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RESUMO

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) ¢ popularmente conhecida como pitangueira. Segundo o uso
popular, o cha das folhas apresenta aplicagdo como adstringente, antidiarreico, diurético, anti-
reumatico, antifebril, hipotensor, redutor do colesterol sanguineo e controlador do acido urico
na urina. Muitas de suas propriedades terapéuticas encontram-se validadas por pesquisas
cientificas. E. uniflora, por sua importancia medicinal, integra a RENISUS (Relagao Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide), enfatizando a necessidade de
estudos e pesquisas que possam auxiliar no desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos a
partir dessa espécie vegetal. O presente estudo objetivou a producdo de extratos secos por
aspersdo a partir das folhas de E. uniflora, com vistas a obten¢do de produto intermedidrio
para a produgdo de fitoterapicos e, também, a aquisi¢do de parametros para o controle de
qualidade. As folhas de E. uniflora foram obtidas na cidade de Andpolis-GO. Uma vez
identificado, o material foi seco e pulverizado. Para a aquisicdo dos parametros de qualidade
foi desenvolvida e validada metodologia por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE) para a avaliagdo de acido eldgico nos extratos. O extrato liquido foi obtido em
pequena escala por extracdo assistida por ultrassom (EAU) e a técnica foi otimizada por meio
de um planejamento Box Behnken (3°) para avaliagio da concentragdo de acido elagico em
funcdo dos paramentos: grau alcodlico (%, p/p), tempo (minutos) e temperatura de extracao
(°C). O extrato liquido em maior escala foi obtido por percolacdo do material pulverizado
utilizando solug¢do etandlica a 44% (p/p). Foi realizada a otimizacdo das condigdes de
secagem por aspersao (Spray drying) do extrato liquido avaliando as varidveis independentes:
temperatura do ar de entrada (°C), vazdo do extrato (mL/min.) e concentragdo do adjuvante
(%, p/p), frente as variaveis dependentes: rendimento da secagem (%), umidade (%),
atividade de agua e teor de 4cido elagico (%, p/p) em um planejamento fatorial Box Behnken
(3%). A metodologia desenvolvida mostrou-se adequada para a avaligdo de acido elagico nos
extratos das folhas de E. uniflora. As melhores condi¢des para EAU foram: grau alcoodlico de
44% (p/p), tempo de extracdo de 22 minutos e temperatura de extragdo de 59°C. Nestas
condi¢des a concentragdo de acido elagico obtida representou 93,7% =+ 0,4 do valor predito
pelo modelo. Os parametros de secagem com maiores valores de desejabilidade foram:
temperatura de entrada de 144°C, vazio do extrato em 9 mL/min. e concentragio de Aerosil®
de 49% (p/p). Estas condi¢des foram verificadas em triplicata e apresentaram respostas em
concordancia com os valores preditos pelo modelo. A avaliagio morfolégica dos extratos
secos otimizados, por microscopia eletronica de varredura (MEV), revelou particulas
irregulares de formato esférico e os didmetros observados variaram entre 1,08 e 10,548 um.

PALAVRAS-CHAVE: Pitangueira. Acido elagico. Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia. Extrato seco. Spray drying.



ABSTRACT

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) is popularly known as Surinam cherry. According to popular
usage, the tea leaves has application as an astringent, antidiarrheal, diuretic, antirheumatic,
antipyretic, hypotensive, reducing blood cholesterol and controlling uric acid in the urine.
Many of its therapeutic properties are validated by scientific researches. E. uniflora, for its
medicinal importance, integrates RENISUS (National List of Medicinal Plants of Interest to
the National Health System), highlighting the need for studies and research that could aid in
the development of herbal medicines from this plant species. This study aimed at producing
dry extracts by spraying from E. uniflora leaves, with a view to obtaining an intermediate for
the production of herbal medicines and also to the acquisition parameters for quality control.
The leaves of E. uniflora were obtained in the city of Andpolis-GO. Once identified, the
material was dried and pulverized. For the acquisition of quality parameters was developed
and validated a methodology for high-performance liquid chromatography (HPLC) for the
evaluation of ellagic acid in the extracts. The liquid extract was obtained on a small scale by
ultrasound assisted extraction (UAE) and the technique has been optimized using a Box
Behnken design (3°) for: alcoholic degree (%, w/w), time (minutes), and extraction
temperature (°C) in the evaluation of ellagic acid concentration. The liquid extract on a larger
scale was achieved by percolation of powdered material using ethanolic solution of 44%
(w/w). The optimization of spray drying conditions evaluated the independent variables: inlet
air temperature (°C), extract flow (mL/min.), and adjuvant concentration (% w/w), in function
of the dependent variables: yield drying (%), moisture (%), water activity, and ellagic acid
content (%, w/w) in a Box Behnken factorial design (3*). The methodology developed was
adequate for the evaluation of ellagic acid in the E. uniflora leaf extracts. The best conditions
for UAE were: alcohol content of 44% (w/w), extraction time of 22 minutes, and extraction
temperature of 59 °C. The content of ellagic acid was 93.7% + 0.4% in relation to the
predicted value. The drying parameters with higher desirability values were: inlet temperature
of 144°C, extract flow rate of 9 mL/min., and Aerosil® concentration of 49% (w/w). These
conditions were checked in triplicate and presented responses in agreement with the values
predicted by the model. The morphological evaluation of dried extracts optimized by scanning
electron microscopy (SEM) revealed irregular particles of spherical shape and the observed
diameters ranged between 1.08 and 10.548 micrometers.

KEYWORDS: Surinam cherry. Ellagic acid. High-performance liquid chromatography.
Dried extract. Spray drying.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo consideradas como fator de grande importancia para a
manutengdo das condigdes de satide das pessoas. Desde 1978 a Organizagdo Mundial de
Satde (OMYS) ja recomendava aos paises que utilizassem, além dos recursos disponiveis, os
elementos da comunidade para o alcance da satde (TOMAZZONI, NEGRELLE & CENTA,
2006; WHO, 1978). Na atualidade, mesmo ap6s o advento da quimica sintética e da quimica
combinatodria, os produtos naturais persistem como importantes fontes de medicamentos em
diversas culturas do mundo (WHO, 2002).

A resolucdo RDC n° 26 de 13 de maio de 2014 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) trata fitoterapicos em dois conceitos: medicamento fitoterapico e produto
tradicional fitoterdpico. Ambos s3o obtidos exclusivamente de matérias-primas ativas
vegetais. O medicamento fitoterdpico deve apresentar seguranca e eficacia comprovadas em
evidéncias clinicas e caracterizados pela sua constancia na qualidade. Por outro lado, o
produto fitoterapico tradicional apresenta sua seguranga e eficacia baseada em dados de uso
publicados em literatura técnico-cientifica (BRASIL, 2014). Este conceito fortalece a
contribuicao cultural do uso tradicional de plantas pela populagdo.

O Brasil se encontra na lista dos 17 paises considerados megadiversos, e contém cerca
de 13% de todas as espécies existentes no planeta (LEWINSOHN, 2006). Referindo-se
exclusivamente a plantas superiores pode chegar a representar cerca de 22% das espécies
existentes (CALIXTO, 2008). Entretanto, menos de 30% dos medicamentos fitoterapicos
registrados no Brasil sdo derivados de plantas nativas da América do Sul (CARVALHO et al.,
2008).

Segundo Calixto (2008) hé interesse por parte das industrias nacionais em estabelecer
parcerias com as universidades e centros de pesquisa objetivando o desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos. Dentre as principais vantagens encontradas por estas empresas
estdo a comprovagdo cientifica de seguranca, eficicia e qualidade com menores
investimentos. Todavia a falta de politicas de Estado de carater duradouro e a descontinuidade
de programas existentes dificultam o desenvolvimento de produtos originalmente nacionais.

Com o crescimento da utilizacdo de produtos naturais em todo o mundo, a seguranga e
a qualidade destes produtos tem se tornado foco majoritario de interesse para as autoridades
de saude, industrias farmacéuticas e a populacdo (WHO, 2007). A fim de se obter produtos de
fontes naturais com constincia de qualidade, além de se utilizar técnicas sistematizadas de

cultivo, faz se necesséria a obtengio adequada do extrato vegetal (SIMOES et al., 2010).
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A tecnologia envolvida na produc¢do de extratos vegetais tem suscitado grande
interesse nos Ultimos anos, com énfase nos extratos secos. O principal objetivo da secagem ¢ a
retirada de 4gua, o que proporciona uma maior estabilidade quimica, fisico-quimica e
microbioldgica dos extratos (SOUZA, LIONZO & PETROVICK, 2006). A maior
concentragdo de compostos ativos e a elevada capacidade de transformacdo em diferentes
tipos de formas farmacéuticas solidas e semissolidas, também sdo apontadas como vantagens
deste processo tecnologico (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; VASCONCELOS et al., 2005).

Entre os procedimentos de secagem de extratos vegetais, destaca-se a técnica de
secagem por aspersdo ou atomizacao (Spray Drying) (LIST & SCHMIDT, 1989). Esta técnica
envolve a formacdo de pequenas goticulas, pela atomizacdo do extrato liquido, aumentando a
superficie de contato com o fluxo quente do ar de secagem, levando a uma evaporacao rapida
do solvente (CORTES-ROJAS, SOUZA & OLIVEIRA, 2015). Sio vantagens da utilizagdo
desta técnica: a evaporagdo rapida, de tal maneira que as goticulas ndo chegam a atingir
temperaturas elevadas; baixos custos de produgdo se comparados aos custos de outras técnicas
de secagem; e os extratos podem ser facilmente manipulados, apesar de serem higroscopicos
(MARQUES & VIGO, 2009).

A obtencao adequada do extrato vegetal, como um fator determinante na constancia da
qualidade de um produto de origem natural, deve ser monitorada durante todo o processo até a
consolidagdo do produto final. Para tanto, frequentemente se utiliza, como referéncia, a
substancia ou o grupo de substincias, diretamente relacionadas ou ndo com o efeito
terapéutico da planta, que, segundo a RDC n°® 26 da ANVISA recebem a denominagdo de
marcador (BRASIL, 2014).

As plantas apresentam diversos constituintes, por consequéncia sdo frequentemente
associadas a mais de um potencial terapéutico. O efeito terapéutico pode ser resultado de
acdes sinérgicas entre varios constituintes ativos (HOSTETTMANN et al., 2008). Além disso,
pode ocorrer variagdo entre os constituintes afetando diretamente a qualidade do material
vegetal e assim o seu efeito terapéutico. Desta forma é necessaria a aquisi¢do de parametros
de qualidade, tais como, concentragdo de marcadores, propriedades organolépticas,
distribui¢do granulométrica e morfologia das particulas, a fim destes serem mantidos durante
o processo de obtencdo de um medicamento fitoterdpico (CALIXTO, 2000).

Eugenia uniflora L., popularmente conhecida como pitangueira, ¢ membro da familia
Myrtaceae. Essa familia ¢ composta por cerca de 142 géneros e 5.500 espécies de plantas
lenhosas, com distribuicdo predominantemente pantropical e subtropical, concentrada na

regido neotropical e na Australia (SOUZA & LORENZI, 2005; THORNHILL et al., 2012).
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Segundo Lorenzi e Matos (2008), E. uniflora tem sido introduzida em outros continentes
apesar de ser nativa do Brasil e com distribuicdo desde o planalto meridional até a restingas
litoraneas do nordeste até o sul.

Virias espécies da familia Myrtaceae apresentam valor econdmico agregado, como o
eucalipto (Eucalyptus spp) utilizado na producdo de madeira e aromatizantes e a Psidium
guajava L., popularmente conhecida como goiabeira, cujos frutos sdo apreciados in natura e
industrializados (CARVALHO JUNIOR et al., 2014).

No Brasil a pitangueira apresenta monografia descrita na Farmacopeia, e em 2009 a
espécie, juntamente com outras 70 plantas, recebeu maior destaque por integrar a Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS),
acentuando a necessidade de estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboragdo da
relacdo de fitoterdpicos disponiveis para o uso da populagdo, com seguranga e eficicia para o
tratamento de determinadas doengas (BRASIL, 2009; BRASIL, 2010).

A pitangueira ¢ caracterizada por arvores frutiferas medindo de 4-10 m de altura. No
Cerrado brasileiro pode ocorrer a espécie Eugenia pitanga O.Berg que apresenta porte
arbustivo inferior a 1m de altura, porém as demais caracteristicas morfologicas sdo idénticas a
Eugenia uniflora. Seu fruto, do tipo drupa, pode conter uma ou duas sementes (Figura 1C). O
Tronco ¢ liso e de cor pardo-clara com folhas simples, cartdceas variando de 3 a 7 cm de
comprimento, estas quando amassadas apresentam odor caracteristico. As flores sdo de cor
branca, solitarias ou em grupos de 2 a 3 nas axilas e nas extremidades dos ramos (Figura 1B).
Os rizomas tem propriedade de rebrotar sob a arvore, produzindo touceiras (LORENZI &
MATOS, 2008). A lamina foliar ¢ glabra. O limbo mede de 2 a 7,5 cm de comprimento ¢ 1 a
3,5 de largura (Figura 1A), as folhas sdo sub-sésseis, com os peciolos medindo de 1 a 3 mm

de comprimento (JORGE et al., 1994).
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Figura 1: Eugenia uniflora L. (A), individuo adulto com a folha em detalhe; (B), Detalhe da
flor; (C), Detalhe do fruto maduro.

Fonte: Proprio autor

Segundo a medicina popular, a infusdo das folhas ¢ utilizada como adstringente,
antidiarreico, diurético, anti-reumatico, antifebril, hipotensor, redutor do colesterol sanguineo
¢ controlador do acido trico na urina (ALICE et al., 1991; CONSOLINI et al., 1999;
HENRIQUES, et al., 1993; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987). O grupo de metabdlito
de interesse medicinal encontrado com maior frequéncia nas publicagdes sobre a espécie E.
uniflora € o dos 6leos essenciais. Entretanto muitos pesquisadores tém se dedicado ao estudo

qualitativo ou quantitativo de outros constituintes das folhas e frutos desta espécie (Tabela 1).
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Tabela 1: Principais compostos identificados nas folhas e frutos de Eugenia uniflora L.

Classe Parte da Compostos Majoritarios Referéncias
Planta
furanodieno (24%)
selina-1,3,7(11)-trien-8-one (17%) Wyerstahl et al.,
oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (14%) 1988
germacreno B (5,8%)
selina-1,3,7(11)-trien-8-one (48,5%) Morais et al.,
oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (17,3%) 1996
curzereno (19,7%)
Folhas selina-1,3,7(11)-trien-8-one (17,8%) Ogunwnde et al.,
atractylone (16,9%) 2005
Oleo furanodieno (9,6%)
Essencial actractylone (26,8%)
curzereno (17,9%) Lago et al., 2011
germacreno B (9,31%)
selina-1,3,7(11)-trien-8-one (17,5%) .
sclina-1,3,7(11)-trien-8-cpoxido (23,5%) Mft“;ezégi’ll’rea
germacreno-D (11,6%) i
germacrone (27,5%)
Fruto selina-1,3,7(11)-trien-8-one (19,2%) Ogunwnde et al.,
curzereno (11,3%) 2005
oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (11,0%)
quercetina Rattmann et al.,
miricetina 2012
mircitrina
Folhas miricetipa 3-Q-(4’ ’-0O-galloyl)-a- L- Samy et al., 2014
ramnopiranosideo
miricetina 3-O-B-D-glucopiranosideo
Flavonides delfinidina-3-glicosideo Finbond etal.
miricetina Hoffmann-
quercetina Ribani &
Fruto kaempferol ,igg;laglzl?)fp
quercetina Celli, Pereira-
miricetina Neto &
cianidina Beta 2011
oenoteina
eugeniflorina D, Lee et al., 1997
eugeniflorina D,
galocatequina
Taninos Folhas oenoteina

eugeniflorina D,
eugeniflorina D,

Lee et al., 2000

acido elagico

Oliveira et al.,
2014
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Em 1988 Wyerstahl et al. detalharam a composicdo do 6leo essencial das folhas de E.
uniflora coletadas na regido da Nigéria, no qual furanodieno (24%), selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona (17%) e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (14%) foram os constituintes majoritarios.
Schapoval et al. (1994) estudando infusos e decoctos obtidos a partir de folhas frescas de E.
uniflora relataram seu efeito anti-inflamatdério quando administrado por via oral em ratos.
Consolini et al. (1999) demonstraram a atividade anti-hipertensiva do extrato aquoso das
folhas em ratos normotensos. Arai et al. (1999) atribuiram atividade as fragdes do extrato
etanolico das folhas de E. uniflora sobre a hiperglicemia pds-prandial e hipertriglicerilemia,
os resultados deste estudo apontaram como principal mecanismo para este efeito a inibicao da
decomposic¢do de agucar e gordura bem como a inibi¢ao da absor¢ao de glicose.

Muitas das espécies do género Eugenia chamam a atencao pelo seu conteudo de 6leos
essenciais e taninos (ROMAGNOLO & SOUZA, 2006). Nas folhas da espécie E. uniflora
Lee et al. (1997) relataram pela primeira vez dois taninos macrociclicos hidrolisaveis, obtidos
do extrato metandlico, a eugeniflorina D; e eugeniflorina D, (Figura 2). Os autores também
relataram a presenca do elagitanino oenoteina B que por sua vez ja apresentava estrutura
quimica elucidada tendo sido isolada anteriormente em espécies do género Oenothera
(YOSHIDA et al., 1991).

Lee et al. (2000) demonstraram a atividade antiviral dos compostos eugeniflorina D, e
eugeniflorina D, isolados das folhas de E. uniflora pela inibicdo da enzima DNA polimerase
presente no virus Epsteinbarr, envolvido no desenvolvimento de tumores como nasofaringeo.
A oenoteina B tem demonstrado atividade sobre a inibicdo da proliferacio de células
humanas, impedindo a replicagdo do DNA. Tal atividade pode explicar sua indicagdo no
tratamento de hiperplasias prostaticas (VITALONE et al., 2003).

De maneira geral os elagitaninos ndo sao absorvidos de forma conjugada, sendo entdo
metabolizados para a formacdo de outros compostos fenolicos. A partir da hidrolise de
ligagdes éster dos elagitaninos, se tem a formagdo de unidades de acido hexahidroxidifenico
(HHDP), estas por sua vez, passam por um processo de lactoniza¢do espontanea levando a
formagdo de acido elagico (Figura 2) (CLIFFORD & SCALBERT, 2000; LANDETE, 2011).
O 4cido elagico ¢ um composto fenodlico, com baixa solubilidade em 4gua, cuja presenca ja foi
relatada anteriormente no plasma humano (SEERAM, LEE & HEBER 2004). Este composto
¢ frequentemente associado a diversas atividades bioldgicas dentre as quais se destaca as
atividades antioxidante, anti-inflamatoria e antiproliferativa por induzir o decaimento de ATP
(adenosina trifosfato) intracelular (FESTA et al., 2001; LOSSO et al., 2004; SEERAM et al.,
2005; ZANG, WANG & XU 2014).
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Figura 2: Esquema da formagao de &cido elagico a partir da hidrdlise de elagitaninos isolados

das folhas de Eugenia uniflora L. (eugeniflorina 1, eugeniflorina 2 e oenoteina B).
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A atividade antioxidante do acido eldgico bem como dos elagitaninos ¢ diretamente
relacionada com o grau de hidroxilagdo destas moléculas, sendo assim, elagitaninos com
menor peso molecular dispdem de uma menor capacidade antioxidante e 0 mesmo ocorre com
o acido elagico e seus derivados. A atividade antioxidante ainda pode ser comprometida em
func¢do do conteudo de agucares associados a estas moléculas (LANDETE, 2011; ZAFRILLA,
FERRERES & TOMAS-BARBERAN, 2001).

Masamune et al. (2005) relataram o efeito anti-inflamatdério do acido elagico pela
inibicdo de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) em estudos in
vitro com células estreladas pancreaticas. Umesalma e Sudhandian (2010) demonstraram em
estudos com ratos portadores de cancer de colon o efeito inibitdrio do &cido eladgico sobre o
fator nuclear kappa beta (FN Kf) regulando a enzima Oxido nitrico-sintetase induzivel,
(iNOS), a enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e a interleucina 6 (IL-6).

As urolitinas (Figura 3) sdo moléculas derivadas do metabolismo de elagitaninos e
acido elagico pela microbiota intestinal. Estes compostos fenolicos sdo mais comumente

encontrados biodisponiveis na circulacdo e j4 foram demonstrados seus efeitos anti-
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inflamatério e antiproliferativo (ESPIN et al., 2013). Tomas-Barberan et al. (2014) relataram
que a urolitina A ¢ o principal metabolito derivado do consumo de elagitaninos em humanos.
O estudo ainda demonstrou que pode ocorrer variagdo no perfil destes metabdlitos em
diferentes individuos, levando a classificacdo destes em trés fenotipos; fendtipo 0 (individuos
que ndo produzirdo urolitina), fenétipo A (individuos que produziram somente urolitina A) e

fenotipo B (individuos que produziram urolitina A, isourolitina A e urolitina B).

Figura 3: Estrutura quimica das urolitinas A, B e isourolitina.

HO I HO

urolitina A urolitina B isourolitina

Virios métodos de andlises quimicas e bioquimicas tém sido empregados com o
objetivo de determinar taninos e seus derivados em diferentes espécies vegetais (BELTRAN-
HEREDIA, SANCHEZ-MARTIN & DAVILA-ACEDO 2011; KISS et al., 2011; PENG,
2014; ZANG et al., 2010). Entretanto, o modo de preparacdo do material para avaliagdo
destes compostos tem demonstrado potencial para maiores estudos e otimizacdo das técnicas
de obtencio (SIMOES, 2010).

Até o presente momento ndo ha registros na literatura sobre estudos que objetivaram o
desenvolvimento tecnologico de extratos secos a partir das folhas de E. uniflora. Este fato
ressalta a importancia do presente estudo na obtencdo de produto intermedidrio para a
producdo de fitoterapicos, na valorizagdo de elementos da comunidade e utilizacdo desta

espécie como forma de tratamento ou prevencao de doencas.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Realizar o desenvolvimento tecnologico de extratos liquido e seco por aspersdo a
partir das folhas de Eugenia uniflora L., com vistas a obtencdo de matéria-prima para a

producdo de fitoterapicos e, também, a aquisicdo de parametros para o controle de qualidade.

2.2.0bjetivos especificos

* Realizar a descri¢gdo morfoanatdmica das folhas de E. uniflora coletadas na cidade de
Anépolis — GO.

* (aracterizar a matéria prima vegetal obtida das folhas de E. uniflora.

* Otimizar e padronizar métodos extrativos para obtengdo de extrato etandlico liquido.

* Eleger os marcadores quimicos que serdo utilizados como referéncia para a aquisi¢ao
de parametros de qualidade dos extratos.

* Desenvolver e validar método analitico por Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE) para identificagdo e quantificacio do marcador no extrato
etanolico das folhas.

* Preparar os extratos secos por aspersdo (Spray drying) a partir do extrato etandlico
bruto, bem como realizar estudos de otimizacdo do processo de secagem e a
caracterizacao deste material.

* Realizar a co-validagdo da metodologia analitica desenvolvida por CLAE para

avaliagdo do marcador no extrato seco das folhas de E. uniflora.
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3. METODOLOGIA

3.1.Descri¢ao morfoanatomica das folhas de Eugenia uniflora L.

As analises morfoanatomicas das folhas de E. wuniflora foram realizadas no
Laboratorio de Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Satde da Universidade Estadual de

Goiaés.

3.1.1. Material Botanico

Para o estudo morfoanatomico o material botanico constituido de folhas de Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae) foi coletado no municipio de Anapolis, Goids (16° 17 13,8 S e 48°
57° 22,7 O, altitude 1.074m) no periodo de julho a agosto de 2014. Foram utilizadas folhas
adultas completamente expandidas, coletadas abaixo do terceiro no. O material foi
identificado pela Profa. Dra. Mirley Luciene dos Santos na Universidade Estadual de Goids
(UEG), e as exsicatas foram depositadas no herbario desta universidade, sob registro

HUEG2090.

3.1.2. Descricdo Macroscdpica

A caracterizagdo macroscopica das folhas foi feita a vista desarmada e por meio de
observagdo, segundo parametros descritos por Oliveira, Akisue, Akisue (2014) e Oliveira e

Akisue (2000).

3.1.3. Descri¢ao Microscopica

Para o estudo anatomico das folhas, foram utilizados fragmentos de nervura principal,
regido de internervura, bordo e peciolo. Para isso, as amostras foram fixadas em FPA
[formaldeido a 37%, 4cido propidnico e etanol a 70% na proporcao de 1:1:18 - (V/V)] por um
periodo de 24 horas e posteriormente conservadas em etanol 70% (V/V) (JOHANSEN, 1940
apud KRAUS & ARDUIN, 1997). Foram realizadas sec¢des transversais a mao livre dos
fragmentos fixados e cortes paradérmicos das faces adaxial e abaxial de folhas frescas. Os
cortes foram submetidos ao processo de dupla coloragdo com azul de Alcian/safranina 9:1. As

laminas foram confeccionadas utilizando solucdo de glicerina 1:1 (BUKATSCH, 1972 apud
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KRAUS & ARDUIN, 1997). Os registros fotograficos das estruturas anatdmicas foram
realizados no Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais da Universidade Federal de
Goids, em fotomicroscopio ZEISS AXIOSTAR plus, equipado com camera digital Canon
Power shot G10 de 14,7 megapixels.

3.2.0btencao e processamento do material vegetal

Para a obtencdo do material vegetal folhas de E. uniflora foram coletadas no més de
junho de 2014 no municipio de Anapolis, Goias (16° 17° 13,8’ S e 48° 57 22,7’ O, 1.074m),
durante o periodo da manha. O material coletado foi dessecado em local ventilado, protegido
da incidéncia direta de luz solar, em temperatura ambiente. Em seguida, o material dessecado
foi triturado em moinho de facas. O p6 obtido foi acondicionado em sacos plasticos,
identificado e armazenado em local protegido da luz e umidade até sua utilizagdo nos

experimentos.

3.3.Caracterizacdo do Material Vegetal

3.3.1. Ensaios de Pureza

Os ensaios de pureza do material vegetal foram realizados no Laboratério de Pesquisa

I (Enzimologia) da Universidade Estadual de Goias.

3.3.1.1.Determinagdo da perda por dessecagao

Os ensaios foram realizados em triplicata conforme Farmacopeia Brasileira V
(BRASIL, 2010) utilizando balanca com lampada de halogénio GIBERTINI modelo
Eurotherm. Apos a retirada de umidade do equipamento, foi pesado aproximadamente 1g do
material botanico pulverizado, distribuidos de forma uniforme no prato da balanca. O

procedimento foi realizado durante 5 minutos a temperatura de 105°C.

3.3.1.2.Determinagdo de Cinzas Totais

Para a determinagdo de cinzas totais, os ensaios foram realizados em triplicata

conforme a Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010). Pesou-se em balanca analitica
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(GEHAKA modelo AG2205) aproximadamente 3g da amostra pulverizada, os quais foram
transferidos para um cadinho de porcelana previamente calcinado, resfriado e pesado. A
amostra foi distribuida uniformemente e incinerada em mufla (QUIMIS modelo Q318924),
aumentando a temperatura até cerca de 450°C e obtencdo de cinzas brancas. Em seguida, a
amostra foi resfriada em dessecador e pesada. A porcentagem de cinzas totais foi calculada

em relacdo a amostra seca conforme férmula a seguir:

N
% teor de cinzas = 7 x 100
1

Em que:
P, — peso inicial da amostra (g);

N — peso de cinzas totais da amostra (g).
3.3.1.3.Determinacao das Cinzas Sulfatadas

Na determinacdo deste parametro de qualidade, os experimentos foram conduzidos
em triplicata de acordo com descri¢ao do teste na Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010).
Pesou-se em balanga analitica aproximadamente 1g da amostra pulverizada, os quais foram
transferidos para um cadinho de porcelana previamente calcinado, resfriado e pesado. Foi
adicionado ao cadinho 1,0 mL de acido sulfurico P.A. O material foi entdo submetido a
aquecimento em mufla (QUIMIS modelo Q318924) aumentando a temperatura
gradativamente até cerca de 600°C, para a carboniza¢do. Em seguida, a amostra foi resfriada
em dessecador e posteriormente foi adicionado 1,0 mL de 4cido sulfirico submetendo a
amostra novamente ao aquecimento gradativo até 600°C. O material foi entdo resfriado e
submetido novamente ao aquecimento por mais 30 minutos. A porcentagem de cinzas

sulfatadas foi calculada conforme formula abaixo:

: (PL— Py)
% teor de cinzas sulfatadas = —p X 100
3
Em que:
P; — peso do cadinho apds a calcinagdo e resfriamento (g);

P, — peso do cadinho com a amostra ap6s a calcinacdo e resfriamento (g);
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P; — peso inicial da amostra (g).
3.3.2. Determinagdo da Distribuicdo Granulométrica

A determinagdo da distribuicdo granulométrica foi realizada em triplicata no
Laboratério de Farmacotécnica da Universidade Estadual de Goiés, conforme procedimento
descrito na Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010).

Foram utilizados os tamises de 150, 250, 425, 850 ¢ 1000 um dispostos de forma que
os de maior abertura ficassem sobre os de menor e em fim sobre o receptor. Pesou-se
aproximadamente 25g da amostra e transferiu-se para o tamis superior. A agitacdo foi
desenvolvida por meio de dispositivo mecanico (BERTEL modelo 2156) durante 15 minutos.

O célculo do percentual retido em cada tamis foi realizado pela seguinte féormula:

P
% Retida pelo tamis = P—l x 100
2

Em que:
P; — peso da amostra retida em cada tamis (g);

P, — soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (g).
3.3.3. Determinacéo do Indice de Intumescéncia

A determinacdo deste parametro de qualidade foi realizada em triplicata no
Laboratorio de Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Satde da Universidade Estadual de
Goids, conforme procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010),
avaliando dois solventes: dgua e etanol na concentragdo sugerida no estudo de otimizacao da
técnica de extragdo assistida por ultrassom (EAU). Aproximadamente lg da amostra
pulverizada foi transferida para uma proveta de 25 mL com escala de 0,2 mL e tampa
esmerilhada. Adicionou-se o solvente até o limite de 25 mL, promoveram-se agitacdes na
mistura a cada 10 minutos na primeira hora sendo posteriormente colocado em repouso pelo
periodo de 3h, a temperatura ambiente. Apo6s o repouso foi observado o volume ocupado pela

amostra. O indice de intumescéncia foi obtido através do calculo abaixo:

indice de intumescéncia = Ve =V



29

Em que:
V¢ — Volume final ocupado pela amostra (mL);

Vi — Volume inicial ocupado pela amostra (mL).

3.3.4. Prospeccao Fitoquimica

Para a prospeccao fitoquimica das folhas de E. uniflora foram realizadas reagdes de
caracterizagdo de compostos fenolicos (fendis simples, cumarinas, flavonoides,
antraquinonas, taninos), compostos nitrogenados (alcaloides) e terpenos (heterosideos
cardioativos), descritas e adaptadas de Costa (2001), Matos (2009), Matos & Matos (1989) e
Simdes et al. (2010). Para a reacdo de caracterizacdo de saponinas, foram adaptadas as
recomendacdes da Farmacopeia Brasileira V, volume 1 (BRASIL, 2010).

As andlises foram desenvolvidas no Laboratério de Ciéncias Aplicadas a Produtos

para a Saude da Universidade Estadual de Goias.

3.3.5. Caracterizagao do o6leo essencial

3.3.5.1.Extragdo de oleos essenciais

A extracdo dos 6leos essenciais das folhas de E. uniflora foi realizada em triplicata, no
Laboratorio de Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Satde da Universidade Estadual de
Goids, por hidrodestilagdo em aparato tipo Clevenger. Foram utilizados cerca de 30g do
material vegetal dessecado e pulverizado, sendo que o tempo de extragdo foi mantido em 2
horas. Ao final do processo o rendimento foi avaliado em volume do material oleoso coletado
no aparato de Clevenger. O 6leo essencial obtido em cada extragdo foi dessecado em sulfato
de sodio anidro e armazenado sob atmosfera de N,, em frasco de vidro ambar,

hermeticamente fechado, a temperatura de -20°C.

3.3.5.2.Identificagdo dos constituintes do 6leo essencial

O ¢6leo essencial de cada uma das replicatas foi submetido a andlise por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) em equipamento SHIMADZU
QP5050A no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias. Foi utilizada uma

coluna capilar de silica fundida (CBP — 5; 30m x 0,25mm x 0,25um), manteve-se uma vazao
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de 1mL/min de Hélio, como gés de arraste, aquecimento com temperatura programada de
(60°C/2min; 3°C min™'/240°C; 10°C min™'/280°C 280°C/10min), e energia de ionizag¢io de 70
eV. O volume de injecdo foi de 1puL. de cada uma das replicatas diluidas em CH,Cl, na
propor¢ao de 1:5. Os componentes quimicos dos Oleos essenciais foram identificados por
comparac¢do dos espectros de massas e indices aritméticos com a literatura (ADAMS, 2007).
Foi realizada uma co-inje¢do de uma série de alcanos de 9 a 32 carbonos para utilizacdo no
calculo do indice aritmético conforme a equagdo de Van der Dool e Kratz (1963) descrita

abaixo:

Al = 100 x Pz + 100 (TRx — TRpz)
B TRpz1 — TRpz

Em que:

Al = Indice Aritmético

Pz = Numero de carbonos do alcano que eluiu antes do pico na amostra

TRx = Tempo de reteng@o do pico na amostra

TRpz = Tempo de reteng@o do pico do alcano que eluiu antes do pico da amostra

TRpz1= Tempo de retencdo do pico do alcano que eluiu depois da amostra

3.3.6. Doseamentos

O preparo do material para os doseamentos de flavonoides e taninos totais foi
realizado no Laboratorio de Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Saude e as leituras
espctofotométricas no Laboratério de Andlise Instrumental da Universidade Estadual de

Goiaés.

3.3.6.1.Flavonoides totais

O doseamento de flavonoides totais presentes no p6 das folhas de E. uniflora foi
realizado em triplicata conforme metodologia descrita na monografia da planta pela
Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010).

Foram pesados cerca de 0,4 g do material pulverizado e transferidos para baldo de
fundo redondo. Adicionou-se 1 mL da solu¢do de metenamina a 0,5% (p/V) em agua, 20 mL

de cetona e 2 mL de 4cido cloridrico. O baldo foi aquecido em manta (FISATOM modelo 52)
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sob refluxo durante 30 minutos. Com auxilio de algoddo o material foi filtrado para um balao
volumétrico de 100 mL. Foram adicionados ao baldo de fundo redondo mais 20 mL de
acetona e este foi submetido novamente ao aquecimento em manta sob refluxo durante mais
10 minutos e o material foi filtrado novamente para o mesmo baldo volumétrico de 100 mL.
Este processo foi repetido por mais uma vez. Apos o resfriamento do baldao volumétrico, o
menisco foi aferido completando o volume com acetona. 20 mL desta solugcdo foram
transferidos para funil de separacdo de 125 mL. Adicionou-se 20 mL de agua e 15 mL de
acetato de etila para a extracdo. A fracdo acetato de etila foi separada e o processo de extracao
foi repetido por mais trés vezes utilizando 10 mL de acetato de etila em cada extragcdo. Ao
final no processo as fazes acetato de etila foram reunidas em um mesmo funil de separacdo e
onde foi acrescentado 50 mL de agua destilada. A fase acetato de etila foi entdo transferida
para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com acetato de etila.

A solucdo amostra foi obtida com 10 mL desta solu¢do em baldo volumétrico de 25
mL onde se acrescentou 1 mL da solu¢do de cloreto de aluminio a 2% (p/V) em metanol e o
volume do baldo foi completado com solucdo metanolica de 4acido acético 5% (v/v). A
solugdo branco para o ajuste do zero no espectofotometro foi obtida da mesma forma que a
solu¢do amostra entretanto sem a adicdo de 1 mL de cloreto de aluminio a 2% (p/V) ao blao
de 25 mL.

Foi realizada a medicdo da absorvancia da solugdo amostra a 425 nm em
espectofotometro PERKINELMER (modelo Lambda25) utilizando cubeta de 1 cm de
espessura € a solugcdo branco para o ajuste do zero. O teor de flavonoides totais foram

expressos em quercetina de acordo com a equagdo abaixo:

Abs x 62500
500 x m x(100 — Pd)

Flavonoides totais % =

Em que:
Abs — absorvancia da amostra
m — massa pesada do material pulverizado (g)

Pd — valor da perda por dessecacdo do material pulverizado (% p/p)
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3.3.6.2.Taninos totais

O doseamento de taninos totais presentes no po6 das folhas de E. uniflora foi realizado
em triplicata conforme metodologia descrita na monografia da planta pela Farmacopeia
Brasileira V (BRASIL, 2010).

Foram pesados cerca de 0,75g do material pulverizado e transferidos para um
erlenmeyer de 250 mL com boca esmerilada. Adicionou-se 150 mL de 4gua destilada e o
material foi submetido ao aquecimento em banho-maria durante 30 minutos a 60°C. Apds
resfriamento, o material foi transferido para baldo volumétrico de 250 mL. Os residuos
presentes no erlenmeyer foram lavados com agua e esta foi transferida para o mesmo baldo
volumétrico de 250 mL. O volume do baldo foi completado com dgua destilada e deixado em
repouso para decantagdo. O sobrenadante foi filtrado através de papel de filtro desprezando os
primeiros 50 mL do filtrado.

A solug@o amostra para avaliagdo de polifendis totais foi obtida pela diluicao de 5 mL
do filtrado em baldo volumétrico de 25 mL com agua destilada. Transferiu-se 2 mL desta
solugdo para baldo volumétrico de 25 mL. Foram acrescentados 1 mL do reagente
fosfomolibdotingstico e 10 mL de 4dgua destilada para balao volumétrico. O volume do balao
foi completado com solugdo de carbonato de sddio a 29% (p/V).

A solucdo amostra para a avaliagdo de polifenois ndo adsorvidos por p6 de pele foi
obtida transferindo 10 mL do filtrado para erlenmeyer de 125 mL onde foram adicionados
0,1g de po de pele. Este material foi mantido sob agitacdo durante 60 minutos. Ao final do
processo o conteudo foi filtrado em papel de filtro. 5 mL deste filtrado foram diluidos em
baldo volumétrico de 25 mL com 4gua destilada. Transferiu-se 2 mL desta solu¢do para
abaldo volumétrico de 25 mL, acrescentou-se 1 mL do reagente fosfomolibdotingstico, 10
mL de agua e o volume do baldo foi completado com solugdo de carbonato de sddio a 29%
(p/V).

A solugdo padrao foi obtida com 50 mg de pirogalol em baldo volumétrico de 100 mL
em baldo volumétrico com 4gua destilada. Transferiu-se 5 mL desta solugdo para baldao
volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com 4agua destilada. Por ultimo foram
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, 2mL desta solugdo, 1 mL do reagente
fosfomolibdotingstico e 10 mL de 4gua destilada. O volume do baldo foi completado com
solugdo de carbonato de sddio a 29% (p/V).

As absorvancias destas solugdes foram determinadas em espectofotdometro

PERKINELMER (modelo Lambda25) 30 minutos apds seu preparo, Foi utilizando o
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comprimento de onda de 760 nm e 4gua destilada para o ajuste do zero. O teor de taninos

adsorvidos no po de pele foi determinado pela equacao abaixo.

62,5 x (A1 — A2) x m2
A3 xml

Taninos totais % =

Em que:

Al — absorvancia da solug@o amostra para polifenois totais

A2 — absorvancia da solu¢ao amostra para polifenois ndo adsorvidos em pd de pele
A3 — absorvancia da solug@o padrio

ml — massa da amostra pulverizada (g)

m2 — massa de pirogalol (g)

3.4.Desenvolvimento do Método Analitico para identificagdo e quantificagdo de acido elagico

por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises de CLAE para este trabalho foram realizadas no Laboratorio de Analise

Instrumental da Universidade Estadual de Goias.

3.4.1. Perfil cromatografico do extrato liquido das folhas de E. uniflora

Estudos prévios para avali¢ao do perfil cromatografico das folhas de E. uniflora foram
realizados a fim de se escolher o marcador quimico. Para tanto, foram preparadas solugdes
extrativas em etanol a 70% (p/p) na propor¢ao droga/solvente de 15% (p/V) assistidos em
equipamento de ultrassom (UNIQUE mod. USC-2800A, frequéncia 40kHz e poténcia 154W)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. O extrato foi homogeneizado, filtrado em papel
de filtro e posteriormente em membrana de PVDF 0,45 um para o vial apropriado.

O perfil cromatografico foi desenvolvido em um sistema de Cromatografia a Liquido
de Alta Eficiéncia (CLAE) Varian® ProStar equipado com bomba ternaria (modelo 240),
injetor automatico (modelo 310) e detector de UV (modelo 20599). Foi utilizada coluna C-18
Supelco® (250 x 4,6 mm, 5 pm). As condigdes cromatograficas para avaliagdo do perfil
foram adaptadas do trabalho de Kim et al. (2013). Para tanto, foi utilizado como fase mével

agua (A) e acetonitrila (B), ambas acidificadas a 1% (V/V) com acido acético obedecendo o
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seguinte gradiente de elui¢do: 0 min. 2% fase B, 5 min 5% fase B, 12 min. 20% fase B, 15
min. 25% fase B, 18 min. 40% fase B, 25 min. 80% fase B, 28 min. 5% fase B ¢ 30 min. 2%
fase B. O fluxo foi mantido em 1,0 mL/min., o volume de inje¢do foi de 10,0 uL e os

cromatogramas foram obtidos com o comprimento de onda de 280 nm.

3.4.2. Identificacdo de constituintes e sele¢do do marcador quimico

A partir de dados bibliograficos sobre constituintes isolados no extrato liquido das
folhas da espécie E. uniflora (Tabela 1) e dos estudos de prospeccao fitoquimica, foi realizada
uma selecdo dos possiveis marcadores a serem avaliados no perfil cromatografico do extrato.

Foram preparadas solugdes volumétricas na concentragdo de 0,1 mg/mL com os
padrdes analiticos (Sigma®) acido gélico, acido elagico, catequina, epicatequina, hesperidina,
quercetina e rutina. As solugdes foram filtradas em membrana PVDF 0,45 pm e submetidas
individualmente a CLAE utilizando a metodologia adaptada de Kim et al. (2013). Para cada
solucao foram realizadas trés injecdes cromatograficas.

A identificacdo dos constituintes presentes no extrato etanolico das folhas de E.
uniflora foi realizada a partir da comparacdo dos tempos de reten¢cdo dos picos observados
nos cromatogramas da amostra com os picos das solugdes padrdes. Dentre os compostos
identificados o 4cido eldgico foi selecionado como marcador quimico para o estudo de

desenvolvimento da metodologia analitica.

3.4.3. Sele¢do do grau alcodlico da solugdo extratora

Para o estudo de desenvolvimento da metodologia analitica trés graduacdes alcodlicas
foram avaliadas: etanol a 50% (p/p), 70% (p/p) € a 90% (p/p). O preparo dos extratos foi
realizado em triplicata para cada um dos solventes extratores obedecendo a propor¢ao
droga/solvente de 15% (p/V). O processo foi assistido em equipamento de ultrassom durante
30 minutos a temperatura ambiente. O extrato foi homogeneizado, filtrado em papel de filtro e
posteriormente em membrana de PVDF 0,45 um para o vial apropriado.

A avaliagdo cromatografica dos extratos foi conduzida utilizando a metodologia
adaptada de Kim et al. (2013). A selecdo da graduagdo alcodlica para o estudo de
desenvolvimento levou em consideracdo a intensidade e a area do pico do marcador quimico
selecionado no item 3.4.2.

3.4.4. Preparo da amostra para o estudo de desenvolvimento do método analitico
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Nessa etapa foram avaliadas diferentes condi¢des cromatograficas a fim de se
determinar qualitativamente e quantitativamente o marcador quimico presente nos extratos
das folhas de E. uniflora. Para isto a preparacdo do extrato foi conduzida com o solvente
selecionado no item 3.4.3, obedecendo a propor¢do droga/solvente de 15% (p/V), em
equipamento de ultrassom (UNIQUE mod. USC-2800A) durante 30 minutos a temperatura
ambiente com frequéncia e poténcia fixadas (40kHz e 154W respectivamente). Ao final do

processo o extrato foi homogeneizado e filtrado em papel de filtro.

3.4.5. Extragdo em fase solida (EFS)

A EFS foi conduzida com o intuito de obter extratos mais purificados para a avaliagao
em CLAE. Este processo foi avaliado como uma etapa adicional ao preparo do extrato no
estudo de desenvolvimento. Para tanto, foi utilizada a metodologia relatada no trabalho de
Lopes et al. (2009). Uma aliquota de 1 mL do extrato filtrado foi transferida para um cartucho
de EFS C-18 Supelco® com capacidade para 6 mL. A eluicdo foi realizada com fase mével
constituida de 4gua e acetonitrila na propor¢ao de 80:20 respectivamente. O extrato eluido foi
coletado em baldo volumétrico de 10 mL até atingir o volume do menisco. O contetido do
baldo foi filtrado em membrana de PVDF 0,45 pum para o vial apropriado. Esse material foi
entdo submetido a CLAE a fim de determinar se houve interferéncia na avaliagdo do

marcador.

3.4.6. Condigdes cromatograficas testadas

Durante todo o estudo de desenvolvimento da metodologia analitica foi mantido
constante o volume de inje¢do de 10 puL no injetor automatico do sistema cromatografico.
Avaliou-se dois diferentes comprimentos de onda (245 e 280 nm), fases moveis constituidas
de agua/acetonitrila e 4gua/metanol e cinco agentes acidificantes para a fase movel em
diferentes concentracdes (acido formico, acido acético, acido ortofosforico, acido
tricloroacético e acido trifluoracético). Também foram avaliados fluxos de 0,5 mL/min. até
1,2 mL/min. e métodos de eluicdes em gradiente e isocratico conforme apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2: Condi¢des cromatograficas avaliadas para o desenvolvimento da metodologia por

CLAE-UV.
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Sistema Fase Movel Elui¢ao (mlilyn)i(i)n.) Sgr(r)lr;l) ;;nzirrﬁ;) Referéncia
0 min. 2% B, 5 min
5% B, 12 min. 20%
Agua/acetonitrila B, 15 min. 25% B, Kim et al
1 1% (v/v) acido 18 min. 40% B, 25 1 280 2013 °
acético min. 80% B, 28
min. 5% B ¢ 30
min. 2% B.
0 min. 10% B, 5
min 50% B, 15
Agua/metanol Eiﬁ ;822 g’ gg Oliveira et
- L. . ,
2o olelmdado i 100% B, 35 ! 254 al., 2014
min. 95% B, 40
min. 10% B e 45
min. 10% B.
0 min. 125% B, 8
Agua/acetonitrila  min 30% B, 15
3 0,05% (p/v) 4cido min. 40% B, 18 1 254 -
tricloroacético min. 25% B e 20
min. 25% B.
Agua/acetonitrila
4 0,05% (p/v) acido 85:15% 0.5-1.2 254 -
tricloroacético
Agua/acetonitrila
5 0,05% (p/v) acido 85:15% 1 245 -
ortofosforico
Agua/acetonitrila
6 0,05% (p/v) acido 85:15% 1 245 -
trifluoracético

3.4.7. Determinagdo da propor¢do droga/solvente

Foram realizados testes preliminares para determinagdo da propor¢do droga/solvente a
fim desta varidvel ser mantida constante durante o desenvolvimento da metodologia analitica
e nos experimentos de otimizagdo da extragdo assistida por ultrassom. Para isso foram
preparados extratos com uma quantidade fixa de massa do material pulverizado (1g) e trés
diferentes volumes de liquido extrator (etanol a 50% p/p); 6, 10 e 14 mL. O processo de
extracdo foi assistido através de equipamento de ultrassom da marca Unique® (modelo USC-
2800A, frequéncia de 40kHz e potencia de 154W) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Foram realizadas trés preparacdes para cada um dos volumes de liquido extrator.

Decorrido o tempo de extragdo o material foi filtrado em papel de filtro e posteriormente
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filtrado para os seus respectivos vials em membrana de PVDF 0,45um. A avaliacdo foi
realizada em CLAE segundo metodologia desenvolvida com o intuito de se determinar em

qual das propor¢des droga/solvente testadas haveria melhores pardmetros cromatograficos.

3.5.Validagdo da Metodologia Analitica

A validagdo da metodologia analitica foi conduzida segundo as orientagdes
estabelecidas pelo ICH (Internationl Conference on the Harmonization of Technical
Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use), a Resolu¢do — RE n°
899, 29 de maio de 2003 da ANVISA e o Guia de Orientacdo para registro de Medicamento
Fitoterapico e registo e notificagdo de Produto Tradicional Fitoterdpico de junho de 2014 da
ANVISA, para os testes de especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, precisdo,
limite de detec¢do, limite de quantificagdo, exatidao e robustez (BRASIL, 2003; BRASIL
2014; ICH 2005;). Os parametros cromatograficos validados, obtidos a partir dos estudos de

desenvolvimento da metodologia analitica, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Pardmetros da metodologia de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)

para avaliacdo de acido elagico no extrato liquido das folhas de Eugenia uniflora L.

Parametro Descrigdo

Coluna Cromatogréafica C-18 250 x 4,6 mm 5um
Agua/Acetonitrila (85:15) acidificadas a

Fase mével 0,05% (p/V) com é&cido tricloroacético
Comprimento de onda 254 nm
Volume de injecdo 10 uL
Fluxo 1,0 mL/minuto

3.5.1. Adequabilidade do Sistema

A adequabilidade do sistema (System Suitability) foi avaliada por meio de seis inje¢des
consecutivas de uma mesma solu¢do amostra. Foram considerados os parametros de niamero
de pratos teodricos, K prime, resolucdo, fator de calda (taling) e desvio padrio relativo (DPR)

das areas do pico de acido elagico.

3.5.2. Especificidade
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A especificidade ou seletividade da metodologia foi avaliada pela comparacao dos
cromatogramas da solucdo branco (dgua:metanol 80:20 V/V), da fase movel e da solucao

amostra, para a deteccao de interferentes em uma co-eluicao.
3.5.3. Linearidade

A linearidade da metodologia foi determinada por meio da curva padriao obtida das
analises por CLAE das solucdes padrdes de acido eldgico. Foram preparadas trés solugdes
volumétricas do padrao de acido elagico em metanol grau CLAE para cada uma das cinco
concentragdes (14,5, 19,3, 24,2, 29,0 e 33,8 pug/mL). As solucdes foram filtradas em
membrana de PVDF 0,45 um para os vials apropriados e submetidas a metodologia de CLAE.
O coeficiente de correlagdo (r) e a equacdo da reta foram determinados por meio do célculo de

regressao linear.
3.5.4. Limite de Deteccao (LD) e Quantifica¢ao (LQ)

Preparou-se sete diferentes concentragdes da solugdo padrao de acido elagico (0,0064,
9,6, 12,8, 16,0, 19,2, 22,4, e 25,6 ng/mL) em metanol grau CLAE. As solugdes foram
filtradas em membrana PVDF 0,45 pum e transferidas para os vials apropriados. Este
procedimento foi realizado em triplicata de forma que ao final dos testes foram obtidas trés
curvas padrao.

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados a partir

das trés curvas padrdo utilizando as formulas descritas abaixo:

_DFx3

LD
IC

Em que:
DP, — desvio padrdo do intercepto com o eixo Y, das trés curvas padrao;

IC — média da inclinacdo das trés curvas padrao.

_ DPF,x10
-~ IC
Em que:

DP, — desvio padrdo do intercepto com o eixo Y, das trés curvas padrao;



39

IC — média da inclinacdo das trés curvas padrao.
3.5.5. Precisao

Foram preparados seis extratos a 10% (p/V) de acordo com a metodologia descrita no
item 3.4.4. As amostras foram filtradas em membrana de PVDF 0,45 pum para os vials
apropriados. A andlise em CLAE foi realizada com duas inje¢des de cada uma das seis
preparacdes. A precisdo da metodologia foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisao
intermediaria. O desvio padrdo e o desvio padrdo relativo foram avaliados intra-corrida e

inter-corrida.
3.5.6. Exatidao

A exatiddo da metodologia foi determinada pela capacidade de recuperacdo de
quantidades conhecidas de 4cido eldgico. Foram preparadas solugdes volumétricas em
metanol grau CLAE do extrato liquido em trés niveis de concentragdo, correspondendo a 80,
100 e 120% da concentragdo do padrao no intervalo linear, com e sem a adi¢do de quantidade
conhecida do padrao acido eldgico (16,0 pg/mL), em triplicata. A exatiddo foi calculada, para

cada nivel de acordo com a formula abaixo:

C
% Recuperada = % x 100
3

Em que:
C, — concentrag@o da amostra acrescida de padrao
C, — concentragdo da amostra sem adi¢ao de padrao

Cs; — concentragdo teorica do padrao
3.5.7. Robustez

A robustez da metodologia foi determinada para variagdes de fluxo (9 mL/min. 10
mL/min e 11 mL/min), volume de inje¢do (9 uL, 10 uL e 11 pL) e lote da coluna analitica
(7727 e 8209). Para cada uma das condi¢des foi preparada uma amostra conforme item 3.3.4.

As amostras foram filtradas em membrana de PVDF de 0,45 pum e transferidas para seus
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respectivos vails. Cada avali¢do foi injetada em triplicata no sistema de CLAE e a andlise dos

dados foi realizada por meio dos célculos de média, desvio padrdo e desvio padrao relativo.

3.6.0btencao e caracterizagdo do extrato liquido a partir das folhas de E. uniflora

A obtencao dos extratos liquidos foi abordada em dois niveis: a) a produgdo do extrato
em pequena escala, para a obtencdo de parametros de controle de qualidade e realizacdo de
ensaios de otimizagdo da EAU de 4acido elagico; e b) producdo do extrato em maior escala
visando o desenvolvimento tecnologico de extratos secos. A identificacdo e quantificacdo de
acido elagico em ambos os casos foi realizada por CLAE, a partir do método analitico
desenvolvido e validado anteriormente e o desenvolvimento destes extratos foram realizados

no Laboratdrio de Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Saude.

3.6.1. Otimiza¢do das condi¢cdes de EAU para a obtengdo de 4cido elagico das folhas de E.

uniflora.

Na otimizacdo da extracdo de acido elagico assistida por ultrassom, em folhas de E.
uniflora, foi utilizada a metodologia de superficie de resposta em um modelo Box Behnken
3°. Com base em dados da literatura (ILBAY, SAHIN, KIRBASLAR, 2013; SAHIN,
AYBASTIER, ISIK, 2013; WANG et al. 2013) foram selecionadas trés variaveis

independentes em trés diferentes niveis conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Varidveis independentes e seus niveis avaliados pela metodologia de superficie de
resposta para otimizagdo da extrag¢do assistida por ultrassom de acido elagico das folhas de

Eugenia uniflora L.

. Niveis
Variaveis Independentes
-1 0 1
Teor alcodlico (% p/p) 40 60 80
Temperatura de extragao (°C) 30 45 60
Tempo de extragdo (minutos) 20 30 40

Com auxilio do software Statistica® (versdo 12.0) foi planejada a sequéncia aleatoria
das andlises de acordo com o modelo estatistico, contendo 15 experimentos com trés

repeticdes do ponto central para a avaliacdo do erro puro.
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A concentragdo de acido elagico foi avaliada como variavel dependente (resposta) para
os 15 experimentos desenvolvidos. Para isso foi realizada em CLAE, segundo a metodologia
validada anteriormente, uma curva de padrdo com d&cido elagico. Desta forma foram
preparadas em triplicata, sete solugdes volumétricas em metanol grau CLAE nas
concentragdes: 6,4, 9,6, 12,8, 16,0, 19,2, 22,4, ¢ 25,6 ng/mL. As solu¢des foram filtradas em
membrana PVDF 0,45 pm e transferidas para os vials apropriados. A partir do calculo de
regressao linear foi obtida a equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo entre os diferentes
niveis.

Os resultados para cada um dos 15 experimentos foram enquadrados em uma equacao
polinomial de segundo grau pela técnica de multipla regressdo. Os dados foram analisados
utilizando o software Statistica® (versdo 12.0) e os coeficientes foram interpretados
utilizando teste F. Trés principais ferramentas utilizadas na andlise de dados foram elas:
analise de varidncia (ANOVA), analise de regressdo e plotagem de superficie de resposta.
Foram considerados efeitos significativos aqueles com valor de p < 0,05. A melhor condi¢ao
de extra¢do foi determinada de acordo com a equacdo definida pelo método dos minimos

quadrados:

Y = By + B1X; + ByX, + B3 X3 + By X? + By Xz + B33 X2 + BiuX X, + By X1 X5
+ By3 X5 X5
Em que:
Y — resposta predita;
Bg — constante do modelo;
X, X3 e X3 — varidveis independentes;
B, B; ¢ B3 — coeficientes lineares;
B2, Bis e B3 — coeficientes de interagdo entre as variaveis independentes;

B11, B2z € B3 — coeficientes quadraticos.

As condicdes consideradas oOtimas para extragdo assistida por ultrassom de &cido
elagico das folhas de E. uniflora foram validadas em triplicata avaliando a recuperagdo de

acido elagico em comparagdo com o valor predito pelo modelo.
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3.6.2. Obten¢do do Extrato Liquido

O extrato liquido das folhas de E. uniflora foi obtido por percolagdo. Resumidamente,
cerca de 2 kg de material vegetal pulverizado foi deixado em maceracdo durante 24 horas em
etanol na concentragdo sugerida no estudo de otimizagdo da técnica de EAU e em seguida
foram transferidos para percoladores de ago inox.

Ap6s mais 24 horas de maceragdo nos percoladores, iniciou-se a percolacio
propriamente dita. O extrato coletado foi entdo rotulado e acondicionado sob refrigeracdo a
-20 °C.

O extrato liquido obtido foi concentrado em rotaevaporador QUIMIS® (temperatura de
40°C a 70 rpm) até cerca de metade do volume inicial. Ao final do processo todo o volume do
extrato concentrado foi homogeneizado e armazenado em frascos ambar sob refrigeracao

(20°C).

3.6.3. Caracterizagdo do extrato liquido

A caracterizacdo do extrato liquido foi realizada por meio dos testes de determinagao
de solidos totais, pH e densidade relativa, desenvolvidos no Laboratério de Ciéncias

Aplicadas a Produtos para a Satde da Universidade Estadual de Goias.

3.6.3.1.Determinacao de Solidos Totais

A determinagdo de solidos totais do extrato liquido foi realizada em triplicata
utilizando balanca com lampada de halogénio SHIMADZU modelo UniBloc. Foram pesados
aproximadamente 1g do extrato liquido obtido e durante 15 minutos foi mantida a temperatura

de 105°C. A porcentagem de sélidos totais foi calculada utilizando a férmula:

% solidos totais = 100 — U
Em que:

U — leitura da perda por dessecacdo indicada no display da balanga para a amostra
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3.6.3.2.Determinagdo do pH

A leitura do pH do extrato liquido foi realizada em triplicata pelo método
potenciométrico, de acordo com a Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010). Foi utilizado
equipamento da marca MARCONI modelo MA-552 previamente calibrado com solugdes

tampdes pH 7,0 e 4,0.
3.6.3.3.Determinacao da densidade relativa

A densidade relativa do extrato liquido foi determinada de acordo com a Farmacopeia
Brasileira V (BRASIL, 2010) por metodologia gravimétrica. Utilizou-se trés picndmetros com
capacidade para 5 mL, limpos, secos e previamente calibrados e pesados. A densidade relativa
foi determinada através da razao entre a massa da amostra e a massa da agua purificada, de

acordo com a equagao abaixo:

Densidade Relativa = M
(Fe = FR)
Em que:

P. — massa do picndmetro com o extrato liquido

P, — massa do picndmetro vazio

P, — massa do picndmetro com agua purificada
3.7.0btencao e caracterizacdo do extrato seco das folhas de E. uniflora

O processo de secagem do extrato liquido foi realizado no Laboratorio de Secagem e
Armazenamento de Produtos Vegetais da Universidade Estadual de Goids, em equipamento

do tipo “mini” Spray Dryer (LABMAQ® - modelo LM-MSD 1.0), com fluxo co-corrente.
3.7.1. Analise termogravimétrica (ATG) do padrao de 4cido elagico

A analise termogravimétrica foi utilizada na avaliagdo do comportamento do acido
elagico frente a temperatura. Os dados obtidos poderiam influenciar nas condigdes de
secagem do extrato de forma a se preservar a molécula do marcador. Para isso, cerca de 10mg
do padrio Sigma® de acido elagico (pureza > 95%) foram submetidos ao equipamento de

andlise termogravimétrica (PERKIN ELMER modelo Pyris 1 TGA). Foram utilizadas as
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seguintes condi¢des de andlise: razdo de aquecimento de 10°C/min., intervalo de 50 a 900°C,
atmosfera de nitrogénio e vazao média de 20 mL/min. Este teste foi conduzido no Laboratério

de Analises Instrumentais da Universidade Estadual de Goias.

3.7.2. Delineamento experimental

A fim de se determinar varidveis independentes para a otimiza¢do do processo de
secagem por aspersdo (Spray drying) foi realizado um levantamento bibliografico, tendo
como descritores: Spray drying, Dry Extract, Box Behnken, Optimisation, Ellagic acid,
Eugenia uniflora, Myrtaceae e Response Surface Methodology.

A partir dos dados obtidos, foram realizados trés experimentos de secagem no Spray
Dryer avaliando trés diferentes condigdes em relagdo a concentracdo de adjuvante (didxido de
silicio coloidal-Aerosil®): sem adigdo de adjuvante ao extrato liquido; 5% (p/p) de adjuvante
em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido; e 20% (p/p) de adjuvante em relagdo a
massa de solidos totais do extrato liquido. Os parametros de secagem utilizados encontram-se

descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros de secagem por aspersdo (Spray drying) para avaliagdo de trés

diferentes condi¢des referentes ao adjuvante de secagem.

Parametro Unidade
Diametro do bico de aspersdo 1,2 mm
Fluxo do ar comprimido 40 L/min.
Pressdo do ar comprimido 4,0 Kg/F
Fluxo do ar de secagem 3,0 m*/min.
Temperatura de entrada 125°C
Vazao do extrato 4,0 mL/min.

3.7.3. Otimizagdo da secagem dos extratos por aspersdo (Spray Drying)

Utilizou-se a metodologia de superficie de resposta em um modelo Box Behnken (3°),
na otimizagdo da secagem do extrato liquido obtido das folhas de E. uniflora pela técnica de
aspersdo (Spray Drying). Foram selecionadas, com base na literatura e nos experimentos
realizados no item 3.7.2, trés varidveis independentes em trés diferentes niveis conforme

descrito na Tabela 6.
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Tabela 6: Varidveis independentes e seus niveis avaliados pela metodologia de superficie de

resposta para otimiza¢do do processo de secagem por aspersdo (Spray Drying) do extrato

liquido obtido.
. Niveis
Vaiaveis Independentes
-1 0 1
Concentragdo de adjuvante (% p/p)* 0 10 20
Temperatura de entrada (°C) 120 140 160
Vazao do extrato (mL/min.) 3 4 5

Legenda: * porcentagem em relag@o a massa de solidos totais.

A sequéncia aleatéria das andlises foi planejada utilizando o software Statistica®™
(versdo 12.0). Delineou-se 15 experimentos com trés repeticdes do ponto central para a
avalia¢do do erro puro.

Os resultados dos 15 experimentos foram expressos nas seguintes variaveis
dependentes: rendimento da secagem (%), teor de umidade (%, m/m), atividade de 4gua (AW)
e teor de acido elagico (%, m/m), de acordo com o item 3.6.3.1. Os dados foram analisados
utilizando o software Statistica® (versdo 12.0) e os coeficientes foram interpretados utilizando
teste F. Utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA), andlise de regressdo e plotagem de
superficie de resposta para o tratamento dos dados, sendo considerados efeitos significativos
aqueles com valor de p < 0,05. A melhor condi¢do de extragdo foi determinada de acordo com

a equacao definida pelo método dos minimos quadrados:

Y = By + B1X; + By Xy + B3 X3 + B11 X + Boy X2 + B33 X2 + B, X1 X, + B3 X1 X3
+ B,3X,X5
Em que:
Y —resposta predita;
By — constante do modelo;
X1, Xz e Xz — variaveis independentes;
B, B, e B3 — coeficientes lineares;
B1,, B13 e Bz — coeficientes de interacdo entre as varidveis independentes;

Bi1, By e B3z — coeficientes quadraticos.
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3.7.3.1.Rendimento e caracterizacdo dos extratos secos obtidos

A avaliacdo do rendimento e os testes de caracterizacdo dos extratos secos foram
desenvolvidos nos laboratérios de Secagem e Armazenamento de Produtos Vegetais e

Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Saude, respectivamente.
3.7.3.1.1. Determinacdo do Rendimento de Secagem

Para a determinac¢do do rendimento foi realizada a pesagem do frasco coletor, anexado
ao Spray Dryer, antes (frasco vazio) e ap6s o processo de secagem (frasco contendo o extrato
seco) bem como a quantidade em gramas de extrato liquido utilizado para a secagem.
Calculou-se o rendimento de secagem em relagdo a porcentagem de sélidos totais presentes

no extrato liquido, pela equagdo abaixo:

. P, —P;
% rendimento = leOOOO
t EL

Em que:

P, — peso do frasco coletor vazio (g)

P, — peso do frasco coletor contendo o extrato seco (g)

St — massa de soélidos totais (incluindo a quantidade acrescida de adjuvante) presentes
na amostra (g)

Prr — massa do extrato liquido submetido ao processo de secagem (g)
3.7.3.1.2. Determinacao da Umidade

A determinacdo do teor de umidade do extrato seco foi realizada em triplicata
utilizando balanca com lampada de halogénio SHIMADZU modelo UniBloc. Foram pesados
aproximadamente 500mg do extrato seco obtido e durante 5 minutos foi mantida a

temperatura de 105°C.
3.7.3.1.3. Determinagio da Atividade de Agua (AW)

A atividade de 4gua foi determinada em triplicata no equipamento PRE AQUA LAB

modelo 450 com aproximadamente 250 mg do extrato seco obtido.
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3.7.3.1.4. Determinacao do teor de acido elagico por CLAE

Para avaliacdo do teor de acido elagico, foram pesados analiticamente 200mg do
extrato seco obtido e transferido para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se cerca de 5
mL de metanol (grau CLAE) e levou-se o baldo ao banho de ultrassom durante 30 minutos a
temperatura ambiente. O volume do baldo foi completado com metanol (grau CLAE) e a
solucdo foi filtrada em papel de filtro. Uma aliquota de 1 mL do filtrado foi submetida a
extracdo em fase solida conforme item 3.4.5. Procedeu-se os testes cromatograficos em CLAE

de acordo com a metodologia co-validada no item 3.7.4.

<AE X 10.000)
(Ad — 100)
Mes

Teor de acido elagico (%) = x100
Em que:

AE — concentragao de acido elagico (ng/mL)

Ad — concentragdo de adjuvante presente no extrato liquido (% p/p)

Mes — massa pesada de extrato seco para avaliagdo em CLAE (mg)
3.7.3.2. Segundo delineamento fatorial

A fim de se explorar niveis mais abrangentes para as varidveis independentes
selecionadas, foi desenvolvido um novo experimento no modelo Box Behnken 3° conforme

descrito na Tabela 7.

Tabela 7: Variaveis independentes e seus niveis avaliados pelo segundo delineamento fatorial

para otimizagao do processo de secagem por aspersao (Spry Drying) do extrato liquido obtido.

. Niveis
Vaiaveis Independentes
-1 0 1
Concentragdo de adjuvante (% p/p)* 0 30 60
Temperatura de entrada (°C) 120 150 180
Vazao do extrato (mL/min.) 3 6 9

Legenda: * porcentagem em relag@o a massa de solidos totais.
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A sequéncia aleatoria das andlises foi obtida pelo software Statistica® (versao 12.0) e
os resultados dos 15 experimentos foram expressos nas seguintes variaveis dependentes:
rendimento da secagem, umidade, atividade de 4gua (WA) e teor de 4cido elagico, de acordo
com o item 3.7.3.1. Os dados foram analisados utilizando o software Statistica® (versao 12.0)
e os coeficientes foram interpretados utilizando teste F. Utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA), analise de regressao e plotagem de superficie de resposta para o tratamento dos
dados, sendo considerados efeitos significativos aqueles com valor de p < 0,05. A melhor
condi¢do de extracdo foi determinada de acordo com a equagdo definida pelo método dos

minimos quadrados:

Y = By + B1X; + ByXy + B3 X3 + B11 X + Byy X2 + B33 X2 + B, X1 X, + B3 X1 X3
+ B3 X, X5
Em que:
Y —resposta predita;
By — constante do modelo;
X1, Xz e Xz — variaveis independentes;
B, B, e B3 — coeficientes lineares;
B12, B13 € Bz — coeficientes de interacdo entre as varidveis independentes;

Bi1, By e B3z — coeficientes quadraticos.

3.7.3.3.Reprodugdo e caracterizacdo dos extratos obtidos com as condigdes de secagem

otimizadas.

Os valores otimizados para as variaveis independentes avaliadas, com funcdo de
desejabilidade mais proxima de 1, foram testados em uma triplicada do processo de secagem e
avaliados quanto ao rendimento, teor de umidade, atividade de dgua e teor de acido elagico.
Os valores observados foram comparados com os valores preditos do experimento da analise

multifatorial para avaliar a eficiéncia do processo de otimizagao.

3.7.4. Co-valida¢ao da metodologia para quantificacao de acido elagico por CLAE

Foi determinada a eficdcia da metodologia, ja validada, para a avaliacdo do extrato

liquido na quantificagdo de acido elagico presente no extrato seco das folhas de E. uniflora. A
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co-validagdo foi determinada pelos testes de especificidade e precisdao/repetibilidade conforme

os itens 3.5.2 e 3.5.5 respectivamente.

3.7.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV) do extrato seco das folhas de E. uniflora.

A caracterizagdo morfologica particulas dos extratos secos otimizados foi realizada em
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) no Laboratério Multiusudrio de Microscopia de
Alta Resolu¢do (LabMic) da Universidade Federal de Goids. Para tanto os materiais foram
afixados em fita adesiva metalica condutora de carbono e recobertos por uma fina camada de
ouro em aparelho sputter (Denton Vacuum — Desk V). As observagdes foram realizadas em
aparelho Jeol, JSM — 6610, equipado com espectroscopio de energia dispersiva (EDS),
Thermo scientific NSS Spectral Imaging. As capturas das imagens foram realizadas com
aumento de 600, 1000, 3000 e 5000 vezes. O tamanho médio das particulas foi calculado com

o auxilio do software Olympus Scandium®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Descricao morfoanatdmica das folhas de Eugenia uniflora L.

4.1.1. Descrigdo Macroscopica

O espécime ¢ uma arvoreta com aproximadamente 4 metros de altura (Figura 4A),
tronco liso e cilindrico cinza amarelado (Figura 4B), com folhas simples e opostas. Durante o
periodo de coleta das folhas, ndo foi possivel observar flores ou frutos. De acordo com
Lorenzi e Matos (2008), a espécie E. uniflora é arbustiva ou arvore semidecidua, variando
entre 4 ¢ 10 m de altura. As flores sdo de cor branca, solitirias ou em grupos de 2 a 3 nas
axilas e nas extremidades dos ramos. Os rizomas tem propriedade de rebrotar sob a arvore,

produzindo touceiras (LORENZI & MATOS, 2008).

Figura 4: Eugenia uniflora L. em seu local de coleta na cidade de Anapolis, Goias. A,

aspecto geral da planta; B, detalhe do tronco da planta.

As folhas apresentam entre 2 a 4 cm de largura e cerca de 4 a 7 cm de comprimento
(Figura 5). O contorno foliar ¢ lanceolado e ovado, base obtusa, sdo curtamente pecioladas, o
peciolo ¢ achatado (aproximadamente 0,1 a 0,2 cm). O apice foliar ¢ acuminado e alguns sdo
cuspidados, a margem ¢ inteira e levemente sinuosa. A superficie foliar ¢ glabra e a nervura

principal ¢ proeminente na face abaxial. Esses dados estdo em conformidade com outros
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estudos (ALVES, TRESMONDI & LONGUI, 2008; DIAS et al, 2012; JORGE et al, 1994;
LORENZI & MATOS, 2008). Alves, Tresmondi e Longui (2008) demonstraram que pode
ocorrer variagdo no tamanho do limbo foliar de E. uniflora, em funcdo do ambiente de coleta
(urbano ou rural) levando em conta a poluicdo como fator de interferéncia no

desenvolvimento do vegetal.

Figura 5: Folhas de Eugenia uniflora L. em vista frontal. A, face adaxial; B, face abaxial.
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4.1.2. Descrigdo Microscopica

Em vista frontal, a epiderme de ambas as faces apresenta células de dimensdes
variadas (Figura 6) com paredes anticlinais levemente espessadas. Em ambas as faces, ¢
possivel observar a sinuosidade das paredes celulares, entretanto, isso se torna mais evidente
na superficie abaxial. Foram evidenciados pares de células que acompanham as estruturas
secretoras, estas, por sua vez, apresentam conteido tipico para cada espécie pertencente a
familia Myrtaceae, sendo constituido por 6leo essencial (DONATO & MORRETES, 2007).

Somente na face abaxial (Figura 6 B e C) foram evidenciados estomatos paraciticos (folhas
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hipoestomaticas), esta caracteristica ¢ considerada comum para as plantas terrestres onde a
temperatura ¢ mais elevada na face abaxial (BOEGER & WISNIEWSKI, 2003). Nao foram
evidenciados tricomas em ambas as faces da lamina foliar. A auséncia de tricomas ja foi
apontada anteriormente como um fator de diagndstico na espécie E. uniflora (LORCA,

AMAT & GONZALES, 1995).

Figura 6: Sec¢des paradérmicas da lamina foliar de Eugenia uniflora L. em vista frontal. A,

superficie adaxial; B e C, superficie abaxial.
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Legenda: Cv — cavidade secretora; Es — estomato. Setas indicam paredes celulares sinuosas.

Na regido de internervura, em seccdes transversais, ¢ possivel notar os estdmatos
presentes ao mesmo nivel das células epidérmicas (Figura 7A). Evidencia-se também
epiderme unisseriada em ambas as faces, mesofilo dorsiventral, parénquima palicaddico
unisseriado (Figura 7B). O parénquima lacunoso apresenta até nove camadas de células,
idioblastos estdo presentes organizados em série, contendo cristais do tipo drusas e
prismaticos. Feixes vasculares de menor calibre sdo bicolaterais, circundados por uma bainha

esclerenquimatica (Figura 7C).
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Figura 7: Regido de internervura das folhas de Eugenia uniflora L. em secgdo transversal. A,
detalhe do estomato em corte transversal; B, mesofilo dorsiventral; C, feixe vascular de menor

calibre.

Legenda: Dr — drusas; P1 — parénquima lacunoso; Ep(ab) — epiderme abaxial; Es — Estdmato; Ep(ad) — epiderme
adaxial; Pp — parénquima palicadico; Co — colénquima; FI — floema; Xi — xilema; Esc — esclerénquima.

Lorca, Amat e Gonzalez (1995) apontaram a classificacdo do nivel dos estomatos em
relacdo as demais células epidérmicas como um dos fatores que permitiram a diferenciacao
entre E. uniflora e E. pyriformis Cambess. Segundo Rocha et al. (2008) a forma de
organizac¢do dos cristais na familia Myrtaceae pode apresentar importancia diagnostica.

No bordo foliar, em secc¢des transversais (Figura 8), nota-se que o parénquima
palicaddico ¢ gradativamente substituido por células de colénquima, o que confere maior
sustentabilidade a regido do bordo, e uma espessa camada de cuticula recobre as células
epidérmicas. Algumas estruturas secretoras e feixes vasculares podem ser evidenciados nessa
regido. Segundo Boeger e Wisniewski (2003) o espessamento da cuticula estd relacionado

com a maior reten¢do de adgua, protecdo a luz solar e a a¢do de herbivoros.
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Figura 8: Regido do bordo das folhas de Eugenia uniflora L. em secgdo transversal.

Legenda: Ct — cuticula; Co — colénquima; Dr — drusas; Pp — parénquima pali¢adico; Fv — feixe vascular; Pr —
cristal prismatico; Cv — Cavidade secretora; Pl — parénquima lacunoso; Ep(ad) — epiderme adaxial; Ep(ab) —
epiderme abaxial.

A nervura principal, em sec¢do transversal (Figura 9) apresenta formato plano-
convexo, confirmando a proeminéncia da nervura somente na face abaxial, a epiderme ¢
uniestratificada. As células do parénquima palicaddico, assim como na regido de bordo,
gradativamente, ddo lugar ao colénquima, este pode exibir idioblastos contendo cristais. O
sistema vascular ¢ bicolateral em forma de arco aberto e envolto por uma bainha
esclerenquimdtica que confere maior rigidez a esta regido (BOEGER & WISNIEWSKI,
2003). Segundo Donato ¢ Morretes (2007), as caracteristicas, como estrutura dorsiventral e

sistema vascular em formato de arco, sdo comuns para folhas adultas da familia Myrtaceae.
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Figura 9: Regido da nervura principal das folhas de FEugenia uniflora L. em seccao

transversal.
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Legenda: Ep(ad) — epiderme adaxial; Ep(ab) — epiderme abaxial; Pp — parénquima pali¢cadico; Co — colénquima;
Esc — esclerénquima, Fl — floema; Pl — parénquima lacunoso; Dr — drusa; Xi — xilema; Pc — parénquima cortical.

O peciolo apresenta forma concavo-convexa (Figura 10A), com epiderme unisseriada
em ambas as faces, seguida do tecido colenquimatoso que varia de duas a trés camadas de
células. A regido de cortex ¢ preenchida com até onze camadas de células parenquimaticas e ¢
abundante em cristais dos tipos drusa e prismatico em praticamente todas as camadas do
tecido (Figura 10B), ¢ possivel também evidenciar cavidades secretoras. O feixe vascular tem
forma de arco-aberto, com as extremidades voltadas para o centro, ¢ bicolateral e apresenta

cristais organizados em série no floema (Figura 10C).
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Figura 10: Regido do peciolo das folhas de Eugenia uniflora L. em sec¢do transversal. A,

vista geral do peciolo; B, detalhe da regido cortical; C, detalhe do feixe vascular.

Legenda: Ep(ab) — epiderme abaxial; Dr — drusa; Pc — parénquima cortical; Co — colénquima; F1 — floema; Xi —
xilema. Setas indicam cavidades secretoras.

4.2.0btencao e processamento do material vegetal
4.3.Caracterizagdo do Material Vegetal

O po6 obtido das folhas de E. uniflora apresentou coloragdo predominantemente
esverdeada, aroma citrico caracteristico e sabor picante conforme descrito na monografia da
planta pela Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010).

4.3.1. Ensaios de pureza

A perda por dessecacdo do pd das folhas de E. uniflora foi de 8,90% = 0,2. O teor de

cinzas totais foi de 9,14% = 0,1e 12,36% = 0,6 para o teor de cinzas sulfatadas. Estes dados se
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apresentaram em conformidade com o preconizado pela Farmacopeia Brasileira V (BRASIL,
2010) considerando um valor de umidade inferior a 10%, no méximo 11% de cinzas totais e
14% de cinzas sulfatadas. Outros trabalhos reafirmam estes resultados para as folhas de E.

uniflora (FIUZA et al., 2008; RODRIGUES, SANDINI & PEREZ, 2010).

4.3.2. Determinacdo da distribui¢cao granulométrica

Segundo a Farmacopeia Brasileira V (2010) o p6 obtido das folhas de E. uniflora se
aproximou da classificacdo de p6 moderadamente grosso. O grafico com a distribui¢do ¢

demonstrado na Figura 11.

Figura 11: Distribuicdo granulométrica das particulas do p6 das folhas de Eugenia uniflora L.
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4.3.3. Determinacio do Indice de Intumescéncia

Os indices de intumescéncia em agua e em etanol 44% (p/p) foram de 4,16 = 0,03
mL/g e 4,83 = 0,03 mL/g, respectivamente. Nao foram encontrados em outros trabalhos o
indice de intumescéncia do p6 das folhas de E. uniflora. Couto et al. (2009), em um trabalho
com E. dysenterica DC, encontrou valores para a intumescéncia do p6 das folhas em agua
proximos de 2,73 + 23 mL/g. Estes dados refletem importancia na obtencao do extrato liquido

por percolagdo, permitindo prever o volume de solvente extrator que pode ser adicionado

durante o processo (COUTO et al., 2009).
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4.3.4. Prospecgdo Fitoquimica

Os resultados dos testes fitoquimicos para a deteccdo das principais classes de
metabolitos secundarios presentes no pd das folhas de E. uniflora estdo expressos na Tabela 8.
O perfil de metabdlitos secundarios encontrados foi semelhante ao dos trabalhos de Fiuza et
al. (2008) e Auricchio et al. (2007). Estes dados auxiliaram na selecdo de possiveis

marcadores a serem avaliados por CLAE no extrato liquido das folhas de E. uniflora.

Tabela 8: Classes de metabdlitos secundarios encontradas no p6 das folhas de Eugenia

uniflora L.
Classe de M?tz.lbohto Reaciio Resultado
Secundario
Reag¢do de Shinoda Positivo
Flavonoides Reagdo oxalo-borica Positivo
Reagdo com H2SO4 concentrado Positivo
Reagdo com hidroxidos alcalinos Positivo
Compostos Fendlicos Reacdo com AICI3 Positivo
Reagdo com FeCls Positivo
Heterosideos Reagdo de Borntriger indireta | Positivo
Antraquindnicos Reagdo de Borntrager indireta 11 Positivo
Cumarinas Reacdo com NaOH Negativo
Reacdo com gelatina Positivo
Reagdo com alcaloides (Quinino) Positivo
. Reagdo com alcaloides (Brucina) Positivo
Taninos Reacao com sais metalicos (Cuy(OACc)s) Positivo
Reacdo com sais metalicos (FeCls) Positivo
Reacdo com hidroxidos alcalinos (NaOH) Positivo
Reacdo com reagente de Mayer Negativo
Reagdo com reagente de Dragendorff Negativo
Alcaldides Reagdo com reagente de Bouchardat Negativo
Reagdo com reagente de Hager Negativo
Reagdo com 4cido tanico Negativo
Reagdo de Liebermann-Burchard Positivo
Heterosideos Cardioativos Reagdo de Pescz Positivo
Reagdo de Keller-Kiliani Positivo
Reagdo de Kedde Negativo

Saponinas Presenca de espuma Negativo
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A presenca de taninos e flavonoides ja foi apontada como uma carateristica comum as
espécies do género Eugenia sendo comumente relatados em ensaios de prospeccao
fitoquimica da espécie E. uniflora (AURICCHIO et al., 2007; FIUZA et al., 2008;
ROMAGNOLO & SOUZA, 2006). No presente estudo foi evidenciada a presenca destas duas
classes de metabolitos secundarios em todas as reagoes testadas.

Fiuza et al. (2008) relatou a presenca de saponinas nas folhas de E. uniflora coletadas
no municipio de Goidnia no periodo de fevereiro a abril de 2005. Este grupo de metabolitos
ndo pode ser observado neste trabalho. Esta variacdo pode ser devido a diferencas dos
parametros climaticos e geograficos, como temperatura, altitude, pluviosidade, tipo de solo
entre outros.

A 1identificagdo de nucleo esteroide ¢ desoxiagucares, caracterizada nas reagdes de
Liebermann-Burchad, Pesez e Keller-Kiliani, ndo podem afirmar a presenca de heterosideos
cardioativos, uma vez que, ndo foi possivel identificar presenga do anel lactonico

caracteristico desta classe de metabolitos secundarios pela reacao de Kedde.

4.3.5. Caracterizacao do oleo essencial

O rendimento da extragdo do 6leo essencial das folhas de E. uniflora foi de 1,04% =+
0,22 apresentando-se em conformidade com a especificagdo da monografia da planta na
Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010). A Tabela 9 mostra os constituintes identificados
no Oleo essencial e seus respectivos percentuais. Foram identificados 14 constituintes
(93,33%), sendo que os constituintes majoritarios foram: germacrone (33,71%), eudesma-
6,11-dieno (cis) (17,16%) e germacreno B (16,26%) (Figura 12).

Germacrone ¢ um sesquiterpeno oxigenado que ja foi anteriormente identificado como
constituinte majoritario nas folhas de E. uniflora (COSTA et al., 2010; MAIA et al., 1999).
Liu et al. (2013) demonstrou seu potencial antiviral na inibicdo dos estdgios iniciais da
infeccdo pelo virus influenza HIN1 e H3N2. Outros estudos demonstraram seu potencial anti-
tumoral in vitro frente a cultura de células do figado e da mama (LIU et al., 2013; ZHONG et
al., 2011).

Eudesma-6,11-dieno(cis) e germacreno B sdo sesquiterpenos ndo oxigenados
frequentemente associados com atividade antifingica e antioxidante (MAATOOQ et al.,
1996; VIEIRA et al., 2011; WU, SHI & JIA, 2006). A presenga de germacreno B ja foi

apontada por outros pesquisadores como constituinte majoritario do 6leo essencial obtido das
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folhas de E. uniflora (COSTA et al., 2010; LAGO et al., 2011; MAIA, et al., 1999; SANTOS,
BRAZ-FILHO & CASTRO, 2015).

Tabela 9: Composi¢ao do 6leo essencial das folhas de Eugenia uniflora L.

Constituintes IR %

B-Elemeno 1384,27 2,15+ 0,08
(E)-Cariofileno 1412,10 5,70+ 0,19
a-Humuleno 1445,35 0,27 + 0,05
Aromadendreno 1452,59 0,62 + 0,02
y-Muroleno 1473,18 3,42+ 0,09
v-Himachaleno 1478.,03 0,83 +0,07
Eudesma-6,11-dieno (cis) 1489,57 17,16 £ 0,63
Amorfeno 1514,34 0,39+ 0,02
(B)-Germagreno 1551,06 16,26 £ 0,26
(B)-Copaen-4-a-ol 1569,99 4,52+ 0,20
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 1622,28 5,96 £ 0,16
Atractilona 1651,76 0,54 £ 0,04
Germacrone 1692,04 33,71 £ 0,02
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido 1734,96 1,80+ 0,11
NI - 6,34 +£ 0,41

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 46,80

Sesquiterpenos oxigenados 46,53

(%) Identificada 93,33

Legenda: NI — ndo identificados.

Figura 12: Estrutura quimica dos constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial de

Eugenia uniflora L.
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Ogunwnde et al. (2005) e Wyerstahl et al. (1988) avaliaram a constitui¢ao quimica do
6leo essencial de folhas de E. uniflora coletados na regido da Nigéria. Em ambos os estudos
houve predominio de sesquiterpenos oxigenados. Dentre os constituintes majoritarios foram
identificados no estudo de Ogunwnde et al. (2005), curzereno (19,7%), selina-1,3,7(11)-trien-
8-ona (17,8%) e atractilona (16,9%). No Brasil folhas coletadas em Osasco, Sao Paulo,

apresentaram como principais constituintes do 6leo essencial actractilona (26,8%), curzereno
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(17,9%) e germacreno B (9,31%), exibindo também o predominio de sesquiterpenos
oxigenados (LAGO et al., 2011). Outros estudos apontam diferentes compostos majoritarios,
entretanto o predominio permanece entre os compostos sesquiterpénicos (MORAIS et al.,
1996; MARTINEZ-CORREA et al., 2011).

Costa et al. (2009) avaliaram a variabilidade dos constituintes do 6leo essencial das
folhas de E. uniflora coletadas na cidade de Anapolis, Goias. Os pesquisadores observaram
um maior perfil de sesquiterpenos oxigenados (85-93%) durante o periodo de seca (meses de
abril a setembro). Houve variagdo dos constituintes majoritarios selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido. Este polimorfismo foi considerado pelos autores como
interferéncia dos fatores sazonais e ecoldgicos (COSTA et al., 2009).

A monografia da pitangueira na Farmacopeia Brasileira V traz como especificagao
para o 6leo essencial um valor minimo de 27,0% de curzerenos cis e trans (sesquiterpeno
oxigenado) (BRASIL, 2010). No entanto, outros autores ndo puderam relatar a presenca
destes constituintes ou, quando relatado, a porcentagem encontrada em relagdo aos demais
constituintes foi inferior a este valor especificado na Farmacopeia (COSTA et al., 2009;
MARTINEZ-CORREA et al., 2011; MELO et al., 2007; LAGO et al., 2011; OGUNWNDE et
al.. 2005). Estas diferengas ainda podem ser atribuidas a pardmetros climaticos e geograficos

(OUYANG et al., 2012).

4.3.6. Doseamento de flavonoides e taninos totais

O doseamento de flavonoides totais expressos em quercetina e de taninos totais
expressos em pirogalol apresentou teores de 0,83% =+ 0,02 e 1,34% = 0,23,
respectivamente. Estes dados confirmaram a presenca destas classes de metabolitos
secundarios anteriormente identificadas pelos testes de prospeccao fitoquimica.

Fiuza et al. (2008) avaliaram o teor de flavonoides nas folhas de E. uniflora coletadas
em Goiania, Goids. Utilizando a metodologia farmacopeica, os autores relataram teores de
0,53%. Folhas de E. uniflora coletadas na cidade de Sao Paulo apresentaram teor de taninos
de 2,96%. Os autores utilizaram da reag¢ao de polifenois adsorvidos e ndo adsorvidos pelo po
de pele para esta avaliacio (AURICCHIO et al., 2007).

Estes dados se mostraram divergentes as especificacdes adotadas pela monografia da
planta na Farmacopeia Brasileira V (2010) que preconiza um teor minimo de 1% de

flavonoides totais e 5% de taninos totais nas folhas de E. uniflora. Segundo Fiuza et al.
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(2008) a interferéncia de fatores como temperatura, altitude, pluviosidade, tipo de solo entre

outros, podem explicar estas diferencas encontradas.

4.4 Desenvolvimento do Método Analitico para identificagdo e quantificacdo de acido elagico

por CLAE
4.4.1. Perfil cromatografico das folhas de E. uniflora e selegdo do marcador quimico
Dentre os sete padrdes avaliados pela metodologia adaptada de Kim et al. (2013),
foram identificados na amostra do p6 das folhas de E. uniflora dois constituintes: acido galico

(6,26 minutos) e acido elagico (22,84 minutos) (Figura 13).

Figura 13: Cromatograma do perfil do extrato liquido das folhas de Eugenia uniflora L.
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Nota: Condigdes cromatograficas utilizadas — coluna C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pum), fase movel agua (A) e
acetonitrila (B), ambas acidificadas a 1% (V/V) com &cido acético. 0 min. 2% fase B, 5 min 5% fase B, 12 min.
20% fase B, 15 min. 25% fase B, 18 min. 40% fase B, 25 min. 80% fase B, 28 min. 5% fase B ¢ 30 min. 2% fase
B. Fluxo de 1,0 mL/min., o volume de inje¢do de 10,0 pL e comprimento de onda de 280 nm.

A Tabela 10 demonstra os tempos de retencdo para os padrdes avaliados e as
respectivas areas para os compostos identificados na solucdo amostra. O padrdo de quercetina
ndo pode ser avaliado pela metodologia uma vez que ndo apresentou elui¢do nas condigdes

cromatograficas utilizadas.
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Tabela 10: Padrdes avaliados e seus respectivos tempos de retengdo e areas na solucdo

amostra.
Analito TR na Solucio Padrao TR na Solucio Area do pico na
(min.) Amostra (min.) Amostra (uAU.s)
Acido Glico 6,02 6,02 293
Catequina 15,63 NI -
Epicatequina 19,04 NI -
Rutina 22,06 NI -
Acido Elagico 22,20 22,19 2851
Hesperidina 25,22 NI -
Quercetina NI NI -

Legenda: NI — ndo identificado.

O pico de acido elagico foi selecionado como marcador quimico para aquisicdo de
pardmetros de qualidade do material vegetal. A escolha do acido elagico e ndo do acido
galico, também identificado na amostra, foi justificada nos pardmetros de tempo de retengdo e
area dos picos. O tempo de retencdo foi levado em consideracao pelo fato do pico referente ao
acido galico apresentar tempo de reten¢dao proximo o tempo de volume morto da metodologia
analitica (aproximadamente 2,7 minutos). Desta forma, pequenas alteragdes na propor¢ao da
fase movel utilizada, poderia contribuir para o aumento da capacidade de elui¢do da mistura,
fazendo com que o tempo de retencdo do pico de acido galico se sobrepusesse ao tempo do
volume morto, invalidando assim a metodologia.

A area do pico foi considerada como um pardmetro na selecdo do marcador visto que
as maiores areas estariam relacionadas a maiores concentragdes do analito, assim ¢ indicativo
que o acido elagico seria um constituinte presente em maiores concentragdes em comparagao
com 4acido galico. De forma complementar, a metodologia utilizada para esta avaliacdao
dispunha de um comprimento de onda de 280 nm; comprimento que por sua vez ja foi
apontado como a regido de pico méximo para avaliacdo de acido galico (KIM et al., 2013).
Desta forma acreditava-se que outras regides do UV, como por exemplo, 254 nm, poderia
proporcionar diferengas maiores entre as areas dos dois picos identificados na solugdo
amostra.

Outros constituintes das folhas de E. uniflora ja foram apontados e isolados
anteriormente. A oenoteina B ¢ um elagitanino macrociclico que foi inicialmente isolada em

folhas das espécies de Oenothera (YOSHIDA et al., 1991). Desde 1997 a oenoteina B vem
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sendo isolada das folhas de E. uniflora (LEE et al., 1997; LEE et al., 2000; SANTOS et al.,
2014).

A utilizagdo da oenoteina B como marcador quimico para este trabalho foi considerada
economicamente inviavel pela falta de disponibilidade de um padrdo comercial, e quando
disponivel, o valor agregado ao produto é de aproximadamente 300 vezes maior (1g acido
elagico USS$ 186,92 e 10mg de oenoteina B US$ 632,54) que o padrio de acido elagico
(SIGMA-ALDRICH, 2015).

A selecao do marcador acido elagico ainda pode ser justificada no fato de este ser um
produto da hidroélise dos elagitaninos permitindo uma avalia¢do indireta de constituintes ja
descritos para as folhas de E. uniflora, como a propria oenoteina B, a eugeniflorina D; e a

eugeniflorina D, (LEE et al., 1997; LEE et al., 2000).

4.4.2. Selecao do teor alcoolico da solucao extratora

Foi observado um comportamento inversamente proporcional entre as areas do pico de
acido elagico e o grau alcoodlico da solugdo etanodlica extratora. Maiores intensidades e areas
de pico foram obtidas utilizando etanol a 50% (p/p). Segundo Simdes et al. (2010), a presenca
de 4gua em solventes organicos pode aumentar o rendimento da extragdo de compostos
fenolicos. Ilbay, Sahin e Kirbaslar (2013) avaliaram diferentes concentracdes alcoolicas
(etanol) na extracdo de compostos fendlicos das folhas de Rosa canina L. e verificaram
condi¢des Otimas para a extracdo com graduagdes alcoolicas em torno de 40% (v/v). Dados
semelhantes foram relatados para a extracdo de taninos do fruto de Dipteryx alata Vogel
(MARTINS et al., 2013). Como o acido elagico ¢ um produto da hidrolise dos elagitaninos,
acredita-se que graduacdes alcodlicas mais baixas acentuaram a extracdo destes constituintes.
Desta forma a solugdo etandlica a 50% (p/p) foi utilizada para os demais experimentos no
estudo de desenvolvimento e posteriormente durante a validacdo da metodologia analitica por

CLAE.

4.4.3. Condigdes Cromatograficas para CLAE

Uma vez selecionado o marcador, algumas alteragdes na metodologia de partida

adaptada de Kim et al. (2013) foram essenciais para a diminuicdo de interferentes presentes

nos cromatogramas e o aprimoramento da resolucdo entre os picos.
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Dentre os parametros cromatograficos avaliados, o aumento na proporcao inicial de
fase organica (acetonitrila) no gradiente de elui¢do, de 2% para 15%, contribuiu para uma
maior capacidade de elui¢do da fase movel e fez com que muitos picos ndo identificados
fossem co-eluidos no tempo do volume morto da metodologia. Esta alteracdo tornou a
metodologia mais especifica para a avaliagdo do pico referente ao acido elagico.

Foi observado que ao se prolongar o tempo de duragdo do gradiente onde se tem a
elui¢do do pico de acido elagico (40:60 acetonitrila/dgua) juntamente com a reducdo do fluxo
de 1 mL para 0,5 mL/min, houve melhora significativa na resolu¢do entre os picos. Desta
forma este equilibrio alcangado entre fluxo e propor¢do de fase modvel foi mantido com 1
mL/min e 15% de fase organica (acetonitrila). Por se igualar a propor¢do inicial do gradiente
da metodologia foi proposta uma metodologia isocratica durante 20 minutos na propor¢ao de
15:85 acetonitrila/dgua e fluxo de 1 mL/minuto. A resolucdo entre os picos foi mantida.

A fim de se aprimorar a assimetria do pico de acido elagico e ainda na resolugdo entre
os picos foram testados cinco diferentes agentes acidificantes (dcido formico, acido acético,
acido ortofosforico, acido tricloroacético e acido trifluoracético) para a fase movel. Dentre
eles o acido tricloroacético apresentou maior impacto sobre os pardmentros de assimetria e
resolugdo em menores concentragdes (0,05% p/V).

A Figura 14 demonstra os cromatogramas das solu¢des padrao de 4cido elagico (20

pg/mL) e amostra, obtidos com a metodologia desenvolvida.
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Figura 14: Cromatogramas da solu¢do padrao acido eldgico (A) e solugdo amostra do extrato

liquido das folhas de Eugenia uniflora L. (B) obtidos com a metodologia desenvolvida por

CLAE.
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Legenda: TR = tempo de retengdo. Nota: Condigdes cromatograficas utilizadas — coluna C-18 (250 x 4,6 mm, 5
um), fase movel agua/acetonitrila (85:15), ambas acidificadas a 0,05% (V/V) com acido tricloroacético. Fluxo
de 1,0 mL/min., o volume de injeg@o de 10,0 uL e comprimento de onda de 254 nm.
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4.4.4. Extracdao em fase solida (EFS)

A Figura 15 apresenta o aspecto do extrato liquido e os cromatogramas obtidos com
(A) e sem EFS (B). Nao houve alteragdes significativas na area e intensidade do pico de acido
elagico obtido com o processo de EFS e sem a EFS. A EFS auxiliou na extracdo de
componentes da matriz vegetal sem que houvesse alteracdo na concentracdo do marcador. A
obtencdo de uma amostra mais pura pode levar a uma maior durabilidade da coluna
cromatografica, tornando a metodologia por CLAE mais viadvel. Desta forma a EFS foi

incorporada a metodologia analitica por CLAE para o preparo da amostra do extrato liquido.

Figura 15: Aspecto do extrato liquido e cromatogramas obtidos com (A) e sem (B) EFS.
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Legenda: TR = tempo de retengdo. Nota: Condi¢des cromatograficas — coluna C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um), fase
movel agua/acetonitrila (85:15), ambas acidificadas a 0,05% (V/V) com acido tricloroacético. Fluxo de 1,0
mL/min., o volume de inje¢do de 10,0 uL. e comprimento de onda de 254 nm.
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4.4.5. Determinagdo da propor¢ao droga/solvente

Dentre as trés propor¢des droga/solvente avaliadas, a propor¢ao de 10% (p/V)
apresentou melhores pardmetros cromatograficos para avaliagdo do pico de acido elagico. A
area do pico de 4cido elagico encontrada para esta proporg¢ao foi de 990 pAU.s.
4.5.Validagao da metodologia analitica por CLAE
4.5.1. Adequabilidade do Sistema

A Tabela 11 demonstra os valores obtidos para os parametros avaliados na
adequabilidade do sistema com base em seis replicatas de uma mesma preparacao da solucao

amostra do extrato liquido das folhas de E. uniflora.

Tabela 11: Parametros avaliados na adequabilidade do sistema.

Replicata Re;fafll;lﬁlz)o(fllein.) ( ni:%a.s) Pratos tedricos  k prime Tailing

1 12,86 1322 3735 11,86 1,5

2 12,58 1313 3405 11,59 1,5

3 12,75 1320 3699 11,76 1,5

4 12,57 1354 3309 11,58 1,5

5 13,15 1302 3388 12,16 1,5

6 12,76 1310 3678 11,77 1,5

Média 12,78 1320,17 3535,67 11,79 1,5
Desvio Padrao 0,21 18,07 188,11 0,21 0
DPR 1,67 1,37 5,32 1,81 0

Legenda: DPR — desvio padrio relativo

4.5.2. Especificidade

A especificidade da metodologia foi comprovada mediante a comparacdo dos
cromatogramas do diluente (80:20 4gua/metanol), da fase modvel (85:15 agua/acetonitrila

0,05% acido tricloroacético) e da solugdo amostra do extrato liquido (Figura 16).
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Figura 16: Cromatogramas do diluente (A) e fase movel (B).
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Nota: Condigdes cromatograficas — coluna C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um), fase mével agua/acetonitrila (85:15),
ambas acidificadas a 0,05% (V/V) com acido tricloroacético. Fluxo de 1,0 mL/min., o volume de injecdo de
10,0 uL e comprimento de onda de 254 nm.

A seletividade ou especificidade de uma metodologia pode ser traduzida na capacidade
da mesma de avaliar uma substdncia na presenga de outros componentes, tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (BRASIL, 2014). No presente

teste ndo foi observada interferéncia por co-eluicdo do diluente ou fase movel no tempo de
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retencdo do 4acido eldgico a 254 nm, demonstrando a seletividade da metodologia

desenvolvida.

4.5.3. Linearidade

A metodologia mostrou-se linear no intervalo avaliado para o padrao de acido elagico
(14,5 a 33,8 pg mL™). A curva padrio apresentou coeficiente de correlagio (r) de 0,994 ¢
coeficiente de determinagdo (r*) de 98,84% como demonstrado na Figura 17. A Tabela 12
contem as areas dos picos de acido eldgico na utilizadas para a constru¢do da curva padrio.
Estes dados se mostraram em conformidade com as especificacdes da Resolucao — RE n° 899,
29 de maio de 2003 da ANVISA demonstrando a capacidade da metodologia em determinar

areas diretamente proporcionais a concentracao de acido elagico.

Figura 17: Curva padrdo de 4cido elagico para avalia¢do da linearidade.
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Legenda: R” — coeficiente de determinagio.
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Tabela 12: Areas dos picos de acido elagico na solugdo padréo.

% pg/mL Area (mAU.s) Média Desv.pad DPR

902
60 14,52 883 874,00 33,42 3,82
837

1202
80 19,36 1197 1184,00 26,96 2,28
1153

1411
100 24,20 1438 1405,67 35,30 2,51
1368

1895
120 29,04 1875 1878,33 15,28 0,81
1865

2180
140 33,88 2135 2158,67 22,59 1,05
2161

Legenda: Desv.pad — desvio padrao. DPR — desvio padrao relativo.

4.5.4. Limite de Deteccdo (LD) e Quantificacio (LQ)

Os limites encontrados com base nas trés curvas padrdo de 4cido eldgico foram de
0,66 pg/mL para o LD e 2,22 pg/mL para o LQ. As equagdes das retas e os coeficientes sao
demonstrados na Figura 18. A Tabela 13 contem as areas dos picos de acido elagico na

solucao padrdo utilizados para a construg¢do das curvas.
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Figura 18: Curvas padrao de acido eldgico para determinagdo dos limites de detecgdo e

quantificagdo.
Curva 1
Curva 2
1800 [ _ e oy 24036 1800 1 _ 65,145x - 38,321
R2 = 0,9995 R2 = 0,9947
1350 1350
—
@ @
E: 2
£ 900 £ 900
- R
[}
2 g
< <
450 450
0 0
0 7,5 15 22,5 30 0 7,5 15 22,5
Concentragao (ug/mL) Concentracgao (ug/mL)
Curva 3
1800 1 _ 63,705x - 9,5714
R2 = 0,9973
1350
@
=)
<
£ 900
[}
<
<
450
0
0 7,5 15 22,5 30
Concentragao (ug/mL)

Legenda: R” — coeficiente de determinagio.
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Tabela 13: Areas dos picos de acido elgico nas solugdes padrio utilizadas na construcio das

curvas padrdo para a determinagao dos limites de detec¢@o e quantificagao.

Curva 1 Curva 2 Curva 3
Concentraciao (ng/mL) Area Area Area
(mAU.s) (mAU.s) (mAU.s)
6,4 397 378 379
9,6 591 637 601
12,8 824 753 832
16,0 1019 997 1027
19,2 1222 1195 1215
22,4 1424 1401 1378
25,6 1656 1667 1636

O LD, determinado com base no céalculo de regressdo linear, ¢ considerado como a

menor concentracdo detectdvel, mas ndo necessariamente quantificavel, do analito em uma

solug¢do. A menor concentragao quantificavel do analito em uma solugdo ¢ traduzida no valor

de LQ (KLEIN, LONGHINI & MELLO, 2012). Desta forma ¢ de interesse para as demais
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avaliagdes que a concentragdo de acido elagico permaneca acima de 2,22 pg/mL para que a

metodologia analitica possa quantificar o marcador com precisdo e exatidao.

4.5.5. Precisdo

A precisdo ¢ a avaliacdo da proximidade dos resultados em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2014). No presente estudo os
dados de precisdo da metodologia foram expressos pela determinagdo do desvio padrao
relativo (DPR) obtido pela relacdo entre o desvio padrao entre os dados e a média. O valor do
DPR para as areas de acido elagico no teste de repetibilidade foi de 3,51%. A precisdo
intermediaria da metodologia foi determinada em um segundo dia pelo mesmo analista. Os
dados das seis preparagdes da amostra de extrato liquido estdo descritos na Tabela 14. O DPR
entre 0os dados obtidos dos dois dias foi de 4,46%. Estes resultados se mostraram em

conformidade com a especificagdo (DPR<15%) (BRASIL, 2014).

Tabela 14: Dados do teste de precisdo.

Repetibilidade Precisdo Intermediaria
Amostra Area Concentracio Area Concentracio
(nAU.s) (ng/mL) (mAU.s) (ng/mL)
1 1302 20,5 1445 22,7
2 1266 19,9 1410 22,2
3 1364 21,5 1440 22,6
4 1287 20,3 1379 21,7
5 1387 21,8 1436 22,6
6 1328 20,9 1370 21,6
Média 1322,3333 20,8 1413,3333 22,2
Desvio padrao 46,4442 0,0007 32,5433 0,0005
DPR 3,5123 3,4497 2,3026 2,2642

Legenda: DPR — desvio padrdo relativo. Nota: concentragdo de acido eldgico expressa em pg/mL da solugdo
final injetada em CLAE.

4.5.6. Exatidao

A exatiddo de um método pode ser abordada como a concordancia entre os resultados
de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro (BRASIL,
2014). A metodologia demonstrou exatiddo, representada nos valores de recuperagdo entre

105,13% e 110,61% para o teste, conforme apresentado na Tabela 15. Estes dados estdo em



74

conformidade com a especificagdo adotada para o teste em matrizes complexas (80-120%)

segundo o International Conference on Harmonization (ICH, 2005).

Tabela 15: Recuperacdo do padrio de 4cido eldgico adicionado a amostra.

Conc. ‘ Area de Conc. de
. . Area de L . ..
Nivel de tedricade |, . acido acido ‘1 ~
~ . acido . . Média Recuperacao
concentracao acido L. elagico +  elagico + o
g elagico ~ ~ (pg/mL) (%)
do extrato elagico (mAU.s) padrao padrao
(pg/mL) ) (mAU.s) (pg/mL)
423 - -
Padréo 16.00 486 - - - -
481 - -
440 978 15.50
80% 15.26 450 916 14.50 15.00 105.14
412 945 15.00
517 1040 16.40
100% 19.08 509 1007 15.90 16.40 107.19
522 1068 16.90
627 1195 18.80
120% 22.90 674 1183 18.70 18.80 110.61
653 1193 18.80
Média da recuperacao (%) 107.64
DPR 2.57

Legenda: DPR — desvio padréo relativo.

4.5.7. Robustez

Um método ¢ considerado robusto quando demonstra capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes (BRASIL, 2014). Segundo a ICH (2005) a robustez deve ser
avaliada durante o desenvolvimento do método por CLAE devendo demonstrar repetibilidade
de avaliacdo para as alteragdes nos parametros da metodologia.

A Tabela 16 apresenta os dados obtidos para os testes de robustez da metodologia
analitica. Todos os DPR permaneceram abaixo de 5% e a porcentagem da avaliacdo das
médias em relacdo a condi¢do normal da metodologia variou entre 73,30 e 107,32%.
Considerando uma variacao entre 90-110% em relagdo a condi¢do normal a metodologia nao

demonstrou robustez para a variagao de -10% em seu volume de inje¢ao.
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Tabela 16: Dados da avaliacdo de robustez da metodologia.

Condigio Area 1 Area 2 Aread  \lédia DpR Robustez
(mAU.s)  (mAU.s) (mAU.s) (%)
Normal 1541 1570 1437 1516,00 4,61 -

Fluxo 9 mL/min. 1643 1654 1584 1627,00 2,31 107,32
Fluxo 11 mL/min. 1409 1419 1419 1415,67 0,41 93,38
Volume de injecao 9 pL 1089 1151 1112 1117,33 2,81 73,70
Volume de inje¢do 11 pL 1557 1510 1574 1547,00 2,14 102,04
Lote da coluna 1550 1544 1538 1544,00 0,39 101,85

Legenda: DPR — desvio padréo relativo.

4.6.0btencao e caracterizacdo do extrato liquido a partir das folhas de E. uniflora

4.6.1. Otimizag¢do das condi¢des de EAU para a obtengdo de acido elagico das folhas de E.

uniflora

O método de EAU ¢ abordado como uma alternativa moderna de extracdo (YOLMEH,
NAJAFI & FARHOOK, 2014; SAHIN, AYBASTIER & ISIK, 2013). Em comparagdo com
os métodos de extracdo convencionais que envolvem aquecimento e refluxo, a EAU oferece
uma alternativa com menores perdas de compostos fenolicos devido a oxidagdo, ionizagdo e
hidrolise (LI, CHEN & YAO, 2005). Em vista de outras técnicas modernas como, extracao
em fluido supercritico e extragdo assistida por micro-ondas, a EAU ¢é considerada uma técnica
de baixo custo, simples e eficiente (WANG et al., 2013). Seu mecanismo de extragdo ¢
atribuido ao fendmeno de cavitacdo, a interagdo de for¢as mecanicas e ao impacto térmico. O
que proporciona a ruptura da parede celular, a redu¢do do tamanho de particulas e o aumento
da transferéncia de massa através da membrana celular (HOSSAIN et a., 2012).

O aprimoramento da performance de um sistema, processo ou produto com o intuito
de se obter maior beneficio pode ser compreendido no conceito de otimizacdo (BEZERRA el
al., 2008). Nos ultimos anos a utilizagdo de ferramentas de analise multivariada tem sido
frequentemente empregada na otimizacdo de métodos analiticos principalmente devido a
reducdo no nimero de experimentos e consequentemente em gastos com a pesquisa. Além do
mais, estas ferramentas permitem o desenvolvimento de modelos matematicos na avalicdo de
interagdes entre as varidveis estudadas (FERREIRA el al., 2007).

Neste trabalho foi selecionado o delineamento Box-Behnken 3° como ferramenta de
analise multivariada na avaliacdo da influéncia das variaveis independentes: teor alcodlico

(%, p/p), tempo (minutos) e temperatura de extracdo (°C) sobre a concentracdo de acido
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elagico (ug/mL) no extrato liquido das folhas de E. uniflora obtido por EAU. Para tanto,
realizou-se uma nova curva padrdo com a metodologia ja& validada para quantificacdo de acido
elagico nas amostras do extrato liquido (Figura 19). A Tabela 17 mostra a matriz experimental
do modelo Box Behnken (3°) utilizada na otimizagio da metodologia de EAU. A
concentragdo de acido elagico variou entre 8,0 e 26,3 expressos em pg/mL da concentragao

final da solucdo injetada na CLAE.

Figura 19: Curva padrdo de 4cido elagico para a quantificacdo desse marcador nas amostras
do extrato liquido das folhas de Eugenia uniflora L. utilizadas no estudo de otimizacao da

EAU.
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Legenda: R” — coeficiente de determinagio.

Tabela 17: Matriz experimental do modelo Box Behnken (3°) e concentragio de 4cido

elagico para a EAU das folhas de Eugenia uniflora L.

Grau alcodlico Tempo Temperatura Acido Elagico (ug/mL)

1 40 20 45 21,7
2 80 20 45 9,2

3 40 40 45 14,5
4 80 40 45 8,1

5 40 30 30 13,1
6 80 30 30 8,7

7 40 30 60 20,6
8 80 30 60 14,5
9 60 20 30 8,0

10 60 40 30 11,1
11 60 20 60 26,3
12 60 40 60 17,3
13 60 30 45 15,0
14 60 30 45 14,6
15 60 30 45 16,4

Nota: concentragdo de acido elagico expressa em pg/mL da solugdo final injetada em CLAE.
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As andlises dos dados foram realizadas por ANOVA e regressdo linear multipla
empregando a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). Os resultados sdo exibidos na
Tabela 18. A ideia central da analise de variancia (ANOVA) ¢ a de comparar as variancias
dos diferentes tratamentos com a variancia decorrente do erro do experimento e assim
determinar a significdncia da regressdo adotada para prever respostas (BEZERRA el al.,
2008). Sendo assim, o modelo foi significativo (p = 0,000358), ndo demonstrando falta de
ajuste (p = 0,097575) e o coeficiente de determinagio (r*) foi de 0,9321.

Tabela 18: Sumario dos valores de p efeitos lineares (L), quadraticos (Q) e interacdes, das

variaveis independentes avaliadas pelo modelo Box Behnken (3°) na otimizagdo da EAU.

. Acido elagico
Parametro 8

P efeito

1L 0,008167 -0,007350
1Q 0,074161" 0,001704
2L 0,033663" -0,003550
2Q 0,656810 0,000254
3L 0,004965" 0,009450
3Q 0,349469" -0,000596
1Le2L 0,084095"" 0,003050
1L e3L 0,463396 -0,000850
2L e 3L* 0,023548" -0,006050

Legenda: 1 — grau alcodlico, 2 — tempo de extragdo e 3 temperatura de extracdo. L — linear, Q — quadratico
*p<0,05, **p<0,1.

Como a extragdo de compostos fenolicos depende amplamente da polaridade dos
solventes, ¢ possivel que um unico solvente ndo seja eficiente para a extracdo dos compostos
bioativos (WANG et al., 2013). Consequentemente, a combinacdo de alcool e dgua ¢ mais
eficiente na extracdo de compostos fendlicos do que somente o alcool (GAN & LATTIF,
2011). Neste trabalho, o teor alcoodlico da solugdo extratora apresentou efeito linear negativo
sobre a concentracdo de acido eldgico (Tabela 18), indicando que graduagdes alcoolicas
menores proporcionariam uma maior extracdo do marcador nas folhas de E. uniflora. Dados
semelhantes foram relatados nos trabalhos Ilbay, Sahin e Kirbaslar (2013) e Martins et al.,
(2013).

Os efeitos lineares das varidveis independentes tempo e temperatura de extragdo foram
significativos, bem como a intera¢do entre eles (Tabela 18). Com excecdo da temperatura de
extracdo, as demais varidveis apresentaram efeito negativo sobre a concentragdo de acido
elagico como pode ser observado nos graficos de superficie de resposta, ilustrados na Figura

20.
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Figura 20: Graficos de superficie de resposta representando a concentragao de acido elagico

(ng/mL) em fungdo das varidveis independentes para a extracdo assistida por ultrassom
(EAU) das folhas de Eugenia uniflora L.
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Legenda: (A) tempo de extragdo (min) e teor alcodlico (%, p/p). (B) temperatura de extragdo (°C) e teor
alcoodlico (%, p/p). (C) temperatura (°C) e tempo de extracdo (min). Nota: concentragdo de acido elagico
expressa em pg/mL da solucdo final injetada em CLAE.

A Figura 21 demonstra a relagdo entre os valores preditos pelo modelo e os dados

observados. A proximidade destes resultados representa a adequabilidade do modelo em
prever respostas.
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Figura 21: Correlacdo entre os valores observados e os valores preditos pelo modelo para a

concentragdo de acido elagico (ng/mL).
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Baseado na andlise dos dados de superficie de resposta e na funcdo geral de
otimizagdo, foram determinadas as condi¢cdes de EAU para a otimizacdo da resposta. O
objetivo era de se obter as maiores concentragdes de acido eldgico por meio da metodologia
de extracdo. Desta forma foram sugeridos os seguintes parametros de extracdo: grau alcodlico
de 44% (p/p), tempo de extracdo de 22 minutos e temperatura de 59°C, para um valor de 26,0
pg/mL de acido eldgico predito pelo modelo estatistico. Essas condi¢gdes foram verificadas a
partir de extracdes conduzidas em triplicata.Foi encontrado um valor médio de 24,0 pg/mL de

acido elagico, correspondente a 93,7% + 0,4 do valor predito (Tabela 19).

Tabela 19: Parametros da EAU otimizados e valores preditos e real de acido elagico.

Variaveis Independentes Valor Predito de Valor real de

Otimizadas Valores Acido elagico Acido elagico
(ng/mL) (ng/mL)
Grau Alcodlico (%) 44
Tempo de Extragao (Minutos) 22 26,0 24,0 £ 0,4

Temperatura de Extracdo (°C) 59

Nota: concentragdo de acido elagico expressa em pg/mL da solugdo final injetada em CLAE.
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4.6.2. Obten¢ao do Extrato Liquido

Apesar de a EAU e a percolacdo apresentarem mecanismos de extracdo distintos, a
funcdo e a seletividade da solucdo extratora permanece a mesma. Assim, os dados obtidos
sobre grau alcodlico, na otimiza¢do da EAU, foram parametros norteadores para a obten¢ao
do extrato liquido em maior escala. Desta forma a graduacdo alcodlica de 44% (p/p) foi
utilizada durante o processo de extracdo por percolacdo. Foram obtidos cerca de 18 litros de
extrato hidroalcoodlico percolado, o material foi acondicionado em recipientes com protegdo a
luminosidade e acondicionados a temperatura de -20 °C. Apoés a rotaevaporacao foram obtidos
cerca de 6 litros do extrato, que por sua vez foram armazenados em frascos &mbar e mantidos

a -20°C até ser realizada a caracterizagdo e secagem do material.

4.6.3. Caracterizagdo do extrato liquido

A Tabela 20 demonstra os resultados dos testes de caracterizagdo do extrato liquido.
Foi encontrado um valor médio de 6,46% = 0,12 de solidos totais, um pH de 4,79 = 0,05 e
densidade de 1,0134 g/mL = 1,01.

Tabela 20: Caracterizacao do extrato liquido das folhas de Eugenia uniflora L.

Replicata Solidos Totais (% p/p) pH Densidade (g/mL)
1 6,33 4,85 1,0129
2 6,46 4,76 1,0140
3 6,58 4,77 1,0134
Média 6,46 4,79 1,0134
Desvio padrao 0,12 0,05 0,0005
DPR 1,94 1,03 0,0526

Legenda: DPR — desvio padréo relativo.

Segundo Oliveira e Petrovick (2009), a concentracdo de sélidos presente no extrato
liquido exerce grande impacto sobre a eficiéncia da operagdo de secagem. Desta forma
extratos com conteudo de sdlidos menores tendem a formar particulas com maior espago
interno e paredes menos espessas apds a secagem. O valor médio de solidos totais encontrado

no presente estudo se mostrou superior aos de Caliskan & Dirim (2013) e Gallo et al. (2011).
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O pH do extrato liquido se mostrou em conformidade com outros trabalhos que
envolveram a utilizagdo do mesmo género Eugenia (COUTO et al., 2011 e COUTO el al.,
2013). A acidez pode ser justificada pela presenca de diversos compostos de natureza acida
como o proprio acido eldgico além de outros elagitaninos ja relatados na literatura para a

espécie de E. uniflora (LEE et al., 1997).

4.7.0btencao e caracterizacao do extrato seco das folhas de E. uniflora

4.7.1. Andlise termogravimétrica (ATG) do padrao de acido elagico

A curva de decaimento de massa do padrdo de 4cido eldgico frente a temperatura ¢
demonstrada na Figura 22. E possivel observar um decaimento inicial de massa pela
desidratacdo do padriao que se estabiliza em 91,7% = 0,40 entre as temperaturas de 164°C e
444°C. A degradagdo do 4acido elagico teve inicio em torno de 444°C e se estabilizou

novamente em aproximadamente 710°C.

Figura 22: Curva termogravimétrica do padrao acido elagico
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A ATG demonstrou a seguranca na utilizacdo de temperaturas até aproximadamente

444°C sem que ocorra a degradagdo do acido elagico. Dados semelhantes foram encontrados
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em outros trabalhos (ARULMOZHI, PANDIAN & MIRUNALINI, 2013; HUSSEIN et al.,
2011). Este dado ¢ importante durante o processo de secagem visando a manutengdo do

marcador no extrato.

4.7.2. Delineamento experimental

Com base na literatura foram selecionados pardmetros a se avaliar para otimizagdo das
condi¢des de secagem por aspersao do extrato liquido. Segundo Couto et al. (2011) a maior
parte dos trabalhos envolvendo secagem por aspersdo (Spray Drying) faz utiliza¢do da técnica
com o auxilio de adjuvantes de secagem, para aplicacdo na area de alimentos, sendo cada vez
mais necessario o desenvolvimento de novas pesquisas voltadas para a utilizacdo destes
materiais na area farmacéutica. Para a secagem de extratos derivados de plantas, a selecdo e o
uso adequado de adjuvantes no processo de Spray Drying ¢ uma fase de fundamental
importancia, visto que determina a estabilidade e qualidade do material, podendo afetar até
mesmo caracteristicas como a biodisponibilidade (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010).

Adjuvantes de secagem geralmente sdo adicionados ao processo com o intuito de se
melhorar a eficiéncia de secagem e propriedades do produto (GEORGETTI et al., 2008). O
dioxido de silicio coloidal (Aerosil®) tem sido amplamente empregado como adjuvante em
processos de secagem por aspersdo, por ser considerado de elevada superficie especifica e alto
poder sorvente (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010). Com o foco mais voltado para a
industria de alimentos, outros adjuvantes sdo amplamente utilizados, como a maltodextrina e
ciclodextrina, o manitol, a celulose microcristalina e a goma arabica, entretanto, varios
estudos demonstraram a superioridade do Aerosil” sobre caracteristicas como: rendimento do
processo de secagem; tamanho de particula e escoamento do material (GALLO el al., 2011;
CORTES-ROJAS, SOUZA & OLIVEIRA, 2015; VASCONCELOS, MEDEIROS &
MOURA, 2005 e GEORGETTI et al., 2008).

A temperatura de saida do extrato seco ¢ um resultado da temperatura de entrada e da
vazao do extrato durante o processo de secagem por aspersdo. Ela apresenta impacto direto
sobre a degradacdo quimica dos constituintes do extrato liquido e a umidade e atividade de
agua (AW) do extrato seco (CORTES-ROJAS, SOUZA & OLIVEIRA, 2015). Desta forma a
temperatura de entrada, a vazao do extrato e a concentracdo do adjuvante foram as variaveis
independentes selecionadas para o estudo de otimizagao.

Foram realizadas trés secagens preliminares do extrato a fim de se avaliar o efeito da

concentracdo do adjuvante sobre o rendimento e as caracteristicas do extrato seco. A Tabela
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21 apresenta a concentracdo utilizada de adjuvante em cada uma das trés secagens e os

resultados obtidos para rendimento e caracteriza¢ao do extrato.

Tabela 21: Rendimento e caracterizagdo do extrato obtido com o método de secagem do

estudo preliminar para a avaliago de trés concentra¢des do adjuvante (Aerosil®).

% (p/p)* de Rendimento Umidade AW Teor de acido
adjuvante (%) (%) elagico (%)
0 56,10 4,89 0,2857 0,8786
5 59,79 4,82 0,2853 0,7459
20 59,98 4,28 0,2463 0,7715

Legenda: AW — atividade de 4gua. *porcentagem de aerosil® em relagdo a massa de solidos totais. Condigdes
de secagem: didmetro do bico de aspersdo de 1,2 mm, fluxo do ar comprimido de 40 L/min., pressdo do ar
comprimido de 4,0 Kg/F, fluxo do ar de secagem de 3,0 m’/min., temperatura de entrada de 125°C e vazio do
extrato de 4,0 mL/min.

Foi possivel observar o comportamento do rendimento da secagem, sendo este,
diretamente proporcional a concentra¢cdo do adjuvante. Para as demais avaliagdes (umidade,
atividade de agua e teor de 4cido elagico) este comportamento foi inversamente proporcional
a concentragdo do adjuvante. Desta forma estas informagdes foram exploradas com maior

detalhamento durante o estudo de otimizacdo da secagem dos extratos por aspersio (Spray

Drying).
4.7.3. Otimizagdo da secagem dos extratos por aspersdo (Spray Drying)

Os resultados dos 15 experimentos na matriz do modelo experimental Box Behnken

(3%), & apresentada na Tabela 22.
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Tabela 22: Matriz experimental do modelo Box Behnken (3°) e seus respectivos resultados de

rendimento e testes de caracterizacdo dos extratos secos obtidos por aspersao (Spray Drying).

Temperatura Vazdodo Concentracio . . T,eo.r de
0 . Rendimento Umidade Acido
N de e?trada Extra.to do Adjuvante (%) (%) AW eldgico
O (mL/min.) (% p/p)* (%)

1 120 3 10 54,62 3,15 0,2053  0,7639
2 160 3 10 56,47 3,04 0,1517 0,7472
3 120 5 10 54,06 3,92 0,2230 0,8074
4 160 5 10 53,86 2,94 0,1887 0,7564
5 120 4 0 47,45 4,33 0,2523 0,8114
6 160 4 0 44,88 4,02 0,2587  0,8042
7 120 4 20 56,01 2,68 0,1923  0,8896
8 160 4 20 54,45 3,20 0,1740  0,8468
9 140 3 0 48,30 3,79 0,1663 0,9261
10 140 5 0 46,13 4,22 0,1700  0,9088
11 140 3 20 56,14 3,02 0,1780  0,6728
12 140 5 20 56,77 3,29 0,1910 0,7408
13 140 4 10 56,50 3,54 0,2107  0,7401
14 140 4 10 52,66 3,44 0,2010  0,7200
15 140 4 10 56,05 3,63 0,1870  0,7722

Legenda: AW — atividade de dgua. *porcentagem de aerosil” em relagdo a massa de solidos totais. Condigdes
mantidas fixas durante a secagem: didmetro do bico de aspersdo de 1,2 mm, fluxo do ar comprimido de 40
L/min., press@o do ar comprimido de 4,0 Kg/F, fluxo do ar de secagem de 3,0 m*/min.

A andlise de varidncia com o sumadrio dos efeitos das varidveis independentes e sua

significancia sdo apresentados na Tabela 23. Com exceg¢do das interagdes entre temperatura de

entrada e vazdo do extrato, e a interagdo entre temperatura de entrada e concentracdo do

adjuvante, na avaliagdo da umidade, as demais varidveis independentes ndo demonstraram

efeitos significativos em suas interagdes.
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Tabela 23: Sumario dos efeitos das varidveis independentes sobre as respostas avaliadas no
planejamento Box Behnken (3°) na obtengio do extrato seco das folhas de Eugenia uniflora

L.

. Rendimento Umidade AW Acido elagico
Parametro . . . .
p efeito p efeito p efeito p efeito
1L 0,7167 -0,6200 0,0815 -0,2208 0,0971 -0,0250 0,2579 -0,0288
1Q 0,5740  0,7275 0,0951 0,1488  0,1027 -0,0178 0,2245 -0,0235
2L 0,5108 -1,1775 0,0361° 0,3442 0,1683 0,0178 0,3066 0,0250
2Q 0,7435 -0,4100 0,1239 0,1271 0,0554 0,0252 0,9556 -0,0009
3L 0,0253"  9,1525 0,0041° -1,0417 0,0797 -0,0280 0,0287 -0,1062
3Q 0,0793  3,6450 0,0776 -0,1671 0,7803 -0,0020 0,0465 -0,0606
ILe2L 0,6736  -1,0250 0,0439" -0,4383 0,5019  0,0097 0,5805 -0,0170
IL e3L 0,8323  0,5050 0,0483" 0,4167 0,4089 -0,0123 0,5814 -0,0170
2L e 3L 0,0832 1,4000 0,4886 -0,0800 0,7328 0,0047 0,2537 0,0413
Falta de ajuste ~ 0,8025 - 0,0877 - 0,0819 - 0,0553 -

Legenda: AW — atividade de agua. 1 — temperatura de entrada, 2 — vazdo do extrato, 3 — concentragdo do
adjuvante. L — linear, Q — quadratico. p<0,05.

O rendimento da secagem foi influenciado significativamente pela concentragdo de
adjuvante, de forma que, o aumento da concentracdo de adjuvante no extrato favoreceu um
maior rendimento. Nos niveis avaliados os graficos de superficie de resposta demonstram um
platdé em fun¢do da temperatura de entrada e da vazao do extrato sugerindo que estas variaveis
ndo afetariam esta resposta nessas condi¢des (Figura 23). O modelo apresentou significancia
estatistica sem demonstrar falta de ajuste (p = 0,000134 e 0,802473 respectivamente). O

coeficiente de determinacdo (r%) foi de 0,9443.
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Figura 23: Gréficos de superficie de resposta representando o rendimento da secagem (%) em
funcdo das variaveis independentes.
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Legenda: (A) vazdo do extrato (mL/min.) e temperatura de entrada (°C). (B) concentra¢do do adjuvante (% p/p)

e temperatura de entrada (°C). (C) vazdo do extrato (mL/min.) e concentragdo do adjuvante (% p/p). Nota:
concentragdo de adjuvante em % (p/p) em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido.

Os graficos de superficie de resposta para as avaliagdes de umidade e atividade de
agua (AW) devem ser avaliados de forma que as condi¢des de maior desejabilidade sejam
aquelas com os menores valores de resposta (representados na cor verde). A vazao do extrato
apresentou efeito linear positivo sobre a umidade dos extratos secos. Também foram
consideradas significativas as interagdes entre temperatura de entrada e vazdo do extrato e a
interagdo entre temperatura de entrada e concentracdo de adjuvante (Figura 24). O modelo

para avaliagdo da umidade apresentou valor de p de 0,000063, ndo demonstrando falta de
ajuste (p = 0,087678) e o coeficiente de determinagio (r*) foi de 0,9115.
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Figura 24: Gréficos de superficie de resposta representando a umidade (%) do extrato seco
em funcdo das varidveis independentes.
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Legenda: (A) vazdo do extrato (mL/min.) e temperatura de entrada (°C). (B) concentra¢do do adjuvante (% p/p)

e temperatura de entrada (°C). (C) vazdo do extrato (mL/min.) e concentragdo do adjuvante (% p/p). Nota:
concentragdo de adjuvante em % (p/p) em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido.

Para a atividade de 4gua (AW) o modelo apresentou significancia sem demonstrar
falta de ajuste (p = 0,000307 ¢ 0,081860). O coeficiente de determinagdo (r*) foi de 0,5956.
Nao foi possivel a identificagdo de efeitos significativos das varidveis independentes sobre a
atividade de agua (AW). Utilizando um menor critério estatistico de significancia (10%) ¢
possivel identificar alguns efeitos significativos, entretanto pelo mesmo critério o modelo

demonstraria falta de ajuste. Os graficos de superficie de resposta das interacdes sao
demonstrados nas Figura 25.



88

Figura 25: Graficos de superficie de resposta representando a atividade de dgua (AW) do

extrato seco em fun¢do das variaveis independentes.
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Legenda: (A) vazdo do extrato (mL/min.) e temperatura de entrada (°C). (B) concentra¢do do adjuvante (% p/p)
e temperatura de entrada (°C). (C) vazdo do extrato (mL/min.) e concentragdo do adjuvante (% p/p). Nota:
concentragdo de adjuvante em % (p/p) em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido.

Nao foram identificadas interagdes significativas entre as varidveis independentes para
o teor de acido elagico (%), entretanto foram significativos os efeitos lineares e quadraticos da
concentracdo de adjuvante para essa resposta. Os graficos de superficie de reposta
demonstram que menores concentragdes de adjuvante estavam associadas aos maiores teores
de acido elagico, conforme demostrado nas Figura 26. O modelo apresentou valor de p de

0,000090 nio demonstrando falta de ajuste (p = 0,055270). O coeficiente de determinagio (r°)
foi de 0,5399.
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Figura 26: Graficos de superficie de resposta representando o teor de acido elagico (%)
presente no extrato seco em fungdo das variaveis independentes
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Legenda: (A) vazdo do extrato (mL/min.) e temperatura de entrada (°C). (B) concentra¢do do adjuvante (% p/p)

e temperatura de entrada (°C). (C) vazdo do extrato (mL/min.) e concentragdo do adjuvante (% p/p). Nota:
concentragdo de adjuvante em % (p/p) em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido.

Com base na avaliagdo dos graficos de superficie de resposta ¢ possivel concluir que

nos niveis estudados, as variaveis temperatura de entrada e vazdo do extrato ndo apresentaram
interferéncia sobre o teor de acido elagico.

A Figura 27 apresenta os graficos de correlagdo entre os valores preditos pelo modelo
e os observados por meio da experimentacdo. Mais uma vez a proximidade destes valores

indica a capacidade do modelo em prever as respostas para cada uma das varidveis respostas
estudadas.
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Figura 27: Correlacdo entre os valores preditos e observados para as respostas avaliadas na

secagem dos extratos.
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A fim de se explorar outras regides dos graficos de superficie de resposta, foi proposto

um segundo delineamento fatorial estudando niveis mais amplos para as mesmas variaveis

independentes.

4.7.3.1.Segundo delineamento fatorial

A Tabela 24 apresenta a nova matriz do modelo Box Behnken (3%) com os resultados

do rendimento e testes de caracteriza¢do para cada um dos novos 15 extratos obtidos.
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Tabela 24: Matriz experimental do segundo planejamento fatorial no modelo Box Behnken
(3%) e seus respectivos resultados de rendimento e testes de caracterizagio dos extratos secos

obtidos por aspersao (Spray Drying).

Vaziao do Concentragio . . Tf:o.r de
o Temperatura . Rendimento Umidade Acido
de entrada (°C) Extrato do Adjuvante (%) (%) AW eldgico
(mL/min.) (% p/p)* (%)

1 150 3 0 43,46 3,24 0,2153 10,7364
2 150 9 0 44,43 3,64  0,2110 0,7264
3 150 3 60 64,55 2,45  0,1907 0,7037
4 150 9 60 69,50 2,66 0,1713 0,7186
5 120 3 30 64,33 2,71 0,1997 0,6659
6 120 9 30 69,43 297  0,1937 0,7221
7 180 3 30 62,21 2,05 0,1737 0,7241
8 180 9 30 65,18 2,35 0,1817 10,6548
9 180 6 0 45,24 4,15  0,2537 0,6918
10 180 6 60 69,49 3,13  0,1970 0,6922
11 180 6 0 40,76 3,40  0,2417 0,6545
12 180 6 60 65,38 2,28  0,1557 10,6633
13 150 6 30 63,69 2,36  0,1570 0,6758
14 150 6 30 62,39 241  0,1627 0,6930
15 150 6 30 61,72 2,56  0,1623 0,6727

Legenda: AW — atividade de dgua. *porcentagem de aerosil” em relagdo a massa de solidos totais. Condig¢des
mantidas fixas durante a secagem: didmetro do bico de aspersdo de 1,2 mm, fluxo do ar comprimido de 40
L/min., press@o do ar comprimido de 4,0 Kg/F, fluxo do ar de secagem de 3,0 m*/min.

A seguir sdo apresentados o sumario dos efeitos e os valores de p das avaliagdes
lineares e quadraticas de cada uma das varidveis independentes e suas interagdes (Tabela 25).
O modelo apresentou valor de p igual a 0,003063, ndo demonstrando significancia para a falta

de ajuste (p = 0,087678).
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Tabela 25: Sumario dos efeitos das variaveis independentes sobre as respostas avaliadas no

novo planejamento Box Behnken (3°) na obtengdo do extrato seco das folhas de Eugenia

uniflora L.
. Rendimento Umidade AW Acido elagico
Parametro . . . .
efeito p efeito p efeito p efeito
1L 0,0342° -3,7397 0,0101° -0,7217 0,0096 -0,0228 0,1360 -0,0188
1Q 0,1469 -1,2083 0,0955 -0,1610 0,0063" -0,0207 0,0829 0,0285
2L 0,0388" 34973 0,0566 0,2933 0,1374 -0,0054 0,6147 -0,0046
2Q 0,1055 -1,4783 0,2645 0,0824 0,0729 -0,0058 0,0348" -0,0298
3L 0,0009" 23,7572 0,0055" -0,9816 0,0019° -0,0518 03142 -0,0103
3Q 0,0037°  8,5947 0,0010° -0,6376 0,0029° -0,0306 0,1419 -0,0135

2L e3L 0,1855 11,9938 0,4541 -0,0950 0,1410 -0,0076 0,2523 0,0175

2L elL 0,4015 -1,0609 0,0853 0,0217 0,1588 0,0070 0,0291" -0,0628

3LelL 0,8724 0,1827 0,6661 -0,0517 0,0441° -0,0147 0,7326 0,0043
Falta de ajuste  0,6347 - 0,5461 - 0,0335 - 0,3083 -

Legenda: AW — atividade de agua. 1 — temperatura de entrada, 2 — vazdo do extrato, 3 — concentragdo do
adjuvante. L — linear, Q — quadratico. p<0,05.

Ao longo dos 15 experimentos o rendimento da secagem variou entre 40,76 e 69,50%
em relacdo ao total de solidos presentes no material de entrada. As trés varidveis
independentes demonstraram efeito linear significativo sobre a resposta. A variavel que mais
influenciou o rendimento foi a concentragdo de adjuvante (efeito apresentado na Tabela 25).
Vasconcelo et al. (2005), reportaram efeito semelhante no rendimento para a secagem de
extratos liquidos obtidos das cascas de Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae). Os
autores chegaram a encontrar diferencas maiores que 100% entre os rendimentos das secagens
do planejamento fatorial, sendo que ao final do experimento a maior concentragdo avaliada de
Aerosil®” foi adotada para os pardmetros otimizados.

A temperatura de entrada apresentou efeito negativo e a vazdo do extrato apresentou
efeito positivo sobre o rendimento (Tabela 25). A interpretagdo destes dados indica que
temperaturas de saida mais baixas, resultado de baixas temperaturas de entrada e altas vazdes
do extrato, estdo relacionadas com maiores rendimentos. Entretanto, segundo Oliveira e
Petrovick (2009), temperaturas de entrada mais elevadas facilitam o processo de secagem,
pois normalmente reduzem a tensdo superficial e a viscosidade do material, facilitando a
formagdo de goticulas.

A Figura 28 mostra o comportamento do rendimento da secagem frente a interagdes
das variaveis independentes. Assim como observado nos resultados do primeiro delineamento
fatorial, houve a formacao de platds em fungdo das varidveis temperatura de entrada e vazao
do extrato. A identificacdo de platds nos graficos de superficie de resposta indica que nos

niveis adotados a variavel em questdo ndo afeta a resposta estudada (BEZERRA et al., 2008).
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O modelo demonstrou significancia estatistica sem apresentar falta de ajuste (p = 0,000024 e
0,634678 respectivamente). O coeficiente de determinagio (r°) foi de 0,9972.

Figura 28: Gréficos de superficie de resposta representando o rendimento da secagem (%) em
funcdo das variaveis independentes.
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Legenda: (A) concentragdo do adjuvante (% p/p) e vazdo do extrato (mL/min.). (B) temperatura de entrada (°C)

e vazdo do extrato (mL/min.). (C) concentragdo do adjuvante (% p/p) e temperatura de entrada (°C). Nota:
concentragdo de adjuvante em % (p/p) em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido.

O impacto positivo da utilizagdo de adjuvantes sobre o rendimento dos extratos secos,

(em especial o dioxido de silicio coloidal - Aerosil®), ja foi apontado em outros estudos de

otimizagio (CORTES-ROJAS, SOUZA & OLIVEIRA, 2015; ¢ GEORGETTI et al., 2008;
GALLO el al,, 2011; VASCONCELOS & MOURA, 2005).

Visando a minimizacdo da resposta umidade, a andlise de varidncia (Tabela 25)

indicou que as varidveis temperatura de entrada e concentragdo de adjuvante foram
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significativas na modificacdo desta resposta ao longo dos experimentos. Os graficos de
superficie de resposta apresentados na Figura 29 demonstram que no intervalo avaliado a
vazdo do extrato apresentou pouco impacto sobre o teor de umidade dos extratos secos. O

modelo apresentou valor de p de 0,000104, sem demonstrar falta de ajuste (p = 0,546083). O
coeficiente de determinagio () foi de 0,9892.

Figura 29: Gréficos de superficie de resposta representando a umidade (%) do extrato seco
em funcdo das varidveis independentes.
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Legenda: (A) concentragdo do adjuvante (% p/p) e vazdo do extrato (mL/min.). (B) temperatura de entrada (°C)

e vazdo do extrato (mL/min.). (C) concentragdo do adjuvante (% p/p) e temperatura de entrada (°C). Nota:
concentragdo de adjuvante em % (p/p) em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido.

Segundo Kurozawa et al. (2009) com altas temperaturas do ar de entrada existe uma
maior transferéncia de calor para as particulas atomizadas ocorrendo desta forma uma maior

taxa de evaporacdo dos solventes. Por outro lado, a altas vazdes do extrato implicariam em
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um menor periodo de contato entre o material atomizado e o ar de secagem resultando em
uma menor evaporacao do solvente.

A atividade de agua (AW) ¢ considerada um dos fatores de qualidade mais importantes
quanto se trata do periodo de estocagem do material seco (CALISKAN & DIRIM, 2013).
Assim como na avaliacdo da umidade, foram objetivados os valores mais baixos. O modelo
demonstrou significAncia estatistica entretanto a avaliagdo da falta de ajuste também foi
significativa (p = 0,000021 ¢ 0,033540). O coeficiente de determinacio (r*) foi de 0,9274. Os
graficos de superficie de resposta, apresentados na Figura 30, mostram que a varidvel
independente com menor influéncia sobre a atividade de agua foi a vazao do extrato. Como a

atividade de agua e a umidade s@o respostas relacionadas este comportamento ja era esperado.
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Figura 30: Graficos de superficie de resposta representando a atividade de dgua (AW) do

extrato seco em fun¢do das variaveis independentes.

Legenda: (A) concentragdo do adjuvante (% p/p) e vazdo do extrato (mL/min.). (B) temperatura de entrada (°C)
e vazdo do extrato (mL/min.). (C) concentragdo do adjuvante (% p/p) e temperatura de entrada (°C). Nota:
concentragdo de adjuvante em % (p/p) em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido.

Nos trés graficos de superficie de resposta apresentados para avaliagdo da influéncia
dos parametros de secagem sobre a atividade de agua ¢ possivel verificar os pontos de
minimos valores, indicados pela coloracao verde mais intensa, localizados dentro da regido do
experimento.

Em todos os experimentos os valores de atividade de 4gua encontrados variaram entre
0,1557 e 0,2537. Considerando que valores abaixo de 0,6 proporcionam estabilidade
microbiologica e entre 0,2 e 0,4 garante a estabilidade quanto a hidrolise, oxidagao lipidica,

auto-oxida¢do e atividade enzimatica, concluimos que todos os extratos obtidos apresentaram
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atividade de agua adequada como parametro de qualidade (QUEL, CHOK & SWEDLUND,
2007; MARQUES, FERREIRA & FREIRE, 2007).

Os teores de acido elagico para os 15 experimentos variaram entre 0,6545 e 0,7364%.
A andlise de variancia e de regressdo linear demonstrou uma intera¢do significativa entre a
temperatura de entrada e a vazao do extrato. O modelo apresentou valor de p de 0,000021 sem

demonstrar falta de ajuste (p = 0,308332) ¢ o coeficiente de determinagdo () foi de 0,9067 .
Os graficos de superficie de resposta sdo apresentados na Figura 31.

Figura 31: Graficos de superficie de resposta representando o teor de acido elagico (%)
presente no extrato seco em fungdo das variaveis independentes
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Legenda: (A) concentragdo do adjuvante (% p/p) e vazdo do extrato (mL/min.). (B) temperatura de entrada (°C)

e vazdo do extrato (mL/min.). (C) concentragdo do adjuvante (% p/p) e temperatura de entrada (°C). Nota:
concentragdo de adjuvante em % (p/p) em relagdo a massa de sélidos totais do extrato liquido.
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Na Figura 31 B ¢é possivel observar dois comportamentos distintos em funcdo do teor
de acido elagico: Quando as menores vazdes e temperaturas mais altas sdo relacionadas a
maiores teores de acido elagico e quando ocorre o oposto, vazdes mais altas e temperaturas
mais baixas sdo relacionadas a maiores teores de acido elagico. Borges et al (2015) encontrou
um comportamento semelhante para interagdo destas mesmas varidveis independentes em
funcdo do conteudo de fendlicos totais em extratos secos obtidos a partir de residuos de
jabuticaba. Na primeira situagdo ¢ possivel que ocorra uma maior liberagdo de acido elagico
dentre outros compostos fendlicos a partir de uma hidrélise dos elagitaninos, acentuada pela

temperatura (BORGES et al, 2015).

As repostas observadas para o segundo delineamento experimental se aproximaram
mais dos valores preditos pelo modelo em com comparagdo com o delineamento anterior

(Figura 32).

Figura 32: Correlacdo entre os valores preditos e observados para as respostas avaliadas na
secagem dos extratos do segundo delineamento experimental.
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Com base nos graficos de superficie de resposta e utilizando a fungdo geral de
otimizac¢do foram propostos os pardmetros apresentados na Tabela 26 para a obten¢do de um
valor de desejabilidade de 0,8630 levando em consideragdo as quatro respostas (varidveis
dependentes) estudadas. Este valor de desejabilidade se mostrou superior ao de outros estudos
de otimizacdo do processo de secagem de extratos por aspersdao Spray Drying (BORGES et al
2015; CORTES-ROJAS, SOUZA & OLIVEIRA, 2015). Este fato demonstra a capacidade do
modelo em maximizar as respostas de rendimento e teor de acido eldgico e de minimizar as

respostas de umidade e atividade de adgua.

Tabela 26: Valores preditos para rendimento e dados de caracterizagdo do extrato seco obtido

das folhas de Eugenia uniflora L. por aspersao (Spray Drying).

Teor de
Variaveis independentes Rendimento Umidade acido
otimizadas Valores = oy @) AWV dagico
(Y0)
Temperatura de entrada (°C) 144
Vazao do extrato (mL/min) 9 71,04 2,49 0,1605 0,7226

Concentracao do adjuvante (%p/p) 49

4.7.3.2.Reproducdo e caracterizacdo dos extratos obtidos com as condigdes de secagem

otimizadas

A fim de se verificar a reprodutibilidade dos parametros otimizados no modelo Box
Behnken (3°) foi realizada uma nova bateria de trés secagens utilizando temperatura de
entrada de 144°C, vazdo do extrato de 9,0 mL/minuto e concentracdo do adjuvante em 49 %
(p/p). O processo foi avaliado pelo rendimento da secagem e os extratos caracterizados pelos
testes de umidade, atividade de agua e teor de acido elagico. Os dados da triplicata sdo

apresentados na Tabela 27.
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Tabela 27: Valores reais para rendimento e dados de caracterizacdo do extrato seco obtido

das folhas de Eugenia uniflora L. por aspersao (Spry Drying).

Secagens Rendimento Umidade AW Teqr fle acido
(%) (%) elagico (%)
1 88,94 2,8800 0,1827 0,7210
2 85,36 2,7533 0,1857 0,7197
3 86,63 2,5733 0,1783 0,7166
Média 86,98 + 1,81 2,7356 £0,15 0,1822 +0,00 0,7190 + 0,00
DPR 2,0868 5,6334 2,0233 0,3157
% 122,43 +£2,55 109,86 £ 6,18 113,53 £2,29 99,51 + 0,31

Legenda: DPR: desvio padrdo relativo. * porcentagem em relacdo ao valor predito pelo modelo. Condig¢des de
secagem: diametro do bico de aspersdo de 1,2 mm, fluxo do ar comprimido de 40 L/min., pressdo do ar
comprimido de 4,0 Kg/F, fluxo do ar de secagem de 3,0 m’/min; temperatura de entrada de 144°C, vazdo do
extrato de 9,0 mL/min. concentragdo do adjuvante de 49% (p/p).

O experimento mostrou valores com boa concordancia aos resultados preditos. Isto
denota a adequabilidade do modelo escolhido em demonstrar a influencia dos parametros

selecionados na otimizagdo sobre as varidveis respostas para a secagem dos extratos obtidos

das folhas de E. uniflora.

4.7.4. Co-validacdo da metodologia para quantificagao de acido eladgico por CLAE

A co-validag¢do da metodologia por CLAE para avaliagdo de acido eldgico no extrato
seco foi realizada por meio dos testes de especificidade e precisao
intermediaria/repetibilidade. Os cromatogramas obtidos no teste de seletividade sao
apresentados na Figura 33.

A especificidade foi comprovada mediante a comparacdo dos cromatogramas do
diluente (metanol), da fase mdvel (85:15 agua/acetonitrila 0,05% &cido tricloroacético), do
adjuvante de secagem (aerosil) e da solu¢do amostra do extrato liquido (figura 49). Os
cromatogramas nao demonstraram co-eluicdo com o pico de acido elagico obtido do extrato

seco no comprimento de onda da metodologia (254 nm).
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Figura 33: Cromatogramas do diluente (A), fase mével (B), aerosil (C) e solugdo amostra do

extrato seco das folhas de Eugenia uniflora L. (D).
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Na avaliagdo da proximidade dos resultados (precisdo) representada pelo desvio
padrdo relativo (DPR), a metodologia apresentou-se adequada (Tabela 28). Os desvios
encontrados inferiores aos preconizados pelo Guia de Orientagdo para registro de
Medicamento Fitoterapico e registro e notificagdo de Produto Tradicional Fitoterapico
(DPR<15) (BRASIL, 2014). O DPR entre os dados obtidos dos testes de repetibilidade e

precisdo intermedidria foi de 7,47%.

Tabela 28: Dados do teste de precisdo para co-validagao da metodologia analitica.

Amostra ,Repetibilidade Pre'cisﬁo Intermediaria
Area % Area %
1 610 0,7302 615 0,7360
2 581 0,6968 588 0,7049
3 507 0,6116 507 0,6116
4 516 0,6220 509 0,6139
5 509 0,6139 528 0,6358
6 587 0,7037 552 0,6634
Média 551,67 0,6630 549,83 0,6609
Desv.pad 46,04 0,0530 44,02 0,0507
DPR 8,35 8,00 8,01 7,67

Legenda: Desv.pad.: desvio padrdo, DPR: desvio padrdo relativo.

4.7.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV) do extrato seco das folhas de E. uniflora.

A avaliagdo morfologica das particulas do extrato seco, obtido nas condi¢des
otimizadas, revelou particulas irregulares de formato esférico, conforme esperado para
extratos vegetais (CALISKAN & DIRIN, 2013; GALLO et al, 2011; SAENZ el al, 2009). A
superficie apresentou-se rugosa e os didmetros das particulas observadas variaram entre 1,08 e
10,548 um (Figura 34). E possivel observar particulas maiores contendo outras de menor
tamanho (Figura 34 D), em alguns casos, ocorre o rompimento destas particulas maiores
liberando as demais (Figura 34 H). Segundo Oliveira e Petrovick (2009) com a evaporagao
superficial da goticula aspergida ha a formacdo de uma camada de material seco externa. Por
meio desta camada ocorre a saida do liquido do interior da goticula. Dependendo da
elasticidade e permeabilidade da crosta, podem ser produzidos diversos materiais como

esferas intactas, com superficie imperfeita ou fragmentada, solidas ou ocas.
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Figura 34: Extrato seco das folhas de Eugenia uniflora L. visualizado por microscopia
eletronica de varredura (MEV). A-D fotomicrografias da primeira replicata do extrato seco. E

e F fotomicrografias da segunda replicata do extrato seco. G e H fotomicrografias da terceira

replicata do extrato seco.
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A concentragdo de Aerosil” ja foi apontada como um fator determinante na morfologia
das particulas secas de extratos vegetais. Cortés-Rojas, Souza e Oliveira (2015) relataram
particulas de menor tamanho associadas a maiores concentragdes de Aerosil®. Um
comportamento diferente foi apontado por Souza (2014) utilizando maltodextrina como
adjuvante de secagem. Neste estudo a maior propor¢ao de maltodextrina levou a formagao de
particulas com diametros maiores, que foi associado a maior viscosidade do extrato levando a
formacao de goticulas maiores durante a aspersdo. A formagdo de particulas menores com o
Aerosil® pode ser explicada com base em suas propriedades fisicas como tamanho reduzido,
baixa densidade e elevada superficie de contato (CORTES-ROJAS, SOUZA E OLIVEIRA,
2015).
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5. CONCLUSOES

Os dados de caracterizagdo do material vegetal encontrados neste trabalho mostram-se
em conformidade com a monografia da espécie E. uniflora na Farmacopeia Brasileira 5°
edi¢do. A andlise morfoanatomica além de confirmar muitas das caracteristicas comuns a
familia Myrtaceae, também apontou estruturas que, quando associadas, apresentam valor de
diagnose.

A metodologia desenvolvida por CLAE se mostrou adequada para a quantificacido de
acido elagico presente nos extratos das folhas de E. uniflora, e desta forma foi validada para
avaliagdo do marcador no extrato liquido e co-validada para o extrato seco.

O desenho experimental selecionado para o aprimoramento dos sistemas de EAU e
secagem dos extratos por aspersdao (Spray Drying) foi capaz de demonstrar o impacto das
variaveis independentes frente as varidveis respostas e prever comportamentos.

Na obtencao do extrato liquido por EAU foi encontrado um valor de 93,7% + 0,4 da
concentragdo de acido eldgico em relagdo ao valor predito para as condi¢des otimizadas (grau
alcoolico de 44% p/p, tempo de extragdo de 22 minutos e temperatura de extragao de 59°C).

Na secagem dos extratos por aspersdo (Spray Drying) a andlise dos graficos de
superficie de resposta em concordancia com a funcdo geral de otimizagdo indicou que
temperatura de entrada de 144°C, vazdo do extrato de 9mL/min e concentragio de Aerosil®
de 49% (p/p) em relagdo ao conteudo de sélidos totais do extrato liquido seriam as melhores
condi¢des para otimizagdo do rendimento de secagem (%), umidade (%), atividade de agua e
teor de acido elagico(%) dos extratos secos.

Os resultados apresentados servem como base para aquisicdo de parametros de
qualidade na obtencdo de extratos a partir das folhas de E. uniflora e na obtencdo de matéria-

prima para a producao de fitoterapicos.
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