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RESUMO

A utilizacdo de plantas como medicamento é provavelmente tdo antigo quanto o
aparecimento do proprio homem. A preocupa¢do com a cura de doengas sempre se
fez presente ao longo da histdria da humanidade. Dentre os produtos oriundos do
metabolismo secundario dos vegetais de interesse da industria farmacéutica, pode-se
destacar as cumarinas, devido principalmente as propriedades bioativas atribuidas a
esse grupo de metabdlitos. O presente trabalho teve como objetivo quantificar o teor
de cumarinas presentes na espécie vegetal Amburana cearensis (Fr. Alleméo) A. C.
Smith. A coleta das cascas foi realizada em uma area de Caatinga do estado de
Pernambuco, localizada na zona rural de Altinho. As amostras foram submetidas a
trés metodos extrativos com etanol 80% e o teor de cumarinas foi quantificado pelo
método de acetato de chumbo. Foi realizado um planejamento fatorial 3% do extrato
das cascas de Amburana cearensis obtido pelo método de ultrassom para obtencao
de niveis altos de cumarinas. Os resultados obtidos mostraram que o método de
quantificacdo do metabdlito desejado é linear com R? > 0,99, no efeito matriz as retas
apresentaram o mesmo coeficiente angular. Para a seletividade, a varredura realizada
em 200-400nm, regido em que as cumarinas absorvem, a preciséo por repetibilidade;
teve desvios padrdes inferiores a 5%, assim como a robustez. A exatidao foi avaliada
por meio de ensaios de recuperacédo com os volumes de 125uL, 500uL e 1000uL. Os
resultados mostram uma recuperacdo de 116,58%, 112,54% e 93,32%,
respectivamente. Com base nos resultados, todos os parametros estdo dentro dos
limites estabelecidos pela RDC 166/2017. A escolha do método para otimizacao da
extracdo foi baseada na viabilidade econdémica do mesmo, sendo escolhido o extrato
das cascas obtido por ultrassom com um teor de 46,86 £ 2,93 mg EC/g. No processo
de planejamento, as variaveis que apresentaram influéncia na extracdo das cumarinas
foram o teor alcoolico e tempo, enquanto que a proporgdo droga-solvente 1:20 g/mL
foi mantida fixa, pois, proporcionou a obtencéo de um teor consideravel de cumarinas
e foi estatisticamente significativa quando comparada as demais. A metodologia de
superficie de resposta foi uma ferramenta Gtil para se obter a condigdo 6tima de
extracdo de cumarinas, sendo a mesma com um teor alcodlico de 99,8% de etanol,
um tempo de extracao de 40 minutos e uma proporc¢éo droga-solvente de 1:20 (g/mL).

Os resultados encontrados mostram que o planejamento fatorial na realizacdo de



experimentos fitoquimicos apresenta-se como um instrumento eficaz para a

otimizacdo da extracao.

Palavras-chave: Desenho experimental. Espectrofotometria. Plantas Medicinais.

Amburana-de-cheiro.



ABSTRACT

The use of plants as a medicine is probably as old as the appearance of man himself.
The concern with curing diseases has always been present throughout human history.
Among the products from the secondary metabolism of vegetables of interest to the
pharmaceutical industry, coumarins can be highlighted, mainly due to the bioactive
properties attributed to this group of metabolites. The present study aimed to quantify
the content of coumarins present in the vegetable species Amburana cearensis (Fr.
Allemao) A. C. Smith. The peel collection was carried out in an area of Caatinga in the
state of Pernambuco, located in the rural area of Altinho. The samples were submitted
to three extractive methods with 80% ethanol and the coumarin content was quantified
by the lead acetate method. A factorial design 32 of the extract of the barks of
Amburana cearensis obtained by the ultrasound method was carried out to obtain high
levels of coumarins. The results obtained showed that the method of quantification of
the desired metabolite is linear with R?> 0.99, in the matrix effect the lines presented
the same slope. For selectivity, the scan performed at 200-400nm, the region in which
the coumarins absorb, the precision for repeatability; had standard deviations of less
than 5%, as well as robustness. Accuracy was assessed using recovery tests with
volumes of 125uL, 500uL and 1000uL. The results show a recovery of 116.58%,
112.54% and 93.32%, respectively. Based on the results, all parameters are within the
limits established by RDC 166/2017. The choice of the method for optimization of the
extraction was based on its economic viability, being chosen the extract of the shells
obtained by ultrasound with a content of 46.86 + 2.93 mg EC / g. In the planning
process, the variables that had an influence on the coumarin extraction were the
alcohol content and time, while the drug-solvent ratio 1:20 g / mL was kept fixed, as it
provided a considerable content of coumarins and was statistically significant when
compared to the others. The response surface methodology was a useful tool to obtain
the optimal coumarin extraction condition, with an alcohol content of 99.8% ethanol,
an extraction time of 40 minutes and a drug-solvent ratio of 1:20 (g / ml). The results
found show that the factorial design in the execution of phytochemical experiments is

presented as an effective instrument for the optimization of the extraction.

Keywords: Experimental draw. Medicinal plants. Spectrophotometry. Amburana-of-

smell.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como profilaxia ou arsenal terapéutico para
manutencao e recuperacao da saude ocorre desde os tempos antigos da civilizacédo
(ANDRADE et al., 2007). E uma das praticas mais utilizadas pelo homem para cura,
prevencao e tratamento de doencas, servindo como importante fonte de compostos
biologicamente ativos (ANDRADE, CARDOSO, BASTOS, 2007; FIRMO, 2011).
Sendo assim, o conhecimento popular se mostra essencial na identificacdo de uma
planta com grande potencial terapéutico (PEREIRA; CARDOSO 2012).

A atividade farmacoldgica das plantas medicinais esta diretamente relacionada
aos metabdlitos secundarios, os quais podem ser de diversas classes como
alcaloides, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, quinonas, taninos, saponinas e
terpenos (CARDOSO et al., 2010). Os compostos apresentam uma diversidade de
acles que esta relacionada a variabilidade quimica, ou seja, nos organismos vegetais
ocorrem interacfes metabodlicas e ambientais que possibilitam a producdo de novas
moléculas (MOLINARI, 2009).

As substéancias oriundas do metabolismo secundério das plantas podem vir a
se tornar ou servir de base para sintese de novos farmacos. Além disso, acredita-se
que esses compostos sejam importantes tanto para as plantas como para os seres
humanos, uma vez que apresenta algumas propriedades biol6gicas. As cumarinas
destacam-se devido as diversas bioatividades que possuem, tais como: atividade
antimicrobiana, imunossupressora, anti-HIV, atividades anti-inflamatdrias,
antitrombdticas e vasodilatadoras e citostaticas (MONTAGNER, 2007).

As cumarinas sao provenientes do metabolismo da fenilalanina (KUSTER;
ROCHA, 2003) e isoladas principalmente de plantas verdes, mas podem ser
produzidas também por microorganismos, como fungos e bactérias (HOULT & PAYA,
1996; MONTAGNER, 2007). Podem ser classificadas como cumarinas simples,
furanocumarinas, piranocumarinas, cumarinas com substituintes no anel pirona e
cumarinas miscelaneas (MURRAY, 1978; BRUNETON, 1995; MONTAGNER, 2007).),
a cumarina per se é o nucleo basico de todos os outros derivados e é resultante da
fusdo dos anéis benzeno e 1,2-pirona (COSTA, 1994; MONTAGNER, 2007).

Esse metabdlito secundario é o principal componente fitoquimico da espécie

Amburana cearensis A.C. Smith, estando presente principalmente na casca do caule
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dessa espécie. Os componentes fendlicos também foram detectados na triagem
fitoquimica dessa planta (PEREIRA, 2010). A. cearensis € conhecida popularmente
como amburana, amburana-de-cheiro, imburana-cheirosa, cumaru, cumaru-de-
cheiro, imburana-brava, dentre outros. E tipica de ambiente tropical semi-arido,
pertence a divisdo Magnoliophyta (Angiospermae), a classe das Magnoliopsida
(Dicotiledonae) a ordem Fabales e a Familia Fabaceae (Leguminoseae -
Papilionoideae) (PEREIRA, 2010).

Devido a importancia farmacoldgica das cumarinas, sdo cada vez mais comuns
estudos que visem obter esse composto secundario das espécies vegetais, sendo a
extracao a etapa mais importante da pesquisa, pois, pode interferir nas investigagdes
qualitativas ou quantitativas e influenciar na qualidade final de produtos fitoterapicos
(AZMIR et al., 2013). A obtencdo dos extratos pode sofrer interferéncia de varios
fatores como temperatura, tempo de extracao, solvente, tamanho das particulas, parte
da planta utilizada e do método extrativo escolhido (AZMIR et al., 2013).

Os métodos extrativos sdo o ponto-chave nos estudos com planejamento
fatorial, pois, com um namero menor de experimentos € possivel avaliar e otimizar as
condi¢cBes de extracdo, além de determinar a influéncia de uma ou mais variaveis e
evidenciar as interacdes entre os parametros que afetam o processo (SOUZA et al.,
2009). A utilizacdo do planejamento fatorial para extrair componentes quimicos de
uma matriz vegetal pode possibilitar a economia de tempo e de investimento financeiro
(SILVA et al., 2006).

Partindo desse pressuposto, o presente estudo visa validar um método
espectrofotométrico para quantificar as cumarinas de maneira mais precisa, uma vez
gue essa técnica € muito utilizada como ferramenta analitica, sobretudo pela robustez
e baixo custo (ABADI et al., 2012) e realizar uma andlise multivariada visando otimizar
um processo extrativo para melhorar a extracao desse metabdlito utilizando as cascas

de Amburana cearensis.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais
Validar e otimizar um meétodo espectrofotométrico para o doseamento de

cumarinas na espécie Amburana cearensis (Fr. Allem&o) A.C. Smith.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Obter extratos por trés métodos extrativos: maceracao, micro-ondas e ultrassom;

e Validar um método de quantificacdo de cumarinas das cascas da espécie
Amburana cearensis.

e Otimizar um método extrativo para cumarinas das cascas da espécie Amburana
cearensis;

e Realizar o planejamento fatorial do melhor método extrativo para cumarinas das
cascas da espécie Amburana cearensis;

e Obter extratos das cascas de Amburana cearensis ricos em cumarinas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae, também conhecida por Leguminoseae, é considerada uma
das trés maiores familias de angiospermas do mundo. E constituida por cerca de 727
géneros e 19.325 espécies que sao divididas em 3 subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae, Papilionoideae (LEWIS et al., 2005; SILVA et al., 2013). Os exemplares
estdo distribuidos em diferentes regiées do globo, tendo distribuicdo cosmopolita e
nos mais diferentes climas (SILVA et al., 2013). E a maior familia botanica do Brasil
com 2.826 espécies, destas 1.524 sdo consideradas endémicas, distribuidas em 222
géneros (LIMA, 2000; GOMES et al., 2017).

Embora as subfamilias sejam consideradas distintas por alguns autores, ha
indicios de que Caesalpinioideae é parafilética, uma vez que os géneros desse grupo
possuem tracos filogenéticos parecidos com os das outras familias (DOYLE et al.,
2000; WOJCIECHOWSKI et al., 2004; BRUNEAU et al., 2008; HARTEMANN &
RODRIGUES, 2014). Os representantes da Mimosoideae apresentam um clado
bastante caracteristico, com excecdo do género Dinizia da tribo Mimoseae que tem
mais semelhancas com as Caesalpinioideae do grupo Peltophorum (LUCKOW et al.,
2003; WOJCIECHOWSKI et al., 2004).

Das trés subfamilias, a Papilionoideae é a mais diversa e monofilética, sendo
representada por cerca de 13.800 espécies, 483 géneros e por 28 tribos (LEWIS et
al., 2005). Muitos pesquisadores nos ultimos anos, tem se empenhando em
compreender as relacdes filogenéticas e a taxonomia das Leguminoseae, entretanto,
alguns grupos como as tribos basais das Papilionoideae ainda s&o pouco
compreendidos (DOYLE et al., 1997; PENNINGTON et al., 2001; WOJCIECHOWSKI
et al., 2004).

No entanto, alguns estudos floristicos e taxonémicos mostram que as
leguminosas apresentam grande diversificacdo e podem apresentar-se como ervas
anuais ou perenes, prostadas, difusas, trepadeiras, lianas, arbustos, subarbustos,
arvores de pequeno, médio e grande porte, e até plantas aquaticas (LEWIS, 1987,

GOMES et al., 2017). O caule é variado, enquanto que as folhas podem ser séo



20

compostas alternas espiraladas, com pulvino, estipulas, estipelas, peciolos, nectérios
ou glandulas e gavinhas (LEWIS et al., 2005).

As flores sdo completas, reunidas em 4 a 5 inflorescéncias, e hermafroditas,
com gineceu unicarpelar e supero, o androceu é gamostémone podendo ser oligo ou
diplo, a corola é gamopétala, actino ou zigimorfa (LEWIS et al., 2005). Os frutos séo
tipo legumes, mas podem apresentar algumas variacdées, podendo apresentar-se
como: foliculo, lomento, sdmara, drupa, bacoide (LEWIS et al., 2005.).

Os individuos dessa espécie possuem importancia econémica, uma vez que
sdo usados em industrias alimenticias (feijdo, lentilha, ervilha), as leguminosas sao
lembradas como alimentos béasicos e séo fontes de importantes nutrientes (LEWIS et
al., 2005). Sdo usadas nas industrias madeireiras para constru¢cdes e marcenaria
(pau-ferro, angico) e podem ser aplicadas em ornamentacdes (flamboyant, corticeira,
mulungus). Algumas sdo produtoras de fibras e outras espécies séo oleaginosas
(amendoim, soja) (LEWIS et al., 2005).

Além de terem uso bastante difundido na culinéria, as espécies da familia
Leguminoseae, possuem importancia ecoldgica, pois, sdo capazes de transformar
oXxigénio gasoso em sais capazes de produzir proteinas em virtude da presenca de
bactérias que vivem em suas raizes (LAIOLA et al., 2010). Devido a esse potencial,
varios exemplares podem ser utilizados em reflorestamento (Canafistula), na
recuperacdo de solos (Catingueira), na decomposicao do solo (Catanduva) e na
recomposicao florestal de areas danificadas (MAIA, 2004; LAIOLA et al., 2010).

Apesar do grande avanco da medicina e da sintese de novos farmacos, os
recursos naturais ainda hoje contribuem para a manutencdo da saude e alivio das
enfermidades em paises em desenvolvimento (FIRMO, 2011; SOUZA, FELFILI,
2006). Estudos fitoquimicos e farmacolégicos mostram que alguns géneros dessa
familia apresentam uma composicdo quimica rica em flavonoides, terpendides,
lactonas, taninos, quinonas, glicosideos esteroidais, cumarinas e acidos organicos
(LOPEZ; SANTOS, 2015). Esses compostos s&o oriundos do metabolismo secundério
vegetal, possuem estrutura quimica complexa e efeitos bioldgicos significantes
(BERG; LUBERT, 2008; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Espécies representantes do grupo das Leguminosas séo usadas no tratamento
de enfermidades, pois, possuem acbes farmacologicas podendo ser usadas como

hipoglicemiante (pata de vaca), diuréticas, purgativas, antidiarreicas, hepatoprotetora,
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anti-inflamatorias, antidepressivas e no tratamento da colite (BATISTI et al., 2012;
LOPEZ; SANTOS, 2015).

2.2 GENERO Amburana

O género Amburana foi descrito primeiramente pelo botanico brasileiro Freire
Alleméo (1864), apos analise da descricao feita por Ruiz e Pavon (1974) sobre a
graminea Torresia cearensis, tipica da Venezuela (SELEME, 2014). Posteriormente,
Schwacke e Taubert (1894) propuseram o género Amburana na espécie conhecida
como Amburana claudii. Ducke (1935) identificou a espécie A. acreana com algumas
diferencas na taxonomia e na distribuicdo geografica em relacéo a Torresia cearensis
(DUCKE, 1935; SELEME, 2014). Por fim, o professor A.C. Smith (1940) sugeriu que
Amburana cearensis fosse considerada sinbnimo para Torresia cearensis Freire
Allem&o e Amburana claudii Schwacke e Taubert.

Os trabalhos referentes a esse género nao fornecem informacdes suficientes
gue levem a total identificacdo das espécies desse grupo. Macbride (1943), em um
estudo realizado no Peru, sugeriu Amburana acreana (Ducke) como uma variedade
de Amburana cearensis (SELEME, 2014). Enquanto Bernardi concordou com a
descricdo feita por Smith (1984) em seus trabalhos sobre as familias botanicas
existentes no Paraguai e demostrou dados sobre a ecologia, a utilizacdo e localizacao
geografica da espécie. Em 1952, Burkart descreveu e ilustrou A. cearensis em sua
pesquisa sobre as leguminosas argentinas, além de fazer mencao a outras espécies
do género.

Devido a heterogeneidade morfologica dos seus representantes, o género
Amburana ja foi membro de diferentes tribos e subfamilias, Schwacke & Taubert
(1984) consideraram que esse clado pertencia a tribo Amherstieae em
Caesalpinoideae (ENGLER & PLANT, 1984; SELEME, 2014). No entanto, Harms
analisou a espécie e sugeriu que esse grupo tem caracteristicas préximas a da tribo
Sophoreae (ENGLER & PLANT, 1987). Entretanto, Polhill (1981) em seu estudo
taxondmico realizado sobre a tribo polifilética Sophoreae na Bahia, encontrou 25
espécies e 10 géneros, dentre eles o género Amburana, especificamente no grupo
Myroxylon. E considerado também pertencente as tribos Dalbergieae, Dipterygeae
(DOYLE et al., 1997; IRELAND et al., 2000; PENNINGTON et al., 2001; MANSANO
et al., 2004a; SELEME, 2014; WOJCIECHOWSKI et al., 2004).
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A arvore filogenética do clado amburana é composto pelos géneros Amburana,
Myroxylon,  Myrospermum Jacq., Myrocarpus Allemdo, Cordyla Lour.,
Mildbraediodendron Harms e Dussia Krug & Urb, é considerado parente do clado
Dipterygeae que engloba Dipteryx, Pterodon, Taralea e Monopteryx (CARDOSO,
2012; SELEME, 2014).

As trés espécies dessa classe encontram-se distribuidas em diferentes paises
do subcontinente sul-americano, sendo encontradas no Brasil, Argentina, Bolivia,
Paraguai e Peru (SELEME, 2014). Em solos Brasileiros, os exemplares estao
presentes desde da caatinga até regiées subtropicais secas e subtropicais inundadas
ou até mesmo em areas proximas aos vales de rios (LEWIS et al.,, 2005). A
classificacdo dos tadxons dos representantes do género amburana apresentam
caracteristicas parecidas e por isso ndo sdo completamente reconhecidos (SELEME,
2014).

2.3 ESPECIE Amburana cearensis

A amburana é uma espécie nativa do bioma Caatinga e semiérido do Nordeste
brasileiro, essa regido €& marcada por condicbes climéaticas extremas, com
prolongados periodos de seca, Amburana Cearensis € resistente aos estresses
provocados pelo calor e apresenta boa adaptacao ao clima (PEREIRA, 2010).

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro com uma biodiversidade
significativa, no entanto, pouco estudada, mas € intimamente associada a uma
heranca de diversidade cultural (ALBUQUERQUE et al., 2007). E composta por uma
vegetacao xerdfila, formada por plantas deciduas que ocupam mais de 50% da regido
nordeste do Brasil (aproximadamente 800.000 km?2), cerca de 10% do territério
nacional. Esse patrimbnio biolégico possui uma alta diversidade de exemplares
vegetais e cultural, incluindo varias espécies endémicas de plantas com alto potencial
terapéutico (ARAUJO et al., 2007).

Amburana cearensis (Freire Alleméao) A.C. Smith € conhecida popularmente por
cerejeira, amburana, amburana-de-cheiro, angelim, baru, cabocla e imburana-
cheirosa, cerejeira-rajada, cumaré, cumaru, cumaru-de-cheiro, imburana-brava
(PEREIRA, 2010). Trata-se de uma arvore que possui caule ereto e que pode chegar
a ter 10 metros de altura na Caatinga e cerca de 20 metros na Zona da mata
(LORENZI, 1992; SELEME, 2014), conforme pode ser observado na imagem abaixo.
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Figura 1 — Espécie Amburana cearensis na comunidade do Carédo — Altinho —PE.

Fonte: Autoria propria.

Apresenta casca de cor castanha e lisa, suas folhas podem ter de 7-25cm
comprimento, o peciolo pode variar de 9-17mm, possui de 7-15 foliolos alternos de 3-
6 x 2,5-3cm ovais com base arredondada, apice obtuso ou retuso, face adaxial glabra
e face abaxial glabra a pubescente com nervagéo impressa (SELEME, 2014).

As inflorescéncias variam de 2-5cm, o pedunculo de 1,5-3cm de comprimento,
enquanto que as flores chegam a ter 1,5 cm e podem se apresentar como um
estandarte branco ou em tons réseos ou amarelo claro (SELEME, 2014). O sericeo
tem 5-6 x 5-6mm de comprimento, apice marginado base cordada, unguicula com
cerca de 1mm de comprimento, bractéolas ovais alongadas, pilosas, com cdélice
campanulado e truncado, o ovario € glabro e tem 4 x 1mm de comprimento a estipite
apresenta-se aderida ao hipanto (SELEME, 2014). O fruto é um legume preto, linear-
oblango com 5-7 x 0,6-1 cm comprimento, com endocarpo membranoso, com 1 a 2
sementes exalbuminosa com formato eliptico, textura lenhosa e coloracdo

marmoreada, localizadas na porcao distal do fruto (SELEME, 2014).
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Além de ter um importante papel no bioma da caatinga nordestina, Amburana
cearensis é conhecida também por suas qualidades madeireiras, podendo ser
empregada em moveis finos, esculturas e marcenaria de modo geral (SELEME, 2014).
E empregada na fabricacdo de dornas (CATAO et al., 2011), utilizadas no
envelhecimento e no armazenamento de cachaga artesanal, tornando-a mais suave e
agradavel (ALCARDE et al., 2010; DULTRA, 2016). A espécie é utlizada pela
populacdo no tratamento de enfermidades, suas raizes cascas e sementes Sao
utilizadas no combate e na prevencdo de doencas, principalmente em remédios
caseiros feitos para o alivio de problemas do sistema respiratorio e atividade anti-
inflamatéria (DULTRA, 2016).

Por ser bastante utilizada popularmente para o tratamento de diversas
enfermidades, a espécie é classificada por varios autores na categoria medicinal
(PEREIRA, 2010). As cascas do caule e as sementes de Amburana cearensis, por
exemplo, sao utilizadas no tratamento da gripe, tosse, dores de cabeca, dores
musculares, sinusite (PEREIRA, 2010). Agra e colaboradores (2007) citaram algumas
propriedades para espécie, como atividade laxativa, antidiarreica, expectorante,
podendo também ser usada para tratar problemas menstruais, doencas do estémago,
asmas e coqueluches, doencas hepéaticas e inflamacbes na prdstata e no ovario.

Foram ainda comprovadas atividades analgésica, broncodilatadora, e anti-
inflamatoria do extrato hidroalcoolico das cascas da espécie (LEAL et al., 2006). Séo
usadas também como antiespasmaodicas e para o tratamento de doencas reumaticas
(BRAGA, 1976; TIGRE, 1968), tendo uma versédo comercializada chamada de xarope
de cumaru, quando feita manualmente é chamado de “lambedor”

Apesar da importancia desempenhada por essa espécie em varios ambitos,
desde ambiental até fins medicinais, a exploracdo vem sendo feita de maneira
extrativista, provocando degradacdo ambiental e diminuindo o nimero de exemplares
dessa espécie vegetal (CAMPOS et al., 2013). Tais problemas ocorrem devido a falta
de estudos e pesquisas que promovam a conservacao e a manutencao de Amburana
cearensis (DUTRA, 2016). A promocéao de projetos que visem melhores condi¢cdes de

propagacéao de espécies da caatinga € de suma importancia (DUTRA, 2016).
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2.4 UTILIZACAO DE PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas para fins medicinais € uma pratica antiga, mas que persiste
até os tempos atuais, seja em cidades pobres ou grandes regides metropolitanas e
acaba agucando, de maneira indireta, o interesse dos pesquisadores sobre areas
como botanica, farmacologia e fitoquimica (MACIEL et al., 2002).

Mesmo com o grande avanco da medicina e da sintese de novos farmacos, 0s
recursos naturais ainda hoje contribuem para a manutencédo da saude e alivio das
enfermidades em paises em desenvolvimento (FIRMO, 2011; SOUZA, FELFILI,
2006). Dentre os principais motivos para o uso disseminado desses recursos estéo a
facilidade de obtencéo e a tradicdo do uso de plantas com propriedades terapéuticas
(FIRMO, 2011; VEIGA JUNIOR, PINTO, 2005).

A biodiversidade e o potencial econdmico da flora brasileira, foram descritos
em diversos trabalhos, relatando a riqueza em espécies produtoras de frutos, resinas,
0leos, gomas, aromas, e, principalmente, o potencial medicinal (JACOBSON et al.,
2005). Tendo em vista a grande diversidade de espécies do Brasil e seu repertorio
subutilizado de plantas com potencial terapéutico, hA um enorme interesse de
pesquisadores e da industria farmacéutica na insercao de fitoterapicos na terapéutica
(ARAUJO et al., 2007). A populacio brasileira também possui uma longa tradigdo no
uso de plantas medicinais para o tratamento de diferentes doencas agudas e crbnicas
(DUTRA et al., 2016).

As plantas utilizadas na medicina tradicional estdo sendo cada vez mais alvo
de estudos por serem possiveis fontes de compostos com atividades antioxidante,
anti-inflamatéria, antitumoral, poder de reducdo da fragilidade e permeabilidade
capilares; inibicdo da destruicdo do colageno e da agregacédo plaquetaria (MENDES
etal., 2011; PEREIRA, CARDOSO, 2012). Por esse motivo a fitoterapia evoluiu desse
modo o conhecimento sobre o poder curativo das plantas ndo pode mais ser
considerado apenas como tradicdo de um povo, mas sim como ciéncia que merece
ser estudada, aperfeicoada e aplicada por diversas culturas (TOMAZZONI,
NEGRELLE, CENTA; 2006). Apesar das drogas sintéticas ainda representarem a
maioria dos medicamentos utilizados pela populacéo, os fitoterapicos também tém
conseguido espaco cada vez maior (GRAMS, 1999; TOMAZZONI, NEGRELLE,
CENTA; 2006).



26

O termo fitoterapia é dado a terapéutica que utiliza os medicamentos cujos
constituintes ativos sao plantas ou derivados vegetais e que possuem sua origem no
conhecimento e uso popular (BRASIL, 2012a). A Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, regulamentada pelo decreto n° 5.813 de 22 de junho
(BRASIL, 2006) recomenda a popularizagéo do uso de plantas medicinais e fitoterapia
na atencdo primaria, desde que seja comprovada a eficacia e a seguranca e que as
praticas de conservacdo da biodiversidade medicinal sejam cumpridas (BERBEL,
2012; BESSA et al., 2013).

O mercado de fitoterapicos e plantas medicinais na conjuntura atual traz a
proposta de inovacao terapéutica em saude baseando-se de forma racional na vasta
flora brasileira. Pode ainda servir como alternativa terapéutica a usuarios do Sistema
Unico de Saude (SUS) (HASENCLEVER et al., 2017). De fato, em 2012 foi criado o
Plano Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), programa do
Ministério da Saude que procura, entre suas diretrizes: disponibilizar gratuitamente
fitoterapicos no SUS, incentivar a pesquisa e o desenvolvimento de novos fitoterapicos
a partir da biodiversidade brasileira, e capacitar profissionais de saude no ambito da
fitoterapia e uso das plantas medicinais (BRASIL, 2006). Esse tipo de incentivo €
essencial para que os estudos etnobotanicos sejam aprofundados, levando ao
aumento do acervo de plantas medicinais (FIRMO et al., 2011).

No Brasil, 0 mercado de fitoterapicos representa apenas 5% de todo o0 consumo
de medicamentos, representando cerca de 400 milh6es de dodlares por ano, no
entanto, nos Ultimos anos a utilizacdo desses medicamentos foi duas vezes maior em
relacdo a drogas sintéticas disponiveis no mercado (TOMAZZONI; NEGRELLE;
CENTA, 2006; LEITE; BRANCO, 2010; SCREMIN et al.,, 2016). Nos EUA, os
fitoterapicos movimentam aproximadamente quatro bilh6es de ddélares por ano,
contudo os fitoterdpicos sdo registrados e comercializados como suplementos
alimentares, néo tendo, portanto, um controle de qualidade adequado (RATES, 2001,
SCREMIN, 2016). A Alemanha considera os fitoterapicos como medicamentos e
lideram o mercado internacional com vendar de aproximadamente 2,5 bilhdes de
dolares (BELLO; MONTANHA, SCHENKEL, 2002).

A implantacdo das Politicas de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no Brasil
(2012), assim como suas diretrizes e regulamentacdes foi 0 estimulo necessario para
0S avangos nas pesquisas com espécies vegetais e para o desenvolvimento de

medicamentos fitoterapicos (MONTEIRO et al.,, 2012). Tais politicas também
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estimularam o uso da fitoterapia em programas de saude publica, o que tornou
necessario a realizacdo de estudos multidisciplinares que englobou profissionais de
varias areas, sendo o farmacéutico o profissional com participacdo mais significativa,
ampliando desta forma, o conhecimento acerca das plantas medicinais (MONTEIRO
et al.,, 2012; SCREMIN, 2016).

No entanto, embora tenham seu uso disseminado na “medicina popular’ &
importante verificar alguns dos compostos produzidos pelas plantas, pois podem
apresentar toxicidade e, o metabolismo vegetal também pode gerar componentes
toxicos (SANTOS, 2011), que podem ser danosos a saude humana. Embora haja
poucos relatos com relagdo ao uso dos fitoterapicos e os efeitos colaterais
relacionados a dose utilizada (SANTOS, 2011).

De acordo com Calixto (2000), a maioria desses efeitos estao relacionados ao
processo de producdo dos mesmos e a problemas, tais como, falta de identificagéo
do material vegetal ou até mesmo adulteracbes desses produtos. Por isso, assim
ocorre com 0s produtos sintéticos, o controle de qualidade do material vegetal, por

meio de técnicas adequadas, é de suma importancia (MOSCHEN et al., 2013).

2.5 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas possuem um grande potencial biossintético (SOUZA et al., 2018),
0S compostos provenientes do metabolismo secundario vegetal sdo de estrutura
quimica e rota biosintética complexa e possuem efeitos biolégicos significantes e
diferentemente dos metabdlitos primarios (glicose, por exemplo) que sao essenciais
para o crescimento do vegetal, normalmente s&do produzidos em pequenas
guantidades (BERG, LUBERT, 2008; PEREIRA, CARDOSO, 2012). No entanto, a
sintese de tais compostos pode ser influenciada por alguns fatores, como: clima, tipo
de solo, caracteristicas climaticas de uma determinada regido e pela época de coleta
(BRUM, 2012).

Por serem produzidos, muitas vezes em poucos grupos de vegetais, é de suma
importancia iniciar o estudo de uma espécie utilizada pela populacao, através de uma
investigagdo fitoquimica, principalmente quando ndo se dispbe de muitos estudos
guimicos sobre a espécie vegetal, identificando quais sdo os grupos de metabdlitos
secundarios relevantes (BESSA et al.,, 2013) e que podem ser usados como

marcadores quimicos das plantas medicinais em processo de domesticacdo (BESSA
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et al., 2013; LEITE, 2009) e na qualidade da planta medicinal (BESSA et al., 2013;
BRAGA, 2009).

Os metabdlitos secundarios ampliam a probabilidade de sobrevivéncia de uma
espécie, representam uma coevolucdo das plantas, uma vez que sdo responsaveis
por diversas atividades adaptativas biolégicas como, por exemplo, propriedades
antibidticas, antifungicas e até mesmo antivirais para defender as plantas de agentes
patdogenos (BRUM, 2012). Também apresentam atividades antigerminativas ou
toxicas para outras plantas (BRUM, 2012; FUMAGALI, 2008), atuam na defesa contra
herbivoros, promovem protecdo contra raios UV, atraem animais que realizam a
polinizacdo e a dispersédo de sementes (BRUM, 2012).

Sado classificados de acordo com a rota biossintética (HARBONE, 1999;
FUMAGALLI, 2008), as principais classes de metabdlitos secundarios sao: flavonoides,
taninos, cumarinas, alcaloides, antraquinonas, 6leos essenciais e as saponinas
(SIMOES et al., 2000). Devido a diversidade e fungdes de compostos oriundos do
metabolismo dos vegetais, tém se aumentado o interesse de cientistas e de empresas
de diversos ramos que consideram essas substancias promissoras, como: a industria
farmacéutica, alimentar, agrondmica e de perfumaria (BRUM, 2012; RHODES, 1994).

Por conta das propriedades bioldgicas desempenhadas por esses compostos,
as plantas sédo usadas na medicina popular para auxiliar no tratamento de doencas.
No entanto, o uso de espécies vegetais exige o conhecimento prévio dos metabdlitos
secundarios, para a avaliacdo das potencialidades terapéuticas de tais compostos
dotados de acdo farmacoldgica (KARAM et al., 2013). Apesar das acdes benéficas
das plantas, é importante verificar que alguns de seus compostos podem apresentar
toxicidade e o metabolismo vegetal também pode gerar componentes com esta
atividade (SANTOS, 2011).

Para se obter mais conhecimentos sobre a composicdo quimica de uma planta
€ importante a realizacdo de um estudo fitoquimico preliminar para prever quais
classes de metabdlitos secundarios estao presentes em uma determinada espécie e
facilitar a preparacéo tradicional de “medicamentos caseiros” (BRUM 2012; SIMOES
et al., 2010). Além de guiar estudos de isolamentos, de bioprospeccao, estudos
farmacoldgicos e etnobotanicos (BRAGA 2009; BESSA, 2013). Essas pesquisas
contribuem ainda para a verificacdo da toxicidade e dos possiveis efeitos colaterais

gue podem ser causados pelo uso de plantas com propriedades medicinais, e
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desfazer a ideia de que tudo que é “natural” ndo faz mal e pode ser usado
indiscriminadamente (BESSA, 2013).

2.6 CUMARINAS

O nome dessa classe de composto vegetal é derivado da espécie Coumarouna
odorata (atualmente Dipteryx odorata), conhecida popularmente como cumaru ou fava
tonka, da qual o membro mais simples dessa classe de compostos, a cumarina basica
(benzopiran-2-ona), foi extraida pela primeira vez por Vogel em 1820 (BORGES et al.,
2005). Na ultima década, as cumarinas surgiram como compostos mobilizadores de
ferro secretados pelas raizes das plantas e auxiliam na absorcao de ferro de solos
carentes deste metal. Além de seu papel na captacéo de ferro, as cumarinas tém sido
extensivamente estudadas por seu potencial para combater infeccbes em plantas e
animais (STRINGLIS; DE JONGE; PIETERSE, 2019).

As cumarinas estdo presentes em algumas espécies pertencentes a distintas
familias botanicas, muito comuns na regido Nordeste do Brasil (LEAL et al., 2000). No
entanto, estéo distribuidas predominantemente em angiospermas, onde as estruturas
mais simples sdo comumente encontradas (SIMOES, 2010). Sdo encontradas
naturalmente em familias de plantas como Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae,
Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae e Solanaceae (SMYTH et al., 2009).

As cumarinas, constituem um grupo de metabdlitos que esta despertando
interesse, por parte da industria farmacéutica, por possuirem atividades
farmacoldgicas, dentre elas atividades atividade antidepressiva (MONTAGNER, 2007;
SINGH et al., 1992), hepatoprotetora (MONTAGNER, 2007; OKAMOTO et al., 2001,
PARK et al., 2004), anti-inflamatéria (IVANOVSKA et al., 1994), além de apresentarem
baixa toxicidade (HOULT; PAYA, 1996). Elas sdo provenientes do metabolismo da
fenilalanina (KUSTER; ROCHA, 2003), tendo como precursores o0 acido cinamico
(Figura 2). Sao isoladas principalmente em plantas verdes, mas podem ser produzidas
também por microrganismos, como fungos e bactérias (HOULT & PAYA, 1996;
MONTAGNER, 2007).
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Figura 2 - Estrutura bésica da cumarina

Fonte: Witaicenis et al., (2014).

Sao originadas da via do acido chiquimico (Figura 3), formado pela
condensacdo de dois subprodutos oriundos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a
eritrose-4-fosfato (CZELUSNIAK et al., 2012). A juncao do acido chiquimico com uma
molécula de fosfoenolpiruvato da origem ao &cido corismico, ou corismato, dando
continuidade a via (CZELUSNIAK et al., 2012). A partir do acido corismico, ha a
formacdo de aminoacidos aromaticos, precursores de alcaloides, como triptofano,
fenilalanina e tirosina. A fenilalanina sofre agdo da Fenil-alanina amonia liase (PAL),
que retira uma aménia da fenilalanina, dando origem ao acido cindmico, que por sua
vez origina o acido o-cumarico (CZELUSNIAK et al., 2012).

Figura 3 - Via biossintética do acido chiquimico ao &cido cinamico.
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Fonte: Czelusniak et al., (2012).

O &acido o-cumarico (Figura 4) sofre glicosilacdo (a) e isomerizacao cis/trans
(b), de fundamental importancia no processo de lactonizagéo (c) e formacao final da
cumarina (CZELUSNIAK et al., 2012).
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Figura 4 - Biossintese do 4cido o-cumarico a cumarina.
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Fonte: Adaptado de Czelusniak et al., (2012).

Esse grupo de metabdlitos apresentam estruturas variaveis devido aos
diferentes tipos de substituicdo em sua estrutura basica, que influencia diretamente
na sua atividade biologica (KOSTOVA et al., 2011). Baseados nos diferentes
substituintes no nucleo das cumarinas (Tabela 1), estas sao classificadas em quatro
tipos: cumarinas simples, furanocumarinas, piranocumarinas, e outras cumarinas
(cumarinas diméricas, como dicumarol e cromonas). Furanocumarinas e
piranocumarinas ainda podem ser divididas em tipo linear e angular (SIMOES, 2010;
XU et al., 2015).
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Tabela 1 - Tipos de cumarinas e suas atividades farmacologicas.

Tipo de Estrutura Quimica Exemplos Atividade
Cumarina Farmacoldgica
Cumarinas s Amnoresinol Anti-
simples | inflamatorio
Novobiocina
o O Antibidtico
Cumermicina
Antifungico
Furanocumarinas m Psoraleno Anti-TB
Imperatorina Anti-
O O O inflamatorio
Piranocumarinas F S Grandivitina Antibittico
H307(\/©\/1
Calanolida Antiviral

Outras Dicumarol  Anticoagulante

cumarinas

)

Oooo

Fonte: Adaptado de Xu et al., (2015).

A cumarina per se € o nucleo basico de todos os outros derivados e € resultante
da fusdo dos anéis benzeno e 1,2-pironas, apesar de essa ser a representante mais
simples, as cumarinas apresentam uma diversidade estrutural significativa que pode
influenciar a sua atividade biolégica. Alguns estudos destacaram-se por avaliar
atividades farmacoldgicas de derivados cumarinicos sintetizados ou isolados de
plantas (COSTA, 1994).

As atividades bioguimicas e terapéuticas atribuidas as cumarinas dependem
de seus padrdes de substituicdo que podem resultar em isémeros naturais conhecidos
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como cromonas (5H-1-benzopiran-5-onas) (VAZ; MOREIRA, 2006). Assim como
outros produtos do metabolismo vegetal, as cumarinas sdo importantes na defesa das
plantas frente a microrganismos como fungos, bactérias e virus, tendo maior
concentracdo em condicbes de infeccdo, dificultando a propagacdo dos
microrganismos, sendo por esse motivo consideradas fitoalexinas (MONTAGNER,
2007; PINTO et al., 2002).

Véarias cumarinas naturais como umbelliferona, escopoletina, visnadina,
marmina e esculetina demonstraram potente atividade anti-inflamatoéria através de
varios mecanismos, exercendo sua agdo em Varios alvos, como Interleucina 6 (IL-6),
Ciclooxigenase 2 (COX-2), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e outros
sinalizadores pré-inflamatérios (GROVER; JACHAK, 2015; REVANKAR et al., 2017)

Estudos de atividade hepatoprotetora foram realizados por Bilgin e
colaboradores (2011) estudaram os efeitos protetores da cumarinas e seus derivados
contra a hepatotoxicidade em ratos induzida pelo tetracloreto de carbono no qual os
derivados cumarinicos, escoparone e esculetina, foram 0s Unicos que apresentam
uma atividade hepatoprotetora.

Entre os produtos do metabolismo que apresentam atividade citotoxica, as
cumarinas demonstram ser uma fonte exploravel de novas moléculas antitumorais
(KOSTOVA, 2005; MONTAGNER, 2007), em decorréncia da atividade
imunomodulatéria que apresentam e a acdo direta nas células malignas
(MONTAGNER, 2007; ZANBLINGER et al., 1994).

Alguns estudos com compostos oriundos de cumarinas foram relatados como
inibidores de colinesterases, trazendo a tona discussdes e novas estratégias para o
desenvolvimento de farmacos para o tratamento da doenca de Alzheimer (DA)
(FALLARERO et al., 2008; ZHOU et al., 2008; MATOS et al., 2012). Isto se torna
palpavel, uma vez que, alguns medicamentos para a doenca de Alzheimer séo
fundamentados na teoria da “hipotese colinérgica”, cujo principal objetivo é o aumento
da concentracdo de Acetilcolina (ACh) — em déficit em pacientes com DA - na fenda
sinaptica pela inibicdo das colinesterases (MARTOCCHIA; FALASCHI, 2008; SOUZA
et al., 2016).

Napolitano e auxiliares (2004) descreveram a atividade leishmanicida para o
composto sintético 7-geraniloxicumarina — chamado aurapten - que inibe o

crescimento do parasita, atuando contra formas promastigotas de Leishmania major.
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A atividade sequestradora de radicais livres de cumarinas foi relatada no
trabalho de Torres et al., (2006), o qual analisou a agéo antioxidante de oito cumarinas
pelo método de captura do DPPH (1,1-difenil-2- picrilhidrazil), obtendo resultados
significativos. Esses estudos mostram a importancia farmacolégica das cumarinas,

por esse motivo é importante isolar e estudar esse metabdlito secundario.

2.7 METODOS EXTRATIVOS

A busca de produtos oriundos dos extratos obtidos de partes dos vegetais que
sejam seguros e de boa qualidade esta se tornando cada vez mais comum, por esse
motivo tem se intensificado as pesquisas cientificas na area de produtos naturais que
visam a obtencdo de produtos de baixo custo atrelados a preservacdo e ao
desenvolvimento sustentavel (DIOUF; STEVANOVIC; BOUTIN, 2009). Além disso,
outro ponto que esta contribuindo para a realizacdo de mais estudos por pesquisadores
brasileiros € o potencial da biodiversidade brasileira (PINTO et al., 2002). No entanto,
por estarem presentes em concentragdes baixas nos vegetais e por serem sensiveis é
importante utilizar métodos extrativos eficientes que preservem a estrutura quimica dos
metabolitos secundarios (HELDMAIER, 2009; MOLNAR et al., 2017).

Em vista disso, a quimica analitica atual foca na procura de formas mais
rapidas, simples e menos onerosas para obtencdo de marcadores com potencial
farmacologico (BAJEROVA et al., 2014). Nos Gltimos anos, ocorreram alguns avancos
tecnoldgicos nas técnicas de caracterizagdo de amostras vegetais como 0 surgimento
e a utilizacdo aparelhos cromatograficos e espectrométricos na area de produtos
naturais. Porém, fatores importantes podem influenciar no direcionamento dos estudos,
entre eles, estdo o pré-tratamento das amostras e otimizacdo dos processos
(BAJEROVA et al., 2014). Pesquisas mostram que pode ocorrer diferencas na
composic¢ao quimica de extratos obtidos por métodos diferentes, alterando desse modo,
a composicéo final do produto (AGATONOVIC-KUSTRIN E LOESCHER 2013).

Para a extragcdo de produtos vegetais, deve-se levar em consideragdo as
caracteristicas da matéria vegetal, a secagem e o tamanho das particulas apés o
processo de pulverizacdo, o método extrativo a ser empregado, liquido extrator que
sera utilizado no processo, uma vez que esses fatores envolvidos no pré-tratamento
podem influenciar na qualidade final do produto (CHOZE, 2004. DO et al., 2014).

Dentre essas, a extracao € a etapa mais importante para os procedimentos analiticos
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posteriores (PIETRZAK; NOWAK; OLECH, 2013), uma vez que sua eficiéncia esta
atrelada ao método utilizado e suas condicbes (MARTINS et al., 2013; DO et al.,
2014). Em alguns casos, € preciso a utilizacdo de mais de um método para
determinacao do perfil fitoquimico de uma espécie (MARTINS et al., 2013) para a
obtencdo de um maior rendimento e uma melhor qualidade nos compostos almejados
(SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007).

O processo de extracdo visa retirar compostos dos tecidos vegetais de uma
forma seletiva, 0 método é selecionado a partir da parte da planta utilizada no estudo
e leva-se em consideracdo algumas caracteristicas da amostra como umidade,
sensibilidade a altas temperaturas (SONAGLIO et al., 2004). Além das caracteristicas
citadas anteriormente, deve-se levar em consideracdo que a capacidade de
penetracdo dos solventes esta relacionada com a consisténcia dos tecidos que
constituem o material a extrair, ou seja, quanto mais rigido for o material menor devera
ser a sua granulometria (CHOZE, 2004).

O tamanho das particulas é sem duvidas um dos fatores mais relevantes, pois
ird determinar a superficie de contato entre a droga vegetal e o0 sistema de solventes
escolhidos (ALVES et al.,, 2010), quanto menor for a superficie de contato mais
eficiente sera a extracao, no entanto, o tamanho deve ser padronizado, uma vez que
pés com granulometria muito reduzida pode acarretar dificuldades na extracédo
(SEVERO et al., 2013). A parte utilizada do material vegetal, o tempo de extracdo, a
temperatura, a pressao, percentual de umidade, sistema de agitacdo, solventes
escolhidos e a acidez do meio séo alguns fatores que podem influenciar no teor de
composto obtidos (CHLOPICKA et al., 2013; MARTINS et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2016a).

A temperatura é outro ponto determinante na extracdo podendo influenciar na
solubilidade, na viscosidade e na presséao de vapor (BOONKIRD; PHISALAPHONG,;
PHISALAPHONG, 2008). A elevacdo desse fator até certo ponto traz pontos
favoraveis ao processo, pois, permite um maior contato entre o solvente e o p6 do
material vegetal (RAJABI et al., 2014) e quando aliada a um sistema de agitacao pode
diminuir o tempo de extracdo do método (FONSECA, 2005). No entanto, é preciso
considerar que alguns metabolitos secundarios sdo termossensiveis e o aumento
excessivo desse fator pode provocar alteragcfes nas estruturas quimicas dos mesmos
(OLIVEIRA et al., 2016a).
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O tempo de contato e a relacdo droga vegetal e solvente sao fatores que
exercem influéncia no processo extrativo, em teoria quanto maior for o tempo de
extracdo maior sera a quantidade de compostos secundarios obtidos (CHUA, 2013).
No entanto, um periodo prolongado de extracdo pode acarretar a perda de alguns
metabdlitos importantes em devido a condi¢des desfavoraveis durante o processo de
obtencéo de extratos (BAJEROVA et al., 2014). A quantidade de solvente utilizada
pode afetar no rendimento, pois, 0 aumento do volume do liquido extrator tende a
aumentar o contato com o material vegetal e consequentemente, elevar o rendimento
(ALMEIDA, 2019). Porém, € importante verificar essa relacdo droga: solvente, para
evitar o desperdicio de solvente e elevagdo nos custos (PREDESCU et al., 2016;
WANG et al., 2016).

O liquido extrator pode influir na transferéncia de elétrons e atomos de
hidrogénio durante o contato com a droga vegetal, sendo de grande importancia na
extracdo dos compostos desejados (OLIVEIRA et al.,, 2016a). Além disso, outros
pontos relacionados ao solvente devem ser levados em considera¢cdo, como: 0 risco
de manuseio, custo, estabilidade dos metabdlitos extraidos, disponibilidade e
toxicidade (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2004). A escolha dos solventes
depende dos conhecimentos quimicos relacionados com o pH e a polaridade dos
metabolitos secundarios.

O solvente escolhido deve ser o mais seletivo possivel, a depender das
substéancias ou do grupo de compostos pretendidos, a polaridade do liquido extrator €
fator determinante na obtengcdo dos metabdlitos que se deseja extrair (ALMEIDA,
2019). Logo, um solvente com polaridade proxima ao dos compostos desejados tende
a aumentar a eficiéncia do método extrativo (CHUA, 2013). Nas analises fitoquimicas
em que ndo se sabe a composicdo quimica do material submetido ao estudo, deve-
se submeter o material vegetal a sucessivas extracées, com liquidos extratores de
polaridade crescente, obtendo-se desse modo, uma extracao fracionada, em que as
diferentes fracdes contém compostos de polaridade também crescente (SIMOES et
al., 2000; CHOZE, 2004).

A composi¢ao quimica das plantas é muita complexa e frequentemente ocorre

a extracao simultanea de varios tipos de substancias, biologicamente ativas ou néao,
desejadas ou ndo, por isso o liquido extrator e 0 método de extracdo devem ser levados
em consideracao (COSTA, 2000; CHOZE, 2004).
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A escolha do método extrativo a ser empregado tem papel importante no
rendimento dos estudos realizados com plantas medicinais, antes de escolher o
método é sempre importante levar em consideracdo as vantagens e limitacdes do
mesmo, 0S custos do processo que sera empregado, 0S compostos a serem extraidos
e a estabilidade dos mesmos e os extratos que se deseja obter (ALMEIDA, 2019).
Apesar de existirem diferentes métodos, todos tém como objetivo melhorar a
seletividade, extrair os metabdlitos secundarios do material vegetal, aumentar o
rendimento dos compostos desejados, ser robusto e reprodutivo, independente da
matriz vegetal submetida ao processo (AZMIR et al., 2013).

Os processos extrativos sdo classificados quanto ao uso em métodos
tradicionais e modernos. No primeiro grupo, estdo a extracdo por Soxhlet, a
maceracao, a infusdo, a percolacdo, a decoccdo e a turbdlise (OLIVEIRA et al.,
2016a). No segundo, enquadram-se extracdo por micro-ondas, extracado assistida por
ultrassom, extracao em fluido supercritico, extracdo em contracorrente e a extracdo
em leito fluidizado (PIETRZAK; NOWAK; OLECH, 2013).

A maceracao € a técnica extrativa tradicional mais utilizada, na qual a matéria-
prima vegetal € colocada em recipiente fechado, por um periodo de tempo
determinado (horas ou dias), sem renovacao do liquido extrator. Em seguida, ocorre
a retirada do extrato para uma remaceracao, ou seja, repete-se o procedimento
utilizando o mesmo material vegetal, renovando-se apenas o solvente (SIMOES et al.,
2000; CHOZE, 2004). O contato do material vegetal com o solvente extrator pode ser
estatico ou sob agitacdo (ALMEIDA, 2019), na segunda condicdo ocorre uma
facilidade na obtencdo dos metabdlitos, uma vez que ocorrem dois processos
fundamentais: aumento da difusdo e remocdo do solvente concentrado préximo a
amostra, promovendo uma renovacao do solvente em contato com a mesma (AZMIR
et al., 2013).

Trata-se de um processo nao seletivo que se baseia no equilibrio entre o
solvente e a droga, e pode ser influenciado por fatores que podem estar ligados a
droga, como tamanho de particula, umidade e quantidade, assim como por fatores
gue podem estar a escolha do liquido extrator (CHOZE, 2004). O equilibrio depende
do tamanho da particula e do grau de intumescimento das células, da polaridade do
solvente e da viscosidade do mesmo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996;
MELECCHI, 2005).
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As desvantagens dessa técnica estdo a lentiddo para obter as substancias,
impossibilidade de extrair todos os metabdlitos ativos da planta, possibilidade de
contaminacdes, principalmente quando o solvente usado tem uma grande quantidade
de agua (MELECCHI, 2005) e a grande quantidade de solvente utilizado (PIETRZAK;
NOWAK; OLECH, 2013; DO et al., 2014).

A maceracgédo é escolhida quando os principios ativos podem ser degradados
pelo calor ou até mesmo pelo ar, ou quando sao soluveis em temperatura ambiente em
um solvente que nado seja volatil (MIRANDA, et al., 2001, MELECCHI, 2005). Além
disso, este tipo de técnica mostra-se com valor reduzido diante de outras, mesmo as
modernas (VIEIRA et al., 2013a), uma vez que requer baixo gasto de energia e nédo
necessita de aparelhos sofisticados, com mé&o de obra especializada e alto custo de
manutencao.

Na extrac&o assistida por ultrassom correntes de alta frequéncia, maiores que
20kHz (ONISZCZUK; PODGORSKI, 2015) promovem a fragmentacéo das membranas
celulares do material vegetal, tornando mais facil a obtencéo dos constituintes bioativos
(HUIE, 2002). As ondas sonoras geradas pelo aparelho de ultrassom promovem o
fendmeno chamado de cavitagcdo que se caracteriza pela formacédo de bolhas,
ocorrendo conversao da energia cinética em calor para o aguecimento do contetdo da
bolha e facilitando a dissolugdo dos compostos bioativos da amostra vegetal para o
solvente extrator devido a ruptura da parede celular (AZMIR et al., 2013; ONISZCZUK,;
PODGORSKI, 2015).

Essa técnica de extracdo, considerada moderna, promove um aumento
consideravel da interface entre o solvente e a amostra com consequente elevacdo da
transferéncia de energia através da membrana celular (RAJABI et al., 2014). Além
disso, tem como vantagens: extracao seletiva, partida e reposta rapidas, reducédo no
tamanho do equipamento e no numero de etapas do processo (CHEMAT et al., 2008).

Alguns fatores podem afetar a eficiéncia da extracao por ultrassom, como: grau
de moagem do material vegetal, o solvente escolhido, a dimensdo das particulas da
amostra, o tempo e a frequéncia de sonicacdo também podem afetar o processo
(AZMIR et al., 2013). Como desvantagens deste método, tem-se 0 uso de energia,
necessidade de averiguar a temperatura no processo; pode requerer longo tempo e/ou
guantidade de solvente, além de ter um certo grau de ruido (WANG et al., 2016).

A extracdo assistida por micro-ondas também pode ser utilizada para extrair

metabolitos soluveis em um fluido por meio ondas eletromagnéticas com faixa de
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frequéncia de 300MHz a 300GHz (PARE et al., 1994). A energia eletromagnética
absorvida pela amostra é transformada em calor ap6s mecanismos de conducao idnica
e rotacdo de dipolo (JAIN, 2009). A difusdo dos metabolitos bioativos ocorre devido ao
rapido aumento da temperatura, da pressao interna, da difusdo do solvente através da
amostra e a liberacdo destes para o solvente (ALMEIDA, 2019).

Este método promove um rdpido aquecimento para extracdo dos metabdlitos,
reduz o volume de solvente organico utilizado, sendo por isso considerado uma técnica
verde e aumenta os rendimentos obtidos quando comparado com os métodos
convencionais (CRAVOTTOA et al., 2008; DONG et al., 2014; YEDHU KRISHNAN;
RAJAN, 2016). Por outro lado, o aumento da temperatura e da pressdo podem provocar
a degradacao de produtos termossensiveis ou do proprio material vegetal (FILLY et al.,
2014), além de gastar energia e exigir aparelhagem especifica. Vale ressaltar que o uso
dessa técnica ira depender da composicao e da quantidade do solvente, da temperatura
de extracdo e das caracteristicas da amostra vegetal submetida ao processo (HUIE,
2002).

Vérios procedimentos podem ser utilizados para a obtencdo de extratos de
plantas, visando isolar compostos, no entanto, um bom método de extracdo deve ser
simples, seguro, reprodutivel, de baixo custo e adequado para aplicacdes industriais
(CHOZE, 2014).

2.8 ESPECTROFOTOMETRIA (UV- VISIVEL)

A espectrofotometria de absor¢éo na regido do ultravioleta visivel (UV-visivel)
€ uma das técnicas analiticas mais valiosas que pode ser empregado para a
guantificacdo de metabdlitos secundarios em extratos de espécies vegetais. O principio
dessa técnica consiste na absor¢do e/ou na emissao de energia eletromagnética nas
regides do espectro eletromagnético pelos elétrons, atomos ou moléculas de uma
amostra (ROCHA; TEIXEIRA, 2004). A interagdo que ocorre entre a matéria que pode
estar no estado liquido, solido ou gasoso pode ser detectada e quantificada.

As analises sdo feitas em um aparelho chamado espectrofotbmetro, sao
utilizadas para tanto cubetas de quartzo, para essa regido do espectro, de 1cm e a
varredura ocorre na velocidade de 8,3 nm s-1 (“middle”) (PASCHOAL et al., 2003). Os
picos maximos de absorgédo da amostra, Amax, podem ser identificados utilizando os

recursos do software do espectrofotometro (PASCHOAL et al., 2003).
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A espectrofotometria esta fundamentada na lei de Lambert-Beer que € a base
matemética para relacionar a absor¢cdo da radiacdo por uma amostra nas diferentes
regides do espectro: ultravioleta, visivel e infravermelho. A lei nos diz quantitativamente
como a grandeza da absorcdo (lo) /absorbancia (I) depende da concentracdo de
moléculas (c), da extensdo do caminho sobre o qual ocorre a absorcdo (b) e da
absortividade molar (€) € uma grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja
magnitude depende do comprimento de onda da radiacdo incidente (PASCHOAL et al.,
2003). Logo, quanto maior for o caminho, mais a radiacao ira interagir com as espeécies

presentes, mais ira absorver.

Formula: A= log (I,/I) = sbc

Trata-se de uma técnica de vasta aplicacdo nos laboratérios de pesquisa e de
controle de qualidade, uma vez que permite quantificar classes de compostos quimicos.
Além de se destacar por ser um método simples, rapido, robusto, de custo relativamente
baixo e com aparelho de facil manipulacdo (ABADI et al., 2012).

2.9 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Por meio da validacéo é possivel obter indicios de que o método utilizado emite
resultados confiaveis e seguros (CASS, 2009). Esse processo engloba uma série de
procedimentos que objetivam afirmar a credibilidade no uso rotineiro dos dados
obtidos e a capacidade analitica da metodologia empregada (CASS, 2009). Para se
obter respostas que comprovem a veracidade do método, € importante o uso de
ferramentas estatisticas (COSTA, 2012).

De acordo com a Resolugao 166/2017, a validagao demonstra por meio de uma
avaliacdo sistemética se uma dada metodologia € capaz fornecer evidéncias objetivas
de que os requisitos especificos para seu uso pretendido sdo atendidos (BRASIL,
2017). Dessa forma, a validacao permite que a execucao do processo analitico siga
0s parametros estabelecidos pelas legislacbes vigentes, além de assegurar que 0S
métodos sejam reprodutiveis em diferentes laboratorios, de forma precisa e exata,
obedecendo os limites de confianga (VERZA, 2006).
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A analise e o controle de qualidade do material vegetal, por meio de técnicas
adequadas, € de suma importancia para a padroniza¢ao dos principios ativos, por isso
€ importante a aplicacdo de métodos analiticos (MOSCHEN et al., 2013). Um novo
meétodo pode ser proposto e validado, desde que cumpra as exigéncias dos 6rgaos
regulamentadores a fim de garantir resultados confiaveis (BRASIL, 2010; BATISTA et
al., 2011). A padronizacdo de suas preparacdes promovera 0 aumento da
confiabilidade, aceitacdo (CARDOSO; BAUAB; VARANDA, 2015) e seguranca de uso
desse tipo de produto (WHO, 2009; POSADZKI et al., 2013).

Devido a complexidade quimica dos constituintes de um extrato vegetal e a
variabilidade na qualidade dos compostos vegetais de uma espécie, as analises de
controle de qualidade em produtos oriundos de plantas medicinais tornam-se
dispendiosas (KLEIN et al., 2010). Diante das dificuldades encontradas para realizar
a quantificacdo de todos os metabdlitos secundarios nessas matrizes tém se optado
por escolher uma substancia marcadora, se estiver presente em quantidades
adequadas no extrato, os demais metabdlitos também s&o considerados igualmente
representados (KLEIN et al., 2010).

Para a determinac¢ao ou quantificacdo de um composto secundario ou um grupo
de compostos em uma dada espécie vegetal, pode-se utilizar alguns métodos
analiticos, dentre eles: cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPTLC), cromatografia gasosa e espectrofotometria no UV-VIS (KLEIN
et al., 2009; MARQUES et al., 2012).

De acordo com a RDC 166 de 25 de julho de 2017 vigente da ANVISA, para
atestar a eficiéncia dos métodos na rotina laboratorial, alguns parametros sao exigidos
processos extrativos que visem quantificar componentes oriundos do metabolismo

secundario, sdo eles:

o Seletividade: Deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de identificar ou
qguantificar o analito de interesse na presenca de componentes que podem estar
presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz. Na
analise quantitativa e em ensaios limite, a seletividade deve ser demonstrada por meio
da comprovacdo de que a resposta analitica se deve ao analito analisado, sem
interferéncia do liquido diluente, da matriz, de impurezas ou de produtos de

degradagdo. Enquanto que em testes qualitativos deve ser demonstrada a
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capacidade de selecdo do método entre compostos com estruturas parecidas que
podem estar presentes (BRASIL, 2017).

» Linearidade: Refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente
proporcionais a concentragdo do analito, enquadrados em faixa analitica especificada
(BRASIL, 2017). Esse parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlacao
do grafico analitico, a equacao da reta de regressdo de y em x estimada pelo método
dos mininos quadrados, que descreve essa relacdo conhecida como curva de
calibracdo (BRASIL, 2017; RIBEIRO et al., 2008). O critério minimo aceitavel para o
coeficiente de correlagdo R? deve ser 0,99 (BRASIL, 2017). Este parametro deve ser
analisado, através da medicdo da amostra preparada de maneira independente em
diferentes concentrages, construindo uma curva de calibracdo, a RDC 116/17

recomendadas no minimo cinco concentracdes diferentes.

» Efeito Matrizz. Deve ser estabelecido por meio da comparacdo entre 0s
coeficientes angulares das curvas de calibragdo construidas com a SQR do analito
em solvente e com a amostra fortificada com a SQR do analito. O paralelismo entre
as retas do padréo e do extrato indica auséncia de interferéncia dos constituintes da
matriz (BRASIL, 2017).

» Faixa de trabalho: A faixa de trabalho pode ser estabelecida a partir dos estudos
de linearidade, juntamente com o0s resultados de precisdo e exatiddo, sendo
dependente da aplicagcéao pretendida (BRASIL, 2017).

» Precisdo: A precisao avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série
de ensaios de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, conforme o método
analitico a ser validado (BRASIL, 2017). E considerada em trés niveis, repetibilidade:
contempla a fidelidade dos resultados realizados nas mesmas condi¢des operacionais,
aplicadas em um curto intervalo de tempo. Enquanto que precisdo intermediaria:
expressa a concordancia entre os resultados do mesmo laboratoério, porém realizados
em dias diferentes. Para esta analise é recomenda-se no minimo de dois dias
diferentes com analistas diferentes (BRASIL, 2017). A precisédo de reprodutibilidade
avalia a precisdo do método quando este é executado em laboratérios diferentes
(BRASIL, 2017). Para a analise desse parametro deve-se utilizar, no minimo, nove

determinacdes, desde que contemplem o intervalo linear do método analitico, ou seja,
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3 trés concentracdes diferentes: baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel

ou seis réplicas a 100% da concentracdo do padréo do teste.

= Exatiddo: Expressa a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico
em estudo em relagdo a um valor verdadeiro. Deve ser verificada a partir de, no
minimo, nove determinacdes num intervalo linear da metodologia, ou seja, em trés
concentracdes, baixa, média e alta, em triplicata para cada concentracdo (BRASIL,
2017). No entanto, para cada tipo de amostra, deve ser utilizada a abordagem mais
adequada, de acordo com o método submetido ao estudo.

= Robustez: E definida como a sensibilidade de um método frente a pequenas
variagcdes nas condi¢des experimentais. Os testes de robustez, em geral, servem para
indicar os parametros que podem afetar, significantemente, a resposta do método
estudado. Por meio da robustez é possivel dimensionar o problema que ocorre
guando o método é repetido em diferentes condi¢des ou é transferido, por exemplo,
para outro laboratério (BRASIL, 2017; RIBEIRO et al., 2008).

2.10 PLANEJAMENTO FATORIAL

O planejamento fatorial € uma estratégia utilizada para aprimorar a organizacao
de sistemas industriais e processos (MIGLIATO et al., 2011). E a ferramenta mais
indicada quando se deseja avaliar a influéncia de duas ou mais variaveis. Novas
metodologias estdo sendo desenvolvidas por pesquisadores de diferentes areas com
o intuito de possibilitar a organizacdo dos experimentos e possibilitar uma analise
estatistica mais concisa dos resultados obtidos (FERNANDES et al., 2016). As
técnicas de planejamento fatorial podem ser aplicadas em diferentes areas e permitem
reduzir os custos do processo, aumentar o valor agregado e a desenvolver novos
produtos (FERNANDES et al., 2016).

A aplicagdo desse método em experimentos pode ser classificada em dois
tipos: o univariado, também chamado de fator Unico e o multivariado ou planejamento
fatorial. No primeiro, cada fator é otimizado por vez, ou seja, as demais variaveis séo
mantidas constantes, enquanto que apenas um dos fatores varia dentro do intervalo
escolhido no processo (FERREIRA et al.,, 2003; PELOI et al.,, 2016). Entre as
vantagens, pode-se mencionar a simplicidade do método, a facilidade na obtencéo
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dos resultados e a melhoria no direcionamento para o planejamento fatorial. No
entanto, requer uma maior quantidade de experimentos e tempo, além de nédo
considerar as interacdes que as variaveis podem ter sobre a resposta a ser otimizada
(FERREIRA et al., 2003; PELOI et al., 2016).

E importante ressaltar que nem todos os fatores possuem a mesma influencia
na resposta, ou seja, uns podem apresentar alta infuéncia enquanto que outros pode
nao ter efeito significativo, sendo descartados em estudos mais complexos (ANTONY,
2003).

A rotina de planejamento experimental deve ser encarada como um processo
dindmico, ao longo do qual os pressupostos sdo revistos e aperfeicoados
(FERNANDES et al., 2016). O niumero de experimentos necessarios, neste tipo de
estudo, é representado por Nk, onde k é o nimero de variaveis e N o nimero de niveis,
sendo os estudos 2k, os mais comuns (CUNICO et al.,, 2013). Dois fatores sao
importantes para o entendimento do planejamento, sao eles: as variaveis que estao
relacionadas ao tipo de método que serd utilizado e os niveis que podem ser: elevado,
central e baixo (+1; 0 e -1, respectivamente). Tais parametros sdo normalmente
obtidos por meios dos ensaios preliminares de fator Unico (FAROOQ et al., 2017).

Por meio do planejamento multivariado de experimentos € possivel obter uma
percepcao total e sisteméatica dos resultados, pois as eventuais interagdes entre as
variaveis podem ser avaliadas, devido a variacdo de todos os fatores presentes no
processo (CUNICO et al., 2013; NALAWADE; GAJJAR, 2016). Isto leva a um menor
namero de experimentos a serem realizados, menor tempo demandado e identificacéo
do erro experimental, porém a andlise dos resultados obtidos € mais complexa, sendo
necessario a utilizacao de programas computacionais para interpretacdo dos mesmos
(TEOFILO; FERREIRA, 2006; COSTA-MACHADO; BASTOS; DE FREITAS, 2013;
GEYIKCI, 2016). Entre os programas utilizados para este tipo de planejamento, tem-
se o Statistica®, produzido pela STATSOFT® que fornece um amplo conjunto de
técnicas para analise, gestdo e visualizacdo de bases de dados e "Data Mining"
(Mineracéo de dados) (OGLIARI; PACHECO, 2011).

O conjunto de técnicas matematicas e estatisticas utilizadas para otimizacao
de ensaios de planejamento fatorial € a metodologia de superficie de resposta (figura
5), a aplicacédo desse método vem crescendo exponencialmente e é utilizada em uma
diversidade de areas (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Neste estudo,

a primeira etapa consiste em identificar a funcdo matematica que represente a
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variacédo da resposta em funcéo da variacdo dos fatores relevantes, onde a primeira
funcdo utilizada sdo polinbmios de primeira ordem (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010). No entanto, sdo os polindmios de segunda ordem que melhor
descrevem modelos que maximizam ou minimizam respostas (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). O objetivo principal da experiéncia € selecionar
ou filtrar alguns dos efeitos principais importantes versus 0s menos importantes.

A adequacdo do modelo € avaliada pela analise de variancia (ANOVA), onde a
significancia estatistica da equacdo de regressao pode ser observada a partir dos
valores de "F", e o valores da significancia de cada variavel pelo valor de "p" (SAMAD;
ZAINOL, 2017). Além disso, a andlise de ANOVA possibilita ajustar os valores do R*:
indica a proximidade dos dados obtidos para da linha de regresséo, e os valores de
R?: leva em consideracdo o nimero de variaveis utilizadas (ALBUQUERQUE et al.,
2016).

Figura 5 - Representacao do gréfico de superficie de resposta em perspectiva tridimensional
e planar.
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Fonte: Neri, (2016); Almeida, (2019).

Devido a complexidade dos processos metabdlitos das espécies vegetais e 0
método extrativo utilizado para obter os compostos ativos faz com que sejam
necessarias abordagens estatiticas a fim de obter resultados com o objetivo de
melhorar uma técnica, produto ou processo (MABOOD et al., 2017). A otimizag&o de
um processo analitico para quantificacdo requer ajuste das variaveis implicadas no
sistema, uma vez que varios fatores podem interferir como natureza da amostra,

tamanho das particulas, proporcdo droga:solvente, agitacdo, temperatura, tempo



46

(TEOFILO; FERREIRA, 2006; COSTA-MACHADO; BASTOS; DE FREITAS, 2013;
HELENO et al., 2014).

Cada método apresenta suas proprias variaveis (MEDOUNI-ADRAR et al.,
2015), porém independente da técnica escolhida o objetivo é analisar quais fatores
sdo mais importantes na extracao total dos compostos desejados e evitar que 0s
mesmos sejam modificados quimicamente, buscando uma pontecializacdo da
atividade biolégica (CUJIC et al., 2016; WONG et al., 2015).

Estudos envolvendo planejamento fatorial com espécies vegetais medicinais
estdo sendo realizados com o intuito de obter extratos otimizados de grupos de
metabdlitos secundarios especificos (WONG et al., 2015). Como a pesquisa realizada
por Peloi e colaboradores (2016), verificou a composicdo quimica dos extratos
aquosos e etandlicos de Verbena minutiflora e em seguida otimizou-se um método
extrativo para a obtengao de flavonoides, onde analisou-se a influéncia do volume de
acido, tempo de aquecimento, tipo de &cido e concentracdo de
hexametilenotetramina; e para extratos com maior atividade antioxidante, as variaveis
analisadas foram: pH, extracdo liquido, método e tempo de extracdo. Através dos
resultados do planejamento constatou-se que o melhor método de extracdo para a
capacidade antioxidante foi o que usou vortex, por 35 min, com agua: etanol 50:50,
com pH=1, obtendo 0,1899 + 5, 8.10-3 mmol. Para as dosagens de flavonoides totais
as variaveis significantes foram: tipo de volume de &cido.

O estudo de Grosso e colaboradores (2014), que analisaram a influéncia da
proporcdo de metanol, do tempo de extracdo e da temperatura utilizada na técnica
extrativa e a propor¢do massa: solvente sobre os teores de compostos fendlicos nos
extratos de partes aéreas de Chelidonium majus. Concluiram que o teor de metanol e
a proporcdo massa: solvente foram os mais significativos na extracdo dos compostos
analisados. Enquanto que a pesquisa desenvolvida por Xie e colaboradores (2015)
avaliou a influéncia de trés variaveis (temperatura, tipo de solvente e proporc¢éo droga-
solvente) no rendimento de flavonoides das folhas de Cyclocarya paliurus (Batal.)
lljinskaja e a capacidade antioxidante dos extratos obtidos.

Além das variaveis mencionadas acima, a idade da planta é outro fator que
pode influenciar no teor de metabalitos, foi verificado por Upadhya, Pai e Hedge (2015)
uma maior concentracdo de compostos fendlicos nas folhas de Achyranthes aspera
com 120 dias de idade extraidos pelo método de micro-ondas por 5 minutos de

extracdo, em relacdo ao método de Ultrassom, parte da planta (casca e raiz), idade
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(60 dias) e tempo de obtencao do extrato (5, 15 e 30 minutos). Os resultados desses
estudos mostraram que o planejamento fatorial € uma importante ferramenta para a

otimizacao de extracdo de componentes quimicos em produtos naturais.
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3 METODOLOGIA
3.1 AREA DE ESTUDO

A coleta de Amburana cearensis (PEUFR 50486) foi realizada em uma &rea de
Caatinga do Estado de Pernambuco, na comunidade do Cardo (08°3513,5”’S e
36°05'34,6"W), localizada na zona rural de Altinho, municipio do agreste central
Pernambucano, distante 163,1 km do Recife, com uma éarea de 454,486 kmz2 e clima
semi-arido quente (ARAUJO et al., 2008). Este municipio tem como limites ao norte,
Caruaru e Sao Caetano, ao sul Ibirajuba, Panelas e Cupira, a leste Agrestina e a oeste
com Cachoeirinha (CONDEPE/FIDEM, 2017).

Figura 6 - Caule de um exemplar de Amburana cearensis (imagem A) e coleta das cascas
~de Amburana cearensis (imagem B).
B3 : " e Z:] 3

Fonte: Autoria propria.

3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Apbs a coleta, a amostra vegetal foi devidamente identificada, e todo material
foi submetido ao processo de secagem, a temperatura ambiente, durante 12 dias. Em
seguida, a casca de A. cearensis foi triturada em moinho vertical de facas tipo Wyllie
(ADAMO 40) e padronizada em tamises (granulometria 20 Mesh). Posteriormente,
foram pesados 15g da amostra pulverizada e adicionados 150 mL de etanol/agua em
uma relacdo 1:10 v/v, submetendo-a a um processo de maceracao por 48h. Apoés
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filtragdo, o liquido extrator foi renovado trés vezes, totalizando 4 maceragfes, de
mesmo tempo. Por fim, o extrato foi submetido a rotaevaporacdo sob presséo
reduzida, a temperatura de 40 + 5° C, até total secura. Apos secura total, o extrato foi
utilizado no processo de validacdo do método espectrofotométrico (ARAUJO et al.,
2008).

3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As amostras de cascas foram submetidas a trés diferentes métodos extrativos:
maceracao, ultrassom e microondas; utilizando como solvente solugdo hidroetandlica
a 80% e na proporcdo 1:10 (g/mL1). As amostras vegetais foram submetidas a trés
maceracfes, com renovacdo do solvente a cada 48h. Foi utilizado o ultrassom
Unique® modelo UltraCleaner 1400A para obtencéo dos extratos, com duragéo de 60
minutos e aquecimento fixo (60 £ 5°C). Na extracdo assistida por microondas, a
determinacao da poténcia e do tempo de extracao foi dependente da formula fisica
gue relaciona a quantidade de calor com poténcia (Q = m x ¢ x AT) a fim de obter a
temperatura de ebulicdo do solvente utilizado.

Os extratos foram obtidos utilizando um micro-ondas Panasonic Piccolo®, 60%
da poténcia, durante 1 minuto para as cascas. Os extratos provenientes dos trés
métodos foram filtrados e submetidos a evaporacdo sob pressdo reduzida, a

temperatura de 40 + 5°C, até total secura.

3.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE CUMARINAS

O ensaio descrito por Os6rio e Martins (2004) com adaptacdes foi utilizado para
quantificar o conteudo de cumarinas. Foi transferido 0.5 mL do extrato diluido (10
mg/mL71) para tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de agua
destilada e 500 pL da solucdo de acetato de chumbo. Agitou-se a amostra e, em
seguida, foram adicionados 7 mL de agua destilada. Desta solugcdo, 2 mL foram
transferidos para novos tubos de ensaio e adicionados 8 mL da solucdo de acido

cloridrico.

As amostras permaneceram por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura
ambiente. A absorbancia da mistura foi medida a 320 nm contra um branco preparado

com agua destilada.
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A curva de calibracéo (aliquotas de 10, 25, 100, 200, 300, 400, 500 pL.mL?) foi
preparada com uma solucao padrao de 1,2-benzopirona e todos os demais reagentes
citados anteriormente para os extratos, aferindo-se o volume final para 10 mL com
agua destilada. O ensaio foi realizado em triplicata e as concentracfes finais de
cumarina ficaram entre 0,4-20,0 pg/mL. O teor de cumarinas totais foi expresso como

miligramas equivalente de cumarina por grama de extrato (mg EC/g).

3.5 VALIDACAO DO METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE OSORIO E
MARTINS (2004)

A validacéo foi realizada de acordo com a Resolugéo n°® 166, de 24 de julho de
2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que dispde o guia para a
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos empregados em insumos
farmacéuticos, medicamentos e produtos biol6gicos em todas as suas fases de
producdo. Esse procedimento tem como objetivo assegurar que o método é capaz de
atender aos requisitos especificos para seu uso pretendido ao realizar analise
qualitativa, quantitativa ou semi-quantitativa do metabdlito secundario presente na
espécie vegetal submetida ao estudo. O método espectrofotométrico submetido ao
processo de validacdo deve atender as exigéncias analiticas, como: seletividade, faixa
de trabalho, linearidade, precisédo, exatidao e robustez, adequados a analise e que

assegurem a confiabilidade dos resultados obtidos (BRASIL, 2017).

3.5.1 Faixa de trabalho

Na faixa de trabalho, segundo a RDC 166/2017, o volume utilizado no método
de quantificacdo submetido a validacdo (ponto 4.4 da metodologia) no centro e
estabelecer dois valores abaixo e dois valores acima deste para iniciar 0 processo.
Com base na resolugéo, a faixa de trabalho utilizada foi: 1,25mg/mL, 2,5 mg/mL,

5mg/mL, 7,5 mg/mL e 10 mg/mL.
3.5.2 Efeito Matriz

Deve ser estabelecido através da comparacao entre os coeficientes angulares
das curvas de calibracdo construidas com a SQR (substancia quimica de referéncia)
do analito em solvente e com a amostra fortificada com a SQR do analito. Foram

utilizados cinco volumes diferentes do extrato de casca de A. cearensis,
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posteriormente as amostras foram contaminadas com 500 pL do padrao (conforme
mostrado no quadro 5) e em seguida foi realizado o método de Osério e Martins
(2004).

Quadro 1 - Volumes do extrato de Amburana cearensis e do padrao utilizado para
analisar o efeito matriz.

Volumes do Extrato Volume do Padréo
500uL
1,25 mg/mL
2,50 mg/mL
5 mg/mL Residuos
7,5 mg/mL Tender a zero.
10 mg/mL

Fonte: Autoria proépria.

3.5.3 Linearidade

Para a analise desse parametro, foram utilizados cinco volumes diferentes do
padrdao de cumarinas (Quadro 1) em triplicata, conforme requerido pela RDC
166/2017. Para a obtencédo da curva de calibracdo, da equacdo da reta e do
coeficiente de correlagéao linear, posteriormente foi realizado o teste de regressao

linear pelo método dos minimos quadrados.

Quadro 2 - Volumes do padréo e valores do coeficiente de correlagéo e dos residuos
exigido pela RDC 166/2017.

Volumes do Padréo Coeficiente de Correlagéo
R?>0,99
1,25 mg/mL
2,5 mg/mL
5 mg/mL Residuos
7,5 mg/mL Tender a zero.
10 mg/mL

Fonte: Autoria propria.
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3.5.4 Seletividade

A seletividade mede a capacidade do método analitico de detectar ou
qguantificar o analito de interesse, de forma objetiva, acompanhado de componentes
que podem aparecer na amostra. Para avaliar a especificidade do método de Osério
e Martins (2004) foi realizada a varredura de uma solugéo do padréo e de uma solucao
de extrato de cascas de Amburana cearensis na regido do ultravioleta cujo

comprimento de onda varia de 200 — 400nm.
3.5.5 Preciséo

Para determinar a precisdo, a legislacdo recomenda no minimo nove
determinacdes, contemplando toda a faixa de calibracdo, ou seja, trés volumes: baixo,
meédio e alta, com trés réplicas em cada nivel ou seis réplicas a 100% da concentracao
do teste individualmente preparadas como critério para repetibilidade.

Quadro 3 - Volumes do padréao utilizados para analise da precisao e valor do DPR exigido
pela resolucao vigente.

Volumes do Padrao

1,25 mg/mL Desvio Padrao Relativo < 5%

5 mg/mL
10 mg/mL

Fonte: Autoria proépria.

3.5.5 Robustez

A robustez pode ser aferida modificando-se o0s parametros analiticos e
comparando sua precisao obtida em cada determinacdo (RIBEIRO et al., 2008). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria indica na RDC n° 166/2017 uma lista de
parametros que sejam relevantes para o resultado, de acordo com caracteristicas do
método a ser utilizado, como espectrofotometria, cromatografia liquida e
cromatografia gasosa (BRASIL, 2017). No entanto, para avaliar a robustez do método
de Osorio e Martins (2004) foram avaliados a influéncia das seguintes condi¢cdes
(Quadro 4) tempo de leitura: 15, 30 e 45 minutos e diferentes marcas de acetato de

chumbo: éxodo cientifica e quimica moderna.
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Quadro 4 - Condigbes para avaliacdo da robustez do método de Osoério de Martins
(2004):

Tempo de Leitura

Espectrofotometria Diferentes fabricantes de Acetato de
Chumbo

3.5.7 Exatidao

Para medir a exatiddo do método de quantificacdo de cumarinas analisado no
presente trabalho, foram utilizados trés volumes do padrao: baixo, médio e um alto em
triplicata, em seguida foi adicionado 500uL do extrato de casca de Amburana
cearensis. Por fim, analisou-se o valor de recuperacdo das cumarinas e o desvio

padrao relativo (< 5%), conforme solicitado pela resolucéo vigente.

Quadro 5 - Volumes do padréao utilizados para analise do parametro e valores da taxa de
recuperacao e DPR requisitado pela resolucgéo.

Volumes do Padréo % de recuperacdo
- 0
1,25 mg/mL 80 - 120%
5 mg/mL Desvio Padréo Relativo
10 mg/mL < 5%

Fonte: Autoria proépria.

3.6 EXPERIMENTO DE FATOR UNICO

As influéncias das varidveis tempo, teor alcoodlico e proporcédo droga vegetal:
solvente, utilizadas na extragcdo de cumarinas, foram avaliadas através de
experimentos de fator uUnico, variando cada parametro por vez pelo método extrativo
de ultrassom das cascas de A. cearensis. Todos 0s pontos observados nas variagdes
foram utilizados com base na literatura para extracdo de compostos fendlicos de uma
maneira geral ou de grupos especificos dos mesmos.

Para a variavel tempo, foram utilizados diferentes tempos no ultrassom: 20, 40,
60, 90 e 120 minutos, mantendo os dois outros parametros com teor alcodlico de 80%
(etanol: 4gua) e proporcéo droga-solvente de 1:10 (g/mL ). No teste seguinte, houve

variacao da propor¢ao droga-solvente com proporgdes de 1:5, 1:10, 1:15, 1:20 e 1:30
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(g/mL), com tempo de 60 minutos e grau alcodlico de 80% (etanol/agua). No ultimo
experimento, foi variado o fator teor alcodlico com valores de 50, 60, 70, 80, e 90% de

etanol. Foram pesados 15 gramas de amostras em todos 0s experimentos.

3.7 PLANEJAMENTO FATORIAL

A partir dos experimentos de fator Unico foi possivel verificar a influéncia dos
trés diferentes métodos extrativos sobre o teor de cumarinas, no entanto, dentre os
trés métodos, a extracdo por ultrassom, destacou-se. Para selecionar as melhores
condi¢cBes de extracdo de cumarinas em extratos de cascas de Amburana cearensis
(Fr. Allemao) A.C.Smith foi utilizada a metodologia de superficie de resposta para
realizar um planejamento fatorial. Para isso, foi realizado um planejamento 32 (2
variaveis, em 3 niveis de variacdo) aumentado de 2 pontos centrais para avaliacdo do
efeito do tempo de extracdo e teor alcodlico do solvente (varidveis independentes),
bem como das suas interacdes sobre o rendimento extrativo das cumarinas (variavel
dependente).

O teste foi realizado de maneira randomizada e a Tabela 2 apresenta os valores
utilizados em cada nivel estudado, selecionados com base nos experimentos de fator
anico com as cascas de Amburana cearensis. O tratamento estatistico foi elaborado
utilizando o software STATISTICA® e foram obtidos os efeitos padronizados
(diagramas de Pareto) e as andlises estatisticas (Superficie de Resposta) para
avaliacao dos resultados.

ApGs a obtencdo dos extratos, os mesmos foram filtrados e submetidos a
evaporacao sob pressdo reduzida, a temperatura de 40 + 5° C, até total secura.
Posteriormente, realizou-se a quantificacdo de cumarinas dos extratos submetidos ao

estudo.

Tabela 2 - Niveis das variaveis do planejamento 32 para os extratos das cascas de
Amburana cearensis por ultrassom.

Variavel -1 (Inferior) 0 (Ponto Central) +1 (Superior)
Tempo (minutos) 20 40 60
EtOH/H20 (%) 80 90 99,5

Fonte: Autoria propria.
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3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as andlises da validacéo foram feitas através do Microsoft Excel® (2010),
usando o teste de regressao linear juntamente com o método dos minimos quadrados.
Em alguns parametros, foi necessario utilizar o teste de ANOVA seguido do teste de
Tukey.

A distribuicdo dos resultados obtidos foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Foram realizadas andlises de variancia ANOVA, um critério, seguido de comparacdes
multiplas pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas ao nivel
de p<0,05 para as analises de robustez e p <0,01 para o planejamento fatorial. O
programa BioEstat 5.3 foi utilizado para realizacdo das analises estatisticas, exceto
para o planejamento fatorial, onde o tratamento estatistico foi elaborado pelo software

Statistica®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A validacdo teve como objetivo mostrar que o método é capaz de atender as
necessidades pretendidas para realizar analise quantitativa das cumarinas presentes
nos extratos das cascas de A. cearensis. Consiste em demonstrar que a metodologia
analitica é estavel, reprodutivel e flexivel, além de assegurar a confiabilidade dos

resultados obtidos ao final do experimento.
4.1 FAIXA DE TRABALHO

Tabela 3 - Concentracgdes de extrato de casca de Amburana cearensis utilizadas para a
validacgéo.

Concentracfes do Extrato
1,25 mg/mL 2,5mg/mL 5 mg/mL 7,50 mg/mL 10 mg/mL

*A concentracao usualmente utilizada no método de Osério e Martins esta centralizada,
conforme a RDC 166/2017. Fonte: Autoria prépria.

4.2 EFEITO MATRIZ E LINEARIDADE

Na figura 1, estdo as curvas referentes ao efeito matriz e a linearidade,
respectivamente. E possivel observar que os valores do R2 estdo em conformidade
com a RDC 166/2017 (BRASIL, 2017).
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Grafico 1 — Gréficos do Efeito matriz e Linearidade para os extratos de casca de Amburana

cearensis.
2.500
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Linear (P (1))  ceceeeeee Linear (P (2)) Linear (P (3))

E + P = Extrato de A. cearensis mais Padrdo de cumarinas; P = Padrao de
cumarinas. Fonte: Autoria propria.

O efeito matriz € determinado pela curva de calibracdo construida com a
solucéo quimica de referéncia (SQR) em solvente e sua amostra fortificada (BRASIL,
2017). Na figura 1, é possivel verificar que ha um paralelismo entre curvas do analito
em solvente e a amostra fortificada com o analito, mostrando que nao houve
interferéncia dos constituintes da matriz. Além disso, o coeficiente de determinacéo
(R?) para as trés amostras foram < 0.99.

O coeficiente de determinacéo (R?) sugere o quanto a variagdo total € geral em
relacdo aos elementos que integram os pares analisados. Observa-se a variacdo do
r2 é de 0 — 1, logo, quanto mais perto de 1, maior sera a regressao. Assim, os valores
apontados nos quadros 1 e 2 estdo proximos da reta de regresséao, considerada pelo
modelo de regressao linear, para o efeito matriz e para linearidade, respectivamente.

A curva de linearidade para as cascas de A. cearensis foi construida utilizando
5 concentragdes diferentes do extrato hidroetanolico da espécie: 1,25 a 10 mg/mL. O

teste foi realizado em triplicata conforme solicitado pela RDC 166/2017. A equagao de
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regressao linear obtida a partir do teste foram: y = 0.001x + 0.145, para P (1); y =
0.001x + 0.1669, para P (2) e y = 0.001x + 0.1685 para P (3), conforme pode ser
observado no quadro 1. O coeficiente de determinacéo (R?2) das trés equacdes foi <
0,99. Deste modo, pode-se considerar linear dentro da faixa de concentractes

utilizadas, como preconizado pela RDC 166/2017.

Tabela 4 - Equacgdes da reta dos graficos Do Efeito Matriz:

y =0.0011x + 0.5935
R2 =0.9923

y = 0.0011x + 0.6106
R2=0.9903

y = 0.0012x + 0.6168
R2 = 0.9911

Tabela 5 - Equacdes da reta dos graficos da Linearidade:

y = 0.001x + 0.145

R2 = 0,9902
P(2) y=0.0009x + 0.1783
Rz = 0,9903
P (3) y = 0.001x + 0.1685
Rz =0,9916

Os dados obtidos para linearidade no presente trabalho estdo em conformidade
com os encontrados para 0s extratos da casca da espécie Libidibia ferrea, pertencente
a mesma familia da A. cearensis, foram R? = 0,9952 e equacéo da reta y = 0,0003x +
0,7742 (SANTOS, 2016). Portanto, os procedimentos realizados para ambas espécies
apresentaram adequacao aos parametros de validacdo estabelecidos pela respectiva

resolucgéo vigente.
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4.2.1 Residuos dos gréaficos do Efeito Matriz e da Linearidade

Na regressao linear, € necessaria a verificacdo de hipotese, visto que o teste é
baseado nessas suposi¢cdes. No caso, 0 modelo mais comum para verificar se houve
violagdo de tais suposi¢cBes é chamado de analises de residuos. As figuras 2, 3 e 4
séo referentes aos residuos do efeito matriz, enquanto que nas figuras 5, 6 e 7 estédo

plotados os residuos da linearidade.

Gréfico 2 - Plotagem de residuos do gréfico 1 referente ao extrato de casca de A. cearensis
+ Padréo de cumarinas (1).
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Gréfico 3 - Plotagem de residuos do grafico 1 referente ao extrato de A. cearensis + Padréo

de cumarinas (2).
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Grafico 4 - Plotagem de residuos do gréafico 1, referentes ao extrato de A. cearensis +

Padréo de cumarinas (3).
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Grafico 5 - Plotagem de residuos do grafico 1, referente a linearidade, Padréo - cumarinas

(1).
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Gréfico 6 - Plotagem de residuos do grafico 1, referente a linearidade, Padrdo de cumarinas

(2).
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Grafico 7 - Plotagem de residuos do grafico 1, referente a linearidade, Padréo de cumarinas

3).
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Nos gréficos residuais de efeito matriz (E+P (1); E+P (2); E+P (3)), que foram
obtidos por meio do teste de regresséo linear do Excel, pode-se observar uma
distribuicdo aleatdria dos residuos em volta da reta x=0, tendo uma dispersao
constante, o que indica que ndo ha violacdes sérias de homocedasticidade (variacao
constante dos erros), independente dos nimeros de acidentes ser alto ou baixo, estdo
distribuidos entre -2 e 2, um comportamento esperado para distribuicdo de erros. O
mesmo pode ser observado nos graficos de residuos de linearidade (P (1); P (2); P
(3)). Os residuos estéo distribuidos ao longo das diferentes concentracdes de extrato
que foram utilizadas 0,125 a 1ug/mL.

O método utilizado no presente estudo mostrou-se homocedastico, assim como
a metodologia utilizada por Silva (2019) para obtencdo de forma farmacéutica solida
a base de Syzygium cumini, uma vez que os residuos em ambos os trabalhos tendem

a zero.

4.3 SELETIVIDADE

Para a seletividade, a varredura foi realizada na regido de absorcao da radiagao
do ultravioleta (200 a 350 nm) (PASCHOA et al., 2003), no entanto, no presente
trabalho a varredura foi realizada até 400nm. Como o padrao de cumarinas e o extrato

de cascas de Amburana cearensis absorvem na regido do ultravioleta do espectro
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(UV- visivel), como pode-se observar nos gréficos 8 e 9, 0o método de Osério e Martins

pode ser considerado seletivo para cumarinas, conforme é solicitado pela RDC.

Gréfico 8 - Espectro de varredura de 200 a 400nm do padrdo cumarinas.
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Graéfico 9 - Espectro de varredura de 200 a 400nm do extrato hidroalcoolico de casca de
Amburana cearensis.
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O padréo de cumarinas teve seus maiores picos de no comprimento de onda
entre 258 & 320nm, nessa regido a absorcdo manteve-se em torno de 1, porém o pico

maximo foi em 278nm. O que corrobora com a varredura realizada por Rodrigues
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(2005) na regido do UV observou-se que o pico maximo de absor¢cédo das cumarinas
foi de 274nm para a amostra alcoodlica e de 278nm para a amostra aquosa.

Na pesquisa de Amaral et al., (2009), a solucdo do padrdo de cumarinas teve
maior absorcdo em 275,4nm, sendo esse comprimento de onda utilizado para
determinar o teor de cumarinas em xarope de guaco armazenado em diferentes
temperaturas.

Enquanto que o trabalho realizado por Silva e colaboradores (2008)
demonstrou que o método espectrofotométrico € uma alternativa exata e precisa a
CLAE para quantificacdo de cumarinas em xarope de Milkania glomerata Sprengel. O
comprimento de onda adequado para o doseamento desse metabdlito foi em 320nm.
O metabdlito secundario de interesse, mostrou absorcao dentro dessa faixa comum
até 320nm, esse comprimento foi utilizado no método de quantificacdo de cumarinas,
pois, 0 mesmo é preconizado no método de Osorio e Martins (2004).

De acordo com Bruneton (1991), as cumarinas possuem espectro ultravioleta
caracteristico, devido a natureza e disposi¢ao dos substituintes quimicos, o que facilita
a sua identificacdo e o desenvolvimento de técnicas analiticas espectrofotométricas

para a sua quantificacéo.

4.4 PRECISAO POR REPETIBILIDADE

A tabela 6, mostra os resultados alcancados por meio de testes de precisao
intracorrida (repetibilidade) onde analisou-se solu¢des de cumarinas nos extratos das
cascas de Amburana cearensis, utilizando os volumes de 125 puL, 500uL e 1000uL/ml,
sob mesmas condi¢cdes de operacdo, mesmo analista e mesmo instrumentacdo em
uma unica corrida analitica. Neste ensaio, os desvios padrdes relativos (DPR%) foram
inferiores a 5%. Assim, pode-se considerar o método espectrofotométrico preciso para

quantificar cumarinas na espécie analisada.
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Tabela 6 - Resultados da preciséo por repetibilidade utilizando trés volumes diferentes.

Volume 125puL 500uL 1000puL
1 0.727 1.123 1.733
2 0.766 1.141 1.802
3 0.776 1.141 1.810
Média 0.756 1.135 1.782
Desvpad 0.025891 0.010392 0.042336
DPR (%) 3.42 0.91 2.37

Desvpad = Desvio padrdo. DPR% = Desvio padréo relativo. Fonte: Autoria prépria.

Outra espécie da familia Fabaceae apresentou resultados conformes para a
preciséo por repetibilidade no trabalho realizado por Peixoto Sobrinho e colaboradores
em (2008), os valores da precisdo também ficaram dentro do especificado pela

legislacdo em vigor e comprovam os resultados obtidos sédo confiaveis.

4.5 ROBUSTEZ

Para a robustez foram analisadas alteracbes nos parametros seguintes:
diferentes marcas de acetato de chumbo e tempo de leitura. Todos os procedimentos
do teste foram realizados utilizados os seguintes volumes de extrato. Nas tabelas 5 e
6 sdo apresentados os resultados da robustez obtidos através da andlise dos
parametros dos diferentes fabricantes de reagentes (Acetato de Chumbo) e tempo de
leitura, respectivamente. E possivel observar que os valores DPR foram menores que
5% o que mostra que € método é robusto nas condi¢cbes apresentadas, conforme a
legislagdo da RCD 166/2017 (BRASIL, 2017).

Tabela 7 - Analise com acetato de Chumbo de dois fabricantes diferentes.

Interferente analisado: Marcas _
_ Teor de cumarina (mg EC/g)
diferentes do Acetato de Chumbo

o 11,16 £ 0,33 a
Marca 1 (Quimica Moderna)
(2,94%)
R o 10,26 +0,15a
Marca 2 (Exodo Cientifica)
(1,46%)

Letras iguais na mesma coluna indicam n&o diferencga estatistica conforme ANOVA (seguido
de Tukey), p < 0,05. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 8 - Leitura em diferentes intervalos de tempo.

Interferente analisado: tempo de leitura Teor de cumarina (mg EC/g)
, 11,22 +0,25 a
15 min
(2,24%)
: 11,24 £ 0,06 a
30 min
(0,49%)
: 11,51 +£0,08 a
45 min
(0,67%)

Letras iguais na mesma coluna indicam nédo diferenca estatistica conforme ANOVA (seguido
de Tukey), p < 0,05. Fonte: Autoria propria.

Na pesquisa realizada por Santos (2016), os dados de robustez para a espécie
Libidibia ferrea, onde os parametros submetidos a analise foram fluxo e pH da fase
movel, encontram-se no mesmo patamar do estudo presente, com desvios padrbes
relativos baixos, indicando que os métodos aplicados séo robustos e que estdo abaixo

dos limites estabelecidos < 5%.

4.6 EXATIDAO

Tabela 9 - Valores de recuperacéo de cumarinas utilizando o método de Osério e Martins.

Volume  E+P E+P E+P Média Ccalc Exatiddo Desvpad DPR%

(1) (2) ®3)
125uL  0.780 0.766 0.776 0.774 146 11658  0.005  0.76

500pL 1.281 1.275 1.200 1.252 563 112.54 0.036 2.94

1000pL 1699 1.642 1.689 1.677 933 93.32 0.024 1.48

Desvpad = Desvio padrdo. DPR% = Desvio padréo relativo. Fonte: Autoria propria.

A exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de recuperagdo, onde foram
adicionadas quantidades conhecidas da solucdo padréo as amostras. Os valores
obtidos da recuperacéo foram calculados a partir da razado das concentracbes medias
do experimento sobre a concentragdes tedricas estabelecidas experimentalmente. Na

tabela (colocar nimero na tabela) estdo os resultados do parametro da exatiddo. Na
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exatidao foram feitas 9 determinacdes, com os volumes de 125uL, 500uL e 1000uL
(baixa, média e alta) e com trés réplicas em cada nivel. Os resultados mostram uma
recuperacdo de 116.58%, 112.54% e 93.32%, respectivamente. Assim, € possivel
constatar que os métodos empregados na casca de Amburana cearensis séo
considerados exatos pois estdo dentro dos limites de 80% a 120% indicados pela RCD
166/2017 (BRASIL, 2017).

Valores semelhantes foram encontrados por Peixoto Sobrinho (2008) para os
extratos de Bauhinia cheilantha, espécie pertencente a subfamilia Caesalpiniaceae,
onde o valor de recuperacéo foi de aproximadamente 98,36% atestando a eficiéncia
do procedimento escolhido conforme limites preconizados pelos compéndios oficiais.

4.7 INFLUENCIA DE DIFERENTES METODOS EXTRATIVOS PARA OBTENCAO
DE CUMARINAS DAS CASCAS de Amburana cearensis (Fr. Alleméo) A.C.Smith

Para quantificagdo de cumarinas nos extratos hidroalcodlicos de cascas de A.
cearensis foram utilizados trés métodos extrativos: maceracdo, ultrassom e micro-
ondas. Os teores desse grupo de metabdlitos secundarios foram avaliados e o0s
resultados obtidos nos doseamentos sdo apresentados na tabela 9. Os valores
expressos sdo referentes a média das replicatas, acompanhados do desvio padrao
em mg EC/g equivalentes de 1,2-benzopirona.

Tabela 10 - Teores (mg EC/g) de cumarinas, expressos em média + desvio padrédo, dos

extratos obtidos de cascas de Amburana cearensis (Fr. Allemao) A.C.Smith por diferentes
métodos extrativos.

Métodos Extrativos Amburana cearensis

CUM (mg EC/g)

Maceragéo 39,99+531a
Micro-ondas 39,40 £ 0,62 a
Ultrassom 46,86+ 2,93 b

CUM = cumarinas. Letras iguais na mesma coluna indicam n&o diferenca estatistica
conforme ANOVA (um critério) seguido do teste de Tukey p <0,01. Fonte: Autoria prépria.

Ao observar a tabela é possivel constatar que a maceracdo e o micro-ondas
foram os métodos extrativos que obtiveram um menor teor de cumarinas quando
comparados ao método de ultrassom. A extracao assistida por ultrassom foi escolhida
para o planejamento fatorial por possibilitar a extragdo de um maior teor de cumarinas

cerca de 46,86 mg EC/g e por ser estatisticamente diferente dos demais métodos. A
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maceracao apesar de ser uma técnica tradicional e bastante utilizada, apresenta como
desvantagens um periodo de tempo prolongado para a extracdo (MEREGALLI, 2007),
uso excessivo de liquido extrator, além do risco de contaminacdo (MELECCHI, 2005;
PIETRZAK; NOWAK; OLECH, 2013; DO et al., 2014).

Um estudo feito por Lourengo (2018) comparou a atividade antimicrobiana de
extratos de alecrim (Rosmarinus officinalis) obtidos por maceracdo e ultrassom,
constatou que esse Ultimo método possibilitou uma extracdo mais eficaz de
metabolitos secundarios e uma maior acdo perante o micro-organismo utilizado no
estudo. A média dos halos de inibicdo do extrato alcodlico produzido pela técnica de
ultrassom foi de 0,93cm frente a bactéria Staphylococcus aureus, enquanto a média
da maceracao foi de apenas 0,7 cm.

A extracdo de cumarinas pelo método de micro-ondas apresentou um teor
consideravel cerca de 39,40 + 0,62 mg EC/g, porém, um pouco inferior ao do
ultrassom. Para obter bons resultados com essa técnica extrativa € preciso levar em
consideracao alguns fatores como: poténcia do aparelho, natureza do solvente, tempo
de extracdo, condicdo da amostra vegetal e a propor¢cao entre o solido e o liquido
extrator (RIBEIRO, 2018).

Na extracdo assistida por micro-ondas, a energia eletromagnética é
transformada em calor e aumenta a temperatura interna das células da matriz em
decorréncia do aguecimento e da evaporacdo da umidade presente, promovendo o
aumento da presséao interna e rompimento de membranas (CHEN; ZU; YANG; 2015;
BENDJERSI et al., 2016; LIEW et al., 2016). Porém, elevadas temperaturas e alta
poténcia podem ocasionar perda na degradacdo de compostos volateis (WANG;
WELLER, 2006; CHEMAT; CRAVOTTO, 2013). Hashemi-Moghaddam e
colaboradores (2013) avaliaram a utilizacdo de poténcias de 300, 500, 700 e 900 W
por um periodo de 10 e 20 minutos para extrair 6leo essencial de Eucalyptus
microtheca, constataram uma redu¢éo de monoterpenos do 6leo nas poténcias de 700
e 900 W no tempo de 20 minutos.

Além disso, a obtencdo de extratos por meio desse método requer uma
aparelhagem especifica, um consumo de energia consideravel e um estudo referente
aprofundado em relagdo ao comportamento dos solventes perante as ondas
eletromagnéticas, como: constante dielétrica e fatores de dissipacdo (RIBEIRO,
2018).
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A andlise dos extratos obtidos por meio dos diferentes processos extrativos,
indicou a presenca de cumarinas, no entanto, a extragéo assistida por ultrassom
apresentou um maior teor de cumarinas, possibilitando a obtencéo de 46,08 + 5,53
mg EC/g. De acordo com a pesquisa realizada por Rajabi e colaboradores (2013), a
sonicagdo pode aumentar consideravelmente a superficie de contato entre o solvente
e a amostra aquosa, 0 que provoca aumento da transferéncia de metabdlitos para o
liquido extrator.

Essa técnica de extracao era empregada em banho de limpeza, porém, devido
as suas caracteristicas particulares, comecou a ser utilizada na esterilizacdo de
materiais, homogeneizacao de solug¢des, soldagem, emulsificacéo, desgaseificacao,
na obtencdo de compostos presentes em espécies vegetais (FREITAS, 2007; LUZ,
1998; BARBOZA e SERRA, 1992) e na extracdo de 6leo de sementes de uva
(FREITAS, 2007). Alguns autores acreditam que o ultrassom pode inclusive ser um
método alternativo de extracdo ao Soxhlet, uma vez que tem apresentado capacidade
equivalente ou até superior a esse processo convencional (EICEMAN et al., 1980;
BLANCO et al., 1992; ESCRIVA et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2016).

Ao que se refere a obtencdo de extratos vegetais, 0 ultrassom possibilita a
dilatacéo e hidratacdo do material da planta e provoca um alargamento dos poros da
parede celular, melhorando a intumescéncia, a razdo de transferéncia de massa
ocasionando quebra da parede celular (OLIVEIRA et al., 2016). Provocando aumento
da eficiéncia e/ou reducéo do tempo de extracdo, além do aumento na penetracédo do
solvente (TOMA et al., 2001; JACQUES, 2005). Além disso, a extragdo assistida por
ultrassom oferece uma gama de beneficios em relagdo ao rendimento, a produtividade
e a seletividade, além de reducéo do uso de solventes quimicos (CHEMART e KHAN,
2011).

Segundo Chua (2013), a temperatura € outro fator importante na extracdo
assistida por ultrassom, pois, aumenta a difusividade, a solubilidade e a pressao de
vapor (BOONKIRD; PHISALAPHONG; PHISALAPHONG, 2008). Além de diminuir a
viscosidade do meio e a tensdo superficial do liquido extrator, possibilitando uma
extracdo mais eficiente dos metabdlitos secundarios com consequente aumento no
rendimento do método (DAI; MUMPER, 2010; OLIVEIRA et al., 2016a).

O colapso das bolhas cavitacionais é outro parametro que pode influenciar em
uma melhor extracdo dos compostos. Na pesquisa realizada por Boonkird,

Phisalaphong e Phisalaphong (2008) constatou-se a influéncia dos efeitos da
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cavitagcdo na extragdo por ultrassom, sendo observado um melhor resultado e uma
maior intensidade a 45 °C e ndo a 60 °C, nesse ponto a formagéao de cavidades reduziu
para quase zero. Acredita-se que em temperaturas mais elevadas o aumento na
pressdo de vapor provoca reducao na intensidade do colapso das bolhas, em virtude
de uma menor diferenca entre a presséo interna e externa, fazendo com que em
temperaturas mais baixas o colapso das bolhas seja mais eficiente com consequente
aumento da extracdo (HEMWIMOL; PAVASAN; SHOTIPRUK, 2006).

4.8 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE CUMARINAS DAS CASCAS DE Amburana
cearensis (Fr. Allem&o) A.C. Smith.

As cumarinas foram escolhidas por serem o principal constituinte fitoquimico
da espécie Amburana cearensis A.C. Smith, estando presentes na casca do caule
(PEREIRA, 2010). A esse grupo de metabdlitos foi atribuido as principais atividades
farmacoldgicas da Imburana-de-cheiro, de acordo com testes realizados com a
substancia pura (CANUTO & SILVEIRA, 2006).

O processo de otimizacdo da extracdo de cumarinas das cascas de A.
cearensis foi realizado em duas etapas com finalidades distintas. A primeira etapa
consistiu em um experimento de fator Unico a fim de avaliar a influéncia Unica das
variaveis testadas na extracao, além de definir os trés niveis a serem utilizados na
segunda etapa (planejamento fatorial 3"). Esta ultima com o intuito de avaliar a
influéncia quando da variacdo de mais de uma variavel, definindo o ponto de melhor

extracdo deste metabdlito secundario.

4.8.1 Experimento de Fator Unico

O método extrativo por ultrassom foi escolhido para ser feito o planejamento
fatorial, pois, destacou-se entre os demais, além disso apresenta como vantagem em
relacdo a maceracgao o baixo consumo de solvente e uma reproducéo mais rapida dos
ensaios (CHEMAT et al., 2011). A influéncia do tempo na extracdo das cumarinas das
cascas de A. cearensis estad representada no grafico 10, sendo os valores de
flavonoides expressos por mg EC/g com suas respectivas médias + desvio padréo.

Os tempos de extracdo foram escolhidos baseados em dados encontrados na
literatura, sendo utilizados: 20, 40, 60, 90 e 120 minutos (MUNIZ-MARQUES; et al.,
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2013; SAHIN, SALIN, 2013). Enquanto as outras variaveis permaneceram constantes
(proporcao droga-solvente 1:10 g/mL e teor alcodlico 80% etanol-agua).

Conforme pode ser observado no grafico 10, com 40 minutos de extracao
houve um maior teor de cumarinas com valor de 14,32 + 2,81 mg EC/g de extrato. A
sonicagdo em 60 minutos também apresentou um teor satisfatorio, quando comparado
aos demais, com valor de 12,39 = 1,60 mg EC/g de extrato. Com isso, 0 tempo de
extracdo de 40 minutos foi escolhido como ponto central para o planejamento fatorial

e 0 de 60 minutos como tempo maximo.

Gréfico 10 - Influéncia dos diferentes tempos (minutos) na extracdo de cumarinas das
cascas de Amburana cearensis.
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Letras iguais indicam néo diferenca estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey), p<0,01.
Fonte: Autoria propria.
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Em teoria, maiores tempos de extracdo apresentam melhores rendimentos
(CHUA, 2013), no entanto, a obtencao de extratos € um processo fisico baseado na
solubilidade dos metabdlitos secundarios (WANG et al., 2016), estando diretamente
relacionado com a taxa de difus@o e pressdo osmotica nos solventes (CHUA, 2013).
O tempo ideal encontrado no presente trabalho (40 minutos) corrobora com a
pesquisa de Neri (2016), onde o tempo de 45 minutos por decoccdo mostrou
eficiéncia na extracdo de cumarinas tanto para as cascas como para as folhas de
Maytenus rigida (MART).

A extracdo assistida por ultrassom tem recebido destaque por melhorar a
eficiéncia na extracdo de compostos bioativos, pois, possibilita obter elevadas taxas
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de metabdlitos em menores tempos (SHIRSATH, SONAWANE, GOGATE, 2012;
KHAN et al., 2010). A formacéo de cavidades geradas pelo ultrassom produz diversos
efeitos na matéria-prima vegetal, além de promover a agitacédo do solvente no sistema
e gerar turbuléncia, auxiliando no aumento da transferéncia de massa (JADHAV et al.,
2010). Para Paniwnyketal (2001), a alta eficiéncia da extracao assistida por ultrassom
deve-se as ondas ultrassOnicas geradas nesse processo extrativo.

De acordo com Corbin e colaboradores (2015), as cavitacdes acusticas
produzidas durante o método de ultrassom colaboram para a penetracdo do liquido
extrator nas paredes celulares da matriz vegetal, permitindo que o contetudo
intracelular seja liberado de forma eficiente e a agitacéo do solvente aumentara a area
de contato entre o0 solvente e os compostos alvos, possibilitando uma maior
penetracdo do solvente na matriz da amostra.

Outro fator que pode influenciar na obten¢cédo de cumarinas € o solvente, sendo
o teor alcodlico um ponto de grande importancia, pois, influencia diretamente no
rendimento final da extracdo. Modificacbes no percentual de etanol podem afetar na
extracdo de compostos menos ou mais polares (MUNIZ-MARQUEZ et al., 2013). O
grafico 11, mostra a diferentes percentuais de alcool e os respectivos teores de
cumarinas obtidos da casca de Amburana cearensis.

Como pode ser observado no grafico 11, a extragdo de cumarinas foi maior
guando a proporcéo alcool: agua foi de 90%, obtendo um teor de 12,27 mg EC/g de
extrato e sendo estatisticamente diferente dos demais percentuais alcoodlicos
avaliados, por isso, foi escolhido como ponto central do planejamento. Diferentemente
da influéncia do tempo de extracdo, com esta variavel houve um aumento crescente
do teor do metabdlito desejado a medida que aumentava o teor alcodlico, sendo
observado um menor teor no percentual de 50%, com valor absoluto de 6,78 mg EC/g.

De acordo estudos encontrados na literatura, misturas de dgua em solventes
organicos sao mais efetivas na extragcdo dos compostos, visto que além de aumentar
a polaridade do sistema por ser 0 solvente mais polar, favorecem o intumescimento
das células vegetais e a entrada do solvente organico na matriz vegetal com
consequente aumento de eficiéncia do processo extrativo (BOONKIRD;
PHISALAPHONG; PHISALAPHONG, 2008; CHUA, 2013; MUNIZ-MARQUEZ et al.,
2013). Porém, os maiores teores de cumarinas foram encontrados nas concentragdes

gue apresentavam um menor percentual de dgua, como nos teores de 80% e 90%.
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Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com a pesquisa feita por
Silva e auxiliares (2008), onde os maiores teores de cumarinas foram encontrados em
solventes de média polaridade, como hexano, acetato de etila, etanol e acetona,
justificando o fato desse metabdlito estd mais presente nos extratos com um maior
percentual de alcool. Outros estudos sugerem ndo apenas estes liquidos extratores,
mas outros como diclorometano e butanol para extracdo de cumarinas, indicando que
a polaridade otima do solvente para a obtencdo desses metabdlitos € intermediaria
(CELEGHINI, YARIAKE, LANGCAS, 2007; LANCAS et al., 1997).

Gréfico 11 - Influéncia dos diferentes percentuais hidroetandlicos na extracdo de cumarinas
das cascas de Amburana cearensis.

14.00

12.00

bd cd
b b
10.00
8.00 d
6.00
4.00
2.00

0.00
50% 60% 70% 80% 90%
PERCENTUAL DE ALCOOL

mg EC/g

Letras iguais indicam néo diferenca estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey), p<0,01.
Fonte: Autoria prépria.

Na pesquisa realizada por Neri (2016) o planejamento fatorial 22 realizado para
obtencdo de compostos fendlicos e cumarinas da espécie Maytenus rigida (MART), o
teor alcodlico foi um parametro relevante para a extracdo das cumarinas, sendo o
percentual de 92,8% o que possibilitou melhores valores desse metabdlito pelo
método extrativo de decoccao.

No presente estudo avaliou-se também a interferéncia da razéo droga: solvente
na extracdo de compostos bioativos, pois, por ser um processo fisico, quantidades
maiores do liquido extrator tende a aumentar o contato entre 0os compostos e o

solvente, levando a uma extracao mais efetiva (WANG et al., 2016). Com isso, a Ultima
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variavel testada, quanto sua influéncia sob a extracdo de cumarinas nas cascas de A.
cearensis, foi a proporcéo droga-solvente (Grafico 12).

Ao analisar o grafico 12 € possivel inferir que a proporcéo 1:20 (g/mL) foi a que
obteve o melhor valor absoluto na extracdo de cumarinas das cascas de A. cearensis
com 20,16 * 1,81 mg EC/g. apresentando diferenca estatisticamente significativa das
demais proporgdes. Nessas proporgdes nao ocorreu alteragdes na taxa de difusidade,
pode ter ocorrido uma saturacéo do solvente, principalmente, na primeira razéo, onde
houve um rendimento de extracdo bem abaixo das demais.

Esses dados corroboram com o estudo realizado por Wang e colaboradores
(2016) no qual foi possivel observar que os extratos metandlicos de diferentes
espécies obtiveram maiores teores de metabdlitos na razdo de 1:20. Em duas das
espécies submetidas ao estudo, a elevacédo ou diminui¢cdo da razdo, provocou um
decréscimo dos teores, mostrando a influéncia da propor¢éo no aumento da extracéao
dos compostos. Enquanto em uma das espécies, as trés primeiras propor¢cdes nao
apresentaram aumento significativo dos teores com posterior decréscimo do contetdo
guando aumentada a razao, demonstrando a ndo influéncia desta variavel no aumento

dos teores.

Gréfico 12 - Influéncia das diferentes propor¢des droga — solvente (g/mL) na extracao de
cumarinas das cascas de Amburana cearensis.
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Letras iguais indicam nao diferenca estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey),
p < 0,01. Fonte: Autoria prépria.

No estudo conduzido por Predescu e colaboradores (2016) foi avaliada a

interferéncia da propor¢céao droga-solvente para obtencéo de compostos fendlicos dos
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frutos de trés espécies (Rosa canina, Hippophae rhamnoides e Crataegus monogyna)
obtidos por maceracao, ultrassom e soxhlet, sendo observado elevacao dos teores
qguando houve aumento da quantidade de solvente de 1:5 para 1:10 (g/mL) porém,
neste estudo so foram utilizadas duas proporcdes a fim de demonstrar a influéncia
desse parametro.

No presente estudo € possivel observar que os teores aumentaram e decairam
entre as proporcdes utilizadas, porém, na razdo 1:20 houve uma maior extracao de
cumarinas provavelmente devido ao aumento da quantidade de solvente, pois, a
chance de moléculas alvo entrarem em contato com o solvente também aumenta,
além disso a cavitacdo gerada pelo ultrassom auxilia o processo de extrato. A mesma
foi mantida no planejamento fatorial, utilizando o valor fixo de 1:20 (g/mL) para a etapa
seguinte, ficando com duas varidveis independentes (teor alcodlico e tempo de
extracao) e com trés niveis (-1; 0; +1), caracterizando assim um desenho experimental
32

4.8.2 Planejamento Fatorial 32

Por meio dos resultados obtidos no planejamento de fator Unico, realizou-se
uma analise dos efeitos das duas variaveis independentes: tempo de extracdo e teor
hidroalcodlico sobre a extracdo de cumarinas das cascas de Amburana cearensis,
obtendo desse modo um planejamento 32 com o ponto central realizado em triplicata
e 11 ensaios e os respectivos teores do composto secundario desejado.

A matriz do desenho experimental; contendo ensaios, as variaveis
independentes, seus niveis e o0s teores de cumarinas obtidos; esta representada na
Tabela 10. Conforme pode ser visto na tabela 10, os niveis selecionados para o teor
alcodlico de etanol foram 80; 90 e 99,8%, enquanto que para variavel tempo foram
utilizados os pontos 20, 40 e 60 minutos de extracdo no ultrassom, sendo mantida fixa
a proporcédo droga-solvente em 1:20 (g/mL), uma vez que este parametro apresentou

influéncia na extracdo do metabdlito desejado nos experimentos preliminares.
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Tabela 11 - Matriz do desenho experimental 32 para determinacéo das condigdes 6timas na
extracao de cumarinas das cascas de Amburana cearensis A.C.Smith, sendo os teores
expressos em média + desvio padréo.

Ensaio Niveis (Codificados) Niveis (Valores) Variavel
Resposta
Teor Tempo Teor Tempo Cumarinas
EtOH (%) (Minutos) EtOH (%) (Minutos) (mg EC/g)
1 -1 -1 80% 20 7,71 £ 3,71a
2 -1 0 80% 40 6,17 + 1,24a
3 -1 +1 80% 20 7,27+ 1,25a
4 0 -1 90% 20 11,05+2,15b
5* 0 0 90% 40 9,15+ 2,77b
6 0 +1 90% 60 9,84+277b
7 +1 -1 99,8% 20 17+2,06 ¢
8 +1 0 99,8% 40 1799+1,38¢c
9 +1 +1 99,8% 60 16 +0,76 ¢
10* 0 0 90% 40 10,43+£0,40b
11* 0 0 90% 40 11,22+ 394 b

EtOH = Etanol, * = ponto central em triplicata. Letras iguais na mesma coluna indicam néo
diferenca estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.01. Fonte: Autoria propria.

Ao observar a tabela 10, € possivel constatar que o teor alcodélico de 99,8% de
etanol e o tempo de 40 minutos no ultrassom (ensaio 8) foram as variaveis que
possibilitaram uma melhor extracdo de cumarinas das cascas de A. cearensis,
apresentando um teor de 17,99 + 1,38 mg EC/g. Os resultados obtidos foram
analisados também através do Diagrama de Pareto e do Grafico de Superficie de
Resposta tridimensional e planar, apresentados na Figura 7, Figura 8 e Figura 9,
respectivamente, com a finalidade de avaliar mais adequadamente a influéncia das
variaveis, individualmente e as suas interacdes, na extracdo das cumarinas.

Ao analisar o diagrama é possivel inferir que o fator tempo promove um efeito
negativo na extragédo das cumarinas dos extratos das cascas de Amburana cearensis,
de modo que a elevagéao ao quadrado do tempo contribuiu para uma menor extracao

do metabdlito, como € possivel observar através do diagrama de Pareto, em que é
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possivel notar que tanto as interacdes lineares como as quadraticas do tempo néo

aumentaram o teor de cumarinas, pois, nao ultrapassaram a linha vermelha.

Grafico 13 - Diagrama de Pareto de efeitos padronizados, na extracdo de cumarinas das
cascas de Amburana cearensis (Fr. Alleméao) A.C.Smith, derivado de um planejamento

(DA(L)

A(Q)

1Lby2L

B(Q)

1Lby2Q

1Qby2L

1Qby2Q

(2)B(L)

fatorial 32.

-517148

-,439303

4245004

418703

-,300623

, 1867238

-,134615

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)  P=,05

A = Teor alcodlico, B =Tempo, L = Interagdo linear; Q = Interagdo quadratica. * A linha
vermelha vertical indica o ponto que os efeitos estimados foram estatisticamente
significativos (p = 0,05). Fonte: Autoria prépria.

O Diagrama de Pareto (Figura 7) indica que nas condicfes estudadas, o

aumento do teor alcodlico e suas interacdes lineares e quadraticas, exerceram uma

influéncia positiva na extracdo das cumarinas, sendo o teor alcodlico a variavel mais

significativa estatisticamente, ou seja, a que mais contribuiu na extracdo do

metabalito. Isto pode ser comprovado, a partir da observacdo da linha vermelha

vertical presente no diagrama, onde esta o valor minimo para que uma variavel seja

considerada estatisticamente significativa no processo de planejamento (MARQUES,

2011), além de evidenciar o efeito mais relevante, seja positiva ou negativamente e

sendo diretamente proporcional, ou seja, quanto maior a barra a direita da linha, maior

€ a sensibilidade do método ao fator analisado e/ou suas respectivas interacdes
(SAMAD; ZAINOL, 2017).
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Além disso, em determinados tempos de extracdo houve uma queda no teor
de cumarinas nos extratos, levantando a hipétese de que poderia estar ocorrendo
degradacédo desses compostos em decorréncia da sonicacdo. Esse fato corrobora
com os resultados encontrados no trabalho realizado por Rodrigues (2005), onde uma
elevacdo no tempo de extracdo por ultrassom observou-se uma degradacéo das
cumarinas ao longo do experimento. A equacédo que correlaciona o teor de cumarinas

com as variaveis independentes avaliadas esta representada abaixo (Equacéo 2).

Equacédo 1: Equacao de correlacdo entre as variaveis independentes e a extracdo de
cumarinas das cascas de Amburana cearensis A.C. Smith, derivado de um planejamento
fatorial 32.

TC = 11,467 +5,27x + 0,82 x2 — 0,14y — 0,82y? + 0

Onde: TC= Teor de cumarinas; X = Teor alcodlico e Y = Tempo.

Corroborando com os resultados obtidos pelo Diagrama de Pareto, os graficos
de superficie de resposta (Figuras 8 e 9) possibilitaram um melhor dimensionamento
da influéncia das variaveis no processo extrativo das cumarinas, visto que neste tipo
de metodologia, € possivel ter uma visdo sobre os efeitos linear e/ou quadratico do

modelo e das interacdes das variaveis estudadas (FAROOQ et al., 2017).
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Gréfico 14 - Gréfico de superficie de resposta tridimensional da extracdo de cumarinas das
cascas de Amburana cearensis A.C. Smith, derivado de um planejamento fatorial
32

seuliewnd ap JoaL

Fonte: Autoria proépria.

Além disso, a técnica de superficies de resposta foi utilizada para analisar a
influéncia das interacdes entre dois parametros de modo a identificar a maxima e
minima resposta sobre o teor de cumarinas. A figura 8 mostra que a medida em que
se aumenta o teor alcodlico, maior € o teor de cumarinas obtido, e o que o inverso
ocorre com a variavel tempo. As areas de maxima resposta da superficie estdo
representadas em vermelho, enquanto as verdes estdo associadas aos niveis de
parametros que apresentaram 0S menores valores para a variavel considerada
(SILVA, 2014).

Portanto, ao observar o grafico 9, € possivel comprovar o efeito positivo da
variavel teor alcodlico na extracdo de cumarinas das cascas de Amburana cearensis.
Enquanto os menores teores do metabdlito foram encontrados a medida que o teor
alcoolico foi sendo reduzido e o tempo de extracao foi aumentado
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Grafico 15 - Grafico de Superficie Resposta planar da extracdo de cumarinas das cascas de
Amburana cearensis A.C. Smith, derivado de um planejamento fatorial 32.
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Fonte: Autoria proépria.

Uma explicagdo para a alta sensibilidade das cumarinas ao teor alcodlico é que
concentracbes maiores de etanol provocam uma queda na constante dielétrica do
liquido extrator, favorecendo a uma elevacao da solubilidade de metabdlitos de média
polaridade (MEDEIROS; KANIS, 2010). Desta forma, o percentual de etanol favoreceu
maiores niveis desse composto secundario nos extratos devido, principalmente, ao
carater apolar das cumarinas (KUSTER; ROCHA, 2004).

Os dados obtidos no presente estudo corroboram com o0s resultados
encontrados por Chernichiarro (2012), onde altos teores de cumarinas foram
detectados nos extratos de acetona, acetato de etila e etandlico, que apresentou um
percentual em torno de 30,3% na extracdo por soxhlet, comprovando, portanto, que
esse metabdlito apresenta polaridade intermediaria.

Os resultados para a avaliacdo da significancia (F) do modelo experimental
encontram-se na Tabela 8, ao analisar os dados é possivel verificar que a variavel
teor alcool alcodlico, principalmente a sua interacdo linear (Teor EtOH (%) (L)),
mostrou exercer uma grande influéncia na obtencédo de cumarinas, apresentando

valor maior que a interagdo quadratica na soma dos quadrados (SS) e no teste de
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significancia (F), além de apresentar um p < 0,05. Tais dados comprovam O0s
resultados obtidos no diagrama de Pareto (figura 7), uma vez que os valores
mostrados no diagrama sao oriundos da raiz quadrada dos valores de F (ANOVA),
apresentando nas barras do diagrama a influéncia das variaveis e suas interacoes
(SAMAD; ZAINOL, 2017).

Tabela 12 - Analise de variancia para o modelo quadratico de superficie de resposta, ha
extracao de cumarinas das cascas de Amburana cearensis (Fr. Allemé&o) A.C.Smith,
derivado de um planejamento fatorial 32.

Fator/Interacéo SS GL MS F p
(1) Teor EtOH (%) (L) 166,4852 1 166,4852  23,49332  0,040027
(1) Teor EtOH (%) (Q) 1,8952 1 1,8952 0,26744 0,656563
(2) Tempo (minutos) (L) 0,1284 1 0,1284 0,01812 0,905241
(2) Tempo (minutos) (Q) 1,2575 1 1,2575 0,18028 0,712449
1L x 2L 1,3676 1 1,3676 0,19299 0,703349
1L x 2Q 1,2423 1 1,2423 0,17531 0,716313
1Q x 2L 0,6404 1 0,6404 0,09037 0,792074
1Q x 2Q 0,2471 1 0,2471 0,03487 0,869102

Erro 14,1370 2 7,0865 - -

Total SS 186,1913 10 - - -

L = Interacao linear; Q = Interacao quadratica; EtOH = Etanol; SS = Soma dos Quadrados;
GL = Grau de Liberdade; MS = Média dos Quadrados; p < 0,05 = significativo conforme
ANOVA. Fonte: Autoria propria.

Os valores de R? dos coeficientes de regressdo R? e R ajustado sdo fatores
gue comprovam a adequacao do modelo experimental, desde que estejam proximos
a 1, indicando que o desenho experimental é conveniente, devido ao alto grau de
correlacéo entre os valores observados e previstos (MEDOUNI-ADRAR et al., 2015;
NAYAK et al., 2015; RHAZI et al., 2015; NALAWADE; GAJJAR, 2016). De acordo com
Karazhiyan, Razavi & Phillips (2011) um alto valor de R? nem sempre indica que o
modelo de regressao é totalmente sélido, para esses autores, um valor maior que 80%
é consideravel satisfatorio para um desenho de planejamento fatorial.

No presente estudo, o valor de R? para as cumarinas foi igual a 0,9613

enquanto que o R ajustado foi igual a 0,9241; tais coeficientes apresentaram valores
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préximos, comprovando que o planejamento 32 mostrou-se adequado. Segundo
Dahmoune e colaboradores (2015) em um bom modelo estatistico os valores desses
coeficientes de regressdo devem ser proximos, desse modo indicam que o modelo

experimental é confiavel e reproduzivel.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na validacdo do método de Osorio e Martins para o
doseamento de cumarinas em extratos de casca de Amburana cearensis (Fr. Alleméao)
A.C. Smith mostraram que o0 procedimento analitico atende as exigéncias
estabelecidas pela RDC 166/2017. Deste modo, garantem 0s requisitos minimos de
qualidade e estabilidade para que possam ser utilizadas em estudos posteriores. Esta
avaliacdo é imprescindivel, uma vez que contribui para a autenticidade da espécie
estudada e permite delinear os posteriores estudos farmacolégicos.

No presente trabalho foi estabelecido um procedimento aprimorado e
otimizado para a obtencdo de cumarinas das cascas de Amburana cearensis (Fr.
Allemé&o) A.C.Smith. A partir dos resultados do delineamento experimental, a condigéo
mais favoravel para extrair cumarinas da espécie objeto de estudo pelo método de
ultrassom foi um teor alcodlico de 99,8%, um tempo de 40 minutos e uma propor¢cao
droga - solvente de 1:20g/mL.

Para os extratos obtidos das cascas a influéncia do teor alcodlico e sua
interagdo quadratica foram estatisticamente significativas e mais relevantes para a
extracdo do metabolito desejado. Os resultados encontrados demonstram que 0 uso
de planejamento fatorial na realizacdo de experimentos fitoquimicos apresenta-se
como um instrumento eficaz para a otimizacao da extracdo de cumarinas.

Os bons resultados obtidos na validacdo e planejamento fatorial dos extratos
desse exemplar do Caatinga brasileira, evidencia que as cumarinas Sao 0s
marcadores quimicos para essa planta. Mostrando sdo essenciais para a validacao
de plantas medicinais, para o uso medicinal popular e para o controle de qualidade

dos fitoterapicos, o que permite um controle farmacogndstico da espécie A. cearensis.
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