For

Emulsio com Tensoativo

PE - HPMC 2,0% PE - HPMC 3,0%

HPMC: Hidroxipropilmetilcelulose; PE: Pickering Emulséo.
Fonte: Proprio Autor.

Os resultados da analise das emulsBes por microscopia revelaram que as goticulas
apresentaram aspecto branco, devido a caracteristica do 6leo (Figura 9). Todas as formulacGes

apresentaram cor caracteristica do extrato e fragdes, marrom e aparéncia leitosa. De maneira
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geral, as imagens da microscopia corroboram os dados obtidos na andlise do tamanho de
goticula, onde as emulsdes que contém o extrato bruto ou a fracdo orgénica, seja com a
presenca de tensoativo e ou com HPMC a 3,0%, apresentaram maiores tamanhos de goticula

comparadas as que contém a fracdo aquosa.

Figura 9 - Analise microscépica de emulsdes preparadas com o extrato bruto e fragdes dos frutos de L. ferrea.

Mo~

3 -(g 9)‘4. "”3"'0 <

. x 5 . X - . . ,,‘ v y . 3 L)
T -( -bl 7 .331 { - ) - ."' -
5 1 e ; C > N

T20S80 HPMC 1,0% HPMC 2,0% HPMC 3,0%

1, A, D, G: extrato bruto; 2, B, E, H: fragdo aquosa; 3, C, F, I: fracdo organica; T20S80: Tween 20, Span 80;
HPMC: Hidroxipropilmetilcelulose.
Fonte: Proprio Autor.

O potencial zeta € um indicativo de estabilidade de sistemas dispersos e depende da
composicdo da formulacdo. Por esta razdo, ndo ha faixas preestabelecidas de potencial que
sejam preditoras de estabilidade. Por outro lado, a variacdo deste parametro em uma mesma
formulacdo € um forte indicativo de ocorréncia de fendmenos que podem levar a
instabilizac&o do sistema. Neste estudo, os sistemas apresentaram variagéo significativa entre
0S grupos em razdo das variacOes de formulagéo, especialmente entre o sistema estabilizado
por tensoativo e os sistemas estabilizados com HPMC (Figura 10). Por outro lado, dentro dos
grupos de mesma formulacéo, os sistemas ndo apresentaram variacao relevante 24 horas apos
a fabricacdo. Considerando a natureza do sistema, 0 achado indica que a composicao
complexa dos derivados vegetais ndo proporciona distarbio significativo a ponto de
comprometer ou desencadear fenbmenos perceptiveis que possam levar a desestabilizacdo do

sistema. Neste contexto, a manutencdo dos derivados vegetais na fase externa pode
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desempenhar diversas funcdes tal como conservante para formulagcdo (KHAN et al., 2013) ou
compor ativo sinérgico para veiculagdo de farmacos classicos (WAGNER, 2011).

A avaliacdo do potencial Zeta apds 90 dias demonstrou que alguns sistemas sofreram
pouca influéncia do tempo de armazenamento. Excecdo do sistema estabilizado por
tensoativos contendo a fragdo organica e dos sistemas estabilizados por HPMC acima de 2%
apresentaram alteracdo importante de potencial.

Figura 10 - Determinag8o do potencial Zeta de emulsGes preparadas com o extrato bruto (EB) e fracdes (FAQ,
FOr) dos frutos de L. ferrea.
T20S80

HPMC 1,0% HPMC 2,0%

Or EB|FAq|F0r EB|FAq|F0r EB|FAq|F

HPMC 3,00
Or

0,00 -

5,00 - I I
-10,00 -
15,00 -
-20,00 -
25,00 -

-30,00 -
-35,00 -
-40,00 -
PZ (mV) - D1
45,00 -
[ | Y -
50,00 - PZ (mV) - D90

EB: Extrato Bruto; FAqQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fragdo Orgéanica; HPMC: Hidroxipropilmetilcelulose; T20S80:
Tween 20, Span 80; PZ: Potencial Zeta.
Fonte: Proprio Autor.

Em relacdo a analise do ciclo gelo/degelo, os resultados permitiram observar que todas
as emulsdes apresentaram estabilidade durante os 7 ciclos. O comportamento de formacéo de
creme para as emulsdes estdo sumarizados na figura 11. Os sistemas estabilizados por
tensoativo apresentaram maior indice de cremagem quando comparadas com as formulacdes
estabilizadas por HPMC, com destaque para as formulagdes preparadas com 3,0% de HPMC

que apresentaram menor indice de cremagem.
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Figura 11 - Ciclo gelo/degelo para avaliacdo de emulsfes preparadas com o extrato bruto (EB) e fra¢fes (FAQ,
FOr) dos frutos de L. ferrea.
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EB: Extrato Bruto; FAQ: Fragdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; HPMC: Hidroxipropilmetilcelulose; T20S80:
Tween 20, Span 80
Fonte: Proprio Autor.

A estabilidade acelerada das emulsfes contendo os derivados dos frutos de L. ferrea
foi estudada durante 90 dias sob condicdes diferentes de temperatura (4, 25 e 40 °C). As
emulsBes estocadas a 4 °C apresentaram-se mais estaveis durante os 90 dias, quando
comparadas com as emulsdes estocadas a 40 °C. Isso pode ser devido ao fato de estarem
armazenadas a baixa temperatura e, consequentemente, hd menor colisdo entre as goticulas do
sistema. Além disso, foi observado que as emulsdes que possuem tensoativos na composicao
apresentaram-se com aspecto heterogéneo e uma formacdo de camada inferior clara com 90

dias de analise. Os resultados de indice de cremagem estdo apresentados na figura 12.
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Figura 12 - indice de cremagem em diferentes condicdes de armazenagem para emulsdes preparadas com o
extrato bruto (EB) e fracBes (FAq, FOr) dos frutos de L. ferrea.

4°C
25,00
20,00
9 "
T 1500 1
gal] uils
-]
£ 10,00 - =30
5]
8] m60
5,00 - H90
0,00 -
25°C
25,00
é nl
§ﬂ uls
-]
E =30
5]
U 60
u9%0
40°C
25.00
20,00
é nl
£ 15.00
gﬂ uls
=
£ 10,00 "30
5 u60
5.00 "90
0,00

EB: Extrato Bruto; FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Orgéanica; HPMC: Hidroxipropilmetilcelulose; T20S80:
Tween 20, Span 80
Fonte: Préprio Autor.
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Ainda sob o ponto de vista da avaliagdo da estabilidade da dispersdo de goticulas, a
turbidez das emulsdes foi determinada através da mensuracdo da transmitdncia em
espectrofotdmetro (UV-1240, Shimadzu®). Os dados indicaram elevado grau de dispersdo das
emulsdes, as quais ndo apresentaram grandes alteracGes durante o periodo de analise (Figura
13). Entretanto, as emulsdes estabilizadas com HPMC apresentaram tendéncia a maior
homogeneidade na turbidez, mesmo depois de 90 dias. Comportamento que pode ter sido
decorrente da estruturacao do veiculo pela rede polimérica do estabilizante.

Considerando que os derivados vegetais encontram-se distribuidos na fase externa do
sistema, a variacdo da composicdo do ativo (extrato bruto ou fracdo) foi o principal
responsavel pela variacdo no pH das emulsdes. Enquanto nos sistemas estabilizados por
tensoativos nao houve diferenca entre 0s componentes aquosos (extrato bruto e fracdo), em
todos os sistemas a incorporacdo da fracdo aquosa ocasionou um leve aumento no pH.
Ademais, os sistemas estabilizados por HPMC ofereceram um curioso aumento de pH em
funcdo da concentracdo do polimero. A interacdo entre polifenoispolifenois e ésteres de
celulose tal como metilcelulose e hidroxipropilcelulose é dependente da massa molecular do
polimero, do numero de grupos galoil no polifenol e sua respectiva hidrofobicidade, o que
pode resultar na formacdo de complexos e até agregados (PATEL; NIJSSE; VELIKOV,
2011). Portanto, os efeitos da composicdo da fase aquosa (estrutura e concentracdo de
polifenois) e das caracteristicas fisico-quimicas do polimero (concentracdo, grau de
substituicdo, massa molecular, etc), merecem maior grau de detalhamento em estudos futuros
com o propdsito de esclarecer possiveis interacfes favoraveis/desfavoraveis a preparacao e
estabilizacéo de sistemas emulsionados contendo derivados vegetais. Neste contexto, os dados
demostraram ainda que a incorporacdo da fracdo organica (FOr) ndo causou modificagdes
importantes no pH dos sistemas, apresentando resposta semelhante independe do sistema
estabilizante empregado ou da concentracdo do polimero na formulagéo.

Considerando que a medida dos valores de pH é uma das ferramentas mais
empregadas para avaliar a ocorréncia de fendmenos de instabilidade em sistema
emulsionados, decorrente de eventual ocorréncia de degradacdo ou desestruturacdo dos
sistemas de tensoativos; os resultados encontrados neste estudo indicam que as formulagoes
foram sistemas estaveis e sem modifica¢Oes importantes no parametro de pH mesmo apds 90
dias de armazenamento (FERREIRA et al., 2010; XAVIER-JUNIOR et al., 2012; LONNI et
al., 2015).
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Figura 13 - Resultados para as determinagdes de turbidez (barras) e pH (linhas) durante estudo de estabildade (1
a 90 dias) de emulsdes preparadas com o extrato bruto (EB) e fracdes (FAq, FOr) dos frutos de L. ferrea.
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EB: Extrato Bruto; FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; HPMC: Hidroxipropilmetilcelulose; T20S80:

Tween 20, Span 80.
Fonte: Proprio Autor.

O tamanho médio de goticula determinado durante o ensaio de estabilidade das

emulsdes contendo os derivados dos frutos de L. ferrea estéo apresentados na figura 14.

As emulsdes estabilizadas por tensoativos ndo apresentaram mudanca significativa

entre os dias 15, 30, 60 e 90. Com tamanho menor de gota a probabilidade de haver algum

mecanismo de desestabilizacdo do sistema é reduzida.

Os sistemas estabilizados com HPMC apresentaram diminuicdo no tamanho das

goticulas em funcdo do aumento do percentual de HPMC. Além disso, observou-se um

aumento no tamanho de goticula em todos esses sistemas com o deccorer dos dias de analise.

De acordo com Duffus e colaboradores (2016), goticulas menores sdo produzidas com o

aumento na concentracdo de particulas, apesar disso a estabilidade das goticulas ndo é afetada

pela concentragao.
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Figura 14 - Avaliagdo do diametro médio de goticula para emulsbes preparadas com o extrato bruto (EB) e
fracdes (FAq, FOr) dos frutos de L. ferrea, submetidas a estudo de estabilidade.
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Fonte: Proprio Autor.

Os teores de polifenois totais (UV-Vis) e de &cido géalico e acido elagico (CLAE-
DAD) foram avaliados durante os dias de analise (1 a 90 dias) e os resultados encontrados
para os dias 1 e 90 estdo nas figuras 15 e 16, respectivamente.

O teor inicial de polifenois, obtidos por UV-Vis, permaneceu entre 19,57 e 44,83
%m/m e na faixa de 20,41 a 46,74 %m/m, calculados como &cido galico e acido elagico,
respectivamente. Foi observada uma diferenca significante no teor de polifenois totais entre os
dias 1 e 90 da andlise de estabilidade dos sistemas. Os sistemas obtidos com tensoativo,
conforme observado na anélise visual, apresentaram aspecto heterogéneo e uma formacéo de
camada inferior clara no dia 90. Além disso, as formulagdes que possuem maior quantidade
de HPMC (3,0%) podem ter sofrido influéncia da interacdo entre os polifenois e 0s
componentes da formulacdo (PATEL; NIJSSE; VELIKOV; 2011). Os mesmos resultados de

decréscimo foram observados nas analises dos sistemas por CLAE-DAD durante o ensaio de
estabilidade.
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Figura 15 - Teor de polifenois totais por UV-Vis para emulsfes preparadas com o extrato bruto (EB) e fracBes (FAg, FOr) dos frutos de L. ferrea, submetidas a estudo de

estabilidade (dias 1 e 90).
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Figura 16 - Teor de acido galico e acido elagico por CLAE-DAD para emulsdes preparadas com o extrato bruto (EB) e fragdes (FAq, FOr) dos frutos de L. ferrea, submetidas

a estudo de estabilidade (dias 1 e 90).
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O comportamento reoldgico das emulsdes foi avaliado com o auxilio de um rebmetro
modular. Os sistemas foram investigados quanto & dependéncia da viscosidade em diferentes
taxas de cisalhamento (shear rate). Os ensaios foram realizados sob temperatura ambiente (25
+ 1 °C), num total de 30 determinacGes com intervalos de 5 segundos. A figura 15 mostra as
curvas de viscosidade das emulsdes obtidas com tensoativo e com HPMC a 3%.

A andlise da viscosidade é importante, pois de acordo com a lei de Stokes, a separacdo
de fases entre dois liquidos imisciveis depende do diametro das goticulas e é inversamente
proporcional a viscosidade do sistema. Logo, a medida é bastante utilizada para determinar a
consisténcia ou fluidez adequada, indicando a estabilidade do produto com o tempo. Dessa
forma, associado ao tamanho das goticulas de 6leo que estdo presentes no sistema, quanto
menor o didmetro, menor a velocidade de sedimentacao e maior sera a estabilidade do produto
(LIU; TANG, 2011; XAVIER-JUNIOR et al., 2012).

Os sistemas apresentaram relagdo entre a viscosidade e a taxa de cisalhamento,
caracteristica de materiais Newtonianos. A reta observada nos graficos de tensdo de
cisalhamento versus taxa de cisalhamento confirma a caracteristica dos materiais.

Uma diminui¢do da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento foi observado
para as emulsdes fabricadas com a mistura de tensoativos. Naturalmente, as emulsdes
preparadas com HPMC como agente estabilizante apresentaram maior viscosidade e menor
deformacdo no inicio da analise, quando comparadas com as emulsdes que contem
tensoativos. Os dados mostram que os sistemas apresentam perfis semelhantes de reducdo da
viscosidade como aumento da forca de cisalhamento, resultante da reorganizacdo das
macromoléculas de HPMC ap06s o inicio da movimentacdo do sistema. Ademais, os sistemas
ndo sofrem reodestruicdo apos a retirada da aplicacdo de forca, reforcando a hipdtese de
reestruturacdo observada ap0s agitacdo das amostras oriundas do ensaio de centrifugacéo.

Pouca modificacdo pOde ser observada ap6s 90 dias de armazenamento, tanto na
viscosidade das emulsdes quanto nos perfis das curvas. Atencdo especial deve ser dada ao
fendmeno de “Pickering” tipico para emulsdes estabilizadas sem tensoativos. A partir de um
determinado momento ocorre a aglomeracdo frouxa da fase interna exigindo a aplicacdo de
alguma energia para que os sistemas sejam reestruturados homogeneamente. Considerando
que a acgdo de redispersdo pode ser responsavel pela desestruturacdo do sistema, as emulsdes

foram deixadas em repouso por pelo menos 2 horas para realizagdo da analise (Figura 17).
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Figura 17 - Tensdo de cisalhnamento versus taxa de cisalhamento. Sistemas com tensoativo (A) e com HPMC
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6.3.3 Ensaio de liberacéo in vitro

No ensaio de liberacdo in vitro, o &cido galico foi usado como marcador quimico no
estudo uma vez que este composto estd presente em um teor mais elevado e devido a
solubilidade do &cido elagico.

Os polifenois apresentam-se como antioxidantes naturais, e dessa forma sua aplicagao
topica pode ser atil para a terapia de doencas da pele ou para a prevencdo de
fotoenvelhecimento. Estudos como o de Casagrande et al. (2007), Kitagawa et al., (2011),
Zillich et al., (2013; 2015), tem confirmado esta hipotese.

Assim, o perfil de liberagdo do ativo de uma formulacdo é uma ferramenta util no
controle e qualidade da atividade de desenvolvimento de produtos topicos, cosméticos ou
farmacéuticos, tais como as emulsées, pois ira permitir determinar um modelo de liberacédo
da(s) substancia(s) ativa(s).

Hung et al. (2008), Kitagawa et al., (2011), Zillich e colaboradores (2013) indicaram
que a quantidade de 6leo contida em uma emulsdo influencia diretamente o perfil de liberacao
dos polifenois do sistema, quanto maior a quantidade de 6leo utilizado menor ou mais lenta
sera a liberacdo do ativo. Dessa forma, emulsdes com baixo teor de 6leo acarretam em taxas
de liberacdo mais elevadas com relacdo aos compostos fendlicos. Consequentemente, em
formulacBes que apresentam maior quantidade de agua na composi¢do promove melhora na
taxa de liberacdo das substancias ativas.

Através da observacdo do perfil de liberacdo do ativo, nas formulacBes obtidas com
tensoativo e com HPMC, é possivel verificar a difusdo do ativo a partir da emulsdo. As curvas
obtidas apresentaram-se lineares com o tempo e 0 experimento demonstrou que ndo ha

diferenca entre a liberacdo da emulsdo com tensoativo e com HPMC (Figura 18).
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Figura 18 - Liberagdo in vitro dos sistemas contendo extrato bruto de L. ferrea obtidos com tensoativo (T20S80)
e com HPMC 3,0%.
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Fonte: Préprio Autor.

6.4 CONCLUSOES

As formulagbes convencionais (com tensoativo) e do tipo Pickering (sem tensoativo)
foram obtidas e caracterizadas com éxito durante 90 dias. A temperatura controlada de 40 + 2
°C foi fundamental na obtencdo das emulsbes. Os parametros pH, teor de polifenois totais,
teor de acido elagico e acido galico, caracteres macroscopicos, tamanho de goticula e
potencial zeta foram utilizados para caracterizar as emulsdes obtidas. E possivel inferir que as
emulsdes obtidas apresentaram estabilidade satisfatoria durante 90 dias, quando estocadas a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C).

No que pese a investigacdo do comportamento reoldgico, as emulsfes que contem
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) em sua composi¢do apresentaram maior viscosidade e
menor deformacdo, quando comparada com as emulsdes que contem tensoativos. Ademais, 0
perfil de liberag&o in vitro em célula de Franz demonstrou que as emulsdes apresentaram
comportamento semelhante.

Por fim, é possivel concluir que a obtencdo de emulsdes do tipo Pickering foram
obtidas de modo satisfatério e apresentaram maior estabilidade quando comparadas as

emulsGes convencionais.



240

REFERENCIAS

ADHAM, A. N. Synergistic Effects between Mentha Piperita, Mentha Longifolia and
Ocimum Basilicum on Different Bacterial Strains. International Journal of Chemistry, v. 7,
n. 2, p. 170-176, 2015.

ARAUIJO, A. A.; SOARES, L. A. L.; FERREIRA, M. R. A.; NETO, M. A. S.; SILVA, R. G.;
ARAUJO JR, R. F. et al.Quantification of polyphenols and evaluation of antimicrobial,
analgesic and anti-inflammatory activities of aqueous and acetone—water extracts of Libidibia
ferrea, Parapiptadenia rigida and Psidium guajava. Journal of Ethnopharmacology, v. 156,
p. 88-96, 2014.

AULTON, M. E. Suspensfes e Emulsdes in “Delincamento de Formas Farmacéuticas”.
Porto Alegre: Artmed, 2005.

BALOGH, T. S. Uso cosmético de extratos glicdlicos: avaliacédo da atividade
antioxidante, estudo da estabilidade e potencial fotoprotetor. Dissertagdo de Mestrado —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo. 2011.

BARTA, A.; DANIELS, R. Pharmacopoeial cellulose ethers as o/w emulsifiers I. Interfacial
properties. European Jounal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 40, p. 128-133,
1994.

BERENDSEN, R.; GUELL, C.; FERRANDO, M. Spray dried double emulsions containing
procyanidin-rich extracts produced by premix membrane emulsification: Effect of interfacial
composition. Food Chemistry,v. 178, p. 251-258, 2015.

BIASI-GARBIN, R. P.; DEMITTO, F. O.; AMARAL, R. C. R.; FERREIRA, M. R. A,;
SOARES, L. A. L.; SVIDZINSKI, T. I. E. et al. Antifungal potential of plant species from
brazilian caatinga against dermatophytes. Revista do Instituto de Medicina Tropical de
Sé&o Paulo, v. 58, n. 18, 2016.

BIDONE, J.; ZORZI, G. K.; CARVALHO, E. L. S.; SIMOES, C. M. O.; KOESTER, L. S.;
BASSANI, V. et al. Incorporation of Achyrocline satureioides (Lam.) DC extracts into topical
nanoemulsions obtained by means of spontaneous emulsification procedure. Industrial
Crops and Products, v. 62, p. 421-429, 2014.

BRASIL, MS - Ministério da Saude. Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos. Brasilia, 2006.

BRASIL, MS - Ministério da Saude. Relacdo de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS.
Brasilia, 20009.

BRASIL, MS - Ministério da Saude. Guia de Estabilidade de Produtos Cosmeticos, maio
de 2004. Disponivel em:<http://www.anvisa.gov.br/divulga/public/series/cosmeticos.pdf>.
Acesso em: 14 de mar. de 2016.

BRASIL, MS - Ministério da satde. Politica nacional de praticas integrativas e
complementares no SUS: atitude de ampliacéo de acesso. 2. ed. Brasilia: Ministério da
salde, 2015. 96 p.



241

BRUSCHI, M. L. Desenvolvimento e caracterizacdo de sistemas de liberacéo de prépolis
intrabolsa periodontal. 2006. 318 f. Tese (Doutorado) — Faculdade Ciéncias de
Farmacéuticas, Universidade de sdo Paulo, Ribeirdo Preto.

CALIXTO JUNIOR, J. T.; MORAIS, S. M.; MARTINS, C. G.; VIEIRA, L. G.; MORAIS-
BRAGA, M. F. B.; CARNEIRO, J. N. P. et al. Phytochemical Analysis and Modulation of
Antibiotic Activity by Luehea paniculata Mart. & Zucc. (Malvaceae) in Multiresistant
Clinical Isolates of Candida Spp. BioMed Research International, Article 1D 807670, 10
pages, 2015.

CASAGRANDE, R.; GEORGETTI, S. R.; VERRI, J. W. A.; BORIN, M. F.; LOPEZ, R. F.
V.; FONSECA, M. J. V. In vitro evaluation of quercetin cutaneous absorption from topical
formulations and its functional stability by antioxidant activity. International Journal of
Pharmaceutics, v. 328, p. 183-190, 2007.

DALTIN, D. Tensoativos: quimica, propriedades e aplicacdes. Sdo Paulo: Blucher, 2011.

DANILES, R. Emulsionen. In: Pflegekosmetik. Ed. Wolfgang Raab; Ursula Kindl. Stuttgart:
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft, 2012.

DUFFUS, J. L.; NORTON, J. E.; SMITH, P.; NORTON, I. T.; SPYROPOULOS, F. A
comparative study on the capacity of a range of food-grade particles to form stable O/W and
W/O Pickering emulsions. Journal of Colloid and Interface Science, v. 473, p. 9-21, 2016.

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 5 edigéo. 2010.
FARMACOPEIA EUROPEIA. 8th Edition. 2013.

FAHR, A. Voigt Pharmazeutische Technologie. Stuttgart: Deutscher Apotheker Verlag,
2015.

FASOLO, D.; BASSANI, V.; TEIXEIRA, H. F. Development of topical nanoemulsions
containing quercetin and 3-O-methylquercetin. Die Pharmazie (Berlin), v. 64, p. 1-5, 2009.

FERREIRA, M. R. A.; SANTIAGO, R. R.; DE SOUZA, T. P.; OLIVEIRA, E. E.; EGITO, E.
S.T.; SOARES, L. A. L. Development and evaluation of emulsions from Carapa guianensis
(Andiroba) oil. AAPS PharmSciTech, v. 11, p. 1383-1390, 2010.

FERREIRA, M. R. A.; SANTIAGO, R. R.; LANGASSNER, S. M. Z.; MELLO, J. C. P;
SVIDZINSKI, T. I. E.; SOARES, L. A. L. Antifungal activity of medicinal plants from
Northeastern Brazil. Journal of Medicinal Plants Research, v. 7, n. 40, p. 3008-3013, 2013.

FERREIRA, M. R. A; SOARES, L. A. L. Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz: A
Review of the biological activities and phytochemical composition. Journal of Medicinal
Plants Research, v. 9, n. 2, p. 140-150, 2015.

FRANGE, R. C. C; GARCIA, M. T. J. Desenvolvimento de emulsdes 6leo de oliva/agua:
avaliacédo da estabilidade fisica. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Bésica e Aplicada, v.
30, n. 3, p. 263-271, 2009.

FRANZ, T. J. Percutaneous absorption on the relevance of in vitro data. Journal of
Investigative Dermatology, v. 64, n. 3, p.190-195, 1975.



242

FRELICHOWSKA, J.; BOLZINGER, M-A.; CHEVALIER, Y. Pickering emulsions with
bare silica. Colloids and Surfaces A: Physicochemical Engineering Aspects, v. 343, p. 70—
74, 20009.

FRELICHOWSKA, J.; BOLZINGER, M-A.; CHEVALIER, Y. Effects of solid particle
content on properties of o/w Pickering emulsions. Journal of Colloid and Interface Science,
v. 351, p. 348-356, 2010.

GASPAR, L. R.; MAIA CAMPOS, P. M. B. G. Rheological behavior and the SPF of
sunscreens. International Journal of Pharmaceutics, v. 250, p. 35-44, 2003.

HAN, Y. Synergic effect of grape seed extract with amphotericin B against disseminated
candidiasis due to Candida albicans. Phytomedicine, v.14, p. 733-738, 2007a.

HAN, Y. Synergic Anticandidal Effect of Epigallocatechin-O-gallate Combined with
Amphotericin B in a Murine Model of Disseminated Candidiasis and Its Anticandidal
Mechanism. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v.30, p. 1693-1696, 2007b.

HEMAISWARYA, S.; KRUTHIVENTI, A. K.; DOBLE, M. Synergism between natural
products and antibiotics against infectious disease. Phytomedicine, v. 15, p. 639-652, 2008.

HUNG, C. F,; LIN, Y. K.; HUANG, Z. R.; FANG, J. Y. Delivery of resveratrol, a red wine
polyphenol, from solutions and hydrogels via the skin. Biological & Pharmaceutical
Bulletin, v. 31, p. 955-962, 2008.

ICH. International conference on the harmonization of stability testing guidelines: Stability
testing of new drug substances and products. Q1(R2). Committee for proprietary medicinal
products. London: ICH, 2003.

ISAAC, V.AL. B.; CEFALLI, L. C.; CHIARI, B. G.; OLIVEIRA, C. C. L. G.; SALGADO H. R.
N.; CORREA, M. A. Protocolo para ensaios fisico-quimicos de estabilidade de
fitocosméticos. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicadas, v. 29, n. 1, p. 81-
96, 2008.

JIANHUA, W.; HAI, W. Antifungal susceptibility analysis of berberine, baicalin, eugenol
and curcumin on Candida albicans. Journal of Medical Colleges of PLA, v.24, p. 142-147,
2009.

JIN, S-K.; HA, S-R.; HUR, S-J.; CHOI, J-S. Effect of Various Herbal Medicine Extracts on
the Physico-chemical Properties of Emulsion-type Pork Sausage. Journal of Food and
Nutrition Research, v. 3, n. 5, p. 290-296, 2015.

JONES, D. S.; BRUSCHI, M. L.; FREITAS, O.; GREMIAO, M. P. D.; LARAB, E. H. G ;
ANDREWS, G. P. Rheological, mechanical and mucoadhesive properties of
thermoresponsive, bioadhesive binary mixtures composed of poloxamer 407 and carbopol
974P designed as platforms for implantable drug delivery systems for use in the oral cavity.
International Journal of Pharmaceutics, v. 372, p. 49-58, 2009.

KHAN, B. A.; AKTAR, N.; KHAN, H.; BRAGA, V. A. Development, characterization and
antioxidant activity of polysorbate based O/W emulsion containing polyphenols derived from



243

Hippophae rhamnoides and Cassia fistula. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences,
v.49,n.4,p. 763-773, 2013.

KITAGAWA, S.; YOSHII, K.; MORITA, S.; TERAOKA, R. Efficient topical delivery of
chlorogenic acid by an oil-in-water microemulsion to protect skin against UV-induced
damage. Chemical & Pharmaceutical Bulletin, v. 59, p. 793-796, 2011.

LASS-FLORL, C. Triazole antifungal agents in invasive fungal infections: a comparative
review. Drugs, v. 71, p. 2405-2419, 2011.

LIU, F.; TANG, C.-H. Cold, gel-like whey protein emulsions by microfluidisation
emulsification: Rheological properties and microstructures. Food Chemistry, v. 127, n. 4, p.
1641-1647, 2011.

LIMA, C. G.; VILELA, A. F. G,; SILVA, A. A. S,; PIANNOVSKI, A. R.; SILVA, K. K;
CARVALHO, V. F. M. et al. Desenvolvimento e avaliacdo da estabilidade fisica de emulsfes
O/A contendo 6leo de babacu (Orbignya oleifera). Revista Brasileira de Farmacia, v. 89, n.
3, p. 239-245, 2008.

LONNI, A. A. S. G. Desenvolvimento e caracterizacédo de formulacao de uso tépico
contendo extrato padronizado de Trichilia catigua para fins cosmetico. Tese. Maringa.
2012. 120P.

LONNI, A. A. S. G; MUNHOZ, V. M.; LOPES, G. C.; LONGHINI, R.; BORGHI-
PANGONI, F. B.; SANTOS, R. S. et al. Development and characterization of multiple
emulsions for controlled release of Trichilia catigua (Catuaba) extract. Pharmaceutical
Development and Technology, p. 1-10, 2015.

LUNTER, D. J. Filmbildende Emulsionen zur Retardierung der dermalen
Wirkstoffpermeation. Tese. Tubingen. 2012. 226p.

LUNTER, D.; DANIELS, R. New film forming emulsions containing Eudragit® NE and/or
RS 30D for sustained dermal delivery of nonivamide. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics, v. 82, p. 291-298, 2012.

MACEDO, J. P.; FERNANDES, L. L.; FORMIGA, F. R.; REIS, M. F.; JUNIOR, T. N.;
SOARES, L. A. L. et al. Micro-emultocrit technique: a valuable tool for determination of
critical HLB value of emulsions. AAPSPharmscitech, v. 7, n. 1, p. E146-E152, 2006.

MAHMOOD, T.; AKHTAR, N.; KHAN, B. A.; RASUL, A. Formulation and characterization
of a green tea extract containing emulsion prepared with Abil®PEM90 as a lipophilic
surfactant. African Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 6, n. 19, p. 1395-1399,
2012.

MASSON, D. S.; MORAIS, G. G.; MORAIS, J. M.; ANDRADE, F. F.; SANTOS, O. H,;
OLIVEIRA, W. P.; ROCHA FILHO, P. A. Polyhydroxy alcohols and peach oil addition
influence on liquid crystal formation and rheological behavior of o/w emulsions. Journal of
Dispersion Science and Technology, v. 26, n. 4, p. 463-468, 2005.



244

MCCLEMENTS, D. J. Critical review of techniques and methodologies for characterization
of emulsion stability. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 47, n. 7, p. 611-
49, 2007.

MCCLEMENTS, D. J. Advances in fabrication of emulsions with enhanced functionality
using structural design principles. Current Opinion in Colloid & Interface Science, v. 17,
p. 235-245, 2012.

MELZER, E.; KREUTER, J.; DANIELS, R. Ethylcellulose — A new type of emulsion
stabilizer. European Journalof Pharmaceutic and Biopharmaceutics, v.56, n. 1, p. 23-27,
2003.

NEMITZ, M. C.;)YATSU, F. K.;BIDONE, J.; KOESTER, L. S.; BASSANI, V. L.; GARCIA,
C. V. et al. A versatile, stability-indicating and high-throughput ultra-fast liquid
chromatography method for the determination of isoflavone aglycones in soybeans, topical
formulations, and permeation assays. Talanta, v. 134, p. 183-193, 2015.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, C. M. Natural products as sources of new drugs over the last 25
years. Journal of Natural Products. v.70, p. 461-477, 2007.

PANTELIC, I.; LUKIC, M.; MARKOVIC, B.;LUSIANA; HOFFMANN, C.; MULLER-
GOYMANN, C. et al. Development of a prospective isopropyl alcohol-loaded pharmaceutical
base using simultaneous in vitro/in vivo characterization methods of skin performance. Drug
Development and Industrial Pharmacy, v. 40, n. 7, p. 960-971, 2014.

PFALLER, M. A. Antifungal Drug Resistance: Mechanisms, Epidemiology, and
Consequences for Treatment. The American Journal of Medicine, v. 125, p. 3-13, 2012.

PATEL, A. R.; NIJSSE, J.; VELIKOV, K. P. Novel polymer—polyphenol beads for
encapsulation and microreactor applications. Soft Matter, v. 7, p. 4294-4301, 2011.

PICKERING, S. U. Emulsions. Journal of Chemistry Society, v. 91, p. 2001-2021, 1907.

PINTADO, T.; RUIZ-CAPILLAS, C.; JIMENEZ-COLMENERO, F.; CARMONA, P.;
HERRERO, A. M. Oil-in-water emulsion gels stabilized with chia (Salvia hispanica L.) and
cold gelling agents: Technological and infrared spectroscopic characterization. Food
Chemistry, v. 185, p. 470-478, 2015.

RAHATE, A. R.; NAGAKAR, J. M. Emulsification of vegetable oils using a blend of
nonionic Surfactants for cosmetic applications. Journal of Dispersion Science and
Technology, v. 28, n. 7, p. 1077-1080, 2007

ROTTKE, M.; LUNTER, D.J.; DANIELS, R. In vitro studies on release and skin permeation
of nonivamide from novel oil-in-oil-emulsions. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 86, n. 2, p. 260-266, 2014.

SCHULZ, M. B.; DANIELS, R. Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) as emulsifieer for
submicron emulsions: influence of molecular weight and substitution type on the droplet size
after high-pressure homogenization. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 49, p. 231-236, 2000.



245

SILVA, J. A.; DAMASCENO, B.P. G. L.; BORBA, V.F.C.,; EGITO, E. S. T.; DE
SANTANA, D. P. Use of pseudo-ternary phase diagrams as a tool to produce transdermal
nanoemulsion. Revista Brasileira de Farmacia, v. 90, n. 3, p. 245-249, 2009.

SIMON, G. A.; MAIBACH, H. I. The pig as an experimental animal model of percutaneous
permeation in man: qualitative and quantitative observations — an overview. Skin
Pharmacology and Applied Skin Physiology, v. 13, p. 229-234, 2000.

SONG, X.; PEI, Y.; QIAO, M.; MA, F.; REN, H.; ZHAO, Q. Preparation and
characterizations of Pickering emulsions stabilized by hydrophobic starch particles. Food
Hydrocolloids, v. 45, p. 256-263, 2015.

TIKEKAR, R. V.; PAN, Y; NITIN, N. Fate of curcumin encapsulated in silica nanoparticle
stabilized Pickering emulsion during storage and simulated digestion. Food research
international, v. 51, n. 1, p. 370-377, 2013.

VIYOCH, J.; KLINTHONG, N.; SIRIPAISAL, W. Development of Oil-in-Water Emulsion
Containing Tamarind Fruit Pulp Extract I. Physical Characteristics and Stability of Emulsion.
Naresuan University Journal, v. 11, n. 3, p. 29-49, 2003.

XAVIER-JUNIOR, F. H.; SILVA, K. G. H.; FARIAS, I. E. G.; MORAIS, A.R. V.;
ALENCAR, E. N.; ARAUJO, I. B. et al. Prospective study for the development of emulsion
systems containing natural oil products. Journal of Drug Delivery and Science Technology,
v.22,n.4,p.367-372, 2012.

ZILLICH, O. V.; SCHWEIGGERT-WEISZ, U.; HASENKOPF, K.; EISNER, P.;
KERSCHER, M. Release and in vitro skin permeation of polyphenols from cosmetic
emulsions. International Journal of Cosmetic Science, v. 35, p. 491-501, 2013.

ZILLICH, O. V.; SCHWEIGGERT-WEISZ, U.; HASENKOPF, K.; EISNER, P.;
KERSCHER, M. Polyphenols as active ingredients for cosmetic products. International
Journal of Cosmetic Science, v. 37, p. 455-464, 2015.

WAGNER, H.; ULRICH-MERZENICH, G. Synergy research: Approaching a new generation
of phytopharmaceuticals. Review (Part I). Phytomedicine, v. 16, p. 97-110, 20009.

WAGNER, H. Synergy research: Approaching a new generation of phytopharmaceuticals.
Review. Fitoterapia, v. 82, p. 34-37, 2011.

WOLLENWEBER, C.; OSCHMANN, R.; DANIELS, R. Hypromellose stabilisierte
Emulsionen als Trager fur homoopathische Urtinkturen. Pharmazeutische Industrie, v. 64,
n. 1, p. 81-88, 2002.

YAN, C.; RESAU, J. H.; HEWETSON, J.; WEST, M.; RILL, W. L.; KENDE, M.
Characterization and morphological analysis of proteinloaded poly(lactide-co-glycolide)
microparticles prepared by water-in-oil-in-water emulsion technique. Journal of Controlled
Release, v. 32, p. 231-241, 1994.



CONCLUSAO



247

7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, matérias primas (frutos) de L.
ferrea foram caracterizadas quanto ao doseamento de polifenois totais por UV-Vis,
qualitativamente por CCD e CLAE-DAD, e quantitativamente por CLAE-DAD, sendo
possivel a obtencédo de perfis quimicos tipicos dos frutos de juca.

As metodologias para o doseamento de acido galico e &cido elagico por CLAE-DAD
na matéria prima e extrato bruto aquoso dos frutos de L. ferrea, foram desenvolvidas e
validadas com os requisitos minimos aceitaveis estipulados pela RE 899/2003.

A obtencéo e caracterizagdo dos derivados dos frutos de L. ferrea (extratos brutos e
fracdes) foram realizadas com éxito. Adicionalmente o teor das diversas amostras foi
calculado por CLAE, sendo possivel obter uma correlacdo preliminar entre os teores/picos
encontrados com as intensidades/quantidades das bandas observadas nos cromatogramas de
CCD-AE.

Com o auxilio de ferramentas quimiométricas o teor dos marcadores nos extratos
brutos, obtidos por UV-Vis, MIR e NIR, utilizando CLAE-DAD como método de referéncia
foram quantificados, a partir dos modelos de calibragdo multivariada desenvolvidos por PLS.

A viabilidade de incorporacdo do extrato bruto e fracbes dos frutos de L. ferrea foi
alcangada, com a obtencdo de sistemas convencionais (com tensoativo) e Pickering (sem
tensoativo). Ademais os sistemas foram caracterizados quanto a estabilidade preliminar
durante 90 dias, apresentando resultados satisfatérios. Por fim, o perfil de liberacdo in vitro
em células de Franz demonstrou que as emulsdes convencionais e Pickering apresentaram
comportamento semelhante.

Com estes resultados sera possivel implantar duas linhas de pesquisa na area de
produtos naturais (analise multivariada e tecnologia fitofarmacéutica com énfase em
semissdlidos), ainda escassa no Estado.

Como propostas futuras sugerem-se: utilizacdo das metodologias aqui desenvolvidas
aliadas as técnicas quimiométrica aplicadas as fracdes enriquecidas obtidas neste estudo, além
de estender a utilizagdo das mesmas a outras espécies do Nordeste brasileiro que apresentem
polifenois em sua composi¢cdo. Também se propde a realizacdo de estudo de estabilidade de

longa duragéo com as emulsdes obtidas.
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APENDICE A - CROMATOPLACAS DE CCD-AE PARA EXTRATOS BRUTOS E
FRACOES

Figura 1 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracGes a partir da amostra2 de L. ferrea.

S & P 5 s S s 5
EB-AQ FAq FOr FAq FOr EB-AQ FAgq FOr EBS) - FAq FOr EB40  FAq FOr EB S FAq FOr
I 1
AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: propor¢des de etanol (%); FAqQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fragdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.

| 0!_} | “'"'n

Figura 2 -Cromatogramas obtidos para os extratos/fragdes a partir da amostra3 de L. ferrea.

EBAQ FAq FOr EB X0 FAq FOr EBAQ FAgq FOr EB WO FAq FOr EBAQ FAgqg FOr EB 40 FAq FOr Pds
R 1 1

AQ: Aguoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.
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Figura 3 -Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes a partir da amostra4 de L. ferrea.

EBAQ FAyq FOr EBSD FAg FOr EB W FAy FOr KBS0 FAg FOr EBAQ FAy FOr ERG6O  VAgq FOn

I I 1
AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Préprio Autor.

Figura 4 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes a partir da amostra 5 de L. ferrea.

a , a - . o i -
EBAQ FAq FOr EB# FAq FOr EB20 Faq FOr EB60 FAq FOr EB 40 FAgq FOr EBS0 Fagq FOr
3 I |

AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.



256

Figura 5 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes a partir da amostra 6 de L. ferrea.

-

e : «,

Pds

AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcdes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fragcdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (4cido elagico e acido gélico).
Fonte: Proprio Autor.

- e - - —— - - - - - - ~
FAgq FOr EB6O FAg FOr EBAQ FAg FOr EB &) FAq FOr EBAQ FAq FAgq FOr

N I

Figura 6 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracGes a partir da amostra 7 de L. ferrea.

g A

EB20 FAq FOr EBSO FAq FOr EBAQ FAq FOr EB20 FAq FOr EB20 FAq FOr EBS0 FAq FOr Pds
R I 1
AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcfes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.
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Figura 7 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracGes a partir da amostra 8 de L. ferrea.

EB-20 FAq FOr EB W FAq FOr EBAQ FAq FOr EB 4O FAq FOr EBAQ FAgq FOr EB & FAgq FOr Pds
= I |

AQ: Agquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.

Figura 8 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes a partir da amostra 9 de L. ferrea.

EB-20 FAq FOr EB6D FAq FOr EB4D FAq FOr EB &0 FAq FOr EBAQ FAq FOr EB 60 FAq FOr Pds
R I 1

AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragdes a partir da amostra 10 de L. ferrea.

EBAQ FAq FOr EB40 FAq FOr EBAQ FAq FOr EB40 FAq FOr EB60 FAq FOr EBSO FAq FOr Pds
R 1 1

AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.

Figura 10 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragdes a partir da amostrall de L. ferrea.

EBAQ FAg FOr EB W FAq FOr EBAQ FAgq FOr EB GO FAgq FOr EBAQ FAg FOr EB 80 FAq FOr
R I 1

AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e &cido galico).
Fonte: Proprio Autor.
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragdes a partir da amostra 12 de L. ferrea.

EBAQ FAq FOr EBS0 FAq FOr EBAQ FAq FOr EBG0 FAq FOr EBAQ FAq FOr EB40 FAq FOr Pds
R 1 1

AQ: Agquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Orgéanica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.

Figura 12 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes a partir da amostra 13 de L. ferrea.

EB20 FAq FOr EBG60 FAq FOr EBAQ FAq FOr EB40 FAq FOr EB40 FAq FOr EBS0O FAq FOr Pds
R 1 1

AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcbes de etanol (%); FAqQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fracdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Proprio Autor.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes a partir da amostra 14 de L. ferrea.

EB 40 FAq FOr EB SO . FAq FOr EBI0 FAq FOr EB60 FAq FOr EB-AQ FAgq FOr EBS0O FAq FOr > Pds
R 1 1

AQ: Aquoso; 20, 40, 60 e 80: proporcdes de etanol (%); FAQ: Fracdo Aquosa; FOr: Fragcdo Organica; R:
Refluxo; T: Turbdlise; U: Ultrassom; Pds: Mix dos Padrdes (&cido elagico e acido galico).
Fonte: Préprio Autor.
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APENDICE B - CROMATOGRAMAS DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES

OBTIDOS POR CLAE-DAD

Figura 1 -Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes referente a amostra 2.

sce-mAU WVL:270 nmy
500
250 e ILK ] Ml
i wyh iy g
o 5 = ]
; 15 s
o= 14 - PR
S 20 13 N “h' N o .
= 12 o, i
3 3 R
s 7 2 s ey
2 5 13 y iy
8 J\]
-7504 7 LA
6 A |
5 I
-1.0004 4
3 ey v — —
: =
1 A AR M .
-1.400 T T T T T T T T T T T T T T =L
0,0 25 50 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 250 275 30,0 325 36,3
Tempo
Fonte: Préprio autor.
Figura 2 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragcdes referente & amostra 3.
400 mAU WVL:270 nm|
200+
18
2 17
16
- 15
o= -200 14
= 13
‘_g 12 [
S 4004 1;1
=
= 9
8
600 4
6
45 s
8004 3
2 PSS
1 N ;
-1.000 T T T T T T T T T T I T T T =
0,0 25 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 25,0 25 30,0 325 36,3

Tempo

Fonte: Préprio autor.
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Figura 3 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes referente & amostra 4.

4005AT WVL270
2004
18
o] 17
16
15
g 200 14 i A
£ 13 AN
£ i
S 400 10
2 - S
8 . N
600 7
6
5 M
4
800 3 Nﬁ{\fp.__
2 N A
n AL s
-1.000 T 1) T T T T T T T T T T T o
0,0 25 50 5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 25,0 275 30,0 325 36,3
Tempo
Fonte: Proprio autor.
Figura 4 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragcdes referente & amostra 5.
2.000 mAU WVL:270 nm|
1.000+
= 18
e 01 17 T
= 16 NI K
= 15 J R A
g 1;4 i
2 1Z =1
< 11 T h
-1.000 10 T A AN
9 VA W — e
8 ok
7 1\Q /AN
o =\
4 1\
-2.0004 ,3 AN i AN
1 LG g
-2.500 T T T T T T T T T T T T T i
0,0 25 50 5 10,0 125 15,0 17,5 20,0 225 25,0 275 30,0 325 36,3
Tempo

Fonte: Proprio autor.



Figura 5 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes referente a amostra 6.
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1.000

mAU WVL:270 nm|
5004
18 l,. d l
Y 17 N
15 N \ :
15 i‘
g 3 H— e ] :
= 13
& 2 T L
§ -1.000{ 131 il A "
= 9 i A
8
-1.500 7 _mwll‘ T4 A
6 \ { Iy
5 | ‘E!‘ ]
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2 I |
! A :
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Fonte: Préprio autor.
Figura 6 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragcdes referente & amostra 7.
600TAT WVL270 ol
250+
. 18 s Ao
17 N 34
16 ‘ J —
15
< b |
g 250 1314 u
«® A
= 12 J
§ -500 1
8 10 K -
< 9 -
-750 8 | |
T
6 e
-1.000+ 5 R R -
k. P Jn\JL - = . i
| S —
——————— il A
42 2 A
I .
-1.400 v T T T T LR ) T LR S T | T T ) ) o
0,0 25 5.0 75 10,0 125 15,0 17,5 20,0 225 25,0 275 30,0 325 36,3
Tempo

Fonte: Préprio autor.
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Figura 7 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes referente a amostra 8.

400 mAU WVL:270 nm|
2004
; A
9 17
16
- 15 i L
S -200 14 A B AL
E 13 g p ik
8 12
=
§ -4004 131 N\
2 ; e
=
B o geesa L s
-600-] 7 s .Jtt
6 ——— A
5 A
4
800 1
2
1 o
-1.000 T T T T T T T T T T T T T T L
0.0 25 50 T4 10,0 125 15,0 175 20,0 225 25,0 275 30,0 325 36,3
Tempo
Fonte: Préprio autor.
Figura 8 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragcdes referente & amostra 9.
600 mAU WVL:270 nmy
2504
18 = k A
e 17 S
6 o St
15 il
.E -250+ 14 1
(g 13 £ L \k
= 12
-"5 -500+ 1 I
2 10 A t g
< 9 e ﬂ;j -
750 P
7 LN
6 P A\
1.0004 5 gﬂ
4 5
3 X L
42
I v A i
-1.400 T ¥ T T T b T T T T T Nl T T | T
0,0 25 50 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 25,0 275 30,0 325 36,3

Tempo

Fonte: Préprio autor.



Figura 9 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes referente a amostra 10.
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Fonte: Préprio autor.
Figura 10 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragdes referente & amostra 11.
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125+ ‘
04 18 k hL : h‘@"" \Wil';,-'\l : {
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700 ! cad A min|
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fracdes referente a amostra 12.
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o 1 14 PUSUSY N,
£ L e W [ MIuL A
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: = S _J\LH
¥ | —
= e o ] K
-500+ B ]
i
6 [FAW
750 5 |
4 | L A
3 g i
12 —
f L e \ ; ;
min|
-1.200 RN | T T R P T b ) Yy T T T L Y | R T . T R
0.0 25 50 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 25,0 275 30,0 325 36,3
Tempo
Fonte: Préprio autor.
Figura 12 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragdes referente & amostra 13.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos para os extratos/fragdes referente a amostra 14.
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Fonte: Proprio autor.
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Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz is a medicinal plant widely known in Brazil as “juca” or
“pauferra” that belongs to the Fabaceae family. The species is native to Brazil and is mainly found in
the Morth and Mortheastern regions. it has been studied for its biological activities and chemical
composition. Scientific literature has reported that this species contains different extracts andior
isolated compounds which have antimicrobial, anti-inflamatory, analgesic, antioxidant and
hypoglycemic properties, as well as others that are in popular use. mwlmm
on the presence of fatty acids, terpenoids, phenolic compounds and polysaccharides. However

lhﬂhmmhﬂﬂmﬂmﬂnmﬂmmmrdmmﬂmmm
medicine. The purpose of this review is to provide a broad and updated overview about the relevance of
Libidibia ferrea species in regard to general aspects, traditional medicines, biclogical activities and

chemical composition data.

INTRODUCTION

The Genus Libidibia (Fabaceae family) includes 500
species of trees distributed wordwide. It is characterized
by its content of polyphenols, terpens and sterpids, as
well as polyssacharide substances, which are principally
responsible for s biological properties (Zanin et al,
2012). The main species of this genus are native to
Brazil, and are distributed in different regions all over the
country {Flora do Brasil, 2014).

Several uses in traditional medicine are described for
different paris (barks, fruits, leaves, seeds and stems).
This species is one of 71 species of medicinal planis

included in the national list of medicinal plants of interest
to the Brazilian Public Health System (Relagio Macional
de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saide — RENISUS), due to its importance in public
health and potential medicinal applications in Brazil
(Brasil, 2009). In regard 1o the species Libidibia ferrea
(Mart. ex Tul) L. P. Cueiroz var. ferrea, the present work
consists of a8 survey of the Iiterature from several
databases included original articles, books, sites and
theses (Periodicos CAPES, PubMed, Science Direct,
SciELO, SciFinder, Scopus and Web of Science)
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I has been reported that various parts of this specics (bark, frsits, leaves,
and seeds) are used in Brazilian folk medicine with several pharmacological
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