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RESUMO

Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. QUEIROZ é uma espécie endémica do bioma caatinga,
popularmente conhecida como “catingueira”. Utilizada na medicina tradicional para o
tratamento de gastrite, colica, diarréia, asma, bronquite, diabetes, inflamacdo, além de
apresentar atividade cicatrizante. Devido a esta variedade de usos medicinais, a espécie
possui um grande potencial para o desenvolvimento de um medicamento fitoterpico. O
presente trabalho teve como principais objetivos, padronizar extratos secos, obtidos por spray
dryer, desenvolver e validar metodologia analitica por CLAE para quantificacdo do canferol
e quercetina e realizar estudo de estabilidade acelerada de misturas binarias do extrato seco
com diferentes excipientes farmacéuticos. A obtencdo dos extratos secos foi realizada em
Mini Spray Dryer, LabPlant, SD-05, com o0s seguintes parametros de operacdo: temperatura
de entrada de ar (160, 170 e 180°C), taxa de fluxo de alimentacdo (4, 6 e 8 mL/min) e
proporcdo do adjuvante de secagem dioxido de silicio coloidal (10, 15 e 20%). Um
planejamento  fatorial 2%, associado a MSR foi aplicado para avaliar os efeitos dos
parametros do processo sobre os teores de canferol e quercetina e definir as melhores
condicdes operacionais (T= 160°C, TF= 4mL/min e % do adjuvante de secagem=10%). A
quantificacdo simultanea dos dois flavonoides, foi realizada por CLAE nas seguintes
condigdes cromatograficas: A= 370 nm, mistura de metanol: &cido fosférico 1% (47:53 v/v),
pH= 3,1, fluxo de 1,2 mL/min e coluna C18 Phenomenex® (250 mm x 4,6 mm x 5pm). O
estudo de estabilidade acelerada das misturas binarias(1:1) do extrato seco com celulose
microcristalina, maltodextrina, amido e lactose foi realizado em incubadora B.O.D, com
controle de temperatura, durante 180 dias sob temperatura de 40 + 2°C. Os resultados obtidos
demostraram que os teores de canferol e quercetina foram influenciados pelas condi¢Ges do
processo. O método analitico foi linear no intervalo de 0,4-7,6 pg/mL para ambos os analitos,
R?= 0,9999 e 0,9996, para o canferol e a quercetina, respectivamente. Os biomarcadores
apresentaram melhor estabilidade nas misturas com amido e cinética de degradacdo diferente

para cada excipiente estudado.

PALAVRAS-CHAVE: Poincianella pyramidalis; planejamento fatorial; spray dryer; CLAE;

cinética de degradacéo.
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ABSTRACT

Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. QUEIROZ is an endemic species of the caatinga biome,
popularly known as "catingueira”. Used in traditional medicine for the treatment of gastritis,
colic, diarrhea, asthma, bronchitis, diabetes, inflammation, besides presenting cicatrizant
activity. Due to this variety of medicinal uses, the species has great potential for the
development of a herbal medicine. The present work had as main objectives, to standardize
dry extracts, obtained by the sprinkling process, to develop and validate analytical
methodology by HPLC for quantification of canferol and quercetin and to carry out an
accelerated stability study of binary mixtures of dry extract with different pharmaceutical
excipients. Dry extracts were obtained by spraying in Mini Spray Dryer, LabPlant, SD-05,
employing the following operating parameters: air inlet temperature (160, 170 and 180 ° C),
feed flow rate (4, 6 and 8 mL / min) and drying adjuvant ratio colloidal silicon dioxide (10,
15 and 20%). A 2% factorial design associated with MSR was applied to evaluate the effects
of the process parameters on canferol and quercetin contents and to define the best operating
conditions (T = 160°C, TF = 4mL / min and% of drying adjuvant = 10 %). The simultaneous
quantification of the two flavonoids was performed by HPLC in the following
chromatographic conditions: A = 370 nm, methanol: 1% phosphoric acid (47:53 v / v), pH =
3.1, 1.2 mL flow / min and Phenomenex® C18 column (250 mm x 4.6 mm X 5u). The
accelerated stability study of the binary mixtures (1: 1) of the dry extract with
microcrystalline cellulose, maltodextrin, starch and lactose was carried out in a B.O.D
incubator under temperature control for 180 days at a temperature of 40 = 2 ° C. The results
obtained showed that the levels of canferol and quercetin were significantly affected by the
process conditions. The analytical method was linear in the range of 0.4-7.6 ug / mL for both
analytes, R2 = 0.9999 and 0.9996, for canferol and quercetin, respectively. The biomarkers
presented better stability in the mixtures with starch and different degradation kinetics for

each excipient studied.

Keywords: Poincianella pyramidalis; dry extract; experimental design; Spray dryer; HPLC;
Degradation kinetics.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais com a finalidade de tratar e curar doencas e seus
sintomas remonta ao inicio da civilizacdo (DISTASI, 1996). De acordo com as estimativas,
existem cerca de 350.000 a 400.000 espécies vegetais identificadas em todo o mundo, onde a
maioria delas estd sendo usada no tratamento de diferentes doencas (AZIZ et al., 2017) no
entanto com a 22 Guerra Mundial e com o crescimento da indUstria farmacéutica, houve uma
diminuicdo da utilizacdo desta opcao terapéutica, porém no inicio do século XXI foi
despertado novamente o interesse pelo seu emprego (YUNES; PEDROSA; CECHINEL
FILHO, 2001), fato este que se deve principalmente ao alto custo e grande incidéncia de
efeitos adversos causados pelos medicamentos sintéticos (KLEIN et al., 2010).

Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P Queiroz ¢ uma espécie arboOrea pertencente a
familia Fabaceae, endémica da regido nordeste do Brasil, principalmente no bioma caatinga,
popularmente conhecida como “catingueira”, “pau de porco”, “catinga de porco”, "pau de
rato”, "massitaiba" e "catingueira-das-folhas-largas"”. Suas cascas, folhas, flores e raizes séo
utilizadas tradicionalmente na forma de decocto e infuso para o tratamento de gastrite, coélica,
diarréia, asma, bronquite, diabetes, (QUEIROZ, 2009) inflamacdo, além de apresentar
atividade cicatrizante (ALBUQUERQUE et al.,, 2007; CARTAXO; SOUZA,
ALBUQUERQUE, 2010).

Devido a grande diversidade de usos tradicionais esta espécie tem um grande potencial
para o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define medicamento
fitoterapico, como sendo o produto obtido a partir de matéria-prima ativa vegetal, exceto
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa, podendo ser simples,
guando o ativo é proveniente de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o
ativo e proveniente de mais de uma especie vegetal (BRASIL, 2014).

O desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico passa por Vvarias etapas
relacionadas a droga vegetal, tais como identificacdo boténica, condi¢des de cultivo, época de
coleta, metodologias de extracdo, validagdo de metodologias analiticas, , identificacdo e
isolamento dos marcadores quimicos, operacdes unitarias de secagem, armazenamento e
desenvolvimento de formas farmacéuticas (CALIXTO, 2000).

A obtencdo de matérias-primas vegetais padronizadas tem sido um dos principais
desafios encontrados no desenvolvimento de fitoterapicos, principalmente no Brasil, sendo

assim a industria farmacéutica tem procurado encontrar alternativas para resolver este
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problema. Uma das solugfes encontradas, seria a producdo industrial de extratos secos, visto
que estes apresentam melhor farmacocinética, maior estabilidade quimica, fisico-quimica e
microbiologica, maior concentracdo de compostos ativos e maior capacidade de
transformacdo em diferentes tipos de formas farmacéuticas solidas, quando comparados com
as formas liquidas (OLIVEIRA; BOTT; SOUZA, 2006; SOUZA et al., 2008; CARVALHO
et al., 2008; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; BOTT; LABUZA; OLIVEIRA, 2010).

Spray dryer é uma das técnicas de secagem mais comumente empregadas na preparagdo
de extratos vegetais, fornecendo produtos com propriedades tecnoldgicas adequadas em um
curto periodo de tempo e com alta capacidade produtiva, porém este processo pode ser
afetado significativamente por parametros tais como temperatura de entrada de ar, taxa de
fluxo de alimentacdo, concentracdo e tipo de adjuvante de secagem (TONON; BRABET;
HUBINGER, 2008; MUZAFFAR; KUMAR, 2015).

Os parametros do processo de secagem por spray dryrer podem ser avaliados e
otimizados por meio da utilizacdo da metodologia de superficie de resposta (RSM), uma
ferramenta estatistica amplamente utilizada para avaliar os efeitos de varios fatores que
podem influenciar o processo de secagem, de forma simultanea, além de permitir definir as
melhores condigbes para obtencdo das respostas desejadas (PATIL; CHAUHAN; SING,
2014;MUZAFFAR; KUMAR, 2015; PRADEEP et al, 2016)

Para garantir a qualidade do produto fitoterapico, em seu desenvolvimento, se faz
necessario utilizar metodologias analiticas validadas, para a avaliacdo da qualidade da
matéria-prima vegetal, dos produtos tecnoldgicos intermediarios, como por exemplo, 0s
extratos padronizados na forma liquida e seca e do produto final (SOUZA, 2004).

Assegurar a estabilidade dos extratos vegetais é também uma etapa essencial para
preservar a qualidade, seguranca e eficacia do produto final. Estudos de estabilidade acelerada
sdo considerados ferramentas preditivas com énfase em resultados qualitativos, mas de grande
utilidade para o projeto de novas formulac@es e produtos(VEIT, 2002).

O presente trabalho teve como principais finalidades, obter e padronizar extratos secos
de Poincianella pyramidalis, obtidos por aspersdo, desenvolver e validar metodologia
analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para controle de qualidade da
materia-prima vegetal e avaliar a estabilidade de pré-formulados do extrato seco com
diferentes excipientes farmacéuticos, por meio de estudo de estabilidade acelerada, visto que
esta espécie vegetal apresenta uma grande utilizacdo popular e vérias atividades bioldgicas

reportadas na literatura.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver tecnologias de producdo e de controle de qualidade da matéria prima
vegetal, obtida a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de Poincianella pyramidalis
(Tul.) L. P. Queiroz.

2.2. Obijetivos especificos

= Estabelecer parametros de extracdo, para obtencdo do extrato fluido das folhas de
Poincianella pyramidalis;

= Desenvolver e validar metodologia analitica para identificacdo e quantificacdo dos
biomarcadores canferol e quercetina, nos extratos fluido e seco de P. pyramidalis, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD);

= Otimizar e padronizar os parametros de secagem do extrato hidroalcéolico das folhas de
Poincianella pyramidalis, por spray dryer, empregando um planejamento fatorial 23, |,
associado a metodologia de superficie resposta;

» Avaliar a estabilidade de pré-formulados do extrato seco das folhas de P. pyramidalis
com diferentes excipientes faramacéuticos, por meio de estudos de estabilidade acelerada;

= Determinar os parametros cinéticos de degradacdo dos biomarcadores canferol e quercetina

nas amostras de pré-formulados, submetidos a estresse térmico.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais pela populacdo mundial, como terapia alternativa para o
tratamento de vérias doencas tem sido uma pratica comum desde milhares de anos a.C
(DUTRA et al, 2016). O "Eber’s Papyrus” ¢ um dos registros mais conhecidos, que
documentam o uso de drogas derivadas de plantas, datando de 1500 a.C (BORCHARDT,
2002).

Acompanhando a tendéncia mundial, a populacédo brasileira tem uma longa tradi¢cdo no
uso de plantas medicinais para o tratamento de diferentes doencas agudas e cronicas. Este fato
tem despertado a atencdo de muitos pesquisadores brasileiros e de algumas industrias
farmacéuticas, com isso varios estudos com plantas medicinais e seus principios ativos tem
sido realizados nas ultimas décadas, (SHERIDAN, 2012; HARVEY; EDRADA-EBEL,;
QUINN, 2015), associado a grande biodiversidade existente no Brasil, considerada a maior do
mundo, compreendendo cerca de 45.000 espécies de plantas superiores, que corresponde a
22% do total mundial (DUTRA et al., 2016).

Devido a relevancia da medicina tradicional para a populacdo mundial, a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), reconhece esta préatica desde 1978 e vem tentando criar estratégias
para uma expansdo cada vez maior do seu emprego. A OMS define “medicina tradicional”,
como sendo o conhecimento, habilidade e praticas baseadas nas teorias, crencas e
experiéncias indigenas de diferentes culturas, usada para manutencéo da saude, bem como na
prevencao, diagndstico e tratamento da doenca fisica e mental (WHO, 1978).

As plantas medicinais tém provado historicamente seu valor como fonte de moléculas
com potencial terapéutico. Estima-se que cerca de 30% dos medicamentos terapéuticos
avaliados, séo obtidos de fontes naturais, principalmente de plantas e microorganismos
(CRAGG; NEWMAN, 2013), porém a descoberta de drogas baseadas em produtos naturais
estd associada a algumas dificuldades intrinsecas, fato este que levou a industria a investir em
bibliotecas de compostos sintéticos como fonte de descoberta de novas drogas, entretanto 0s
resultados obtidos ndo atingiram todas as expectativas, pois uma pequena quantidade destes
compostos chegam ao mercado como novos medicamentos. Por esta razdo o interesse
cientifico pela descoberta de drogas oriundas de fontes naturais, apesar de seus desafios ja
conhecidos, foi novamente despertado (ATANASOV et al., 2015).
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3.2. MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Fitoterdpicos sdo medicamentos, obtidos a partir do emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que
sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade (BRASIL, 2014).

Os medicamentos fitoterapicos podem ser tdo eficazes quanto os medicamentos de
origem sintética, deste modo, a transformacdo de uma planta em medicamento, deve priorizar
a preservacdo da integridade quimica dos principios ativos e, por consequéncia, a agdo
farmacologica do vegetal, garantindo a constancia da acdo biologica desejada. Para atingir
esses objetivos, a producdo de fitoterapicos requer, necessariamente de estudos prévios,
relativos aos aspectos botanicos, agronémicos, fitoquimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos, e
de desenvolvimento de metodologias analiticas (TOLEDO et al., 2003).

O uso de fitoterapicos em todo 0 mundo vem crescendo ao longo das Gltimas décadas,
principalmente nos paises desenvolvidos, fato este que pode se explicar pelo perigo iminente
do uso irracional dos medicamentos de natureza sintética associado ao seu alto custo, que
torna seu uso muitas vezes limitado (TOMAZZONI et al., 2006).

No Brasil, o principal orgdo responsavel pela regulamentacdo de plantas medicinais e
seus derivados é a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que tem como papel
principal, proteger e promover a saude da populagdo, garantindo a seguranca sanitaria de
produtos e servicos e participando da construcdo do seu acesso. Uma das acGes realizadas
pela ANVISA para garantir a seguranca da salde da populacao é a exigéncia do registro de
medicamentos, etapa na qual os mesmos sdo avaliados quanto a sua seguranca, eficacia e
qualidade antes de serem comercialmente disponiveis para populagdo (CARVALHO et al.,
2008).

Atualmente a regulamentacdo em vigor no Brasil para o registro de medicamentos
fitoterapicos € a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 26/2014, que determina 0s
aspectos essenciais ao registro, como identificacdo botanica de espécies vegetais utilizadas,
padrdo de qualidade e identidade e comprovacdo de eficacia e seguranca que validem as
indicacdes terapéuticas propostas. Além de estabelecer a notificacdo e registro de produtos
trdiacionais fitoterapicos, que sdo aqueles obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas
ativas vegetais cuja seguranca e efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo
publicados na literatura técnico-cientifica e que sejam concebidos para serem utilizados sem a
vigilancia de um médico para fins de diagnodstico, de prescricdo ou de monitorizagdo
(BRASIL, 2014).
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3.3. POINCIANELLA PYRAMIDALIS (TUL.) L. P. QUEIROZ

3.3.1. Aspectos botanicos

Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz era denominada de Caesalpinia
pyramidalis (Tul.), porém em decorréncia de uma recente revisdo taxonémica, a mesma
passou a fazer parte do género Poincianella Pertencente a familia Fabaceae, exibe um porte
arboreo quando a disponibilidade hidrica é elevada, podendo chegar até 10 metros de altura e
um porte arbustivo quando o suprimento hidrico € restrito (QUEIROZ, 2009).

Conhecida popularmente como “catingueira”, “catingueira-verdadeira”, ‘“catingueira-
das-folhas-largas”, “catinga de porco”, “pau-de-rato” e “massitaiba”. E uma espécie endémica
da caatinga, com ocorréncia principalmente nos estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Piaui, Sergipe e Bahia, além destes também foi encontrada no estado do Amazonas. Sendo
uma espécie da caatinga, a “catingueira” adota a caducifolia durante o periodo da seca, uma
estratégia importante na economia de agua, porém na estacdo chuvosa, ela é considerada uma
anunciadora de chuvas, devido ao rapido rebrotamento das folhas em resposta ao aumento da
umidade relativa (ANTUNES et al., 2010).

Morfologicamente apresentam, folhas bipinadas, de coloracdo rosada quando jovens e
esverdeadas quando maduras, com 5 a 11 foliolos sésseis, alternos, obtusos e oblongos,

coriaceos, com pelos escuros estrelados (MAIA, 2004).

Figura 1 - Folhas de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz

Fonte: http://www.cnip.org.br
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Flores amarelas, dispostas em cachos, pediceladas 10,0-15,0 mm, possuem
inflorescéncia terminal ou axilar-terminal, paniculada. Com bracteas ovuladas, apiculadas,
concavas, levemente pilosas apresentando pequenos pontos glandulosos no dorso (QUEIROZ,
2009).

Figura 2 - Flores de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz

Fonte: http://www.cnip.org.br

O caule apresenta casca viva de espessura delgada, cinza-claro, internamente bege claro,
as vezes levemente castanha. A casca morta de tronco idoso possui espessura delgada (<
2,0mm), rigida, com partes lisas e asperas, cinza-claro, e apresenta numerosas lenticelas
pequenas, dispostas irregularmente. Com o fendilhamento destas, sdo limitadas porcGes
laminares irregulares, que ao desprender-se, deixam depressGes superficiais. Por incisao,
apresenta exsudato transparente aquoso de sabor levemente amargo e odor indistinto (SILVA
et al., 2009).
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Figura 3 - Caule de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz.

Fonte: http://www.cnip.org.br

O fruto é uma vagem séssil, coriacea, lisa, achatada, de cor escura, medindo de 8,0-11,0
cm de comprimento x 2,0-2,5 cm de largura (QUEIROZ, 2009).

Figura 4 - Fruto-legume de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz.

Fonte: http://www.cnip.org.br

3.3.2. Usos

P. pyramidalis é uma espécie bastante utilizada pela populagéo da regido do semi-arido

nordestino, sendo sua madeira empregada na confecc¢ao de cercas e na producdo de carvao. As
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folhas jovens servem de alimento para o rebanho bovino, porém quando atingem a maturidade
exalam um odor desagradavel, que faz com que os animais ndo queiram mais se alimentar das
mesmas. Quando secas, as folhas perdem o mau cheiro e podem ser fenadas, constituindo um
excelente alimento animal, por conter alto teor protéico e menor contetdo de fibras (ZANINE
etal.., 2005).

Flores, folhas e cascas deste vegetal, sdo usadas pela populacdo na forma de infusos e
decoctos, no tratamento de diversas enfermidades, tais como: asma, bronquite, febre, colicas,
diabetes, gastrite, diarreia. As folhas também sdo utilizadas como diurético e no tratamento de
candidiase (CHAVES, 2016).

3.3.3. Fitoquimica

Vérios metabdlitos secundarios foram isolados e identificados a partir de extratos
obtidos das folhas, cascas e raizes de P. pyramdalis, principalmente os pertencentes a classe
dos flavonoides, esteroides, diterpenos e lignanas.

Mendes et al (2000) isolaram dois novos &acidos glicosilfenilpropanoides das folhas de
P. pyramdalis, denominados de (1) Ac. (Z) 40-2'3'4'6-tetraacetilglicopiranosil-7-
hidroxicumarico e (2) Ac. (Z) 4a-2'3'4'6'"-tetra acetilglicopiranosil-8-hidroxicumarico,
respectivamente. As substancias (3) lupeol, (4) agathisflavona (MENDES et al., 2000;
BAHIA et al., 2005; OLIVEIRA, 2010; BORGES-DOS-SANTOS et al, 2012), (5)
caesalflavona, (6) podocarpusflavona A, (7) canferol, (8) apigenina (BAHIA et al., 2005), (9)
amentoflavona, (10) 5-hidroxiamentoflavona, (11) sequoflavona, (12) taxifolina, (13)
loniflavona, (14) sitosterol, também foram encontradas nas folhas deste vegetal (BAHIA,
DAVID% DAVID®, 2010). A investigacdo quimica do extrato metandlico das raizes das
cascas de P. pyramdalis, resultaram no isolamento dos acidos (15) 3,3’-dimetoxi- 4,4’-
dihidroxielagico e (16) 3,3’-dimetoxi-4-hidroxielagico-4’-O-B-D-xilopiranosideo, (3) lupeol e
uma mistura de (17a) B-sitosterol/ (17b) estigmasterol (OLIVEIRA; DAVID? DAVID®,
2016a), além de um novo biflavonoide, (18) 7-hidroxi-4’-metoxiflavona-5a-2,4-dihidroxi-4’-
metoxidihidrochalcona e na fase hexanica foram encontrados, (19) acacetina, um novo
fenilpropanoide e o (20) acido (E)-8-hidroxi-3,5-dimetoxicumarico (OLIVEIRA, 2010). Em
outro estudo com o extrato cloroférmico, foram isolados quatro novos biflavonoides
denominados, (21) (+)-5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona-3a-2°’-hidroxi-4’*",4"’-
dimetoxidihidrochalcona, (22) (+)-5,7-dihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona-3a-2°’’-hidroxi-

4> 4°’-dimetoxidihidrochalcona, (23) (-)-7-hidroxi-4’-metoxiflavona-3a-2", 4°*’-dihidroxi-
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4>’-metoxidihidrochalcona, (24) (-)-7, 4’-dihidroxi-flavanona-3,8-5"’,6°*,4°’-trihidroxiflavona
e um composto previamente identificado (25) 4, 2’,4°,4°,2°"°,4°’-hexahidroxi-3,5""’-
bichalcona (OLIVEIRA; DAVID? DAVID®, 2016b) (figura 5).

Figura 5 - Substancias isoladas de P. Pyramidalis.
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(25)
Fonte: Autor, 2017.
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3.3.4. Atividades bioldgicas

Diante dos varios usos na medicina popular, P. pyramidalis tem despertado o interesse
de inimeros pesquisadores a investigar suas diferentes atividades bioldgicas, resultando assim

em diversos trabalhos cientificos publicados na literatura.

3.3.4.1. Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico da entrecasca (EEE) de P.
pyramidalis foi avaliada, empregando os modelos in vivo de edema e peritonite em ratos e
camundongos, respectivamente, e 0 modelo de pancreatite aguda em ratos, além destes, a
acdo anti-inflamatoria do extrato foi testado em ratos Wistar com cistite hemorragica. Onde
foi observado a acdo anti-inflamatéria para todos os modelos estudados, confirmando assim
0 uso popular desta planta para diversas doencas inflamatérias (SANTOS, et al., 2011).

Santana et al (2012) investigou o efeito do extrato etandlico da entrecasca de P.
pyramidalis na pancreatite aguda induzida pela obstru¢cdo comum do ducto biliar, em ratos e
0s resultados demonstraram uma redugdo na inflamagéo e na hiperalgesia abdominal nos
grupos tratados confirmando assim as atividades anti-inflamatoria e antinoceptiva do
extrato.

No estudo utilizando ratos Wistar com cistite hemorragica,0s grupos tratados com o
extrato etandlico da entrecasca (EEE) de P. pyramidalis (100 e 400 mg/ kg) apresentaram
uma reducdo significativa da mieloperoxidase (MPO) induzida pela ciclofosfamida
(MORAES et al., 2013).

3.3.4.2. Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos das folhas e do caule de P. Pyramidalis da fase
acetato de etila, obtida a partir do extrato etandlico, foi testado contra cepas padrbes de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli,utilizando o método de difusdo em disco, onde foi
observada atividade antibacteriana significativa contra Staphylococcus aureus (NOVAES, et
al, 2003). A atividade antimicrobiana do extrato etanélico do caule e folhas deste vegetal, foi
testado frente a cepas de Staphylococcus aureus suceptivel, cepas de S. aureus
multiresistentes e fluoroquinolonas resistentes, empregando o método de diluicdo em placas

com 96 pocos, onde em cada poco foi adicionado 100pL/mL de amostra. Os extratos foram
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muito ativos contra cepas de S. aureus multiresistentes e ativos frente as cepas
fluoroquinolonas resistentes (LIMA et al, 2006).

O extrato aquoso de P. pyramidalis de diferentes partes, preparado por infusdo, foi
submetido ao ensaio de difusdo em A&gar, apresentado atividade significante contra
Trichophyton rubrum, Candida guilliermondii, Candida albicans, Cryptococcus neoformans
e Fonsecae apedrosoi quando comparado ao agente antifingico anfotericina B (CRUZ et al,
2007).

O extrato aquoso das folhas desta planta foi avaliado in vitro, pelo método de difuséo
em agar, contra cepas de bactérias da microbiota oral, tais como: Prevotella intermedia
ATCC 25611, Porphyromonas gingivalis ATCC 49417, Fusobacterium nucleatum ATCC
25586, associadas a doenca periodontal e Streptococcus mutans ATCC 25175 e Lactobacillus
casei ATCC 4646 classificadas como bactérias cariogénicas. Os resultados obtidos,
demonstraram que o0 extrato na dose de 20 mg/mL teve uma atividade antimicrobiana
significativa contra todas as bactérias testadas, quando comparada com o controle negativo
clorexidina (ALVIANO et al, 2008).

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos e acetato de etila
das folhas, casca do caule, casca da raiz, flor, fruto e semente de P. pyramidalis, foi realizada
frente a dezessete isolados de Staphylococcus aureus multi resistentes, dois isolados de S.
aureus sensivel a meticilina (oxacilina) e duas cepas padrdo, pelas técnicas de poco/difusao
em agar e determinacdo das concentracdo inibitéria minima (CIM) pelo método de diluicédo
em agar/multiinoculador de Stears. O extrato metandlico da casca da raiz indicou uma boa
atividade, com CIM inferior a 0,5 mg/mL, enquanto que os extratos acetato de etila
apresentaram menor atividade, talvez por problemas de solubilidade e menor difusdo no meio
de cultura (SARAIVA et al, 2012).

Em outro estudo, o extrato etanolico da entrecasca de P. Pyramidalis mostrou atividade
anti-Helicobacter pylori, com halos de inibigdo de 12 +1,7mm, para uma concentracdo de 10
pug/mL de amostra. Os valores das concentracfes inibitoria minima e a bactericida, foram 625
e 10 pg/mL, respectivamente (RIBEIRO et al, 2013). Também foi testada a atividade do
extrato aquoso nas concentracGes de 4,40 e 100mg/mL, obtido a partir do infuso das folhas de
P. pyramidalis, pelo método de difusdo em disco, frente a isolados clinicos de Cryptococcus
neoformans, onde obteve-se boa acdo antifingica, contra 5 das 10 cepas avaliadas
(BARBOSA JUNIOR et al, 2015). Chaves et al. (2016) determinou a CIM do extrato
nebulizado das cascas de P. Pyramidalis e do marcador quimico &cido géalico, na presenca e

na auséncia dos seguintes antibioticos: gentamicina, clorafenicol, ampicilina, norfloxaxino,
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nitrofurantoina, ceftriaxona, pelo método de microdiluicdo em placas de 96 pocos, usando
caldo Mueller-Hinton. Foram utilizadas cepas padrdo e isolados clinicos de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, sendo que os melhores resultados obtidos
com as associacOes de extrato ou acido galico foram observados com gentamicina, onde a

CIM foi reduzidaem todas as cepas.

3.3.4.3. Atividade Anti-helmintica

A atividade anti-helmintica do extrato aquoso das folhas de P. pyramidalis foi avaliada
em caprinos infectados naturalmente com nematddeos gastrointestinais. O extrato foi
administrado em dois grupos de animais, nas doses de 2,5 e 5mg/kg, respectivamente.
Amostras de fezes e sangue foram coletados regularmente, para realizacdo da contagem de
ovos fecais e determinacdo dos parametros hematoldgicos e imunoldgicos, respectivamente,
para avaliar a atividade anti-helmintica do extrato. Foi observado que os animais tratados com
0s extratos, apresentaram uma reducdo significativa de 54,6 e 71,2% na quantidade média de
ovos nas fezes e houve um aumento da IgA, durante o periodo experimental, provavelmente
em funcdo da administracdo do extrato (BORGES-DOS-SANTOS et al, 2012). Em outro
estudo, testes in vitro e in vivo foram realizados para avaliar o potencial medicinal do extrato
aquoso das folhas da catingueira, contra helmintos de caprinos. Foi verificado que o extrato,
na concentracdo de 100 mg/mL, inibiu 100% da eclosdo de ovos de nemat6deos, enquanto as
larvas infectantes mostraram-se totalmente resistentes (NUNES, 2012).

3.3.4.4. Atividade Gastroprotetora

A atividade gastropotetora do extrato etandlico da entrecasca de Poincianella
pyramidalis foi avaliada em ratos wistar de ambos 0s sexos, nas doses de 30, 100 e 300mg/kag,
via oral. A acdo antitlcera foi testada, empregando o modelos de Ulcera induzida por etanol e
anti-inflamatorio ndo esteroidal e os resultados demonstraram uma acentuada atividade
gastroprotera do extrato etandlico desta planta, corroborando assim com seu uso na medicina
popular (RIBEIRO et al, 2013). Um outro estudo com este extrato nas mesmas doses testadas
anteriormente, foi realizado com o objetivo de determinar seus possiveis mecanismos de acdo
contra danos gastricos induzidos por etanol. Observou-se que 0 extrato produziu resposta
gastroprotectora dose-dependente em ulcera induzida por etanol em ratos, por meio de
mecanismos que envolvem uma interagcdo com sulfato de hidrogénio endégeno e reducéo do
processo inflamatério com desequilibrio entre os mediadores pré-inflamatorio e anti-
inflamatério (DINIZ et al., 2015).
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3.3.4.5. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante do extrato aquoso das folhas de Poincianella pyramidalis foi
determinada pelo método da atividade sequestrante do radical DDPH, com valor de I1Cs, de
15,2 pg/mL, demonstrando melhor atividade que o antioxidante sintético BHT (1C5,=86
pg/mL), utilizado como padrdo (ALVIANO et al., 2008). A capacidade antioxidante dos
extratos de 14 espécies de plantas endémicas do semi-arido nordestino do Brasil, foi testada
pelo método DDPH, sendo que P. pyramidalis apresentou melhor potencial antioxidante
(1C50=42,95 + 1,77 pug/mL), utilizando como controle positivo &cido ascérbico, que mostrou
uma ICsp de 21,74 + 3,23 ug (GOMES de MELO et al., 2010).

Um estudo da atividade antioxidante de extratos brutos obtidos a partir das sementes de
espécies vegetais da caatinga foi realizado empregando o sistema modelo do [-caroteno-
acido linoléico, utilizando como padréo, o butilhidroxitolueno (BHT), antioxidante sintético,
na concentragdo de 1 g/100 mL em etanol PA. Os extratos etanolicos de P. pyramidalis
destacaram-se por apresentar maior atividade antioxidade quando comparados com o0s das
outras espécies estudadas (REGO-JUNIOR et al., 2011).

Silva et al (2011) avaliou o potencial antioxidante dos extratos das cascas e folhas de
Poincianella pyramidalis, empregando os métodos DDPH e IFC e foi observado que o
extrato etandlico das cascas de P. pyramidalis, apresentou atividade antioxidante elevada (IC
50 = 16,98 * 1,34ug/mL), quando comparado com &cido ascérbico e rutina (IC 50 = 22,96 +
1,99 e 16,12 + 0 01 pg/mL, respectivamente).

3.3.5.Toxicidade

O potencial téxico das plantas devem ser avaliados, antes de serem utilizadas pela
populacdo, pois as espécies consideradas toxicas produzem metabdlitos secundarios que pela
inalacdo, ingestdo ou contato podem causar alteracdes patoldgicas em homens e animais e, em
alguns casos, pode levar a sérios disturbios no organismo e até mesmo ao obito (CAMPOS et
al., 2016).

O extrato aquoso das folhas de P. pyramidalis, em doses crescentes de 1,0-5,0 g/kg,
apresentou baixa toxicidade aguda, quando testado em modelos murinos (CRUZ et al., 2007),
por outro lado o extrato etanolico das cascas do caule apresentou alta toxixicidade, quando
submetido ao bioensaio toxicolégico com Artemia salina (LUNA et al., 2005).

A letalidade contra A. salina foi testada também com as fases hexanica, acetato de etila,

metanolica e butandlica do extrato das cascas da raiz de P. pyramidalis, sendo a fase hexanica
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considerada atéxica e as demais moderamente toxicas para as concentracOes testadas
(OLIVEIRA, 2010).

Alviano et al (2008), determinou a toxicidade aguda do extrato aquoso das folhas desta
planta, em roedores, por meio da administracdo via oral, de doses de extrato (1-5g/kg). O
extrato apresentou baixa toxicidade e a DLz, foi de 2g/kg.

A toxicidade aguda do extrato hidroalcoolico das cascas de P. pyramidalis, foi testada
em roedores na dose de 2000 mg/kg e ndo foi observada toxicidade para o extrato
(CHAVES, 2016).

Estudos toxicologicos nédo-clinicos agudos dos infusos das folhas de P. pyramidalis
mostraram que 2000 mg/kg em diferentes tamanhos de particula e seus extratos secos
nebulizados nas doses de 500 mg, 1000 mg e 2000 mg/kg quando admimistrados em dose

Unica em camundongos nao causaram toxicidade sisttmica (SALVADOR, 2017) .

3.4. EXTRATOS VEGETAIS

Extratos vegetais sdo preparacGes liquidas (extratos liquidos e tinturas), semi-solidas
(extratos moles) ou sélidas (extratos secos), obtidos por extracdo seletiva dos principios ativos
das drogas vegetais, atraves do uso de diferentes solventes e meios de extracdo (MARQUES;
VIGO, 2009).

A obtencdo de extratos é uma etapa importante na descoberta e isolamento de
substancias bioativas, presentes nas matrizes vegetais, bem como para o desesenvolvimento
de medicamentos fitoterapicos (SHINOR et al., 2004).

O processo extrativo consiste na retirada de forma mais seletiva e completa possivel,
das substancias ou fracdo ativa contida na droga vegetal, utilizando para isso, um liquido ou
mistura de liquidos tecnologicamente apropriados e com baixa toxicidade, empregando
métodos de extracdo que melhor se adequem ao estudo (SONAGLIO et al., 2007).

Diferentes tecnologias de extracdo sdo empregadas, dentre as quais podemos destacar:
percolacdo, maceracdo, turbélise, fluido supercritico, micro-ondas e ultrassom. As principais
caracteristicas que 0s métodos extrativos devem possuir sdo: versatilidade, baixa
complexidade e baixo custo, presentes principalmente nos métodos de extragdo com solvente.
(LIST; SCHMIDT, 1984; KWON, 2003).

A maceracdo € um método de extragdo muito simples, com custo relativamente baixo,
quando comparado com o0s outros métodos extrativos e bastante utilizado para obtencéo de

extratos vegetais, ocorre em recipiente fechado, durante um periodo de tempo e sob agitagédo
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ocasional; pela sua natureza, ndo conduz ao esgotamento da matria-prima vegetal, seja devido
a saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre 0 meio
extrator e o interior da célula. Existem algumas modificacbes do método que podem ser
realizadas para aumentar sua eficiéncia, como a utilizacdo de sistemas aquecidos (digestao),
de agitagdo mecénica constante (maceracdo dindmica) ou ainda de renovagdo do solvente
extrator (remaceracgédo) (VOIGT, 2000; AZMIR et al., 2013).

Vaérios fatores podem interferir no processo de extracdo, dentre 0s quais podemos
destacar o tamanho das particulas da droga pulverizada, polaridade do solvente utilizado na
extracdo, tecnologia de extracdo empregada, temperatura, tempo de contato do material
vegetal com o liquido extrator, quantidade dade da droga vegetal, dentre outros
(MIGLIATO et al., 2011).

A pulverizacdo do material vegetal é uma etapa importante para aumentar a eficiéncia
do processo de extragdo, pois com a diminuicdo do tamanho de particulas ocorre um aumento
da area superficial, da energia de superficie do material, e da reatividade, permitindo assim
uma melhor troca entre massas e outras fases, como 0s solventes extratores, além de tornar o
processo mais rapido, o que é algo vantajoso em escala industrial (LIST; SCHMIDT, 1984).

A polaridade do solvente também exerce influéncia significativa na extracdo de
substancia ativas, portanto este deve ser o mais seletivo possivel, para que se consiga extrair
as substancias de interesse em quantidades satisfatorias para o estudo quimico e/ou
bioldgico. A escolha do solvente também ocorre em funcéo das caracteristicas dos compostos
a serem extraidos, principalmente sua solubilidade (SIVAKUMAR et al, 2007,
SZENTMIHALY!I et al, 2002).

3.5. SECAGEM POR SPRAY DRYER

A grande maioria dos fitomedicamentos produzidos no Brasil, apresenta-se na forma
farmacéutica soélida, como capsulas e comprimidos que representam a maioria dos
medicamentos disponiveis em todo o mundo e utilizam extratos secos como matéria-prima
ativa. A forma solida apresenta vérias vantagens em relacdo as formas liquidas, que incluem
melhor estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiologica, facilidade de padronizacao,
manuseio, transporte e armazenamento, bem como maior concentragcdo dos principios ativos
(LEUENBERGER; LANZ, 2005; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).
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Do ponto de vista tecnoldgico, um dos pontos mais criticos na producéo de fitoterapicos
é a obtencdo de extratos secos padronizados, que apresentem quantidades de substancias
bioativas adequadas, garantindo desta forma, seguranca, eficacia e qualidade do produto final.

A secagem por nebulizacdo ou spray dryer € uma das técnicas mais comumente
empregadas pelas industrias de fitoterapicos, para obtencdo de extratos secos, pois trata-se de
um processo de secagem rapido, onde o tamanho de particula pode ser controlado, apresenta
baixo custo de producdo e elevado rendimento, além de oferecer um baixo risco de
degradacdo quimica do material vegetal durante a operacao, pois o contato do liquido disperso
com a fonte de calor é muito curto, quando comparada a outras técnicas de secagem que
utilizam temperaturas elevadas (SILVA et al., 2006; GEORGETTI et al., 2008). Devido a
sua extraordinaria flexibilidade operacional, a secagem por pulverizacdo oferece um controle
muito preciso sobre as propriedades dos particulados obtidos no processo, tais como,
estabilidade fisico-quimica, solubilidade e morfologia (CHAUL., et al 2017).

O processo de secagem por nebulizacdo € realizado em um equipamento conhecido
como spray dryer (figura 6), cujo processo operacional consiste na transformacdo de um
material liquido que contém sélidos em solucdo, suspensdo ou emulsdo em um produto seco e
particulado. Esta técnica divide-se em trés etapas principais: na primeira etapa, o fluido é
bombeado, geralmente por uma bomba peristaltica até o atomizador, onde o liquido é
transformado em pequenas goticulas com grande area superficial; na segunda etapa as
goticulas entram em contato com o gas de secagem, em geral ar atmosférico filtrado, aquecido
a uma temperatura elevada, ocorrendo assim a transferéncia de calor entre as goticulas e o ar
de secagem; e na terceira etapa ocorre a evaporacdo do solvente e a formacdo da particula
solida, em um compartimento conhecido como ciclone, o particulado é entdo transportado

por uma corrente de ar até o recipiente coletor (BORH et al., 2014).
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Figura 6 - Esquema geral do equipamento de Spray- Dryer e do fluxo do ar de secagem.
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Fonte: Adaptado de BORH et al. (2014)

As propriedades fisico-quimicas dos p6s obtidos pelo processo de secagem por
pulverizacdo podem ser afetadas de forma significativa pelas variaveis operacionais, tais
como: temperaturas de entrada e saida, taxa de fluxo de alimentacdo do fluido, concentracgdo e
tipo de adjuvantes tecnoldgicos, diametro do bico aspersor, vazao do ar comprimido, quantidade
de residuo seco do extrato fluido a ser nebulizado, sendo assim a otimizacao destes parametros é
indispensavel para obtencdo de extratos secos com melhores propriedades fisico-quimicas e com
maior rendimento (VASCONCELOS et al., 2005; CAL; SOLLOHUB, 2010).

Na industria farmacéutica, a selecdo e 0 uso adequado de adjuvantes no processo de de
secagem de extratos de plantas € uma etapa de fundamental importancia, visto que estes
aumentam a temperatura de transicao vitrea do material a ser desidratado, promovendo assim
uma reducdo na tendéncia de aglomeragcdo do produto tornando-o mais estavel e com
melhores propriedades reoldgicas (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Sendo assim varios
adjuvantes tecnoldgicos, incluindo amido modificado, ciclodextrinas, didxido de silicio
coloidal, gelatina, goma arabica, lactose, maltodextrina entre outros, sdo adicionados as
solugdes extrativas antes da secagem por pulverizacdo, para melhorar o desempenho do
processo e a qualidade do produto final (SILVA JUNIOR et al., 2006; DE OLIVEIRA et al,
2012).

O dioxido de silicio coloidal, ¢ um dos adjuvantes de secagem mais comumente
adicionados as solugdes extrativas de diferentes espécies vegetais, antes do inicio do processo

de secagem por spray dryer, devido principalmente ao fato deste, apresentar elevada area de
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superficie especifica, alto poder sorvente, inércia quimica, inocuidade, estabilidade térmica,
caracteristicas estas que conferem aos pos obtidos, excelentes propriedades reoldgicas, baixa
umidade e higroscopicidade (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Na literatura sdo descritos varios trabalhos abordando a secagem de extratos vegetais
pela técnica de spray dryer, com o emprego de dioxido de silicio coloidal como adjuvante de
secagem (VASCONCELOS et al., 2005; GEORGETTI et al.,, 2008; GALO et al., 2011,
BACCARIN et al., 2016; PINTO et al., 2017).

Diversos trabalhos tem sido publicados, abordando o emprego da tecnologia por spray
dryer para secagem de extratos vegetais e a influéncia dos pardmetros do processo nas
caracteristicas fisico-quimicas dos nebulizados obtidos. A influéncia da taxa de alimentagéo
do extrato, da temperatura de entrada do ar de secagem e da taxa do fluxo de ar no bico de
nebulizacdo sobre os teores de polifendis totais, taninos totais, flavonoides totais e &cido
rosmarinico do extrato hidroalcéolico das folhas de Rosmarinus officinalis L., seco por spray
dryer, foi avaliada e os resultados obtidos demonstraram que todos os parametros estudados
exerceram influéncia significativa na quantificacdo dos marcadores estudados e as melhores
condicdes encontradas foram, taxa de alimentacdo do extrato de 6mL/min, temperatura de
entrada de ar de 140°C e fluxo de ar de 50L/min no bico de nebulizagdo (COUTO et al.,
2012).

O extrato aquoso de sementes de Syzygium cumini (L.) Skeels, obtido por maceracéo
dindmica, rico em compostos polifendlicos, foi seco em spray dryer, utilizando os seguintes
parametros de secagem: 130 e 60°C de temperatura de entrada e saida, respectivamente e
fluxo de alimentacdo de 5mL/min. Diéxido de silicio coloidal e amido, foram empregados
como adjuvantes de secagem. O pé obtido apresentou boa fluidez, compactabilidade e baixa
higroscopicidade (PEIXOTO; FREITAS, 2013).

Daza et al. (2016) avaliou o efeito de diferentes condi¢des de secagem nas propriedades
fisicas do extrato seco dos frutos de Eugenia dysenterica DC, obtido por spray dryer. Para
tanto foram testadas diferentes temperaturas de entrada (120, 140 e 160°C) e concetrac¢des dos
agentes carreadores inulina e goma arabica (10, 20 e 30%). As amostras foram avaliadas
guanto ao teor de umidade, atividade de agua, higroscopicidade, solubilidade, temperatura de
transicédo vitrea, cor e morfologia de particula. Foi observado um melhor rendimento quando
foi utilizado goma arabica como agente carreador. O processo aumentou a solubilidade e
reduziu a higroscopicidade das amostras testadas. A temperatura de transicdo vitrea foi mais
afetada pela temperatura, no caso de amostras com goma arabica, por outro lado a

concentracdo do agente carreador foi o pardmetro que mais influenciou as amostras com
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inulina. Enquanto que a morfologia das particulas foram afetadas tanto pela concentracdo dos
carreadores quanto pela temperatura.

3.6. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental, também denominado de delineamento experimental, é
uma ferramenta valiosa para se estudar o efeito simultdneo de varios fatores sobre uma
variavel resposta de interesse. E bastante utilizado na otimizagio de produtos e processos,
com o0 objetivo de minimizar custos e tempo, bem como maximizar o rendimento,
produtividade e qualidade de produtos (SCHWAAB; PINTO, 2011; RODRIGUES; IEMMA,
2005).

O uso de planejamentos experimentais vem sendo uma pratica muito comum nas
indUstrias farmacéuticas e além de serem empregados para otimizar e reduzir as variabilidades
dos processos também sdo importantes para 0 conhecimento dos mesmos e de seus pontos
criticos (SILVA; SANT’ANNA, 2007).

Dentre os diversos tipos de delineamento experimental, os sistemas de planejamento
fatorial € o que recebe maior destaque, pois permite avaliar simultaneamente o efeito de um
grande numero de variaveis, a partir de um ndmero reduzido de ensaios experimentais,
guando comparados aos processos univariados e por esta razdo tem sido muito aplicado em
pesquisas basicas e tecnoldgicas (PERALTA-ZAMORA; MORAIS ; NAGATA., 2005).

O planejamento fatorial normalmente é representado por Z*,onde “x” representa o
nimero de fatores e “Z” o niimero de niveis escolhidos. O tipo considerado mais simples ¢
aquele em que cada fator x esta presente em apenas dois niveis, sendo assim denominado de
planejamento fatorial do tipo 2*. Neste tipo de planejamento é comum codifica-lo por meio do
emprego dos sinais (+) e (-), sendo a atribui¢do dos niveis inferiores ou superiores realizada
de forma aleatdria, sem causar interferéncia na realizacdo dos experimentos nem tdo pouco na
interpretacdo dos resultados (CUNICO et al., 2008).

O principal objetivo do planejamento fatorial é relacionar empiricamente as variaveis de
resposta com as variaveis de entrada, sendo possivel determinar estatisticamente o efeito de
cada variavel na(s) resposta(s) desejadas. A funcdo que descreve a influéncia dos fatores na
resposta € denominada de superficie resposta. Com a finalidade de se encontrar uma regiao
Otima na superficie investigada podem ser empregadas diversas técnicas de estatistica
multivariada, dentre as quais podemos destacar a metododologia de superficie resposta (MSR)
(BARROS; NETO, 1996; BEZERRA et al., 2008) .
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A metodologia de superficie resposta (MSR) compreende um grupo de técnicas
estatisticas para explorar e construir modelos matematicos, muito utilizada para planejar
experimentos de natureza complexa, que envolvem multiplas varidveis de processo. Esta
ferramenta tem auxiliado muitos pesquisadores na construcao de modelos que avaliam varios
fatores, permitindo assim alcangar melhores condigOes para as respostas desejadas, em um
menor espago de tempo, devido a redugdo do nimero de experimentos a serem realizados
(KHURI, A. I; MUKHOPADHYAY, 2010; MUTHUKUMAR; MOHAN; RAJENDRAN.,
2003)

Este método tem demonstrado ser uma ferramenta poderosa quando se faz necessario
determinar os efeitos individuais de cada fator e as interacdes entre eles, permitindo assim que
a otimizacdo do processo seja conduzida efetivamente. Seu principal objetivo é portanto
encontrar condi¢cdes 6timas ou melhorar as condi¢des ja empregadas, detectar problemas no
processo e melhorar sua robustez em relacdo as influéncias externas ou ndo controlaveis
(BAS; BOYACI, 2007).

A MSR pode ser aplicada a qualquer sistema com critério de eficacia mensuravel em
escala continua (tempo de extracdo) ou que permita a quantificacdo de variaveis
independentes (controlaveis e incontrolaveis) que afetam o desempenho do sistema, tais
como: processo de extracao, solvente e método de secagem (POWERS, 1989).

Vaérios trabalhos tem sido descritos na literatura, empregando a metodologia de
superficie resposta, como ferramenta estatistica para planejar experimentos e avaliar
resultados, no processo de secagem por spray dryer de matérias-primas vegetais (PEIXOTO,;
FREITAS, 2013; CHONG, et al, 2014; PATIL; CHAUHAN; SINGH, 2014;
THIRUGNANASAMBANDHAM; SIVAKUMAR, 2015; KRISHNAIAH et al, 2015;
BAZARIA; KUMAR, 2016; CHAUL, et al., 2017).

3.7. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Vérias técnicas analiticas tem sido descritas na literatura para identificacdo e
quantificacdo de marcadores fitoquimicos, dentre as quais podemos destacar a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (FUCINA et al, 2012; GESSER CESCA, 2012; OLIVEIRA?
OLIVEIRA®, 2013; LANDIM et al, 2013; KAEFER et al., 2015; COSTA et al., 2015;
ALMEIDA et al., 2016; DEVALIYA; SHIRSAT, 2017). Devido a sua facilidade de efetuar a
separacdo, identificacdo e quantificagdo de uma grande quantidade de compostos, presentes
em varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugéo,
eficiéncia e sensibilidade (MOLDOVEANU; DAVID, 2012).



Referencial Teorico 42

3.8. VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

A Organizagdo Mundial da Sadde define validagdo como um procedimento analitico
para demonstrar que esta sob as condic¢des nas quais deve ser aplicado (WHO, 1992)

A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Os
pardmetros normalmente avaliados nos programas de validacdo de metodologia analitica s&o:
exatidao (acuracidade), precisdo, especificidade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
linearidade, robustez e teste de conformidade do sistema, além da seletividade e a
sensibilidade do método (BRASIL, 2003).

No Brasil a validacdo de métodos analiticos é regulada pela ANVISA, por meio da
Resolucdo RE n° 899, de 29/05/2003, revogada recentemente pela RDC N° 166, de 24 de julho
de 2017, que entrard em vigor a partir de janeiro de 2018 (BRASIL, 2003; BRASIL, 2017).

A determinacdo de métodos analiticos depende, inicialmente, da escolha dos
biomarcadores, que sdo substdncias ou grupo de substéncias, preferencialmente os
responsaveis pela acdo farmacologica em estudo, que estejam presentes tanto na matéria-
prima, como nos produtos intermedidrios e no medicamento fitoterapico (BASSANI,
GONZALES; PETROVICK, 2005).

Embora as matrizes vegetais apresentem perfis fitoquimicos complexos se faz
necessario estabelecer critérios de qualidade deste material, para garantir a eficacia e
seguranca do produto final, sendo assim é de fundamental importancia o emprego de
metodologias analiticas validadas, para serem utilizadas tanto no controle de qualidade da
matéria-prima  vegetal, quanto nos produtos tecnolégicos intermediarios e final
(GOVINDARAGHAVAN; SUCHER, 2015; SOUZA, 2004).

3.9. ESTUDO DE ESTABILIDADE

Estabilidade € definida como sendo a capacidade de uma substancia medicamentosa ou
produto farmacéutico permanecer dentro das especificagbes estabelecidas, mantendo sua
identidade, teor, qualidade e pureza ao longo do prazo de validade estimado (RANGARI,
2008).

No Brasil, os testes de estabilidade de produtos farmacéuticos, para fins de
determinacéo de prazo de validade, devem seguir as diretrizes estabelecidas no guia de estudo
de estabilidade publicado pela ANVISA (Brasil, 2005).
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A realizacdo de estudos de estabilidade de produtos & base de plantas é uma tarefa
dificil, pois apresentam uma mistura complexa de componentes ativos com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. No entanto sdo de fundamental importancia para assegurar a
qualidade, seguranca e eficacia do produto final, pois durante o processo de extracdo do
material vegetal e de fabricacdo do medicamento fitoterapico, os componentes ativos podem
sofrer alteracGes fisicas e quimicas, provenientes de fatores tais como: temperatura, luz, ar
(especificamente oxigénio, didxido de carbono e vapores de dgua) e umidade, tamanho de
particula, pH, natureza do recipiente de armazenamento, dentre outros, que podem
influenciar na estabilidade (GAFNER; BERGERON, 2005; RANGARI, 2008; SACHAN;
KUMAR, 2015). A adi¢cdo de excipientes para melhorar as propriedades tecnoldgicas dos
medicamentos fitoterapicos também pode impactar na estabilidade dos mesmos (JIANG et al,
2008).

Na literatura cientifica ndo sdo encontrados muitos estudos de estabilidade de extratos
vegetais e menos ainda entre extrato-excipiente, onde pode-se avaliar melhor como o0s
excipientes podem afetar a estabilidade dos compostos bioativos, bem como reduzir o tempo
de meia-vida do produto final.

A estabilidade de antocianinas, presentes no p6 do suco de acai, obtido por spray dryer,
usando quatro tipos de agentes carreadores: maltodextrina 10DE, maltodextrina 20DE, goma
arébica e amido de milho, foi avaliada. As amostras foram armazenadas nas temperaturas de
25 e 35°C por um periodo de 120 dias. Foi observado que as antocianinas exibiram duas
cinéticas de primeira ordem, sendo uma com maior taxa de degradacdo, no periodo de 45-60
dias de armazenamento e a outra com uma menor taxa de degradagdo, apds este periodo
(TONON; BRABET; HUBINGER, 2010).

Cortes-Rojas, Souza e Oliveira (2014), realizaram um estudo de estabilidade de
preparacdes fitofarmacéuticas com extratos secos por spray dryer de Bidens pilosa L., em
diferentes condi¢bes de armazenamento, em recipientes abertos e sachés selados, por um
periodo de 12 meses. Foi verificado que as concentracfes dos biomarcadores rutina,
hiperosideo e poliacetileno diminuiu drasticamente nas amostras armazenadas em recipientes

abertos, porém ndo apresentaram mudangas significativas em baixas temperaturas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DROGA VEGETAL

O material vegetal (folhas frescas de individuos adultos) de Poincianella pyramidalis
foram coletadas em maio de 2015, no municipio de Serra Branca, localizado no estado da
Paraiba  (7°30°51.1”S 36°41°91.5”0). Um espécime foi identificado pela Professora
Alecksandra Vieira de Lacerda da Universidade Federal de Campina Grande e uma exsicata
estd depositada no herbario Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba, Brazil,
sob numero NC36. O projeto de pesquisa recebeu Autorizacdo do Ministério do Meio
Ambiente do Brasil (ICMBIio\SISBio\MMA-Brasil) para atividades cientificas, sob n° registro
41277-2. O material vegetal foi seco em estufa com ar circulante, sob temperatura de 40°C *
2°C, por um periodo de 72 horas e triturado em moinho mecanico, em seguida o pé obtido foi

armazenado ao abrigo da luz e da umidade.
4.2. SOLVENTES E PADROES ANALITICOS

Foram utilizados os solventes metanol grau HPLC (Sigma Aldrich®, Brazil), acido
ortofosforico (Merk®, Germany) e agua ultrapurificada, hexano PA ACS (Vetec®, Brasil),
etanol 96% (Toscano®, Brazil) e diclorometano grau HPLC (Vetec®, Brazil). As substancias
quimicas canferol (97% pureza) e quercetina (98% pureza), ambas da Sigma Aldrich® Brazil,

foram empregadas como padrdes analiticos.

4.3. EQUIPAMENTOS/INSTRUMENTOS

Todos os equipamentos utilizados na realizacdo dos experimentos estdo descritos na
tabela 1.
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Tabela 1 - Lista de equipamentos utilizados nos experimentos.

Equipamento Marca Modelo
Agitador de tubos Phoenix® AP 56
Balaca Analitica Shimadzu® AW 220
Centrifuga Centribio -
Conjunto de Tamis Bertel 01/02
Conjunto de Filtracao - -
Cromatdgrafo Liquido Shimadzu® Proeminence
Estufa com ar circulante Tecnal® TE -394-4
Incubadora B.O.D Tecnal® TE -371
Moinho Mecénico - -
Spray dryer LabPlant® SD 05

4.4. DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA DOS POS

A granulometria dos po6s foi determinada com o auxilio de um conjunto de tamises,
operado por dispositivo mecanico, com tamanhos de malhas descritos na tabela 2.

Inicialmente foi determinado e registrado o peso de cada tamis a ser utilizado no
ensaio. Em seguida foram pesadas em balanca analitica, amostras contendo 100, 200 e 2509
do p6 das folhas. Cada quantidade de p6 foi submetida ao processo de tamisacdo durante 0s
tempos de 20 e 30 minutos. Apds o término do processo, foi removida toda amostra retida na
superficie superior de cada malha, com auxilio de um pincel adequado. Posteriormente pesou-
se 0 po retido na superficie superior de cada malha e no coletor. Calculou-se o percentual

retido em cada tamis, utilizando-se o célculo abaixo:

Equacdo 1: % Retido pelo tamis = i—; x 100

Onde:

P1: peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P2: soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

100: fator de porcentagem.
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Tabela 2 - Tamanhos das aberturas das malhas dos tamises.

Tamanho de particulas

Mesh Mm
>16 >1190
16 - 20 1189-841
20-30 840-595
30-40 594-420
40 -50 419-297
50 - 60 296-250
60 — 100 249-149
100 - 200 148 -74

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010) os pds sdo classificados em:
P& grosso- as particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha
de 1,70 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 pum.
P& moderadamente groso- particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura
nominal de malha de 710 pm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha
de 250 pm.
Pé semifino-as particulas passam em sua totalidade pelo tamis de abertura nominal de malha
de 355 pm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 180 pum.
P6 fino- as particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de
180 pm.
Pé finissimo- particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha
de 125 pm.

Foram pesadas diferentes massas de p6 para serem tamizadas em diferentes intervalos
de tempo, com o objetivo de verificar a influéncia da massa e do tempo de vibragdo sobre a
granulometria das particulas.

Cada ensaio foi realizado em duplicata e os valores apresentados e utilizados nos

calculos referem-se as médias obtidas.

45. OBTENCAO DO EXTRATO FLUIDO DO PO DAS FOLHAS DE P.
PYRAMIDALIS.

A tecnologia de extracdo empregada para obtencdo do extrato fluido foi maceragédo a

frio, realizada em recipientes cilindricos de aco inox devidamente fechados, por um periodo
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de 120 horas, empregando como liquido extrator uma solucdo hidroalcodlica (50:50 v/v). A
proporcao de pd em relacdo a quantidade do sistema de solventes foi de 20% (m/v).

Antes da obtencdo do extrato fluido foi realizada a escolha do melhor sistema de
solventes, para tanto foram testadas misturas de etanol: &gua, nas proporg¢des (30:70; 50:50 e
70:30 v/v). A melhor condigéo de extracdo foi determinada em fungdo da concentragdo dos
biomarcadores canferol e quercetina.

Apos escolha do melhor sistema de solventes, realizou-se uma analise do processo de
extracdo em funcdo da granulometria dos pos, com tamanhos de particulas previamente
estabelecidos de 355, 250, 149 e 74 um. Cada analise foi realizada em triplicata obtendo-Se ao
final o valor médio.

A quantificacdo dos marcadores foi realizada empregando-se Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), conforme descrito nos itens 4.7. e 4.8.1.

4.6. DETERMINACAO DO RESIDUO SECO

A determinacdo do residuo seco foi realizada de acordo com a Farmacopéia Brasileira
(2010), para tanto foi transferido 2mL do extrato fluido para placa de Petri, 0 solvente foi
evaporado até secura, em banho-maria a 50 °C. Em seguida as amostras foram dessecadas em
estufa a 105 °C, por 3 horas. Os resultados foram expressos em porcentagem sobre o valor

médio do volume de trés determinac@es, de acordo com a equacao abaixo:

100 X N

Equacao 2: % Residuo seco = 7

Onde:
N : massa em gramas do residuo seco

A : volume da amostra em mL

4.7. QUANTIFICACAO DOS BIOMARCADORES POR CLAE

A quantificagdo dos biomarcadores canferol e quercetina, foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando para tanto um cromatografo liquido
Proeminence series (Shymadzu,Toquio, Jap&o), equipado com sistema de fornecimento
multisolvente LC-20AT, sistema de degaseificagdo DGU-20A5, autoinjetor SIL-20A, forno
para coluna CTO-20A e detector por espectrometria eletronica na regido do ultravioleta-
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visivel com arranjo de diiodo SPD-M20A UV-vis, em A = 370nm. A fase movel utilizada foi
uma mistura de metanol:acido fosférico 1% (47:53 v/v) em sistema isocrético e pH= 3,1,
volume de injecdo de 20 pL e fluxo de injecdo de 1,2 mL/min. Como fase estacionaria foi
empregada uma coluna C18 (Phenomenex®), 4,6 x 250 mm x 5um. A temperatura do forno da
coluna foi ajustada para 40°C.
A aquisicao e analise dos dados foi realizada com o auxilio do software Lab Solution®.
A concentracdo dos biomarcadores nas solugbes amostra foi determinada de acordo

com a equacao abaixo:

Equacao 3: Ca = Cp X Fa X Aa/Ap
Onde:

Ca: concentragdo dos analitos canferol ou quercetina (pug/ mL) nas solugfes amostra;
Aa: area do pico cromatografico do marcador;

Ap: area do pico do padrdo de canferol ou quercetina;

Cp: concentracdo dos padrdes de canferol ou quercetina (ug/ mL)

Fa: fator de anélise
O fator de andlise (Fa) € calculado de acordo com a equacéo 4:
Equacio 4: Fa = Ta + {[(Ta + Fec) X Fevap] + Vrec} (11)
Onde:
Ta é atomada da amostra do extrato fluido,
Fevap ¢ a aliquota da fracdo organica
Fec é a fragdo da extracdo continua obtidas nas 3 bateladas

Vrec é 0 volume de reconstituicdo na fase movel.

4.8. PREPARACAO DAS SOLUCOES AMOSTRA
4.8.1. Preparagéo das amostras de extrato fluido.

4.8.1.1. Pré- tratamento das amostras
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Inicialmente foi realizado o pré-tratamento das amostras, para eliminar possiveis
interferentes, adicionando-se 2 mL de hexano em 1 mL do extrato hidroalcéolico, em tubo de
ensaio com tampa rosca. O tubo de ensaio devidamente fechado foi submetido a agitacéo por
1 minuto em agitador de tubos e em seguida por 10 minutos em centrifuga. Apos o término do

tempo de centrifugacdo, a fase hexanica foi descartada e a fase hidroalcéolica foi reservada.

4.8.1.2. Extracéo dos biomarcadores

Com o auxilio de uma pipeta automatica, retirou-se uma aliquota de 500 puL da fase
hidroalcoolica e transferiu para tubo de ensaio com tampa, onde foi acrescentado 3 mL de
diclorometano, para realizacdo da extragdo dos flavonoides de interesse, com posterior
agitacdo em vartex por 1 min e 10 min em centrifuga. A fragdo diclorometénica foi retirada
com auxilio de uma pipeta de Pasteur e reservada em tubo de ensaio. A extracdo com
diclorometano foi realizada por 03 vezes, obtendo-se ao final 9 mL da fracdo
diclorometanica.

4 mL da fase diclorometénica foram retirados e submetidos a secagem em banho-maria
a temperatura de 50°C. O residuo seco obtido foi reconstituido com 2mL de metanol e
filtrado através de membrana PTFE de 0,45um (Anow®, USA).

4.8.2. Preparacéo das solugdes amostra de extrato seco

Foram pesadas exatamente 300 mg de amostra de extrato seco em balanca analitica,
transferida para tubo de ensaio, onde foi adicionado 5mL de uma solucdo hidroalcéolica
(50:50), em seguida a amostra foi agitada em vortex durante 1 minuto e em centrifuga por 10
minutos. Uma aliquota de 1mL da amostra foi retirada e submetida ao mesmo procedimento

descrito para preparacdo da amostra de extrato fluido (itens 4.8.1.1 e 4.8.1.2).

4.8.3. Preparacao das solugdes amostra dos pre-formulados

Foram pesadas exatamente 600 mg das amostras de pré-formulados, em balanca
analitica e seguiu-se a mesma metodologia de preparagdo da amostra de extrato seco (item
4.8.2.).



Material e Métodos 51

4.9. PREPARACAO DAS SOLUCOES PADRAO

Foi preparada uma solugdo padrdo de 4 pg/mL dos padrdes canferol e quercetina em

metanol:agua (70:30 v/v).

4.10. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DOS BIOMARCADORES CANFEROL E QUERCETINA NAS
AMOSTRAS DE EXTRATOS FLUIDO E SECO DE P. PYRAMIDALLIS.

O método analitico foi validado de acordo com as diretrizes da resolu¢do RE 899 de 29
de maio de 2003-“Guia de valida¢dao de métodos analiticos ¢ bioanaliticos” e os parametros
analiticos avaliados foram: especificidade, seletividade, linearidade, limite de quantificacdo e

deteccdo, precisdo, exatiddo, robustez e estabilidade.

4.10.1. Especificidade e Seletividade

Para demonstrar a especificidade e seletividade do método foram realizadas corridas
cromatograficas, em triplicata com as amostras dos extratos fluido e seco de P. pyramidalis,
solucdes padrdo de canferol e quercetina e do branco da fase mdvel. A especificidade do
método foi avaliada pela analise do tempo de retencéo dos marcadores e pela comparacdo dos
perfis cromatograficos entre as substancias padrdo e amostra.

A seletividade do método foi determinada pela avaliacdo dos perfis cromatogréaficos de
amostras do extratos fluido e seco, substancias padrdo e fase mdvel, na faixa do espectro do

ultravioleta compreendida entre 200 e 500 nm em um intervalo de 20 nm.

4.10.2. Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcdo de trés curvas de calibracdo com oito
pontos cada, para tanto foi preparada uma solucdo estoque na concentracdo de 100 pg/ mL
dos padrdes analiticos canferol e quercetina, em solugdo de metanol: dgua (70:30 v/v ) e em
seguida diluida para as seguintes concentracdes: 0,4; 0,6; 1,6; 2,8; 4,0; 5,2; 6,4 e 7,6 ng/mL.
As solugdes padrdo foram preparadas em triplicata.

As curvas de calibragdo foram obtidas pela construcdo de graficos de concentracdo
versus area absoluta. A equacgéo da reta e o coeficiente de correlagédo (r) foram determinados
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pela andlise da regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Os resultados obtidos
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA).

4.10.3. Limite de quantificacdo e Limite de deteccéo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram determinados de acordo com

as equacdes (5) e (6), respectivamente.

E 50 5: LD = DPa x 3
quacao 5: =7Ic
DPa x 10
Equacio 6: LQ = I

Onde:

DPa: desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentracbes do farmaco préximas ao suposto limite de
quantificacdo. Este desvio padrdo pode ainda ser obtido a partir da curva de calibracdo
proveniente da analise de um numero apropriado de amostras do branco;

IC: inclinacdo da curva de calibracéo.

4.10.4. Precisao

A precisdo do método foi avaliada levando-se em consideracdo a repetibilidade
(precisdo intracorrida) e a precisdo intermediaria (intercorrida). A repetibilidade foi
determinada pela injecdo de 6 amostras da solugéo padréo de canferol e quercetina contendo o
equivalente a 100% da curva padrdo de linearidade (0,4 pg/mL), no mesmo dia e nas
mesmas condi¢bes cromatograficas. No caso da precisdo intermediéria foram preparadas 06
amostras, na mesma concentragdo das amostras da repetitibilidade, avaliadas em 3 dias
diferentes, por analistas diferentes.

Tanto os resultados da precisdo intracorrida quanto intercorrida foram expressos como
média e desvio padréo relativo.

O critério de aceitacdo para este parametro foi um desvio padréo relativo de 5%.

Todos os valores obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), para

determinar o nivel de diferencga significativa entre 0S mesmos.
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4.10.5. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada a partir da recuperacdo dos padrdes canferol, e
quercetina apos adicdo de quantidades conhecidas nas solugbes amostra, em trés niveis
(baixo, medio e alto) com valores correspondentes a 20%, 100 e 180% da concentracdo obtida
na precisdo. As amostras foram preparadas em triplicata e as injecOes foram realizadas em
duplicata para cada nivel de recuperagdo. A taxa de recuperacdo foi calculada de acordo com

a equacéo abaixo:

[Y]
E a07:Rec X% =———x1
quacao ec X% Z+W] x 100

Onde:

X: nivel de recuperagdo
Y: concentracdo recuperada de canferol no extrato hidroalcoolico
Z: concentracdo inicial de canferol no extrato hidroalcoolico, e

W: concentracdo de padrdo adicionado

4.10.6. Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio de pequenas e deliberadas modificacdes
nas condi¢des cromatogréficas, tais como variacao do fluxo da fase mével de +0,1mL, pH da
fase movel variando + 0,1 e temperatura da coluna com uma variagdo de +2 °C. Foram
monitorados, tempo de retencdo, area do pico cromatogréafico e perfil espectral das amostras.
A quantificacdo dos marcadores nas amostras de extrato fluido de P. pyramidalis foi
determinada com os padrdes canferol e quercetina nas mesmas condi¢cdes de analise dos

parametros de robustez.

4.10.7. Estabilidade das solu¢des amostra e padréao

A avaliacdo da estabilidade quimica da solucdo padrdo estoque e das amostras de
extrato fluido foi analisada nos tempos zero e 24 horas, ap0s armazenamento sob temperatura
ambiente. A estabilidade das amostras foi avaliada por meio da anlise das areas dos picos,

tempo de retencdo e perfil espectral dos marcadores avaliados.
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4.11. OBTENCAO DOS EXTRATOS SECOS POR SPRAY DRYER

Os extratos secos foram obtidos por nebulizagdo em Mini Spray Dryer, LabPlant,
modelo SD-05, com bico atomizador duplo fluido pneumatico com orificio de 1.2 mm que
operou com taxa de vazdo de ar 40 L/min e pressdo de 2,0 bar. Os parametros de operacéo
do processo foram os seguintes: temperatura de entrada de ar (160, 170 e 180°C), taxa de
fluxo de alimentacdo (4, 6 e 8 mL/min) e proporcdo do adjuvante de secagem dioxido de
silicio coloidal (10, 15 e 20%). As amostras do produto tecnoldgico foram armazenadas em
temperatura ambiente entre 15 e 30°C, devidamentre protegidas da luz e da umidade em

frascos hermeticamente fechados.

4.12. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Um planejamento fatorial fracionario 2%, associado & metodologia de superficie
resposta foi aplicado para avaliar e otimizar os efeitos dos parametros do processo de secagem
sobre os teores dos marcadores quimicos, canferol e quercetina. Para tanto foram
investigados os efeitos individuais e interativos das seguintes varidveis independentes:
temperatura de entrada do ar de secagem (X1), taxa de fluxo de alimentacdo da composigéo
de secagem (X3) e proporc¢éo de diéxido de silicio coloidal na composicdo de secagem (X3). A

matriz do planejamento est4 demonstrada na tabela 3.

Tabela 3 — Matriz do planejamento fatorial 2°,; para secagem por spray dryer.

Experimentos X3 (T) X, (F) X3(DSC) T (°C) F(mL/min)  DSC (%)

1 -1 -1 -1 160 4 10
2 -1 1 -1 160 4 10
3 -1 -1 1 180 8 20
4 -1 1 1 180 8 20
5 1 -1 -1 180 4 10
6 1 1 -1 160 4 10
7 1 -1 1 180 8 20
8 1 1 1 180 8 20
9 0 0 0 170 6 15

*n=3; T= temperatura de entrada do ar de secagem; F= ttaxa de fluxo de alimenta¢do da composi¢cdo de secagem; DSC%-= propor¢do de

dioxido de silicio coloidal na composic&o de secagem
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4.13. RENDIMENTO DO PROCESSO DE SECAGEM.

O rendimento do processo de secagem foi calculado ap6s a secagem do extrato. O
produto final foi pesado e teve sua massa calculada percentualmente em relacdo ao teor de

solidos presentes nas solugdes extrativas de acordo com a equacao abaixo:

Equacio 8: Rendimento (%) = E; ES x 100

Onde:

m1: massa do extrato seco obtida
m2: massa teorica de extrato seco (residuo do extrato com a massa do adjuvante

adicionado)

4.14. PREPARACAO DOS PRE-FORMULADOS

Os pré-formulados foram preparados em 3 grupos diferentes, em triplicata para cada
um deles, por meio de misturas binarias entre o extrato seco e 0s seguintes excipientes
farmacéuticos: amido (AM), celulose microcristalina 102 (MC), maltodextrina (MD) e lactose
(LC) na proporcdao 1:1. O p6 das misturas foram calibrados em tamis de malha 45 mesh

(353um) e misturados mecanicamente por 15 minutos.

4.15. ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA

O estudo de estabilidade dos pré-formulados foi realizado em incubadora B.O.D, com
controle de temperatura, por um periodo de 180 dias sob temperatura de 40 £+ 2°C. 3g de
amostra foi pesada e colocada em sachés (PVC-Aluminio), em triplicata para cada pré-
formulado. O teor dos biomarcadores canferol e quercetina foi monitorado ao longo do estudo
(0, 90 e 180 dias) por CLAE.

4.16. DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS

Os parametros cinéticos, ordem de reagdo (n) e constante de decomposicdo (k) foram

obtidos pela equacgédo de Arrhenius:
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Equacéo 9: k= A. exp (Eo/R.T)
Onde:

A: fator pré-exponencial
R: constante ideal dos gases (8,314J/mol.K)
T: temperatura absoluta

Eo: energia de ativacdo (J/mol)

Os modelos cinéticos de degradagdo dos biomarcadores canferol e quercetina foram

definidos como de ordem-zero e de segunda ordem, de acordo com as equacdes (10 e 11),
respectivamente.

Para as reacOes de ordem-zero, a constante k foi obtida diretamente dos valores de

massa em fungdo do tempo de armazenamento, de acordo com a equacéo abaixo:
Equacdo 10: m=mg — kt
Onde:

mo : massa inicial do biomarcador
m: massa no tempo (t) e

Ko : constante de ordem-zero

Para as reacdes de segunda ordem o inverso da massa € plotado em funcdo da
temperatura,de acordo com a seguinte equacao:

. 1
Equacdo 11: =t kt

Rl

Onde:

M- massa inicial do biomarcador
m: massa no tempo (t)

ko constante de segunda ordem.
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4.17. ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram analisados com o auxilio dos softwares STATISTICA®,
versdo 13.1 (Dell Inc., Tulsa, USA) e PRISM®, versio 6.01.

Os resultados foram expressos como média + DP e coeficiente de variacdo. As médias
foram comparadas usando ANOVA e regressdo mdltipla associada a metodologia de
superficie de resposta (MSR). As diferengas foram consideradas estatisticamente significantes

para p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA DO PO DAS FOLHAS DE P.
PYRAMIDALIS.

O grau de divisdo dos pos provenientes de material vegetal € um parametro relevante e
que deve ser avaliado, visto que o tamanho das particulas pode influénciar diretamente na
eficiéncia do processo extrativo (MIGLIATO et al.,, 2007), pois geralmente particulas
menores aumentam a area de superficie de contato entre os solidos e os solventes extratores,
aumentando na maioria das vezes a eficiéncia do processo (PRISTA et al., 1996).

A distribuicdo granulométrica dos po6s obtidos das folhas de P. pyramidalis foi
determinada por tamisacdo em diferentes aberturas de malhas, conforme descrito no item 4.4.

A tabela 4 mostra o percentual de massa retida em cada malha avaliada, com diferentes
massas e tempo do processo de tamisacdo, onde se pode observar que a maior quantidade do
po ficou retida no tamis com abertura de malha >1190um, que permite classificar o p6 obtido
como sendo um po grosso.

A figura 7 apresenta a distribui¢do granulométrica do p6, onde podemos verificar que o

tamanho de particula >1190um, €é o mais frequente.

Tabela 4 - Percentual de massa do p6 obtido das folhas de P. Pyramidalis, retida nos

diferentes tamanhos de malhas.

Massa de partida (g) / tempo de tamisagdo (min)
Tamanho Particula (um) 100/20 200/20 250/20 100/30 200/30 250/30

% Retido
>1190 350 350 375 350 460 34,0
1189-841 100 100 150 150 120 140
840-595 5,0 5,0 7,5 75 6,0 6,0
594-420 150 145 120 125 98 140
419-297 15,0 12,0 100 100 103 126
296-250 10,0 11,0 9,8 10,0 8,7 11,2
249-149 10,0 9,2 8,1 7,5 6,6 7,7
148-74 0,4 0,5 0,7 0,4 1,0 15

De acordo com a analise estatistica dos resultados obtidos ndo houve influéncia

significativa entre a quantidade de massa de partida e o tempo de processamento, na
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distribuicdo do tamanho de particulas, sendo assim é possivel utilizar qualquer uma das
massas e tempo de processamento avaliados, para determinar o percentual de massa retida em

cada tamis.

Figura 7 - Grafico de distribuicdo granulométrica do p6 obtido das folhas de P. Pyramidalis
retida em diferentes tamanhos de aberturas de malhas.
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5.2. AVALIACAO DO SISTEMA DE SOLVENTES NO PROCESSO EXTRATIVO

A escolha do sistema de solventes € um dos fatores que também podem interferir no
processo de extracdo, no entanto se faz necessario escolher o melhor solvente ou sistema de
solventes que seja mais eficiente para extrair as substancias de interesse em quantidades
satisfatdrias para o estudo quimico e/ou bioldgico (SIVAKUMAR et al., 2007; MIGLIATO et
al., 2011).

Neste trabalho avaliamos um sistema de solventes composto por uma mistura de etanol/
agua em diferentes propor¢des (30:70; 50:50; 70:30), visto que ambos apresentam baixa
toxicidade e apresentam uma polaridade satisfatoria para extracdo de substancias quimicas de
natureza mais polar, no caso dos flavondides.

A eficiéncia de extracédo foi determinada pela quantificagdo dos biomarcadores canferol
e quercetina.

Foi observado uma variagdo nas concentragdes dos marcadores canferol e quercetina

nas diferentes proporcdes do sistema de solventes testados (etanol:agua) e a melhor condicéao
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de extracdo encontrada foi aquela utilizando o sistema etanol:dgua (50:50 v/v), como

demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 - Concentracdo dos biomarcadores canferol e quercetina (ug/mL) nos extratos
fluidos, obtidos a partir de 2009/1000 mL em diferentes proporcdes de etanol: agua, pelo

processo de maceragéao.

Proporcao Etanol:Agua Valores Médios das Concentracdo dos Biomarcadores
(VIv) (ug/mL) £ DPR
Canferol Quercetina
30:70 20,9+5,1 "38,48 £ 4,5
50:50 53,8 £2,6 81,4125
70:30 40,1 £45 "65,24 + 2,6
"n=3

53. AVALIACAO DO PROCESSO EXTRATIVO EM FUNCAO DA
GRANULOMETRIA DOS POS

Apbs escolha do melhor sistema de solventes para extracdo, como sendo etanol:agua
(50:50 v/v), foi verificado a influéncia do tamanho das particulas no processo extrativo, por
meio da quantificacdo dos biomarcadores canferol e quercetina, onde verificou-se que quanto
menor o tamanho das particulas, melhor a eficiéncia do processo de extracdo, conforme
demonstrado na tabela 6 e figura 8, visto que com a reducdo de didmetro das particulas
ocorre um aumento da area superficial e da reatividade das mesmas, permitindo uma
melhor troca de massas com o0s solventes extratores, facilitando assim uma melhor extracéo
dos compostos presentes (LIST; SCHMIDT, 1984).
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Tabela 6 - Concentrac6es dos biomarcadores canferol e quercetina (ug/mL) em funcdo dos

diferentes tamanhos de particulas do pé das folhas de P. pyramidalis.

Tamanho de Particula

Proporcao:

Valores Medios das Concentracéo

dos Biomarcadores (ug/mL) = DPR

(um) Massa/\VVolume (g/mL) i
Canferol Quercetina
354 ‘50,0 + 3,3 70,82 + 3,38
250 “781+34 “120,71+29
200g/1000mL
149 “184,9 + 3,8 264,29 + 4,1
74 “2316+1,5 “310,59 + 1,6

*n=3

Figura 8 - Cromatogramas do extrato fluido de P. pyramidalis, obtidos a partir de diferentes
granulometrias de p6s (354, 250, 149, 74) um.
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5.4. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA
POR CLAE

O desenvolvimento e a validacdo do método analitico para ser empregado no controle
de qualidade da matéria-prima vegetal de P. pyramidalis se fez necessario, visto que ndo
havia nenhum método descrito na literatura cientifica com esta finalidade.

Existem alguns trabalhos que descrevem metodologias analiticas que sdo utilizadas
para garantir a qualidade de outras matrizes vegetais e que utilizam os mesmos analitos
(canferol e quercetina), que serdo monitorados para garantir a qualidade dos extratos de P.
pyramidalis, porém por se tratar de matrizes complexas, com diferentes composicGes
quimicas e diferentes substancias interferentes, nem sempre podemos usar as mesmas
condicBes cromatograficas de uma matriz em outra, mas podem ser usadas como referéncia
(SLADKOVSKY; SoLICH; OPLETAL, 2001; ZU, et al., 2006; OLSZEWSKA, 2008; JAIN;
SHAIKH, 2014; AHMED; RAO, 2016)

A validacdo do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
ultravioleta com arranjo de diiodo, foi realizada ap6s otimizacdo das condicOes
cromatogréaficas, com a avaliacdo dos seguintes fatores: composi¢do da fase movel, tipo de
fase estacionaria, temperatura da coluna, razdo de fluxo da fase mdvel, comprimento de onda
e volume de injecéo.

As melhores condi¢bes cromatograficas encontradas foram as seguintes: mistura de
metanol: acido fosforico 1% (47:53 v/v), como fase movel, fluxo de 1,2 mL/min, A=370 mm,
temperatura da coluna de 40°C e volume de injecédo de 20 pL.

Apbs escolha das condicdes 6timas para realizar a quantificacdo dos analitos de
interesse, que no caso deste trabalho foram canferol e quercetina, foi entdo realizada a
validacdo da metodologia.

Os marcadores acima citados, foram escolhidos, em fungéo de se apresentarem como
substancias majoritarias no extrato em estudo, além de apresentarem varias atividades
farmacoldgicas ja comprovadas, como a atividade anti-inflamatoria (DEVI et al., 2015;
D’ANDREA, 2015).

A validacdo da metodologia analitica para quantificacdo simultanea dos flavonoides
canferol e quercetina nos extratos fluido e seco, obtidos a partir de P. pyramidalis, foi
realizada segundo os critérios estabelecidos pela resolucdo RE n° 899/2003.

Para tanto foram avaliados 0s seguintes parametros: seletividade, linearidade, limites de

deteccdo e quantificacdo, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez e estabilidade.
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5.4.1. Otimizacao das condic¢des cromatograficas

5.4.1.1. Escolha da fase movel

Levando-se em consideracdo a natureza quimica do canferol e da quercetina (figura 9),
utilizamos uma composicéo de fase mdvel, constituida por uma mistura de metanol e acido
fosforico 1%. Este ultimo foi adicionado para suprimir a ionizacdo dos analitos, pois a
formacéo de cauda em picos de flavondides é um problema na separacdo destes compostos,
fato este atribuido a ionizacdo das hidroxilas presentes no esqueleto destas substancias. A
presenca de um acido na fase mdvel pode impedir este efeito, devido a alteracdo do pH,
proporcionando assim uma melhoria na simetria do do pico (HASLER; STICHER.; MEIER,
1990; ZU, et al., 2006).

Foram testadas diferentes proporcGes da mistura de solventes, sendo metanol: acido
fosforico 1% (43:57 v/v) a que apresentou melhores resultados.

Figura 9 - Estruturas quimicas dos biomarcadores canferol e quercetina.

Canferol Quercetina

5.4.2. Especificidade e seletividade

A especificidade do método foi avaliada pela analise dos perfis cromatogréaficos, do

branco (fase movel), e das solu¢Ges amostra (figuras 10 e 11).
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Figura 10 - Cromatogramas das amostras de extrato fluido de P. pyramidalis, solucbes

padréo de canferol, quercetina e branco (fase maovel).
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Figura 11 - Cromatogramas das amostras do extrato nebulizado de P. pyramidalis, solugdes
padréo de canferol e quercetina e branco (fase movel).

14000.00
Quercetina

12000.00 g

Canferol
10000.00

-~

8000.00

Z 6000.00 Padrdes

4000.00 Branco

Extrato Nebulizado

2000.00

0.00 S A —_— ) -
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

-2000.00

Tempo (min)

Podemos observar que os cromatogramas dos extratos fluido e seco quando
comparados com o cromatograma dos padrdes de canferol e quercetina, apresentam o mesmo

tempo de retencdo e no cromatograma do branco néo foi verificado nenhum pico eluindo no
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mesmo tempo de retencdo dos analitos de interesse, comprovando desta forma a
especificidade do método. Ainda foi observado uma boa separacdo entre 0s picos de
quercetina e canferol, com tempos de retencdo de 10,0 e 17,5 min, respectivamente.

A andlise dos espectros de absorcdo molecular UV-vis na faixa de 200-500 nm das
amostras padréo, extratos fluido e seco (figuras 12 e 13), demonstrou ndo haver bandas de
absorcéo interferentes e a pureza espectral foi maior que 0,999, confirmando assim uma boa

seletividade para o método proposto.

Figura 12 - Espetros de absor¢cdo molecular UV-Vis, na faixa de 200-500 nm, do

biomarcador canferol nas amostras dos extratos fluido e nebulizado e do padréo analitico.
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Figura 13 - Espetros de absor¢cdo molecular UV-Vis, na faixa de 200-500 nm, do

biomarcador quercetina nas amostras dos extratos fluido e nebulizado e do padrdo analitico.
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5.4.3. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio da regresséo linear de trés curvas de
calibracdo, com oito niveis de concentracdo para os dois marcadores quimicos. A relacao
entre a varidvel independente (concentracdo) e a variavel dependente (area média) de cada
analito, esta representada nas figuras 14 e 15 e os valores das concentracdes para cada nivel

avaliado dos analitos canferol e quercetina estdo plotados nas tabelas 7 e 8, respectivamente.
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Tabela 7 - Valores das areas versus concentracdo das curvas analiticas do canferol.

68

Concentragéao Area do analito
(ug/mL) Curval Curva?2 Curva 3 Area Média DPR
0,4 21199 20617 22660 21492 4,90
0,6 32797 31442 35753 33331 6,61
1,6 90941 88324 95817 91694 4,15
2,8 154189 160458 169788 161478 4,86
4,0 232740 223965 229572 228759 1,94
5,2 306421 297317 300608 301449 1,53
6,4 372260 364172 364917 367116 1,22
7,6 450508 436117 425647 437424 2,85
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Tabela 8 - Valores das areas versus concentracdo das curvas analiticas da quercetina.

Concentragéao Area do analito
(ug/mL) Curval Curva 2 Curva 3 Area Média DPR
0,4 19278 19898 20088 19755 2,14
0,6 30931 30534 30102 30522 1,36
16 84425 84130 78085 82213 4,35
2,8 151085 150918 149972 150658 0,40
4,0 214730 221939 218768 218479 1.65
5.2 289664 286147 285452 287088 0,79
6,4 361997 359353 355937 359096 0,85
7,6 425921 440194 424067 430061 2,05

Figura 14 - Gréafico da curva analitica do canferol na faixa de concentracéo de 0,4-7,6 pg/mL.
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Figura 15 - Grafico da curva analitica da quercetina na faixa de concentracdo de 0,4-7,6

pg/mL.
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As equac0es de regressao linear, os coeficientes de correlagéo linear e a faixa linear,

tanto do canferol quanto da quercetina, estdo demonstradas na tabela 9.

Tabela 9 - Parametros das curvas de calibragéo de canferol e quercetina.

) Faixa Linear B Coeficiente de
Biomarcador Equacéo da reta
(ug/mL) correlacéo (r)
Canferol y =56948x — 6354,1 0,9996
0,4-7,6
Quercetina y =57721x - 1010,8 0,9999

De acordo com a analise da curva média de calibracdo (figuras 14 e 15) e do valor médio
do coeficiente de correlacdo linear (r), foi possivel observar uma relacdo linear entre as
concentragbes e as areas obtidas tanto para o canferol quanto para quercetina. O valores
experimentais obtidos para os coeficientes de canferol e quercetina foram: R= 0,9999 e 0,09996,
respectivamente, valores estes que conferem uma boa linearidade para o método, considerando-se
gue o coeficiente minimo aceitavel deve ser > 0,995, de acordo com a RE 899/2003.

A linearidade das curvas analiticas dos dois analitos em estudo, foi confirmada pela
andlise gréfica dos residuos gerados pelos modelos de calibragdo (figura 16A e 16B), que

comprovam nao haver pontos atipicos na calibragdo, que pudessem influenciar o modelo.
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Figura 16 - Gréafico dos residuos das curvas analiticas dos biomarcadores canferol (A) e

quercetina (B), respectivamente.
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A andlise de variancia ANOVA das trés curvas analiticas, para cada um dos analitos
avaliados, apresentou valor de p >0,05, demonstrando assim nao haver diferenga significativa
entre as mesmas, para um nivel de significancia de 95%. Os dados da analise estatistica sao

mostrados nas tabelas 10 e 11.
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Tabela 10 - Anélise de variancia (ANOVA) para curva padrao de canferol.

Fonte da variagdo SQ ol MQ F valor-P F critico
Entre grupos 94094408.25 2 47047204.13 0,001957803 0,99804 3,4668
Dentro dos grupos 5,04643E+11 21 24030613608

Total 5,04737E+11 23

Tabela 11 - Anélise de variancia (ANOVA) para curva padrao de canferol.

Fonte da variagcdo SQ ol MQ F valor-P F critico
Entre grupos 94094408,25 2 47047204,13 0,001957803 0,99804 3,4668
Dentro dos grupos 5,04643E+11 21 24030613608

Total 5,04737E+11 23

5.4.4. Limites de Deteccéo e Quantificacéo

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram determinados a partir da curva de
linearidade e por meio de tratamento estatistico, empregando as equacdes (4) e (5) descritas
no item 4.10.3, respectivamente.

Os valores encontrados para os limites de deteccdo e quantificacdo para o canferol,
foram 0,072 pg/mL e 0,22 pg/mL, respectivamente e para quercetina foram 0,17 ug/mL e
0,56 ug/mL, respectivamente. Esses resultados demonstram que o método € sensivel para

detectar e quantificar os biomarcadores canferol e quercetina nas amostras de P. pyramidalis.

5.4.5. Precisao

5.4.5.1. Repetibilidade e Precisdo Intermediaria

5.4.5.1.1. Repetibilidade

A repetibilidade do método foi realizada em um curto periodo de tempo, com 0 mesmo
analista, mesma instrumentacdo e com 0s mesmos parametros analiticos para as seis corridas
analiticas das amostras de extrato fluido e seco na concentracdo equivalente a 100% da
concentragdo de 0,4 ug/mL dos analitos canferol e quercetina, presentes nas amostras de

extratos fluido e seco.
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Os valores das concentracdes obtidas nas amostras de extrato fluido, estdo plotados na
tabela 12, onde podemos observar que o desvio padrdo relativo entre as concentracdes de

canferol e quercetina foi de 1,57 e 1,13, respectivamente.

Tabela 8 - Resultados da repetibilidade e precisdo intermediaria para os biomarcadores

canferol e quercetina, presentes nas amostras de extrato fluido de P. pyramidalis.

Analista Analista
A B A B

Preciséo o . Preciséo
Repetibilidade

Repetibilidade® Intermediaria” Intermediaria”
Canferol (ng /mL) Quercetina (ng /mL)
Média 17,23* 17,71%* 38,60* 39,5**
DP 0,27 0,41 0,44 0,78
DPR 1,57 2,28 1,13 1,96

DP- desvio padrdo; DPR- desvio padrdo relativo; a= mesmo dia, mesmo analista e mesmo equipamento; b= dois
dias diferentes, analistas diferentes e mesmo equipamento.
“n=6; "n=18

Na tabela 13 estdo demonstrados os valores das concentra¢des dos analitos nas amostras
de extrato seco, onde podemos verificar valores de DPR de 3,24 e 3,01, para o canferol e a

quercetina, respectivamente.
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Tabela 13- Resultados da repetibilidade e precisdo intermediaria para os biomarcadores

canferol e quercetina presentes nas Amostras do nebulizado de P. pyramidalis.

Analista Analista
A B A B

Preciséo o . Preciséo
Repetibilidade

Repetibilidade® Intermediaria” Intermediaria”
Canferol (ng /mL) Quercetina (ng /mL)
Vedia  23.62" 23,32 38,18 37,78
P 0,77 0,64 1,15 0,95
DPR 3,24 2,76 3,01 2,53

CV- coeficiente de variacdo; a= mesmo dia, mesmo analista e mesmo equipamento; b= dois dias diferentes,
analistas diferentes e mesmo equipamento.
n=6; n=18

5.4.5.1.2. Precisdo Intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada utilizando os mesmos parametros cromatograficos
da precisdo intra-dia, mesmo instrumento, entretanto foram realizadas para cada uma das
matrizes testadas, 09 corridas analiticas em 02 dias diferentes e com analistas distintos,
totalizando 18 injecoes.

Os resultados referentes as concentracdes obtidas para os biomarcadores, canferol e
quercetina na avaliacdo da precisao intermediaria do método, nas amostras de extrato fluido e
seco, estdo descritos nas tabelas 12 e 13, respectivamente. Os valores dos DPR entre as
corridas analiticas, para o canferol e a quercetina, nas amostras de extrato fluido foi igual a
2,28 e 1,96, respectivamente, enquanto para as amostras de extrato seco, foram 2,76 e 2,53.

De acordo com a analise de varidncia (ANOVA), ndo houve diferenca significativa
entre os valores obtidos para o canferol e quercetina, nos extratos fluido e seco dois dias de
experimento, pois os valores de F critico foram maiores que os valores de F calculado e p
>(,05 para um nivel de confianga de 95%, corroborando com a ndo significancia da variagdo

dos dados, conforme demonstrado nas tabelas 14,15, 16 e 17.
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Tabela 14 - Analise de variancia (ANOVA) da precisdo intermedidria do canferol em

amostras de extrato fluido de P. pyramidalis.

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Linhas 6.032796705 5 1.2066 1.3667 0.3145 3.3258
Colunas 1.952887596 2 0.9764 1.1060 0.3682 4.1028
Erro 8.828539982 10 0.8829
Total 16.81422428 17

Tabela 15 - Andlise de variancia (ANOVA) da precisdo intermediaria da quercetina em

amostras de extrato fluido de P. pyramidalis.

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Linhas 1.44E+08 5 28835300 1.007 0.4616 3.326
Colunas 2.72E+08 2 1.36E+08 4.753 0.0354 4.103
Erro 2.86E+08 10 28628872
Total 7.03E+08 17

Tabela 9- Andlise de variancia (ANOVA) da precisao intermediaria do canferol em amostras

de extrato seco de P. pyramidalis.

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Linhas 1.416239 5 0.283248 0.554213 0.73283 3.325835
Colunas 0.524671 2 0.262335 0.513295 0.613471 4.102821
Erro 5.110808 10 0.511081
Total 7.051718 17

Tabela 10 - Andlise de variancia (ANOVA) da precisdo intermediaria da quercetina em

amostras de extrato seco de P. pyramidalis.

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico

Linhas 5595093 5 1.119018536  1.271298021  0.348097 3.325835

Colunas 1.987683 2 0.993841527 1.12908654  0.361303 4.102821
Erro 8.802173 10 0.88021732

Total 16.38495 17
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5.4.6. Exatidao

A exatiddo do método analitico foi avaliada através da adicdo de quantidades
conhecidas dos padrbes de canferol e quercetina em trés diferentes concentragdes: baixa
(20%), média (100%) e alta (180%), os percentuais de padrdes adicionados foram calculados
em relacdo a concentracdo obtida na precisdo, com posterior determinacdo dos percentuais de
recuperacao para cada nivel.

A tabela 18 mostra os valores médios com seus respectivos desvios padrées, obtidos
no ensaio de recuperagdo do método, em trés niveis (baixo, médio, alto), onde foi observado
uma boa recuperacdo para os dois analitos nos trés niveis de fortificacdo avaliados, visto que

trata-se de uma matriz complexa.

Tabela 11 - Resultados do teste de recuperacdo do método, para os biomarcadores canferol e

quercetina no extrato fluido de P. pyramidalis.

Canferol Quercetina
) Concentragdo y Concentragdo . y
Nivel Recuperacéo (%) . Recuperacéo
Média (ug/mL) + Média (ug/mL) +
+ DPR (%) + DPR
DPR DPR
Baixo (20%) "21.0+0.07 99.7 + 0.56 "48,0+2,74 101.3+2,66
Médio (100%) "32.7+ 0.41 94.9 +1.26 "74,93+ 5,36 95,18+ 5,21
Alto (180%) "44.6 +0.46 93,0 +1.04 102,68+ 5,0 93,41+ 5,0

*

n=18

5.4.7. Robustez

A variacdo da temperatura da coluna em + 2°C da condi¢do normal de 40°C, néo
influenciou na quantificacdo dos analitos canferol e quercetina, demonstrando assim que o
método é robusto para esta varia¢do de temperatura. Na avaliacdo da influéncia da variagdo do
fluxo e do pH da fase mével em * 0,1 da condi¢do normal, também néo influenciou na area
do pico do analito investigado. De acordo com a analise estatistica (ANOVA) com intervalo
de confianga 95%, ndo houve diferenca significativa entre as variacbes das condic¢Oes
cromatograficas testadas, pois o valor de p foi maior que 0,05. Os resultados que comprovam

a robustez do método estdo demonstrados nas tabelas 19 e 20.
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Tabela 12 - Resultados obtidos no teste de robustez, com variacdo da temperatura da coluna,

pH e fluxo da fase mével para o biomarcador canferol, nas amostras de extrato fluido.

Parametros Avaliados

Temperatura (°C) Fluxo (mL/min) pH
Valores
Normal Alterada Normal Alterado Normal Alterado
40 38 42 12 11 13 1,58 1,48 1,68
Area Médiar 118683 177904 118045 1118683 159257 109312 1118683 2120180 19376
DPR + 3,44 +148 + 1,69 + 3,44 +1.90 +1.76 + 3,44 + 2,65 +23
TR Médio 1734 1875 1618 17,34 1888 16,18+ 17,34 117,55 1744
+ DPR +0 +0,01  +0,09 +0 +0,03 0,09 +0 001 402
Conc. (ng/mL) 180 1785 17,01 18,0 181 17,87+ 1180 18232+ 4849
+DP 344 148 +1690 134 11090 1,76 3,44 2,65 +230
n=3

Tabela 13 - Resultados obtidos no teste de robustez, com variagdo da temperatura da coluna,

pH e fluxo da fase mével para o biomarcador quercetina, nas amostras de extrato fluido.

Parametros Avaliados

Temperatura (°C)

Valores
Normal Alterada
40 38 42
Area Médiax 235588 243027 + 242152

DPR +1,01 1,6 +1,2

TR Médio + 10,0 10,76 9,5

DPR +0,0 +0,09 +0
Conc. (pg/mL) 39,0 40,2 40,08
+DP +1,01 +1,6 +1,46

Normal

1,2

35588
10,0
+0,0

39,0

+1,01

Fluxo (mL/min)

Alterado
1,1 1,3
265087 226615 +
+1,8 1,7

10,96 + 9,38
0 +0,0

39,89 41,11
+1,83 +1,67

Normal
1,58
225588
+1,01
10,0
+0,0

39,0
+1,01

pH
Alterado

1,48 1,68
4243528 24404048

+1,8 +1,9

10,18 10,10

+0 +0
40,31+ 40,40 +

1,75 1,89

5.4.8. Estabilidade das solugdes amostra.

A estabilidade das amostras do extrato fluido foi analisada nos tempos zero e 24 horas

e os resultados obtidos demonstraram que ndo houve alteracdo na estabilidade das amostras

no periodo de 24 hs, quando mantidas a temperatura ambiente, pois os valores das

concentracdes do canferol e da quercetina ndo sofreram variacdo significativa durante o

periodo de armazenamento das amostras, demonstrado pela analise de varidncia ANOVA. Os



Resultados e Discussdo 78

resultados das concentracbes de canferol e quercetina nos diferentes tempos de

armazenamento estdo demonstrados na tabela 21.

Tabela 14 - Valores das concentraces de canferol nas solucGes amostra do extrato de P.
pyramidalis durante o periodo de armazenamento de 24 horas.

Concentragao (ug/mL)

Biomarcadores Periodo (hs)
0 24
Canferol 18.12 "+ 3.4 17.9" 3.2
Quercetina 37,43 £ 1,68 37,14 £ 2,06

5.5. AVALIACAO DO EFEITO DAS CONDICOES OPERACIONAIS DE SECAGEM
POR SPRAY DRYER, NA CONCENTRACAO DOS MARCADORES QUIMICOS
MONITORADOS.

De acordo com os dados obtidos foi verificado que as condi¢Ges operacionais de
secagem influenciaram na concentragdo dos dois marcadores estudados, canferol e quercetina.

A tabela 22 mostra o numero de experimentos que foram realizados e as concentracdes
obtidas para cada um dos biomarcadores, sendo que a maior concentracdo para os analitos
canferol e quercetina, foi observada no experimento 7 (0,87mg/g = 0,02 e 1,55 mg/g £ 0,04),
respectivamente, corroborando (figura 17) com os gréaficos de superficie resposta, onde foi
observado que de maneira geral as concentracBes dos dois biomarcadores aumentam &
medida que os niveis dos trés fatores estudados (temperatura de entrada, taxa de fluxo de

alimentacdo e proporcdo de adjuvante) diminuem.
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Tabela 15 - Valores das respostas em relacao as variaveis independentes avaliadas.

Experimentos Variaveis Independentes Respostal Resposta2
T(°C) | F(mL/min) | DSC (%) | Teor Canferol | Teor Quercetina
1 180 4 20 0,68+0,02 1,28+0,05
2 180 8 20 0,70+0,02 1,34+0,03
3 180 4 10 0,75+0,03 1,39+0,05
4 160 8 10 0,79+0,03 1,44+0,06
5 160 8 20 0,68+0,02 1,31+0,04
6 180 8 10 0,74+0,03 1,35+0,06
7 160 4 10 0,87+0,02 1,55+0,04
8 160 4 20 0,75+0,01 1,28+0,05
9 170 6 15 0,79+0,03 1,45+0,06

*Valores médios *+ desvio padrdo relativo (n = 9).T: temperatura de entrada de ar, F:taxa de fluxo de

alimentacéo, DSC: proporcao de didxido de silicio coloidal na composicao de secagem.

A Tabela 23 e Figura 17 mostram os efeitos primarios, secundarios e terciarios das
variaveis independentes (T, F e DSC) sobre as respostas investigadas (teor canferol e
quercetina).

Analises estatisticas dos resultados experimentais revelaram que todas as variaveis
independentes afetaram significativamente todas as respostas, quando os efeitos primarios
foram avaliados, sendo que a temperatura (X;) e a proporcdo de adjuvante (X3) foram as
variaveis que afetaram as respostas de forma mais significativa. Efeito similar da influéncia
negativa da temperatura de entrada sobre o teor de flavonoides foi descrito em outros
estudos para otimizacdo das condi¢bes de secagem por spray dryer de extratos vegetais
(COUTO et al.,, 2013; CORTES-ROJAS et al.,, 2015). Os efeitos secundarios foram
observados para ambas as respostas, nas seguintes interagdes: T (Xx1) X F (x2) e T (x1) x DSC
(x3), com nivel de significancia p<0.05. A interacdo terciaria entre os fatores T x F x DSC
exerceram influéncia significativa apenas para a resposta teor de quercetina, enquanto que o
teor de canferol ndo foi afetado por esta interacdo. Isso demonstra que os teores dos
flavondides estudados podem ser influenciados tanto pelos parametros do processo quanto
pela natureza quimica destes compostos.

A metodologia de superficie resposta foi usada para avaliar os efeitos individuais e
interativos no processo de secagem investigado neste estudo (figura 17), onde foi observado
um efeito negativo da temperatura (X;) e da propor¢do do adjuvante (X3) sobre as respostas
obtidas. Isso pode ser explicado pelo fato de altas temperaturas impactarem diretamente na
degradacdo de compostos quimicos de extratos vegetais. Resultados semelhantes foram
descritos por Thirugnanasambandham e Sivakumar (2015), no estudo da influéncia das

condicdes do processo de secagem por spray dryer de pomegranate juice sobre as
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propriedades fisico-quimicas e por Patil, Chauhan e Singh (2014) que realizaram um

trabalho para otimizacdo do processo de secagem para obtencdo do pé de guava usando a
MSR.

Tabela 16 - Sumario dos efeitos das variaveis independentes e suas significancias (ANOVA)

sobre as respostas analisadas no planejamento fatorial.

Valor p
Variaveis Independentes
Teor de Canferol Teor de Quercetina
T (x2) 0,000000 0,000000
F (X2) 0,000972" 0,000444"
DSC % (x3) 0,000000" 0,000000
T (x1) X F (x2) 0,001395" 0,000665"
T (x2) x DSC% (x3) 0,000624" 0,015135
F (X2) X DSC% (xs) 0,342668 0,129123
T (X1) X F (x2) x DSC% (x3) 0,280519 0,030913"

p<0.05%efeito significante
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Figura 17 - Graficos de superficie de resposta, mostrando os efeitos da temperatura de

entrada de ar (T), proporcdo de dioxido de silicio coloidal (DSC) e taxa de fluxo de
alimentacéo (F) sobre os teores de canferol (A e B) e quercetina (C e D).
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5.6. RENDIMENTO DO PROCESSO DE SECAGEM POR SPRAY DRYER

Foi observado um melhor rendimento do processo para as condigfes operacionais com
temperatura de entrada de 160°C, 10% de didxido de silicio coloidal e fluxo de 8mL/min,
conforme mostra a tabela 24. Na obtencdo do extrato seco de P. pyramidalys foi escolhida

condi¢cdo semelhante, porem com fluxo de 4mL/min, pois esta razdo de fluxo proporcionou
maiores concentragdes para os marcadores monitorados.
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Tabela 17 - Rendimento do processo de secagem por spray dryer em diferentes condicoes

operacionais.

Condicdes do Processo Massa (g) Rendimento (%)
20% 160°C 8mL/min 4,5 23,33
20% 160°C 4mL/min 5,0 25,93
20% 180°C 8mL/min 5,2 26,79
20% 180°C 4mL/min 55 28,54
15% 170°C 6mL/min 4,3 23,78
10% 180°C 8mL/min 3,3 19,07
10% 180°C 4mL/min 4,3 25,30
10% 160°C 4mL/min 55 32,10
10% 160°C 8mL/min 6,3 36,96

*Media da massa do Extrato Nebulizado (n=3) ** Rendimento do processo(n=3)

5.7. ESTABILIDADE PRE-FORMULADOS

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade acelerada dos pré-formulados,
demonstraram que tanto as concentracfes de canferol quanto de quercetina reduziram ao
longo do tempo em todas as amostras, nas condi¢cdes de armazenamento estudada, conforme
mostra as tabela 25 e as figuras 19 e 20. Foi observado que os maiores percentuais de perdas
de massa dos marcadores no final do estudo, ocorreu nas misturas com lactose, sendo de 25,
61% e 31,54% para quercetina e canferol, respectivamente. Enquanto que a menor perda de
massa foi verificada para as misturas com amido, 7,2% de quercetina e 15,7% de canferol.

A reducdo na concentracdo dos dois analitos, no periodo de 180 dias de avaliacéo,
seguiu a mesma ordem de perda para os dois marcadores nas misturas com 0s excipientes:
LC>CMC>MD>AM

Os modelos cinéticos de degradacdo do canferol e da quercetina, nas amostras de pré-
formulados, foram determinados de a acordo com a analise dos coeficientes de regressdo
linear (R?), obtidos a partir dos graficos lineares das concentracdes dos marcadores em funcéo
do tempo de estudo para cada prée-formulado avaliado, enquanto que as constantes de
velocidade (k) foram obtidas a partir dos valores de inclinacdo das retas.

Nas tabelas 26 e 27, estdo plotados os parametros cinéticos e coeficientes de regressdo
linear (R?), que definiram os modelos cinéticos para os biomarcadores canferol e quercetina,
respectivamente, nos diferentes pre-formulados.

De acordo com a analise dos coeficientes de regressao linear foi possivel determinar o
modelo cinético de ordem zero para o canferol, nos pré-formulados contendo misturas de

extrato nebulizado com os excipientes: amido e lactose (figura 21A) e um modelo cinético de
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segunda ordem para as misturas com celulose microcristalina e maltodextrina (figura 21B),
sugerindo assim que os excipientes podem influenciar diretamente na cinética de degradacéo
do biomarcador canferol. Enquanto que a quercetina apresentou um modelo de segunda
ordem em todas as amostras de pre-formulados (figura 22), indicando assim que o
biomarcador possui um perfil térmico semelhante para todos os excipientes farmacéuticos
testados.

Também foram determinadas as fracdes decompostas agg dos dois marcadores para
todas as misturas binarias. A fracdo decomposta do canferol apresentou valores na faixa de
129,75 a 50,34 dias (tabela 26), demonstrando assim um percentual de perda de 10% do
canferol em um curto prazo de tempo, seguindo a seguinte ordem de perda: EN:AM <
EN:MD < EN: LAC < EN: CM. Enquanto que para a quercetina a fracdo decomposta variou
de 252,42 a 66,26 dias (tabela 27), obedecendo a seguinte ordem: EN:AM < EN:MD <
EN:CM < EN:LAC. Tanto o canferol quanto a quercetina apresentaram perda de 10% em
seus teores em maior prazo de dias nas misturas com amido, confirmando assim uma melhor
estabilidade dos mesmos nos pré-formulados contendo este excipiente.

Segundo Scibisz (2010), o mecanismo de degradacdo de flavonoides pode ser
explicado pela hidrollise das ligacdes glicosidicas presentes nas moléculas de flavonoides, sob
a influéncia do calor, levando a formacgédo da aglicona que € mais instavel. Outros estudos
atribuem a diminuicdo da estabilidade de polifenois ao aumento do namero de hidroxilas
livres no anel B, no caso das antocianinas (HIEMORI; KOH; MITCHEL, 2009.)

Tabela 18 - Valores das concentracbes de quercetina e canferol nas amostras dos pré-

formulados nos tempos 0, 90 e 180 dias do estudo de estabilidade.

Concentragoes (ug/mL)

Quercetina Canferol
Amostras Tempo de Estudo (dias) Tempo de Estudo (dias)
0 90 180 0 90 180

EN10% DSC + LC

55.80+3,3 47.42+2.8 42.59+6.2 32.61+4.0 28.49+4.8 23.26+6.3
EN10% DSC+ MD 51.78 +5,8 46.20+3,1 44.93+5,1 31.15+#4,5 27.33+2,8 24.63+4,9
EN10% DSC +CMC 5252 +3.9 44.04+3.5 41.17+#5.2 31.53+4.2 25.79+45 22.73+6.0
EN10% DSC +AM 55.02+4.2  52.31+3.4 51.06+2.4 32.75%+2.2 30.25+4.3 27.61+1.9
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Figura 18 - Concentracdo do biomarcador quercetina nas misturas binarias do extrato
nebulizado com os excipientes, amido, celulose microcristalina, maltodextrina e lactose,

durante 0 tempo de armazenamento (180 dias) a temperatura de 40°C.
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Figura 19 - Concentracdo do biomarcador canferol nas misturas binarias do extrato
nebulizado com os excipientes, amido, celulose microcristalina, maltodextrina e lactose,

durante 0 tempo de armazenamento (180 dias) a temperatura de 40°C.
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Tabela 19 - Parametros cinéticos do biomarcador canferol nos pré-formulados em condicdes

de armazenamento a 40°C durante 180 dias.

k (dias™) R? Fracdo decomposta
Amostras . ~ ;
Ko k k Ro? R? R..2 0o,g (dias)
EN: AM -2.85E-02 0.9998 -9.00E-04 0.9985  3.00E-05  0.9960 129,75
EN: MD -3.63E-02 0.9902 -1.30E-03  0.9956  5.00E-05  0.9989 71,26
EN:LAC  574E-02 0.9788 -2.10E-03 0.9628  8.00E-05  0.9439 64,68
EN: CM -4.89E-02 0.9699 -1.80E-03  0.9829  7.00E-05  0.9925 50,34

Tabela 20 - Pardmetros cinéticos do biomarcador quercetina nos pre-formulados, em

condigdes de armazenamento a 40°C durante 180 dias.

k (dias™) R Fracéo decomposta
Amostras - = ;
ko k k R02 R’Z an Qo9 (d|aS)
EN-AM - 520E:02 09571  -400E-04 09607  8.00E-06  0.9642 252,42
EN'MD - 381E:02 08840  -800E-04 08911  200E-05 0.8984 1073
EN:CM  631E:02 090246  -1.40E-03 09376  3.00E-05 0.9501 70,52
EN'LAC T 795602 09658  160E-03 09783  3.00E-05  0.9884 66,26

Figura 20 - Cinética de degradacao do canferol nos pré-formulados, (A) Ext Neb 10%: AM;
Ext Neb 10%: AM: LC, ordem zero (B) Ext Neb 10%: MD, Ext Neb 10%: CMC, segunda

ordem, durante o periodo de armazenamento a temperatura de 40°C.
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Figura 21 - Cinética de degradacdo da quercetina nos pré-formulados, Ext Neb 10%: AM,;
Ext Neb 10%: AM: LC; Ext Neb 10%: MD; Ext Neb 10%: CMC, segunda ordem, durante o

periodo de armazenamento a temperatura de 40°C.
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6. CONCLUSAO

A obtencdo de extratos secos por spray dryer foi influenciada pelas variaveis
independentes: temperatura de entrada de ar, razdo de fluxo de entrada da composicdo e
proporcéo de adjuvante. Sendo que a temperatura de entrada de ar e a proporcao de adjuvante
apresentaram maior influéncia sobre a concentragdo dos biomarcadores canferol e quercetina.
Com o auxilio da metodologia de superficie resposta foi possivel observar que a temperatura
e a proporcao de adjuvante apresentaram um efeito negativo sobre as respostas, sendo assim
as maiores concentracdes dos biomarcadores, foram observadas nas temperaturas mais baixas
e nas menores propor¢des de adjuvante, definindo assim as condi¢des operacionais 6timas do
processo de secagem do extrato fluido de P. pyramidalis. O melhor rendimento do processo
também foi observado na temperatura e proporcdo de adjuvante mais baixas.

O método desenvolvido por CLAE-DAD mostrou ser simples, linear, preciso, exato e
especifico, para quantificacdo simultanea do analitos canferol e quercetina nos extratos fluido
e seco de P. pyramidalis, podendo ser aplicado na padronizacdo e no controle de qualidade
desta matéria-prima vegetal.

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade acelerada realizado com os pré-
formulados do extrato seco P. pyramidalis, demonstraram que houve diminuicéo dos teores de
canferol e quercetina em todas as misturas estudas, observando-se uma perda maior nos pre-
formulados com lactose e menor nas misturas com amido. Os dois marcadores apresentaram
modelos cinéticos diferentes, quando avaliados em cada amostra de pré formulado. Para o
canferol foi definido o modelo cinético de ordem zero nas amostras com amido e lactose e de
segunda ordem nas amostras com maltodextrina e celulose microcristalina, enquanto que a
quercetina apresentou cinética de segunda ordem em todas as amostras de pré-formulados.
Demonstrando assim que os excipientes exercem influéncia no perfil de degradacdo dos
marcadores monitorados, embora 0s mesmos apresentem uma estrutura quimica muito

semelhantes.
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THERMAL DEGRADATION KINETICS OF KAEMPFEROL AND QUERCETIN IN THE PRE-
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ABSTRACT

Objective: The aim of this work was to evaluate the stability and determine the kinetic parameters of degradation of biomarkers kaempferol and
quercetin, present in the pre-formulated of the extract of Poincianella pyramidalis obtained by a spray dryer,

Methods: A 2%experimental design coupled with RSM was applied to evaluate and optimize the effects of processing parameters on the content of
chemical markers in dry extracts by a spray dryer. Stabiliy testing was performed to verify the Influence of temperature on the degradation of
kaemplerol and quercetin present in the pre-formulated. The markers contents were determined by HPLC.

Results: Surface response analvsis showed the influence of the independent variables on the responses of the concentration kaempferol and
quercentin hiomarkers an the process. The variables of the inlet air temperature, flow feed rate and the adjuvant ratio presented negative responses
with significant difference [p<0.05). According to the data obtained in the stability of the pre-formulated studied zero and second orders Kinetics
models the for degradation of the kaempferol and only second order kinetic moedel for the quercetin. It was alse evaluated reducing the
concentration of both biomarkers studied throughout the study.

Conclusion: In the present study, it was ohserved that all independent variables of the drying process by spray dryer showed the greatest influence
on the concentration of the studied markers, Two markers had a different thermal behavior compared to the different excipients studied and there
was degradation of both the quercentin biomarker and kaempferol during the study period.

Keywords: Poincianella pyramidolis, Spray dryer, Excipients, Stability

€ 2017 The Authors, Published by Innevare Academic Sciences Pt Lud, This is an open access article under the CC BY license (http:/fcreativecommons.org/licenses fby /4.0,
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INTRODUCTION

Poincianella pyramidalis [Tul.) L. P. Queiroz is an arboreal species
belonging te the family Fabaceae, endemic to the northeastern
region of Brazil, mainly in the caatinga biome, popularly known as
“atingueira”, “pau de porco”, “catinga de porce”, “pau de rato”,
“mussilaba” e “catingueira-das-folhas-largas"[1]. It is used in
tradicional medicine for the treatment of gastritis, colic, diarrhea,
asthma, bronchiris, diabetes, as an expectorant, cicatrizant, anti-
inflammatory and diuretic [2-5].

e to the great diversity of traditional uses and the importance of this
species to the caatinga biome, several researchers from different areas of
knowledge have shown interest in the study of this species,
Phytochemical investigations have demonsirated the presence of
secondary metabolites, such as flavonoids, diterpenes, tannins and
lignans [6-10]. Several biological activities have already been tested with
this species, among which we can highlight the antimicrobial activity
against Staphylocus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Solmonella spp, 5 Awreus e Pseudomorias
geruginosa, antoxdant, gastro protective, anti-inflammatory, anti-
neciceptive and anthelmintic activity, which corroborates many of its
traditional wses. Due to these proven pharmacological properties, this
species has a great potential for the development of a herbal medicine
with ample spectrum of action [11-16].

Obtaining standardized plant extracts has been one of the major
challenges for the development of herbal medicines, especially in
Brazil, and the herbal industry has sought alternatives to solve this
problem, one of which would be the production of standardized
dried extracts of medicinal plants aiming establishment of quality
control parameters for the vegetable raw material [17-19].

Spray drying is ene of the most commonly used drying technigues in
the preparal:inn of dried vegerahle axtracts, prnviding pmdu cts with
suitable technological properties in a short time of drying and with a
high production capacity [20-21), however this process can also be
affected significantly by parameters such as air inlet temperature,
feed flow rate and concentration of carrier agent in the mixture [22-
23]. Response surface methodelogy (RSM] is a widely used ool to
evaluate the effects of the various factors in the process and to
define the best conditions for the desired responses [23-25],

Ensuring the stability of the plant extracts is essential to preserve
the guality, safety and efficacy of the final product, accelerated
stability studies are considered predictive tonls with emphasis on
qualitative results, but of great use for the design of new
formulations and products. Since from the first signs of instability of
a drug or marker, it is possible to assist in the identification of
potential problems of development, as well as to articulate strategies
of stabilization and to suggest ways to optimize the manufacturing
processes [26].

The aim of this work was to determine the thermal degradation
kinetics of the biemarkers kaempferol and quercetin in the
preformulated dry extract of Poincianella pyramidalis.

MATERIALS AND METHODS

Herbal material and chemicals

Leaves of Poincianella pyramidalis, were collected in the city of
Serra Hranca, State of Faraiba, Brazil. (7°30'51.1"5 36°41'91.5"0).
The voucher specimen are deposited at the herbarium Lauro Pires

Xavier of the Federal University of Paraiba, Brazil, under number
NC36, The herbal material was dried in an oven with circulating air
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(Tecnal @, Model TE-394-4), at 40°C. After drying the material was
reduced inan industrial mill to obtain the powder.

In the present study, the ethanol ahsolute (Toscano®@, Brazil),
chleroform and hexane, analytical grade (Vetec®, Brazil), methanol
grade HPLC [Tedia Brazil, Rio de Janeiro, R], Brazil) Anhydrous
phosphoric acid (Merck®, Germany) were used. The water was
purified using aMilli-0} system [Millipore, Massachusetts, USA).

The analytical standards kaempfersl [purity: 98%) and guercetin
[purity:  97%) were obtained from Sigma-Aldrish®.  The
pharmaceutical exciplents: microcrystalline cellulose 102 [MC)
starch [ST), lactose (LC), maltodextrin (MD] and carrier agent
colloidal silicon dioxide 200 (CSD] were all purchased from Brazilian
suppliers.

Preparation of hydro alcoholic extract

The leaf powder was subjected to maceration with ethanol-water
50:50 {v/v) at plant: solvent ratio of 20:100 [w/v), for a period of
120 h at room temperature. The extractive conditions were
previously studied and optimized by our research group, in order to
obtain the best yield of the biomarkers kaempferol and quercetin.
Spray drying

The spray-drying process was carried out in a mini Spray-Dryer
[LabPlant®, model SD-05, Huddersfield, UK), with a concurrent flow
regime, equipped with a peristaltic pump connected to a two-fluid
atomizer, with a internal orifice of 1.2 mm, which operated with an
air flow rate, W,=40L/min and constant pressure of 2.0 bar. The

Intj Pharm Pharm Sci, Vol 9, [ssie 6, 123-128

operating parameters of the process were following: drying air inlet
temperature (160, 170 and 180 °C), air flow feed rate of the drying
composition fed to the spray drying (4, 6 and 8 ml/min) and
proportion of celloidal silicon dioxide in the drying composition (10,
15 and 20%).

Experimental design

A 2*factorial experimental design coupled with surface response
methodelogy [RSM] was applied to evaluate and optimize the effects
of processing parameters on the content of chemical markers
kaempferal (Y1) and quercetin [¥:). Therefore were [nvestigated the
individual and interactive effects of the fellowing independent
variables: drying air inlet temperature [X;), air flow feed rate of the
drying composition fed to the spray drying (¥:) and proportion of
colloidal silicon dioxide in the drying composition (X:). Table 1
shows the coded and encoded values in the design experimental.

Statistical analysis

The experimental data were analyzed with the aid of the Statistica
13.1 software program (Dell Ine, Tulsa, USA). The results were
expressed as mean+50 and coefficient of variation. The means were
compared using ANOVA/SRM. Differences were considered
statistically significant at p<0.05 and larger walues were not
considered. A total of 9 experiments runs were performed, Including
the medium point, with nine, replicates for each of them,

The parameters of the kinetic models and the arrhenius equation
were obtained by linear regression. The order of reaction was
chosen by comparing the correlation coefficients.

Table 1: Factors coded and non-coded and their levels in fractional factorial design [251)

Runs X (IT) X: (FFR) X3 (CSD) IT [°C) FFR [ml/min) CSD (%)
1 -1 -1 -1 160 4 10
2 -1 +1 -1 160 4 10
3 -1 -1 +1 180 8 20
4 -1 +1 +1 180 8 20
5 +1 -1 -1 180 4 10
B +1 +1 -1 160 4 10
7 +1 -1 +1 180 8 20
a +1 +1 +1 180 a 20
9 1] 0 0 170 L] 15

IT: air inlet temperature, FFR: air flow feed rate of the drving compaosition, CSD: the proportion of celloidal silicon dioxide.

Pre-formulated

Pre-formulated were prepared from fisical mixtures of the nebulized
extract (NE) and the following pharmaceutical excipients: starch
[ST), microcrystalline cellulose 102 [MC), maltodextrin (MD) and
lactose [LC) in the propertion of 1:1, The powder of the blends was
calibrated in 48 mesh sieves and mixed mechanlcally for 15 min. The
tests were performed in 9 replicates.

Quantification of chemicals markes quercetin and kaempferol

The quercetin and kaempferol contents were determined using High-
performance liquid chromatography [Shymadzu, Tokyo, |apan),
equipped with LC-20 AT multi-solvent supply system, DGU-20A5
degassing system, SIL-20A auto-sampler, CTO-20A column furnace
and detection by electron spectrometry in the ultraviolet-visible
region with SPD-M2Z0A UV.VIS diode array, at 370 nm. The mobile
phase used was a mixture of methanol: phosphoric acid 1% [47%:
53%) in the isocratic system, pH 3.1 and flow of 1.2 ml/min. The
stationary phase was a C-18 Gemini 5p, 150 x 4.6 mm x 0.5um
[Phenomenex] column.

Samples were prepared according to the previously described
methodology [27]. A standard solution 4pg/ml of de kampferel and
quercetin was prepared with methanol: water [70:30), All sample
and standard solutions were filtered through 045 wm FTFE
membrane [Millipore, Massachusetts, USA).

The method was previously validated by our working group,
Parameters of validation, such as selectivity, linearity, detection and
quantification limits and precision were established according to
ICH 28 [28]. The calibration curve was found to be linear over a
kaempferol and quercetin concentration range of 0.4 to 7.6 pg/ml
presenting a coefficient of the linear regression analysis was
within=0.999, The Limit of Detection (LOD) for kaempferol and
guercetin were 007 and 0.18 pg/ml, respectively. The Limit of
Quantification (LOG) for kaempferol and quercetin were 0.22 and
0.56 pg/ml, respectively. The method proved to be robust for small,
deliberate changes in temperature, flow and pH of the mobile phase
with RSD % <3.0%. The Relative Standard Deviation (%) values for
markers [intra-and inter-day precision studies) were<5.0% and the
accuracy was=95%.

Stability testing

Stability testing was performed to verify the influence of
temperature on the degradation of bicactive compounds, present in
the pre-formulated. Kaempferol and quercetin were used as
chemicals markers. The tests were carried ina B. 0. D (Tecnal TE-
371) incubator with temperature control, for a period of 180 d
under a temperature 40¢2 °C. Approximately 3g of samples was
placed in hermetic PVC-aluminum sachets. The amount of the
kaempfern] and querce‘tin markers wera p-erim:licslly analy:'.ed [*Bl,'l
and 180 d) by HPLC and compared to that present at zero time. The
assays were carried out in 9 replicates,
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For the determination of kinetic parameters of reaction order (n) and
decomposition rate constant (k] the Arrhenius equation was used:
E
K= Ae" W (1]
Where:

tis the chemical reaction rate, Ae is the pre-exponential factor, E, is
the activation energy (J/mol), R is the ideal gas constant
[8.314] /mol. K) and T is the absolute temperature.

Experimental data of kaempferol and quercetin degradation were
fitted by zero and second-order kinetic models, given by Eqs. (2] and
[3]. respectively [ 29'].

The zero-order reaction rate was obtained directly from the mass
data and plotted against time according to the following equation:

=0y -kt [2)
Where:

 is concentration at time t, £, is initial marker concentration, and &'
is the reaction constant zero-order.

The second-order reaction, the inverse of the concentration is
plotted versus at time t, according te the following equation:

Int | Pharm Pharm Sci, Vol 9, Issue 6, 123-128

1 1 "
meE TR tE)

Where:

Cis concentration at time t, C;, is initial marker cencentration, and k™
is the reaction constant second-order,

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of drying operating conditions on the concentration of
maonitored chemical markers

According to the data obtained, it was verified that the operational
conditions of drying by dry spray influenced the concentration of the
two chemical markers studied, kaempferel and quercetin, a fact
explained by the physicochemical characteristics. Table 2 shows the
total number of experiments that were carried out and the
concentrations of the chemical markers ohtained in each of them,
where it was observed that the highest concentration obtained for the
kaempferol and quercetin markers, respectively, was in experiment 7
((LB7 mg/e+002 and 155 mg/g+0.04), corroborating with the
response surface graphs (fig. 1), which show that the concentrations of
the markers increase with minimum levels of the three factors studied,
whereas the lowest concentrations recorded were obtained in
experiments 1 and 5 for kaempferol and 1 and B for quercetin,

Table 2: Experimental design for spray drying runs, independent variables, with their corresponding response values

Run Independent variables Response 1 Response 2
IT [*C) FFR (ml/min} SDC (%) Kaempferol t (mg/g)’ Quercetin content (mg/g)*
1 180 4 20 0.6820.02 1.28+0.05
2 180 8 20 0.70£0.02 1.34£0.03
3 180 4 10 0.75+0.03 1.39+0.05
4 1a0 ] 10 0.7920.03 14006
5 160 8 20 (L.68£0.02 1L.310.04
[ 180 2 10 0.7420.03 1.35+0.06
7 160 4 10 0.87£0.02 155004
) 1a0 4 20 0.7520.01 1.28+0.05
9 170 [ 15 0.79£0.03 1.45£0.06

“Values represent the meantStandard deviation (n = 9], IT: air inlet temperature, FFR: air flow feed rate of the drying composition, CSD: proportion

af colloidal silicon dioxide

Table 3 and fig. 1 shows the effects between the selected independent
variables (IT, FFR and CSD) on the development and optimization of
the drying process of the P, pyramidalis extract, using as a response the
concentration of the markers kaempferol and quercetin,

Statistical analysis of the experimental data (table 3] showed that
baoth the quercetin and kaempferol concentrations were significantly
influenced by all the independent variables when the primary effects
were evaluated, being the air inlet temperature (X1) and the carrier
ratio [XzJwere the most important variables in the analysis of the
responses. The secondary effects were too observed for both
responses in the following interactions: 1T (i) x FFR (Xz] and [T {Xi)
% CSD [X4]), with significance level p<0.05. The tertiary interaction
between IT % FFR x CSD factors exerted significant influence only on
quercetin label, This shows that the concentrations obtained are also
influenced by the nature of chemical markers.

Surface response analysis was used to evaluate the individual
variables and interactive effects on drying process investigated in
this study. A 3D response surface plot (fig. 1) showed the influence
af the individual and secondary effects studied on the responses.
The negatives effects of the inlet air temperature (¥1) and the
adjuvant ratic (%) on the responses showed a significant
difference (p<0.05). This can be explained by the fact that at a
higher temperature has a direct impact in the degradation of
chemical compounds of the extract. Similar results were described
by Thirugnanasambandham and Siva Kumar in the study of the
influence of process conditions en the physicochemical properties
of pomegranate juice in spray drying process [30] and by Paril,
Chauhan and Singh, who performed a work for optimization of the
spray-drying process for developing guava powder using response
surface methodology [24]

Table 3: Summary of significant factor effects according to ANOVA

Independent variable p-value
Kaempferol content Quercetin content

IT [¥1] oo f.onooon®
FFR (Xz) 0.000972° (L0 04447
CSD% (Xz) L0 o.o0o0o0o0®
IT (¥1) » FFR (X:) 0.001395° 00006657
IT (1) » C5D% (Xz) 0.000624 00151357
FFR () % CSD%: (X3) 0.342668 0129123
IT (1] x FFR (Xz] % CSD% [ ¥2) 0280519 0.030013°

‘p=0.05significant effect
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Fig. 1: Response surface showing the effects of the process parameters, air inlet temperature, air flow rate of the drying composition,
proportion of colloidal silicon dioxide in kaempferol and quercetin contents

Stability testing

The Arrhenius method was used to determine the decomposition
kinetic parameters following: reaction order [n), decomposed
fraction apsand rate constant (&)

Table 4 shows the kinetlc parameters and regression coefficlents
[R?) that defined two kinetic models for the biomarker kaempferol,
zero order kinetic model for the preformulated NE: ST and NE: LAC
and second order model kinetic for following binaries mixtures: NE:
MC 102, this shows that the excipients directly influenced in the
kaempferol degradation kinetics.

The values of the degradation constants of kaempferol marker are in
accordance with the laws of classical kinetics, which showed an
exponential progression in relation to the temperature (fig. 2).
According to the results obtained in the kinetic study, the times
corresponding to the fraction decomposed ausof the cencentrations
of the marker studied presented values in the range 50.90 to 64.68
d, demonstrating a varlation in the stabllity of the pre-formulared,
with the following order of stability: NE: ST<NE: MC 102<NE:
MD<=NE: LAC.

The pre-formulations showed a second order kinetic degradation for
the marker quercetin since the rate constants presented an

exponential behavior based on correlation coefficients [R#) [fig. 3).
The quercetin biomarker, a second-order kinetic model was defined
for all preformulated, thus suggesting that the quercetin marker has
a similar thermal behavior for the four excipients studied. The
degradation constants showed that the kinetic decomposition
profiles of ESN: 5T, ESN: MMC 102 and ESN: MD showed differences
in the times corresponding to the decomposed fraction coe with
variations between 67.31 to 107, 3 d (table 4).

The mechanism of Aavonoids thermal degradation was explained by
Seibisz, who suggested that under the influence of heat, glycosidic
bonds in dve molecules undergo hydrolysis leading to unstable
aglycones [31). Also, it has been explained that polyphenols stability,
eg. Anthocyanin, a decreases with Increasing number of free
hydroxyl groups in the B-ring increase [32]. The results obtained in
this study are in agreement with others studies reported and
indicate that the spouted bed and spray dryer extracts of medicinal
plants, eg, Passiflora alafa tended to be hygroscopic and have a short
shelf life. The dried extracts of a medicinal plants are a very complex
mixture of chemical substances and each one likely degrade at a
different rate. However, the use of packaging with low water vapor
permeability, for example, laminated aluminium film, and lower
storage temperatures would significantly increase the product
stability [33].
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Tahble 4: Kinetics parameters of the chemical markers on the preformulated on conditions storage 40°C during 180 d

Samples Kaempferol Quercetin
k R Decomposed fraction aus Kinetic k Rz Decomposed fraction oo Kinetic
(d7) (d) model (d) (d) model
ESN: 5T -285E- 0999 64,42 Zero-Order 1.00E- 0964 6731 Second-
0z 03 Order
ESN: MMC 7.00E- 0993 6321 Second- 1.00E- 0.950 7052 Second-
102 05 Order 03 Order
ESM: MDD 5.00E- 0999 &50,90 Second- 1.00E- 0.e%8 1073 Second-
05 Order 03 Order
ESM: LAC -5.74E- 08970 646l Lero-Order 2.00E- 0988 2485 Second-
0z 03 Order
0.70 (a) — (by
=0, ) S 3.
g =1 3.0
E060 | £
£ 0.50 E
E 0.40 8
‘E‘u.zo | # NEST E
g 2
w 0.10 - T T T = 10
0 30 60 90 120 150 180 -

Storage time (d)

0 30 60 90 120 150 180
Storage time (d)

Fig. 2: Degradation kinetic kaempferol of the preformulateds during times storage: (a) nebulized: starch, nebulized: lactose zero-order
maodel (b) nebulized: maltodextrin, nebulized: microcrystalline cellulose, second-order model
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CONCLUSION

In the present study, the effects of the spray dryer process
conditions, such as IT, FFR and C5D, on the following responses were
evaluated: the levels of the phytochemical markers quercetin and
canferol in obtaining the dry extract of Peinclanella pyramidalis and
the results showed that all the responses studied were significantly
affected by the process conditions, and the IT and CSD¥ were the
independent variables that showed the greatest influence on the
concentration of the studied markers, The analysis of the surface
methodology allowed te define the optimum conditions of the
process, te obtain the maximum concentrations of the menitored
markers.

The stability study of the preformulateds showed a king different
degradation kinetics for the kaempferal phytachemical marker, with
zero order and second order Kinetics, while the guercetin marker
showed second order degradation kinetics, thus demonstrating that
the two markers have a different thermal behavior compared to the
different excipients studied.
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