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RESUMO

Obtengão de comprimidos contendo alto teor de produto seco por aspersäo de

Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reissek. - Celastraceae. Desenvolvimento

tecnolOgico de produtos intermedrarios e final.

As foihas de Maytenus ilicifolia sac) amplamente utilizadas na medicina tradicional

brasileira no tratamento de distUrbios gästricos. ApOs a comprovacao de sua eficacia

e seguranga, a referida droga vegetal tern sido objeto de diversos estudos corn a

finalidade de estabelecer parâmetros para o controle de qualidade. Neste sentido, foi

avaliada a viabilidade do desenvolvimento de um metodo analitico fundamentado na

precipitagao de taninos empregando povidona como agente seqUestrante. Os dados

revelaram que a remocâo de taninos em solucâo é satisfatOria quando empregada a

povidona insolOvel. Foi observado que o polimero tambêm é capaz de precipitar

outros polifenOis alem dos taninos presentes na solucao extrativa de M. ilicifolia.

Entretanto, as interacties do polimero ocorrem preferencialmente corn os derivados

catdquicos. Adicionalmente foi desenvolvido e validado um metodo por CLAE para

separagdo e quantificacâo de catequina e epicatequina em produtos derivados de M.

ilicifolia. Nao foram detectadas variacties nas areas dos picos ou nos tempos de

retencao durante os ensaios de avaliagão do metodo, sugerindo que as condiceies

cromatograficas empregadas sao satisfatOrias. Para viabilizar a preparagao de

produto seco por aspersäo (PSA) em torre de secagem piloto munida de aspersor

rotatOrio, foi necessaria a concentragão da solugao extrativa. A operagdo foi

realizada sob pressao reduzida ate alcangar urn teor de sOlidos minimo de 15 %

(m/m). A operacão de secagem da solugao concentrada apresentou rendimento de

90 )̀/0 e o PSA obtido apresentou particulas esfêricas, corn superffcie rugosa e

tamanho mêdio de 22,5 gm. A caracterizacao tecnolOgica do material revelou que as

suas propriedades tecnolOgicas, tais como, densidades, compressibilidade e fluxo,

foram incrementadas quando comparados corn o produto preparado em

equipamento de bancada. Entretanto, estas modificacc3es nao foram suficientes para

viabilizar sua compressao direta. Assim sendo, o material foi compactado em

maquina de comprimir e em robs para producao de granulos. A analise do perfil

compressional do PSA e dos granulados, empregando o modelo de Heckel, revelou

xix



que o aumento da forge de compactagao durante a operagão de granulagao foi o

principal responsavel pela diminuicâo no potencial de deformagâo plästica dos

granulos. Como conseq0encia, a recompressâo dos granulos em maquina de

comprimir originou compactos corn dureza inferior aqueles preparados diretamente

do complexo farmacdutico. Enquanto o PSA apresentou reduzida tenancia ao

rearranjo particular nos estegios inicias da compressao, os granulos sofreram

intensa reacomodagao decorrente da fragmentacao e formagâo de novas pontes,

assumindo comportamento plastic° em press6es de compressão mais elevadas. Par

fim, comprimidos contendo teor elevado de granulado de PSA foram preparados

utilizando como adjuvantes a celulose microcristalina, o diOxido de silicio coloidal e a

croscarmelose sOdica. A influencia da concentragâo de diOxido de silicio coloidal e

croscarmelose sOdica na formulag5o, sobre as respostas de dureza, friabilidade e

tempo de desintegragão dos comprimidos foram avaliadas atraves de urn Desenho

Composto Central. Os dados experimentais foram analisados estatisticamente,

utilizando os modelos matematicos para gerar superficies de resposta. Os

resultados indicaram que a concentragdo de diOxido de silicio coloidal foi

inversamente relacionada as respostas de dureza e friabilidade, enquanto que a

concentracao de croscarmelose sOdica foi a principal responsavel pela reducdo no

tempo de desintegragao. As condigOes Otimas foram selecionadas atravês da

sobreposick dos greficos, buscando uma formulack corn menor tempo de

desintegragao, menor friabilidade e o maxim° de dureza. A formulagao eleita deve

conter 1,2 % (m/m) de diOxido de silicio coloidal e 5,0 % (m/m) de croscarmelose

sOdica. Nestas condicOes os comprimidos apresentaram dureza de 107,9 N,

friabilidade de 0,56 % (m/m) e desintegracão maxima em 6,8 min.

Palavras-chave; Maytenus ilicifolia; fitomedicamentos; taninos; polivilpirrolidona

CLAE; validagao; produto seco por aspers5o; granulacäo seca.

compressão, analise de Heckel; comprimidos; otimizagao; desenhc

composto central.
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ABSTRACT

Obtainment of tablets containing high amount of a spray-dried product from

Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reissek. - Celastraceae. Technological

development of intermediate and final products.

The leaves of Maytenus ilicifolia are widely used within the traditional Brazilian

medicine due to its properties against gastric disorders. Once proved its efficacy and

safety, this vegetable drug has been the object of several studies to establish the

basis for quality control. Taking this into consideration, it was necessary to evaluate

the feasibility of developing an analytical method based on the precipitation of

tannins, by using polyvinylpyrrolidone for precipitation. The data have shown that the

removal of the tannins in solution was successful when insoluble polyvinylpyrrolidone

was used. Hereby it was observed that the polymer has also the ability to precipitate

other polyphenols besides the tannins from the aqueous solution of M. ilicifolia.

However, the interactions of the polymer happened mostly with the condensed

tannins. Further it was developed and also validated an HPLC method to separate

and quantify catechin and epicatechin present in aqueous extracts of M. ilicifolia. No

significant variations of peak areas or retention times were observed when the

evaluation of the method was executed, showing satisfactory chromatographic

conditions. In order to make a spray dried extract (SDE) using a spray-drier fitted out

with a rotary atomizer, it was necessary to concentrate the extractive solution. This

operation had been performed under reduced pressure until a content of 15 % solids

was achieved. The drying of the concentrated solution lead to a yield of 90 %, and

the obtained SDE presented spherical particles, which have a rough surface and a

mean particle size of 22,51.1.m. The technological characterization of the SDE showed

that attributes such as densities (tap and bulk), compressibility and flow, have been

improved when compared to the product prepared using a mini spray-drier supplied

with a pneumatic nozzle. However, these modifications were not enough to enable its

direct compression. Therefore, the material was compacted to produce granules after

slugging or roller compaction, The compressional analysis of the SDE and each

granule batch using the Heckel equation proved that the increase in the compaction

force once processing the granulation was the main factor to reduce the material's

Foci



ability to undergo plastic deformation. Consequently, the recompression of the

granules in a tablet press led to compacts with a lower crushing strength compared

to that prepared by direct compression of the pharmaceutical complex. Whereas the

SDE has shown a reduced tendency to particle rearrangement at early stage of

compression, the granules showed an intense fragmentation and rebound behavior,

presenting a plastic behavior when higher compaction pressures were used. Finally,

tablets containing a high dose of granulated spray dried extract of M. ilicifolia were

prepared by using the following excipients: microcrystalline cellulose (filler/binder),

colloidal silicon dioxide (glidant and moisture adsorber) and cross-linked

carboxymethylcellulose (disintegrant). The influences of colloidal silicon dioxide

(CSD) and cross-linked carboxymethylcellulose (CMC-Na) on the tablet hardness,

disintegration time and friability were evaluated by a central composite design. The

data were analyzed statistically and mathematical models were used to create

response surfaces. The results have indicated that the concentration of CSD shows

an inverse relation to the responses of hardness and friability, while the concentration

of CMC-Na was the most important factor that caused a reduction of the time

necessary for total disintegration. The optimal conditions for processing were chosen

by the overlapping of graphics, taking into consideration that the formulation should

present a minimum of disintegration time, lower friability and a maximum of

hardness. Thus, it was found that the best formulation should have a content of 1.2%

(w/w) of CSD and 5.0% (w/w) of CMC-Na. Regarding these conditions, the tablets

have shown a hardness of 107.9 N, friability of 0.56% (w/w) and a disintegration time

of 6.8 min.

Keywords: Maytenus ilicifolia, Phytomedicines, tannins, polyvinylpyrrolidone, HPLC,

validation, spray dried extract, dry granulation, compression, Heckel

analysis, tablet, optimization, central composite design.



lntroducao Geral

INTRODUCAO GERAL

As folhas Maytenus ilicifolia Martius ex Reiss. Celastraceae tem seu use

amplamente difundido no Brasil. Na medicina tradicional, onde a espócie é

conhecida por espinheira-santa, cancorosa, cancerosa, coromilho-do-campo, salva-

vidas, espinho-de-deus e espinheira-divina, tern sido empregada como analgesica,

antiasmática, anti-sdptica, cicatrizante, contraceptiva, diurêtica, em gastralgias e no

tratamento de tumores estomacais (SCHULTZ, 1975; SIMOES et al., 1998). A

literatura relata ainda seu emprego no controle da natalidade no Paraguai

(SCHWARTZMAN et al., 1976; ARENAS et al., 1977) e como antiasmatico,

sialagogo e anti-sêptico na Argentina (AHMED et al., 1981).

Atualmente, esta droga vegetal faz parte de inirmeros preparados

comercializados, principalmente destinados ao tratamento de distOrbios gastricos.

Porem, boa parte destes produtos presente no mercado brasileiro foi introduzida

numa dpoca em que nao haviam exigancias especificas para seu registro.

Assim, corn o objetivo de regulamentar o registro de fitomedicamentos no

Brasil, o Ministèrio da SatIde atravès de seus Orgdos de vigilância sanitaria, tern

publicado uma serie de regulamentagäes (MARQUES e PETROVICK, 2001).

Salienta-se a publicagâo da Portaria no 6 de 1995 (BRASIL, 1995). A park de entäo

os critdrios de qualidade destes produtos tem se modernizado significativamente.

Mais recentemente, corn a publicagao da RDC no 17 de 2000, foram ratificadas as

exigèncias para o registro de fitomedicamentos no Brasil (BRASIL, 2000). Para sue

entrada no mercado o produto deve atender a prè-requisitos de qualidade similares

aos dos medicamentos contendo substancias ativas oriundas de outras fontes.

Embora as folhas de Maytenus ilicifolia tenham demonstrado eficacia e

seguranga comprovadas cientificamente (CARLINI, 1988), a droga esta incluida na

classe de produtos na qual a substância, ou o grupo de substâncias, responsével

pela atividade terapdutica ainda nâo esta totalmente esclarecida (GONZALEZ

ORTEGA, 1993).
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Nestes casos, a principal aftemativa para assegurar a qualidade a atraves da

quantificacäo de substâncias marcadoras. Para tanto, estes compostos devem ester

presentes tanto no material vegetal quanto em todos os produtos originados durante

o seu ciclo de processamento (SONAGLIO et al., 2001). Para a droga de M. ilicifolia

os taninos condensados, presentes na folhas, tern sido relacionados corn a

respective atividade antiOlcera (EZAKI et al., 1985; CARLINI et al., 1988). Deste

modo, sâo freqUentemente utilizados como grupo de substáncias marcadoras para o

controle de qualidade seja da materia-prima vegetal ou de seus produtos derivados

(FRANCO, 1990; CARVALHO, 1997; MARTINS, 1998). A tecnica preconizada pela

literature oficial para quantificacao de taninos, fundamenta-se na capacidade destes

compostos de formar complexos insokiveis corn proteinas, utilizando o pO de pele

como agente complexante (HARTKE e MUTSCHLER, 1986; WHO 1991; 1998).

Problemas corn este reagente conduziram a realizacâo de testes de adaptagäo da

tecnica para M. ilicifolia, adotando a caseina como agente complexante

(CARVALHO, 1997). Na etapa de validacäo da tecnica, MARTINS (1998) constatou

a presence de erros sistemeticos a altos indices de variabilidade das respostas. Tais

comportamentos podem estar relacionados corn a eficienda ou a estabilidade do

complexo tanino-caseina. Estudos tém revelado que o emprego de polimeros

sintêticos, tais como a povidona e polietilenoglicol, pode ser mais efetivo na

formacâo de complexos corn taninos do que diferentes derivados proteicos (LUCK et

al., 1994). Sua utilizacâo, no entanto, depende da validacâo do metodo em relacdo

ao objeto de analise.

Considerando o desenvolvimento tecnolOgic,o de fitomedicamentos, a

secagem de solugOes extrativas tern ganhado destaque na literature cientlfica

(RENOUX et a/., 1996; PALMA, et al., 1999; DE SOUZA at a/., 2000). A principal

vantagem da obtencäo de produtos secos consiste da minimizacdo de problemas

relacionados corn a instabilidade de formes liquidas, tais como hidrOlise de

compostos de interesse, variacoes de pH, crescimento microbiano, entre outros.

Entre as principals técnicas de secagem de solugOes extrativas, tem se destacado a

secagem por aspersâo devido ao baixo custo de (wrack), reduzido risco de

degradacäo de compostos durante a execucdo da operacâo, e maior versatilidade

no direcionamento das caracteristicas finals dos produtos (LIST e SCHMIDT, 1984;

_WENDEL e CELIK, 1998).
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Embora os produtos secos por asperse° possam ser empregados como

forma farmaceutica final, diversas pesquisas tern demonstrado que os mesmos

podem ter aplicageo vantajosa como intermedierios tecnolOgicos no

desenvolvimento de formas farmaceuticas finals. Apesar desta operageo

corresponder a adicao de uma ou mais etapas no ciclo de transformageo total, esta

estrategia se justifica pela obtenceo de medicamentos corn melhor forma de

apresentageo, uniformidade de dosagem, biodisponibilidade, estabilidade e maior

densificaceo. Devido a sua natureza pulverea, a compresseo de produto seco por

asperse° tern sido amplamente investigada (DE SOUZA, 1999; PALMA et al., 1999;

ROCKSLOH et al., 1999; LINDEN et al., 2000; DE SOUZA et al., 2001).

Entretanto, estes Os nem sempre apresentam caracteristic,as reolOgicas e de

compressibilidade que viabilizem a compresseo direta. Como agravante, proporgOes

elevadas destes produtos na formulaceo sec) freqUentemente necessaries para que

a dose efetiva seja alcangada (RENOUX at al., 1996; LINDEN at al., 2000; DE

SOUZA et al., 2001).

Entre as estrategias tecnolOgicas para possibilitar a obtenceo de formas

farmacauticas compactas a partir destes produtos, destaca-se a sua transformaceo

em granulados, especialmente atraves da via seca (DE SOUZA at al., 1999;

ROCKSLOH et al., 1999; PALMA et aL, 1999; COUTO, 2000).

Naturalmente, a incluse° da operaceo de granulageo no processo acarreta

num maior nUrnero de passos tecnolOgicos, exigindo maior conhecimento e controle

dos parametros operacionais, responseveis pela determinaceo des propriedades

finals do produto do ciclo. Porosidade, compressibilidade, densidade e distribuicao

granulometrica S 0 apenas algumas das caracteristicas dos granulados,

dependentes das condigOes em que foi executada a sua preparagao.

Adicionalmente, as particularidades do granulado podem modificar fortemente as

propriedades finals de comprimidos que os contem, tais como friabilidade, dureza,

desintegrageo e/ou dissoluceo.

Em face destas consideracties, o presente trabalho teve, coma objetivo geral

o desenvolvimento tecnolOgico de comprimidos contendo alta concentraceo de

produto seco por asperse°, obtido a partir de soluceo extrativa das folhas de
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Maytenus ilicifolia, contemplando, como urn dos passos de transformageo, a

obtenceo de granulados por via seca.

Para o alcance deste objetivo avaliou-se a possibilidade de utilizer a povidona

como agente precipitante de taninos. Para avaliar de forma mais precisa o

comportamento de complexos formados entre povidona e taninos, a catequina foi

empregada como substencia de referenda em estudo preliminar de precipitaceo.

Sob este ponto de vista foi montado protocolo de validageo para o metodo.

Paralelamente foi desenvolvido e validado urn metodo analitico por

cromatografia liquids de alta eficiencia para quantificaceo de catequina e

epicatequina em produtos derivados de Maytenus ilicifolia.

A produce° de produto seco por asperse° de Maytenus ilicifolia foi realizada

empregando torre de secagem por asperse° munida de aspersor rotatOrio. 0

produto foi caracterizado e suas especificagOes comparadas corn outros produzidos

anteriormente, sob condigbes diferentes.

Para adequar suas propriedades tecnolOgicas aos prOximos passos de

transformacdo, o produto seco obtido foi granulado empregando-se a operaceo de

granulacão por via seca. A operaceo foi conduzida em compactador de rolos e por

produce° de briquetes em maquina de comprimir.

ApOs estabelecimento das condicties operacionais da granulacâo e avatiacão

dos granulados, os mesmos foram empregados em estudo de otimizaceo de

formulageo de comprimidos contendo alto teor do granulado.

Para a sua apresentaceo, o presente trabalho o trabalho foi divido em quatro

capitulos:

1 — Avaliaceo de agentes precipitantes de taninos presentes na saucer)

extrativa de M. ilicifolia

6
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2 — Desenvolvimento e validacâo de metodo analitico por cromatografia

liquida de alta eficiéncia para quantificagdo de catequina e epicatequina

em produtos derivados de M. ilicifolia

3 — Producbo e caracterizacäo de produto seco por aspersâo de M. ilicifolia

4 — Producâo e otimizacâo de comprimidos contendo o PSA granulado.
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Capitulo I - Avaliagao de agentes precipitantes de taninos

1. INTRODUCAO

Atualmente, produtos farmac6uticos elaborados a partir de plantas medicinais

tern encontrado crescente aceitagdo terap6utica, quer como fitomedicamentos ou

como produtos fitotertpicos, componentes de outras associacaes medicamentosas.

Em ambos os casos, os produtos devem apresentar qualidade farmac6utica

constante, comprovada atrav6s de suas efic6cia e seguranga clinicas e de suas

especificacties t6cnicas (LOEW et al., 1999; BRASIL, 2000; GAEDCKE e

STEINHOFF, 2000).

0 estabelecimento de partmetros, para a matória-prima responsevel pela

atividade terap6utica, 6 fundamental para que a qualidade de urn medicamento seja

assegurada. Quando se tratam de substâncias de origem sint6tica, os processos de

sintese atuais conduzem a uma homogeneidade de caracteristicas que atende as

especifica9Oes t6cnicas sanitdrias. Para matórias-primas vegetais isto nâo 6 simples

de ser alcangado, pois a sua qualidade depende de fatores tais como a variabilidade

biolOgica, formas de cultivo e de coleta, alem de alteracties introduzidas corn as

operagOes posteriores, tais coma secagem, armazenamento e moagem, que podem

modificar, significativamente, a complexa composigão do material vegetal e/ou de

seu produto derivado. Assim, para que haja reprodutibilidade na qualidade de

fitomedicamentos a necess6rio que urn rigid° protocolo de controle seja

implementado desde a producâo do material vegetal, passando pelas operaciies de

transformacâo e culminado na avallacâo da forma farmac6utica final (CALIXTO,

2000; GAEDCKE e STEINHOFF, 2000; SONAGLIO et a/., 2001).

Entre as principals ferramentas, utilizadas para avaliacáo da qualidade do

ciclo de obtengâo de produtos de origem vegetal, encontram-se os m6todos de

quantificacâo de compostos ativos. Atravós destes a possivel avaliar se os

parAmetros envolvidos nas operacties de transforma0o, incluidas na producâo de

urn determinado fitomedicamento, modificam o elenco de compostos quimicos ou o

teor destes. Porem, para diversos vegetais, que apresentam comprovada atividade

terap6utica, ainda nao foi possivel estabelecer quais substancias ou grupo de

substâncias sdo respons6veis por sua atividade biolOgica. Nestes casos,

normalmente, sdo utilizadas substâncias marcadoras, ou grupo delas, que sejam de
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ocorrencia constatada na droga vegetal sob consideracao, majoriterias, provides ou

nao de actio farmacolOgica e que estejam presentes em todos produtos do ciclo de

transformacao. Entretanto, para aplicacao deste criteria, é necessario que a

identidade da materia-prima vegetal seja inequivocamente assegurada (SONAGLIO

et al., 2001).

Neste contexto, as polifenais sac) urn grupo de substancias que tern

despertado a atericao de inUmeros investigadores (SCHOLZ, 1994; HASLAM, 1996).

Uma das classes de polifenais, denominada de taninos, apresenta estrutura

diversificada a que se encontram divididas em dais grandes grupos: hidroliseveis

(derivados do acid° galico) a condensados (polimeros de flavan-3-cis e fiavan-3,4-

dials). Estes compostos estao amplamente distribuidas pelo reino vegetal e

apresentam diversas atividades biolOgicas (SCHOLZ, 1994; STICHER, 1999;

MELLO e SANTOS, 2001). A major parte do fascinio da comunidade cientifica por

taninos se deve a dificuldade em explicar, de modo satisfatario, a funcäo metabalica

que leva ao seu acCimulo no vegetal (HASLAM, 1977, 1996; FERREIRA at at, 1999).

Os taninos tem sido amplamente empregados como substâncias marcadoras

pare a avaliagdo da qualidade de diversas materias-primas vegetais (STICHER,

1999; MELLO e SANTOS, 2001). As principais metodologias de avaliacäo

fundamentam-se na capacidade de formacao de complexos corn proteinas que

apresentam estes compostos. Assim, atraves de sua separagao por precipitacao ou

filtracao, a quantificacao pode ser realizada por gravimetria ou absorciometria apas

reacao corn o reagente de Follin-Denis (WHO, 1998; STICHER, 1999; MELLO e

SANTOS,2001). Na literature ainda sao relatadas têcnicas fundamentadas na

inibicao de atividade enzimatica. Entretanto, coma exigem major complexidade

aparativa, apresentam major dificuldade para emprego na rotina analitica

(SCHOFIELD et a!., 2001).
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1.1. Revisâo da literatura

Taninos

Baseado em suas estruturas quimicas, os taninos sac , divididos em dois

grupos: taninos hidrolisáveis e taninos condensados (STICHER, 1999; MELLO e

SANTOS, 2001). Os taninos hidrolisâveis säo esteres de glicose e de 6cidos

fenOlicos (acid° gàlico ou eldgico e seus derivados) (figura 1).

Figura 1.1. Estrutura dos taninos hidrolisciveis.

Os taninos condensados, tambem denominados de proantocianidinas, sâo

encontrados na natureza sob forma de monOmeros de flavan-3,4-dibis

(leucoantocianidinas) ou constituidos por dimeros ou maiores combinacties de

flavan-3-oI (proantocianidinas condensados) (figura 2) (HASLAM, 1977;

HARBORNE, 1982; BRUNETON, 1993; STICHER, 1999; MELLO e SANTOS, 2001).

As proantocianidinas são constituidas por cadeias de catequina ou

epicatequina ligadas por pontes 4—>8 ou 4-*6. Atraves do aquecimento em solugdo
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de HCI em n-butanol ocorre destruicao das pontes interflavortis, proporcionando a

liberagâo da catequina ou epicatequina, e cianidina (dal o nome procianidina)

(BATE-SMITH, 1975; MELLO e SANTOS, 2001). As proantocianidinas conhecidas

como B1, B2, B3 e B4 sâo as que ocorrem corn major freq0dncia na natureza (figura

2). Estas proantocianidinas apresentam-se livres e nä° glicosiladas, e, quase

invariavelmente, säo acompanhadas pelos monOmeros flavan-3-45is, (+)-catequina

ou (-)-epicatequina.

Figura 1.2. Estrutura dos taninos condensados.

A literatura demonstra que muitas propriedades atribuidas aos taninos, tais

como adstringència, fungitoxicidade e inibigâo enzimâtica, estão relacionadas corn

sua capacidade de precipitar proteinas (SCHOLZ, 1994).

A interagâo entre taninos e proteinas pode ser decorrente de diferentes

mecanismos tais como a formagáo de ligagOes covalentes, pontes de hidrogénio e

interagOes hidrOfobas (figura 3), e sâo influenciadas pelo tamanho molecular ou grau

de polimerizagâo dos taninos, estrutura das proteinas, pH e forga iOnica do meio

(HASLAM et al., 1989; WAGNER, 1993; HASLAM et al., 1999).
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Figura 1.3. Tipos de complexacâo tanino-proteina (WAGNER, 1993).

Os primeiros estudos sobre associacties entre polifenOis e proteinas datam de

aproximadamente 200 anos etas (DAVY, 1803'). Este estudo permitiu identificar as

principals propriedades macroscOpicas da complexacao destes polifenOis, alern de

dar suporte a definicao empirica de taninos vegetais. Entretanto, em virtude do

pouco conhecimento da diversidade estrutural destes compostos, os mecanismos

moleculares atraves dos quais ocorre a formagao dos complexos foram pouco

investigados e, consequentemente, pouco compreendidos. Diversas investigagOes

quantitativas, realizadas durante os Oltimos 25 anos, deram relevantes contribuiceies

para area, e relageres estrutura-atividade tern sido descritas a mecanismos

propostos. Embora o grupo das proantocianidinas sejam responseveis pela maioria

das propriedades atribuidas aos taninos, muitos dos estudos de complexacao tem

sido realizados corn series biossinteticas de esteres dos acidos Oleo e hexaidrOxi-

difénioo (HASLAM et al., 1989; HASLAM et al., 1999) as quais se diferenciam,

sistematicamente, no ntknero de fenOis, na solubilidade em ague, na conformacao e

no tamanho molecular.

Medidas precisas, obtidas pelo emprego dos diversos matodos relatados na

literature, usando diferentes polifenOis e proteinas, tern servido de suporte das
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propostas mais recentes para a descricao da natureza quimica da maioria dos

taninos. Assim, por exemplo, estudos realizados por MCMANUS e colaboradores

(1994) demonstraram que o tamanho molecular, o nOrnero e a disposic5o dos

nUcleos fendicos, a flexibilidade conformacional e a solubilidade em agua s5o os

fatores dominantes na determine 'cão da force de ligac5o entre urn polifenol e uma

proteina. Alta solubilidade em agua reduz a eficiancia da complexacao entre

polifends e proteinas, enquanto que o aumento do tamanho molecular dos polifends

favorece a associacão corn proteinas. A respeito da flexibilidade conformacional, a

introduc5o de uma ligacào entre dois aneis aromaticos de dois esteres de acid°

Ohm, gerando urn ester hexaidrOxi-difenoila, de conformac5o restrita, acarretou

diminuic5o da afinidade por proteinas, embora o nirmero de nircleos aromaticos e de

grupos fendicos permanecesse inalterado (HASLAM e CAI, 1994).

InUmeros autores tern realizado estudos para elucidar o mecanismo de co-

precipitagào tanino-proteina. SPENCER e colaboradores (1988) propuseram dois

mecanismos: a co-precipitagao seria resultante de ligagries cruzadas, baseadas em

associagOes, nas quais, cada molecule de tanino liga-se a duas ou mais molaculas

de proteina. 0 segundo mecanismo ocorre em duas etapas. lnicialmente ha urn

estagio de complexagäo seguido da precipitacao dos complexos formados.

KAWAMOTO e colaboradores (1996), em estudo da estequiometria da reactio de

co-precipitagão de series de galoilglicoses (taninos hidrolisaveis) corn albumina

serica bovina (ASB), detectaram urn comportamento crescents e linear para

precipitacão de ASB, principalmente, quando houve aumento de grupos galoila na

molecula de galoilglicose. Tais resultados reforcam a proposta de que o mecanismo

envolvido na precipitaglo de proteinas por taninos ocorra em dois estagios.

Os matodos usualmente empregados para determinac5o quantitativa de

proantocianidinas sac), em sua maioria, determinagbes de taninos totals. Embora

seja possivel a determinagäo individual de proantocianidinas de baixo peso

molecular através de tecnicas cromatograficas, os resultados destas analises nao

representam, corn tanta exatid5o, a concentrag5o real quanto a determinacão em

conjunto do grupo. A maioria dessas tecnicas fundamenta-se na capacidade de

complexac5o que apresentam as proantocianidinas (LANG e WILHELM, 1995).

1 DAVY,H. An account of some experiments on the constituints parts of some adstringent vegetables and on
their operation in tanning. Phil. Trans., v. 93, p. 223, 1803. aped HASLAM et al., 1989.
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BATE-SMITH (1973) propOs a determinaceo de taninos empregando a hemanelise.

Esse metodo fundamenta-se na determinaceo colorimetrica do sobrenadante de

sangue hemolisado apOs formageo do complexo tanino-hemoglobina. Como

vantagens o metodo apresenta a especificidade ao grupo e a 'lac° determinaceo

colorimetrica da hemoglobina, alern de requerer pequenas quantidades de amostra e

pouco tempo para execuceo (OKUDA et al., 1989; BRUNETON, 1993; PRATES DE

LIMA et a!., 1995; LANG e WILHELM, 1996). Outra forma de determinar os taninos

tem sido atraves de sua precipitaceo corn pO de pele. Existem dois metodos que

empregam o pO de pele. 0 primeiro a realizado por gravimetria, onde o teor de

taninos totals a determinado pela diferenca entre o residuo seco da solugeo extrativa

antes e depois do tratamento corn o pO de pele (PHARMACOPEE, 1980; WORLD,

1991). 0 segundo metodo a realizado por absorciometria no visivel. Neste, o teor de

taninos totals a determinado pela diferenca da absorcâo dos analitos antes e depois

do tratamento corn o pei de pele, utilizando o reagente de Folin-Denis (BOHME e

HARTKE, 1976; DEUTSCHES, 1986; REICHER et al., 1981; HEBRICH, 1990; LANG

e WILHELM, 1996). Devido ao alto custo e a variabilidade de procedéncia do pO de

pele, tern sido freqUente a proposicao do emprego de agentes precipitadores

alternativos. Estudos avaliando o emprego de derivados proteicos tais como a

albumina serica bovina e a caseina tem sido usuais objetos de estudos (LUCK et al.,

1994; KAWAMOTO et al., 1996; CARVALHO, 1997; MARTINS, 1998). A

complexageo dos taninos corn derivados proteicos tern apresentado uma serie de

limitacties. A influencia de fatores externos sobre a estabilidade do complexo

(temperature, tempo e pH) e problemas relacionados corn a afinidade entre

proteinas e taninos sugerem baixas especificidade e exatideo para estes metodos.

Desta forma, a avaliacão de novos agentes complexantes, mais especificos e

estdveis, que neo sejam derivados proteicos, tambern tern sido intense. Neste

contexto, a povidona (PVP) tern se destacado por sua capacidade de complexacâo

corn polifends (FROMMING et al., 1981; HORN e DITTER; 1982; MAKKAR e

BECKER, 1993; MAKKAR et al., 1993, a, b ; LUCK et al., 1994; MAKKAR et al.,

1995; BUHLER, 1996; BORNEMANN et al., 2001; NACZK et al., 2001). Ao contrario

da maioria dos derivados proteicos, os complexos formados entre os compostos

polifendicos e a polivinilpirrolidona são mais esteveis. Alguns trabalhos tern

demonstrado que a PVP apresenta major afinidade na formaceo de complexos corn

polifends, em especial corn taninos, do que outras substâncias, tais como caseina,
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gelatina e albumina serica bovina (LUCK et al., 1994; SIEBERT e LYNN, 1997,

SILANIKOVE et al., 2001).

Recentemente, tern sido notado urn interesse crescente no use de agentes

ligantes de taninos para sua quantificac5o, neutralizacâo de seus efeitos

indesejâveis para os animais, tais como distOrbios do apetite e do processo

digestivo, ou ainda para operacc5es de clarificacão/purificacâo na indt:Istria vinicola e

alimenticia (SIEBERT et al., 1996a, b; SIEBERT e LYNN, 1997; BORNEMAN et al.,

2001; NACZK et al., 2001; SILANIKOVE et al., 2001).

18



Capitol° 1 - Avaliagão de agentes precipitantes de taninos

2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliagao da viabilidade de metodologia espectrofotornêtrica para

doseamento de taninos, empregando a povidona como agente precipitante.

Objetivos especificos

- avaliar caseina e povidona de diferentes graus como agentes precipitantes

de taninos, utilizando a catequina como substancia de referenda;

- selecionar a povidona que apresentar meihor capacidade de formacâo de

complexos corn a catequina nas condicties estudadas;

- avaliar o perfil de formageo de complexos entre a catequina e a povidona

selecionada, e,

- avaliar a viabilidade de transposigeo do metodo de precipitagao de taninos

corn povidona para a materia-prima vegetal de Maytenus ilicifolia.
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3. MATERIALS E METODOLOGIA

3.1 MATERIALS

3.1.1 Matdrias-primas

- material vegetal: constituido por folhas de Maytenus ilicifolia fomecido pelo Centro

Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, BiolOgicas e Agricolas da

Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/UNICAMP) onde foram

coletadas em abril de 1997. As folhas e ramos recebidos foram identificados

pelo têcnico Marcos Sobral, do Departamento de Botênica do Institute de

Biociências da UFRGS, e uma exsicata encontra-se depositada no herbario

da UFRGS sob registro (ICN) ntimero 111772.

- povidonas solOveis (gentilmente doadas pela BASF/Brasil):

Kollidon 17 (MM 9300); Kollidon 25 (MM 25700) e Kollidon 30 (MM 42500)

- povidonas insolaveis (gentilmente doadas pela BASF/Brasil):

Kollidon CL; Kollidon CL-M (micronizada).

3.1.2 Aparelhos e equipamentos

- banho de ultra-som Elma Transonic 460

- centrifuga Sigma 4K15

espectrofotOmetro HP8452 A (Hewlett Packard)

- cromatOgrafo liquid° de alta eficiéncia LC-10A (Shimadzu)

bomba LC1OAD (Shimadzu)

sistema de vélvulas para eluicão gradiente FVC-10AL (Shimadzu)

detector UVIVIS SPD10A (Shimadzu)

Injetor automâtico S1L-10 A (Shimadzu)

Programa para aquisigão de dados CLASS-LC10 (Shimadzu)

coluna cromatogréfica Nova-Pak C18 150 mm x 39 mm (6011m) (Waters)

pre-coluna C18 10 MM x 4 mm (125 gm) (Shimadzu)
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3.1.3 Reagentes, solucties, substancias-referéncias e outras materias-primas

Todos reagentes empregados, caso nä° mencionado em contrario, sâo de

grau prO-analise, fomecidos pela Merck.

- ecido acetico

- acetonitrila (OmmiSolv - grau HPLC)

- acid° bOrico

- acid° cloridrico

- ecido fosfomolibdico

- Acid° fosfOrico

- carbonato de sOdio anidro

- caseina (Sigma)

- (+)- catequina (Sigma)

- cloreto de potessio

- (-)- epicatequina (Sigma)

- fosfato monobesico de potâssio

- hidrOxido de am6nia

- membrana de filtraccio corn didmetro de 0,45 ptm (Millipore-HVHP)

- molibdato de amOnio SR (F. Bras. IV)

- rutina (gentilmente doada pela Prof'. Dr. Amelia T. Henriques, PPGCF, Fac.

Farmecia - UFRGS)

- tungstato de sOdio (Baker)
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3.2 METODOLOG1A

3.2.1 Avaliageo da formageo de complexos corn catequina (substancia

referencia)

3.2.1.1 Selegeo do comprimento de onda para leitura

Para escolha do comprimento de onda de leitura, foi preparada solugâo de

leitura de catequina (0,40 pg/mL) em âgua destilada e submetida a varredura na

regiâo de 200 a 500 nm. A 6gua foi utilizada como solugão de compensagão.

3.2.1.2 Preparageo das solugdes estoque

So!Lica° de catequina

A solugâo estoque de catequina foi preparada na concentragáo de 2 mg/mL

corn âgua recentemente destilada. A total dissolucâo do padräo foi alcangada corn o

auxilio de banho de ultra-som. A solugâo foi armazenada protegida da luz.

Dispers6es de povidona

As dispers6es estoque de povidona, em diferentes concentragOes, foram

preparadas por dissolucäo (PVP solCiveis) ou suspensâo (PVP insolOveis) do

polimero em âgua recentemente destilada. Para assegurar a total hidratacao do

material, as dispersOes foram preparadas pelo menos 24 horas antes dos

experimentos e mantidas sob agitagao constante.

3.2.1.3 Ensaio preliminar para selegeo do complexante para catequina

Para avaliaqâo preliminar da formagão de complexos entre a catequina e

diferentes povidonas, 5,0 mL da solucâo de estoque de catequina e aliquotas das

diferentes dispersOes de PVP (suficientes para originar solugOes corn concentracOes

finais entre 5 e 16004g/mL), foram transferidos para balOes volumêtricos de 25 mL e
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submetidos a agitacao durante 30 minutos. ApOs agitacao, 10,0 mL de cada amostra

foram transferidos para tubos de centrifuga e centrifugados a 3000 rpm durante 30

minutos. Em balao volumetric° de 25 mL, 5,0 mL do sobrenadante foram diluidos

corn agua destilada e a concentracão de catequina foi determinada em

espectrofotOmetro em 280 nm.

3.2.1.4 Avaliagdo dos complexos formados entre catequina e povidona

insolOvel

Em balOes volumetricos de 25 mL, foram submetidos a agitacao 5,0 mL de

solucao estoque de catequina e suspens6es de Kollidon CL em concentracOes que

variaram de 5 a 6000 gg/mL. ApOs 30 minutos de agitacao, 10,0 mL de cada

amostra foram transferidos para tubos de centrifuga e centrifugados a 3000 rpm

durante 30 minutos. Em balao volumetric° de 25 mL, 5,0 mL do sobrenadante foram

diluidos corn agua destilada e a concentracao de catequina determinada em

espectrofotOmetro em 280 nm.

0 resultado foi expresso como fracào de catequina ligada (FCL) em funcao da

razao molar entre PVP e catequina, considerando a massa molecular do mom:mar°

de PVP = 111,1 (DONER et al, 1993) (n = 3):

FCL = (Apad - Acend/ Apad

onde: Apad absorvancia da soluctio padrao e Acent = absorvancia da solucao ap6s

centrifugacao.

3.2.1.5 Purificagäo da povidona

Uma amostra de 50,0 g de Kollidon CL foi pesada e transferida para bequer

de 500 ml e submetida a agitacao corn 250 mL de HCI 0,1 M durante 30 minutos.

Em seguida, o material foi filtrado em funil de vidro sinterizado G3, sob pressão

reduzida. Ainda no funil, o material retido foi lavado corn mail 1000 mL da mesma

solucâo acida e, posteriormente, corn agua destilada, ate obtencao de urn filtrado
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limpid°. 0 residua foi seco em estufa a 40 °C, durante 72 horas, e acondicionado

em dessecador corn silica.

3.2.1.6 Avaliagäo da influencia da povidona purificada sobre capacidade de

complexacbo corn catequina

Solucâo de catequina a 400 1.1g/mL foi tratada corn suspensOes aquosas de

Kollidon CL, corn e sem o tratamento descrito no item 3.2.1.5, nas concentracCies de

60, 120, 240, 360, 480, 600, 1200 e 2400 gg/mL. Os resultados foram expressos

como fragäo de catequina ligada (FCL) em fungâo da razão Kollidon CUcatequina

(m/m) (n = 3).

3.2.1.7 Determinacdo da capacidade de complexagâo entre catequina e casein

Solucão de catequina a 400 1.1g/mL foi tratada corn caseina, em quantidades

que vanaram entre 5 e 2000 mg. Os resultados foram expresso como fragão de

catequina ligada (FCL) em fungâo da razâo caseina/catequina (m/m) (n = 3).

3.2.1.8 Avaliagão da influencia do pH sobre a estabilidade de complexos

contendo catequina

Povidona/catequina:

Solucäo de catequina a 200 .tg/mL foi submetida a complexagbo corn PVP

purificada na concentracao de 1200 ii.g/mL. 0 pH foi obtido pela adicao de solugäes

diluidas de FICI ou NaOH e pela utilizagâo de tampâo fosfato e borato (tabela 1.1).

Os resultados foram expressos como fragbo de catequina ligada (FCL) em fungao do

pH.
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Tabela 1.1. Solu95es e condicOes utilizadas para avalia95o da influencia do pH

sobre a formacâo de complexos entre povidona e catequina.

Solucao Volume pH pH ?nm

adicionado (literatura) (solucâo final)

HCI 0,1 N 1,0 mL 3,1 280

HCI 0,1 N 0,5 mL 3,4 280

Agua destilada - 6,1 280

Tampa() fosfato l 15,0 mL 7,0 7,1 280

Tampâo fosfato i 15,0 mL 8,0 7,9 280

Tampa° borato2 15,0 mL 8,6 8,6 290*

Tampâo borato2 15,0 mL 9,0 8,9 290*

Tampao borato2 15,0 mL 9,6 9,4 290*

NaOH 0,1 N 0,5 mL 10,5 290*

* Devido ao deslocamento batocromico sofrido em pH alcalino, as leituras foram realizadas em 290

nm. 1 USP XXII, 1990; 2ASSUMPOit0 e MORITA, 1968.

3.2.1.9 Avaliagão do perfil de complexacao entre povidona e catequina

empregando desenho composto central

0 perfil de complexacão entre povidona corn liga9Oes cruzadas (Kollidon CL)

e catequina foi analisado atraves de desenho composto central (DCC). Para tanto,

foi montado urn desenho experimental do tipo 22 ampliado corn 3 pontos centrals e 4

pontos estrelas (MYERS e MONTGOMERY, 1995; LINDEN, 1998; PETRY, 1999).

Tanto as variàveis naturals quanto as codificadas estao descritas na tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Matriz do desenho composto central pare avaliacäo do peril de

complexagäo entre catequina (CAT) e povidona (PVP).

Experimento

Variaveis Codificadas

CAT 	 PVP

Vadaveis Naturais

CAT (iig/mL) 	 PVP (ugIrnL)

1 -1 1 100 300

2 -1 -1 100 100

3 1 1 300 300

4 1 -1 300 100

5 0 0 200 200

6 0 0 200 200

7 0 0 200 200

8 1,414 0 341,4 200

9 -1,414 0 58,6 200

10 0 1,414 200 341,4

11 0 -1,414 200 58,6

Os resultados foram analisados corn o auxilio dos programas estatisticos

Excel® e SigmaStat®, empregando o mesmo procedimento adotado por LINDEN

(1998) e PETRY (1999). Para tanto, foram calculados os coeficientes para a

equacâo geral atraves do mdtodo de regressáo nâo linear no programa SigmaStat ® .

A equacâo foi avaliada e validada atravds de ANOVA, realizada corn o auxilio do

programa Excel® 7.0, teste de falta de ajuste (lack-of-fit), e teste-t para os

coeficientes da equacao, adotando os critêrios propostos por WHERLE (1990).

Equacâo geral: y = Bo + Lt, • xi + 132 • x2 + /312 • x1 • x2 4- fin • (xd2 /322 • (x2)2

A variavel dependente, absorvbricia lida em 280 nm, foi estimada em planilha

do Excel® , atravds do emprego do modelo matematico (equacäo geral) para 48

pares de concentraccies de catequina e povidona, dentro do campo experimental

original. Corn base nestes resultados, foram construidos os graficos de superficie de

resposta e de contomos no programa SigmaPlot ® .
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A partir dos valores de absorvancia obtidos experimentalmente, foram

calculadas as fracOes de catequina ligadas (FCL), como descrito no item 3.2.1.4, e

gerados a superficie e o respectivo grafico de contornos. Em virtude da variabilidade

intrinseca relacionada ao fenOmeno estudado, o modelo que descreve a fraceo

ligada foi analisada apenas quanto ao coeficiente de regressao.

3.2.2. Avaliagão da determinagdo de taninos totals em solugão extrativa de M.

ilicifolia

3.2.2.1 Preparagdo da solugâo extrativa (CARVALHO, 1997)

A solugão extrativa foi preparada por infusâo de 10,0 g da droga vegetal

moida em 100,0 mL de agua destilada, durante 15 minutos e sob agitageo mecánica

ocasional. Ap6s resfriamento e filtracão, a solugeo foi transferida para balão

volumetric° de 100 mL e o volume completado corn egua destilada.

3.2.2.2 Determinagao quantitativa de taninos empregando o regente de Folin-

Denis (MARTINS, 1998)

3.2.2.2.1 Preparagâo dos reagentes para o doseamento de taninos

Reacente de Folin-Denis: foram submetidos a refluxo, corn 75,0 mL de egua

destilada, por 2 horas, 10,0 g de tungstato de sOdio, 2,0 g de acid° fosfomolibdico e

5,0 mL de ecido fosfOrico. ApOs resfriamento, a solucao foi transferida para baláo

volumetric° de 100 mL e o volume completado corn egua destilada.

Solucao de carbonato de sOdio 20 %: foram dissolvidos em 1 L de egua destilada, a

70 °C, 200,0 g de carbonato de sOdio anidro. ApOs 24 horas, a solucao foi filtrada .

3.2.2.2.2 Andlise quantitativa de taninos totals na solugäo extrativa

Foram tomados 15,0 mL da solugäo extrativa e diluidos a 100,0 mL corn egua

destilada, originando a solugeo estoque. Para a determinageo dos polifenOis totals

(PFT), 2,0 mL da solucâo estoque foram transferidos para bard° volumetric° de 25
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mL e o volume completado corn egua destilada. Aliquota de 2,0 mL desta solugao foi

transferida para bequer de 50 mL e adicionada de 2,0 mL do reagente de Folin-

Denis (R1) e de 16,0 mL da solugao de carbonato de sOdio 20 % (R2). A

absorvancia foi determinada em 750 nm, exatamente 2 minutos apOs a adicao do

Ultimo reagente. A egua foi utilizada como solugao de compensagão. Para

determinagão da fragão nao-tanante (FNT), 10,0 mL da solugao estoque foram

submetidos a agitagao em agitador magnetico por 30 minutos, corn o agente

complexante. ApOs agitagâo, as amostras foram transferidas para tubos de

centrifuge e centrifugadas a 3000 rpm durante 30 minutos. Aliquota de 5,0 mL do

sobrenadante foi diluida a 25,0 mL corn egua destilada. Foram tomados 2,0 mL

desta solugao e submetidos a reagâo corn os reagente R1 e R2 como descrito

anteriormente. As absorvandas respectivas foram lidas em 750 nm utilizando egua

destilada como solugao de compensacao. Os resultados foram calculados segundo

as equacties abaixo e expressos como catequina (g %), pela media de tits

determinag6es.

	Al • FD
	

A2 • FD

	

PFT -
	

FNT =
(m-p) • Al% 	(m-p) • Al%

TT = PFT - FNT

PFT = polifends totals (g%)

FNT = fragão nao-tanante (g%)

TT = fragâo tanante (g%)

A = absorvancia do produto de reacâo da solugao de polifends totals (U.A)

FD = fator de diluicao

m = massa de materia-prima vegetal (g)

p = perda por dessecagbo da materia-prima vegetal (g)

A1 196 = coeficiente de absorcao especifica do produto de reacao da catequina
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3.2.2.2.3. Determinagdo do coeficiente de absorgäo especifica do produto de

reagdo da catequina corn o reagente de Folin-Denis em 750 nm

0 coeficiente de absorgao especifica da produto de reacao entre catequina e

reagente de Folin-Denis, foi estabelecido a partir de uma curva de calibragáo da

substancia apOs reacao corn o reagente de Folin-Denis. Para tanto, foram

preparadas solucties do padrâo nas concentracOes de 0,016; 0,024; 0,032; 0,048;

0,072 e 0,080 mg/mL, em agua destilada. De cada solugäo foram transferidos 2,0

mL para bêquer de 50 mL e adicionados de 2,0 mL do reagente de Folin-Denis (R1)

e de 16,0 mL de solucao de carbonato de s6dio 20% (R2). A absorvancia foi

determinada em 750 nm, exatamente 2 minutos apOs a adicao do reagente R2,

utilizando agua como solugao de compensagao. Foram realizadas très

determinagOes para cada concentragão.

0 coeficiente de absorgao especifica do produto reacional da catequina foi

determinado atraves do emprego da equagao abaixo.

A • 10

C
- 	

Onde

= absorgao especifica do produto reacional da catequina

A = absorvância do produto reacional da catequina (U.A.)

C = concentragâo de catequina (g/L)

3.2.2.3 Determinacilo quantitativa de taninos atraves de leitura direta

3.2.2.3.1. Selegdo do comprimento de onda para leitura

A solugdo extrativa foi diluida a concentragdo de 0,6 mg/mL corn ague

destilada e o espectro de varredura foi determinado na regiâo de 200 a 500 nm.

Agua destilada foi empregada como solucâo de compensagao.
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3.2.2.3.2 AndIlse quantitativa de taninos totals na solugdo extrativa atraves de

leitura direta

Para a determinacao dos polifenciis totais (PFT), 5,0 mL da solucao extrativa

foram transferidos para balao volumetric° de 25 mL e o volume completado corn

agua destilada. Aliquota de 5,0 mL desta solugâo foi diluida a 25,0 mL corn ague

destilada. A absorvancia foi determinada em 280 nm, utilizando âgua destilada como

solucao de compensacão. Para determinagao da fracao não-tanante (FNT), 10,0 mL

da solucâo extrativa foram submetidos a agitacäo em agitador magnetico corn o

agente complexante, durante 30 minutos. ApOs agitagao, as solucties foram

centrifugadas a 3000 rpm, durante 30 minutos. Aliquota de 5,0 mL do sobrenadante

foi diluida a 25,0 mL corn egua destilada e a absorvancia determinada em 280 nm,

utilizando egua como solucão de compensacao.

Os resultados foram calculados segundo as equaceies abaixo e expressos

como catequina (g %), pela media de trés determinagOes.

Al • FD 	 A2 • FD
PFT 	 FNT = ---------

(m-p)•Ai l% 	(m-p)•All %

TT = PFT - FNT

PFT = polifenOis totals (g%)

FNT = fracbo nào-tanante (g%)

TT = fragâo tanante (g%)

A = absorvancia (U.A)

FD = fator de diluicäo

m = massa de matória-prima vegetal (g)

p = perda por dessecacao da materia-prima vegetal (g)

A1 1% = coeficiente de absorcâo especifica da catequina
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3.2.2.3.3. Determinagão do coeficiente de absorgäo especifica da catequina em

280 nm

O coeficiente de absorcao especifica da catequina foi estabelecido a partir de

uma curva de calibragão atravês de leitura direta em 280 nm. Para tanto, foram

preparadas solucties do padrâo nas concentragOes de 0,005; 0,010; 0,020; 0,030;

0,040; 0,050; 0,0600 e 0,070 mg/mL, em agua destilada. As absorvancias foram

determinadas em espectrofotemetro utilizando agua como solugão de compensagdo.

Os resultados correspondem a media de tras leituras para cada concentragao.

O coeficiente de absorgão especifica da catequina foi calculado empregando

a mesma equagão descrita no item 3.2.2.2.3.

3.2.2.3.4 Avaliagão do perfil de complexagâo entre povidona e a solugão

extrativa empregando desenho composto central

O perfil de complexagâo entre povidona corn ligagifies cruzadas (Kollidon CL)

e a solugâo extrativa foi analisado atravês de desenho composto central (DCC).

Para tanto, os mesmos procedimentos para execucao e analise do desenho

experimental descritos no item 3.2.1.9 foram adotados. As variaveis naturais e

codificadas estao descritas na tabela 1.3.

31



Capitol° I - Avaliagao de agentes precipitantes de taninos

Tabela 1.3. Matriz do desenho composto central para avaliageo do perfil de

complexaceo entre a solugeo extrativa (SE) e povidona (PVP).

Experiment°

Variáveis Codificadas

SE 	 PVP

Variáveis Naturals

SE (pvImL) 	 PVP (gg/mL)

1 1 -1 3300 600

2 1 1 3300 3200

3 -1 -1 700 600

4 -1 1 700 3200

5 0 0 2000 1900

6 0 0 2000 1900

7 0 0 2000 1900

8 0 0 2000 1900

9 0 0 2000 1900

10 0 1,414 2000 3738,2

11 0 -1,414 2000 61,8

12 1,414 0 3838,2 1900

13 -1,414 0 161,8 1900

Em virtude da major variabilidade relacionada a natureza da matriz, foram

adotados cinco pontos centrals.

3.2.2.3 Influbncia da concentragão de caseina e povidona sobre o teor de

taninos totals na solugão extrativa

0 ensaio preliminar, para avaliar a influencia da concentrageo dos agentes

complexantes sobre o teor de taninos totais na solugeo extrativa, foi realizado

empregando-se quantidades crescentes destes agentes, ate que neo fossem mais

detectadas variacties na absorvencia da fraceo neo-tanante (n = 3). As quantidades

empregadas dos agentes complexantes este° representadas na tabela 1.4.
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Tabela 1.4. Quantidades dos agentes complexantes testadas para cada 10 mL de

solugbo extrativa.

Caseina

(mg)

Povidona

(mg)

50 10

100 25

150 40

200 50

250 60

300 100

350 150

400 200

300

0 teor de polifenOis totais (PFT), da fracâo n50-tanante (FNT) e de taninos

totais (TT), foi calculada a partir da leitura direta em 280 nm, da mesma maneira que

descrito no item 3.2.2.3.3.

3.2.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Preoaraoâo das amostras

Para preparacdo das amostras, 60 mg de (+)- catequina e 20 mg de rutina

foram dissolvidos em 50,0 mL de âgua destilada. Aliquotas de 15,0 mL da solucdo

contendo os padrOes foram transferidos para bèquer de 50 mL e submetidos

agitagào, durante 30 minutos, corn 30 mg de povidona. Ap6s agitacão, 10,0 mL

foram centrifugados a 3000 rpm por 30 minutos. Uma aliquota de 5,0 mL do

sobrenadante foi diluida a 25,0 mL corn âgua destilada (soluglo amostra).

Paralelamente, 10,0 mL da solucäo contendo o padrão foram submetidos a

centrifugacâo a 3000 rpm durante 30 minutos. Ao mesmo tempo 5,0 mL do

sobrenadante foram diluidos a 25,0 mL com âgua destilada (solucâo referdncia).
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Tanto a solucâo amostra quanto a referéncia foram filtradas através de

membrana 0,45 gm e 20 gL foram injetados no cromatOgrafo.

Preparacão da fase mOvel

Foram preparadas duas solucties para constituirem a fase mOvel:

Solugâo A - écido acetico 1 % (VN)

Solucâo B - acetonitrila:6gua:dcido acético (50:49:1; VNN)

Ap6s prepara0o, as solucOes foram filtradas através de membrana 0,45 gm e

desaeradas corn helio.

Condicties cromatoqrâficas

As amostras foram eluidas em sistema gradiente atraves da variacáo da

composicão da fase mOvel de acordo corn a tabela 1.5, empregando fluxo de 1,5

mUmin e deteccão em 280 ou em 352 nm, segundo o caso.

Tabela 1.5. Programa do gradiente de eluicâo.

Tempo (min) Solugão B (%)

0 12,5

5 20,0

8 30,0

17 45,0

18 100,0

25 100,0

27 12,5

30 12,5

,111•1111TEI.."
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da capacidade de complexagâo de catequina corn povidona

(PVP)

Utilizando a catequina como substencia referenda, a forrnageo de complexos

foi avaliada para diferentes tipos povidona. Os polimeros testados se dividiram em

dois grupos: soliiveis (Kollidon 17PF, 25 e 30) e insolOveis (Kollidon CL e CL-M), os

quaffs correspondem a povidona corn ligacOes cruzadas.

Os resultados obtidos este() representados na figura 1.4. A formageo de

complexos empregando os polimeros solUveis, demonstrou que nao ocorre

fen6meno de precipitacdo e/ou perda de solubilidade do polimero ou da catequina. A

maior massa molecular do polimero tambern neo modificou a caracteristica de

solubilidade. Desta maneira, o emprego de povidona soltIvel, corn o objetivo de

promover a separaceo ou precipitagâo de polifenOis, nâo foi satisfatOria. 
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Figura 1.4. Teor percentual de catequina presente no sobrenadante em fungeo da

concentrageo de povidona. Kollidon 17PF (.), Kollidon 25 (0), Kollidon

30 (*),Kollidon CL (A) e Kollidon CL-M (0).
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Por outro lado, a utilizagáo das povidonas insoliweis causou, em funcâo de

suas concentragOes, o completo desaparecimento da catequina presente no

sistema, demonstrando ser urn seqUestrante para esta substância. Os dois tipos de

povidonas insolOveis testados mostraram o mesmo comportamento, nâo sendo mais

detectado o polifenol a partir da concentracdo de 96014/mL do polimero.

A auséncia de diferences no perill de formagâo de complexos corn a

catequina entre os dois polimeros insoluveis , demonstra que, apOs hidratagào, nào

ocorre influencia de fenômenos de superficies sobre a formagão destes complexos.

Este resultado reforge a hipOtese da independéncia da formacäo dos complexos das

caractensticas fisicas do polimero. Certamente, povidona insolOvel micronizade

(Kollidon CL-M) deve apresentar maior velocidade de hidratacâo, em funcào da

major superficie de cantata. Porem, o emprego de procedimento de hidratagão

previa foi suficiente para descartar qualquer influéncia desta natureza.

Diante destes resultados, os ensaios conseguintes poderiam ser conduzidos

corn qualquer urn dos polimeros insolOveis, entretanto, por uma questâo de relagâo

custo/beneffcio, a povidona corn ligacOes cruzadas (Kollidon CL) foi sefecionada

como agente complexante para os ensaios posteriores.

A figura 1.5 apresenta a reducâo da concentracâo molar de catequina em

fungâo da concentracâo molar de Kollidon CL. A concentracâo molar do polimero foi

calculada em funcâo da massa molecular do mon6mero vinilpirrolidona: 111,1 D

(DONER et al., 1993).

0 calculo estequiornetrico para formacâo do complexo entre a catequina e

povidona (PVP) foi realizado atraves do modelo da solubilidade (HIGUCHI e

CONNORS, 1965).

(ECATtotad - [CATimen / [PVPtotat]

(0,00137 - 0,0000624) / 0,008641 = 0,11359 8,80

De acordo corn o resultado encontrado, o complexo apresentaria a seguinte

formula geral: [PVP]9CAT.
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Figura 1.5. Representacâo gräfica da reducäo na concentragáo molar de catequina

em funcâo da concentragao molar de povidona (PVP).

Para descartar a eventual influéncia de materials soluveis presentes no

polimero sobre a formacäo dos complexos, uma amostra da povidona corn ligacOes

cruzadas (Kollidon CL) foi submetida a tratamento de pre-lavagem, dando origem

povidona purificada.

Os perfis de complexacâo para a povidona antes e depois da purificacâo

estao representados na figura 1.6.
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Figura 1.6. Influencia do pre-tratamento corn povidona (PVP) sobre a fracao de

catequina ligada. (0) PVP sem tratamento, (E) PVP purificada.

A purificaceo da povidona foi conduzida corn o objetivo de remover tacos de

H202 e polimero solCivel que possam estar presentes (DONNER et al., 1993). Os

resultados obtidos demonstraram que nä° ha diferenca importante entre os perils de

complexacâo obtidos para o polimero antes e apOs o tratamento. Portal, como a

operacäo de purificaceo originou produto como menor umidade residual, os demais

ensaios, envolvendo a substancia referenda, foram executados utilizando o polimero

purificado.

De acordo corn ANDERSEN e SOWERS (1968), a forrnageo de complexos

entre polifenciis e povidona depende de condicees espedficas de pH. A

complexaceo maxima entre o polimero e compostos fenOlicos deve ser mais intense

em ague pura ou em pH suficientemente baixo para suprimir a ionizaceo des

hidroxilas fencilicas. Para os experimentos realizados corn Kollidon CL e a catequina,

foi observado que ha maior interacâo entre o polimero e o padre° quando o pH foi

inferior a 7,0. Nesta regiào, a fraceo de catequina ligada nâo sofreu modificacties.

Quando o pH foi elevado para 8,0 ocorreu pequena reducâo no teor de catequina
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ligada a povidona. Acima de pH 8,0 foi detectada queda brusca no teor de catequina

no complexo, seguindo tendancia de diminuicäo corn o aumento do pH (figura 1.7).

1,0 1

0,9

0,8 -

0,7 -

0,6 -1

u. 	
0,5

0,4 -

0,3 -1

0,2-1
I

0,1 -1

0,0
0 1 2 3 4 5 6 7

PH

8 9 10 11 12

Figura 1.7. Efeito do pH sobre a fracao de catequina ligada (FCL) a PVP (CO') e

caseina (U).

Diante do comportamento acima observado, a formacäo de complexos entre o

polimero e taninos condensados nâo deve sofrer modificacties quando a

experimento for realizado empregando agua destilada como solvente. Para

complexos obtidos corn caseina, tambêm foi observado forma semelhante para o

comportamento de decrascimo da fracao de catequina ligada corn o aumento do pH.

Entretanto, pode-se observar na figura 1.7 que os complexos entre catequina e

caseina foram mais sensiveis a variacao de pH, associada a menor capacidade em

remover o o padrao.

As figuras 1.8 e 1.9 representam o perfil de complexacâo em meio aquoso

entre os agentes complexantes, povidona e caseina, respectivamente, corn a

catequina. Quando a polivinilpirrolidona foi utilizada como agente complexante, a

massa total de catequina presente no sistema (10 mg) foi complexada empregando

cerca de 25 mg da Kollidon CL (figura 1.8). Comparativamente, foram necessàrios 2
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g de caseina, para deslocar 70 % da mesma quantidade de catequina, em identicas

condigOes experimentais (figura 1.9).

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

PVP/CAT

Figura 1.8. Efeito da razäo povidona/catequina (PVP/CAT) (m/m) sobre a fracto de

catequina ligada (FCL).

0 	 30 	 60 	 90 	 120	 150 	 180

CAS/CAT

Figura 1.9. Efeito da razâo caseina/catequina (CAS/CAT) (m/m) sobre a fragao de

catequina ligada (FCL).

A complexagäo de catequina corn povidona, em diferentes concentraccies, foi

avaliada atravós de desenho composto central. A andlise estatistica do desenho
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experimental demonstrou que o modelo matern6tico abaixo, descreve

satisfatoriamente a variabilidade experimental (r2 = 0,9936).

Absorváncia = 	 + 2,8.10-3t31- 4,7.104132- 9,3.10-7812

- 5,0.10-7/3/, + 5,0.10-7E22

0 teste F para regressáo tambem apresentou resuitado significativo,

confirmando a c,orrelagâo entre os dados experimentais e os dados calculados.

Entretanto, em virtude da variabilidade intrinseca, inerente ao fenOmeno em estudo,

o teste de falta de ajuste apresentou F significativo (tabela 1.6). Desta forma, o

modelo náo pode ser considerado validado. A superficie de resposta e a curva de

isorrespostas calculadas, empregando o modelo matemâtico, estâo representadas

nas figures 1.10 e 1.11.

Tabela 1.6. Resumo dos resultados da an6lise estatistica para as vari6veis

dependentes .

Coeficientes

Absorvància (U.A.)

valor 	 teste-t

Fracâo de catequina ligada

valor 	 teste-t

-3,8E-02 0,48 1,737E-1 0,93

al 2,8E-03 5,71* -0,181 1,69*

82 -4,7E-04 0,96 1,050E-1 0,89

812 -9,3E-07 0,72 -0,033 0,35

811 -5,0E-07 0,51 1,313E-1 1,66*

122 5,0E-07 0,51 -0,040 0,50

r2 0,9936 0,7358

Fregressio 14,7* 2,79

Ffafta de ajuste 231,2* 252,28*

g i= catequina, 	 povidona, 1112 interac-ao, Ell e an = tennos quadraficos. * Significativo para P =

0,05
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Figura 1.10. Superficie de resposta para a absorvancia, em 280 nm, apOs

complexagâo de diferentes concentracc5es de catequina e povidona

corn ligagOes cruzadas.

As figuras 1.10 e 1.11 demonstram a relagão linear entre a varidvel de

resposta (absorvancia em 280 nm) e as variàveis de entrada. Embora tenha sido

observada pequena dependéncia para a conc,entragao de povidona, a absorvancia

lida foi dependente, principalmente, da concentragao de catequina. Este resultado foi

confirmado atravds do teste-t para os coeficientes da equactio, que revelou

importancia estatistica apenas para o termo linear da variàvel concentragdo de

catequina.
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Figura 1.11. Curva de isorrespostas para a absorváncia, em 280 nm, apOs

complexacâo de diferentes concentrag6es de catequina e povidona

corn figagOes cruzadas.

Como esperado, estes resultados demonstraram que a absorvància

aumentou com a elevacão da concentracâo de catequina a que a adigâo de

povidona ao sistema fez com que ocorresse urn pequeno decrescimo naquelas

leituras. Pordm, o que nâo p6de ser observado, atraves dos gráficos representados

nas figuras 1.10 e 1.11, foi a relagâo entre as leituras obtidas e as leituras esperadas

nas respectivas concentragOes de catequina. Para tanto, a variâvel dependente foi

recalculada como fracao de catequina ligada (FCL) e urn novo modelo matemdtico

foi testado.

A an6lise estatistica revelou que o modelo proposto para descrever a fragäo

de catequina ligada (FCL) foi bem mais critico do que o obtido anteriormente.
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Embora o coeficiente da regressao tenha demonstrado que o modelo abaixo foi

capaz de descrever mais que 70 % da variancia experimental (r2 = 0,7358), nao

houve importancia estatistica para o F calculado da regress5o, enquanto que o teste

de falta de ajuste apresentou F superior ao tabelado (tabela 1.7).

FCL = 0,54 -6,0.10 -38/ + 3,2.10382 - 3,3.1033/2 + 1,2.1058// - 3,6.103822

Uma das altemativas para elevar o valor de F da regressao a realizada

atraves da retirada dos termos nao significativos para o teste-t e, posteriormente,

reajuste dos dados a equacao simplificada. Na tabela 1.7 estao apresentados os

resultados obtidos para o F da regressâo e o r2 apOs retirada seqUencial dos termos

nao significativos

Tabela 1.7. Resumo da avaliactio estatistica das equacOes simplificadas para

descrever a resposta de frac:5o de catequina ligada (FCL).

Coeficientes

Modelo original

(teste-t)

Primeira simplificactio l 	Segunda simplificagao2

(teste-t) 	 (teste-t)

Bo 0,93 1,63 3,18

Bi 1,69 2,38* 2,84*

B2 0,89 0,90 1,84*

B12 0,35 - -

B11 1,66 1 ,79* 2,21*

a22 0,50 0,54

r2 0,7358 0,7289 0,7160

Fregressào 2,79 4,04 5,88*

* Significative para P = 0,05; 'Primeira simplificagão = eliminacâo de an; `Segunda simplificacäo =

eliminagfio de 1312 e B22

Ap6s a eliminagâo do termo correspondente a interagdo dos fatores e do

termo quadrâtico para povidona, a equagáo quadr6tica foi reajustada, originando o

modelo abaixo:

FCL = 0,84 - 0,0078/ + 1,024.10382 + 1,304.1058//
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Embora estes resultados nao permitam a validagâo do modelo maternatico

para descricao do fenOmeno em estudo, a elevada correlacâo entre os valores

experimentais e os valores calculados pelo modelo permite que a elaboracão da

superficie de resposta e a respectiva curva de isorrespostas represente, de forma

mais fidedigna os valores estimados para a variavel estudada (figuras 1.12 e 1.13).

Capitol° 1 - Aveliagao de agentes precipitantes de taninos

Figura 1.12. Superficie de resposta para a fragao de catequina ligada (FCL), apOs

complexacao de diferentes concentragOes de catequina e povidona

corn ligagOes cruzadas.

0 teste-t para os coeficientes da equagäo demonstrou que ambos os terrnos

relacionados a concentracâo de catequina foram estatisticamente significantes.

Enquanto o termo linear descreve a reducao na fragao de catequina ligada corn o
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aumento de sua concentracao, o termo quadratico revela a presence de curvature

para a resposta analisada.
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Figura 1.13. Curva de isorrespostas para a frac-5o de catequina ligada (FCL), aloft

c,omplexacao de diferentes concentracoes de catequina e povidona corn

ligaceies cruzadas.

Os resultados obtidos para tactic) de catequina ligada, representados nas

figuras 1.12 e 1.13, demonstraram que a concentracao de catequina no sistema foi o

principal responsevel pelas variacems na resposta estudada. A influancia da

concentracao de povidona apresentou comportamento linear, independente da

concentracao de catequina. Entretanto, a formacao de complexos foi mais eficiente

corn o aumento da proporcao ponderal povidona:catequina. Quando esta proporcao
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foi inferior a 3:1 (m/m), a absorvancia e, consequentemente, a fragao de catequina

ligada praticamente nao sofreu alteragbes, permanecendo em seus niveis mais

baixos, nao ultrapassando 20 % do polifenol presente no sistema. Porem, corn o

aumento desta relacâo, observou-se incremento significativo na formacâo de

complexos. Este comportamento foi mais intenso na regiâo onde havia major

concentracao de povidona e menor concentracao de catequina, alcangando valor

maxim° de fracâo ligada em tomo de 80 %.

4.2 Avaliagdo do teor de taninos totais em solugdo extrativa de Maytenus

ilicifolia empregando povidona e caseina

Empregando o metodo que utiliza o reagente de Folin-Denis, o mesmo

comportamento observado para a catequina foi detectado para a solucao extrativa. A

povidona com ligacOes cruzadas apresentou maior eficiáncia na formacâo da fracào

tanante presente na solucão extrativa do que a caseina (figura 1.14). Sendo

necessarios cerca de 150 mg de PVP para que houvesse estabilizacao na leitura do

teor de taninos totals na solucäo extrativa. Enquanto que, para a caseina, ao

contrario do observado por CARVALHO (1997), o esgotamento da fracao tanante

nao pOde ser alcancado nas condicOes testadas. Como constatado no ensaio

realizado com o padrao, a afinidade da caseina é muito inferior a observada para a

povidona, de maneira que o maximo de precipitacão so foi alcangado quando foram

empregados 350 mg de caseina.

0 emprego de povidona como agente complexante apresentou urn fator

bastante critico. Aparentemente, o aumento da concentracao de polimero levou

eliminacão de todos os compostos fenOlicos presentes na solugtio extrativa, de

maneira que, a absorvancia obtida para tack) nao-tanante, apOs reacâo corn

reagente de Folin-Denis, foi muito pr6xima a zero. Este resultado sugere que a

povidona pode remover significativamente outros polifenOis alem dos taninos. A

atuacao inespecifica do polimero desfavorece seu emprego como agente

complexante adotando o metodo descrito por MARTINS (1998).

Entretanto, o perfil de complexacao obtido, utilizando a povidona corn ligacties

cruzadas e representado na figura 1.14, revelou uma zona de inflexâo identificada

por extrapolacâo das curvas, quando a quantidade de polimero adicionada foi de
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aproximadamente 50 mg. 0 inicio dessa zona corresponde a concentragao maxima

de caseina em termos de taninos totais (cerca de 5,1 g%).
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Quantidade de agente complexante (mg)

Figura 1.14. Teor de taninos totals (TT) na solugao extrativa de M. ilicifolia,

empregando diferentes quantidades dos agentes complexantes. O =

caseina; 0 = povidona.

Estes resultados sugerem que a formagao de complexos entre PVP e os

componentes fenOlicos presentes na solugao extrativa de M. ilicifolia ocorre em dues

etapas. Aparentemente, ocorre inicialmente a formagâo de complexos entre o

pollmero e os taninos. Ap6s esgotamento deste substrato ocorreria a interagao da

povidona corn os demais polifenOis, ate total esgotamento destes compostos.

Este mesmo comportamento foi observado quando o teor de taninos totals foi

avaliado atraves de leitura em 280 nm sem adicao de reagente de Folin-Denis

(figura 1.15). A diferenca entre os valores calculados para o teor de taninos totals

para os dois comprimentos de onda a decorrente do emprego de coeficientes de
absorcao especificos para cada caso.
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Figura 1.15. PertH de complexacdo dos taninos calculado atraves dos taninos totals

(TT) presentes em folhas de Maytenus ilicifolia em funcdo da

concentracâo de povidona (PVP). DeterminagOes realizadas ap6s

reacâo corn o reagente de Folin-Denis em 750 nm (El) e por leitura

direta em 280 nm sem o reagente (A).

A avaliacâo da precipitacao de taninos na solucäo extrativa, atraves de

desenho composto central, revelou que outros fatores interferem no fenOmeno.

Certamente, como observado na figura 1.15, a presenca de outros polifenOis, alem

dos catêquicos, deve modificar o perfil de complexacâo da povidona corn os taninos

presentes.

Considerando a absorvancia lida, a variacâo da concentracão de povidona e

da solucäo extrativa proporcionou comportamento semeihante ao observado para o

padrno. A andlise estatistica do modelo revelou elevada correlacâo entre os dados

experimentais e calculados (r2 = 0,9607), corn urn F de elevada significAncia. Porêm,

tambdrn foi detectada variabilidade intrinseca atraves do teste de falta de ajuste, o

que nâo permitiu a validactio do modelo (tabela 1.8).
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Tabela 1.8. Resumo dos resultados da analise estatistica para as variaveis

dependentes.

Variaveis

Absorvancia (U.A.)

valor 	 teste t

Frage.° de catequina ligada

valor 	 teste t

Bo 5,6E-02 0,73 6,2E-01 3,43

al 1,7E-04 3,45* -3,4E-04 2,87*

(12 -8,4E-05 1,69* 2,0E-04 1,69*

1112 -3,4E-08 2,50* 5,2E-08 1,62*

flit 7,5E-10 0,07 3,7E-08 1,51*

1322 2,0E-08 1,94* -3,8E-08 1,58*

r2 0,9607 0,7108

Fregressie 25,64* 6,16*

FlaIto de ajuste 83,23* 106,76*

g l= SE, R2= povidona, 	 = interagao, Ci, t e BD= terrnos quadraticos. *Significativo para P = 0,05

De acordo corn o teste-t para os coeficientes da equacao, a concentracâo da

solucâo extrativa foi a principal responsavel pelo aumento na absorvencia lida.

Entretanto, apenas o termo linear para esta variavel apresentou importancta

estatistica. Na ordem de significancia estatistica, a interacao entre os fatores foi o

segundo termo mais importante. Este resultado revelou que o aumento simultaneo

das concentraciies da solucäo extrativa e da povidona foi responsavel pela reducao

na absorvancia lida. Na seqUèricia, encontram-se o termo quadratic° e o linear para

a concentracao de povidona: o primeiro revela a presenca da curvatura e o segundo

demonstra dependencia negativa da variavel dependente. 0 termo quadratic° para a

concentractio da solucdo extrativa apresentou menor importância. A superficie de

resposta e a curva de isorrespostas calculadas, empregando o modelo matematico,

estâo representadas nas figuras 1.16 e 1.17.

A avaliacâo da tactic) de catequina ligada na solucâo extrativa, atraves do

desenho composto central demonstrou, ao contrario do ensaio corn o padrao, que as

proporgOes de povidona:solugâo extrativa testadas foram suficientes para alcancar

urn maxima de complexacão. Entretanto, a analise estatistica para o modelo

proposto apresentou respostas semelhantes as obtidas corn o padre- a. 0 coeficiente
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Capital° I - Avaliagao de agentes precipitantes de faninos

da regressdo demonstrou que o modelo tambêm foi capaz de descrever mais que 70

% da variancia experimental (r2 = 0,7108), porèm foi encontrada importbncia

estatistica para o teste F da regressao. Jà o teste de falta de ajuste seguiu o

comportamento observado para os demais experimentos e nâo possibilitou a

validacao do modelo.

Figura 1.16. Superficie de resposta para a absorvAncia da solucâo extrativa (SE) em

280 nm, ap6s complexagão de diferentes concentragOes de SE e

povidona (PVP).
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Figura 1.17. Curve de isorrespostas para a absorvância da solugão extrativa (SE)

em 280 nm, apOs complexagão de diferentes concentracties de SE e

povidona (PVP).

A elevada correlacâo entre os valores experimentais e os valores calculados

pelo modelo permitiu que a superficie de resposta e a respective curve de

isorrespostas representassem fielmente os valores de frageb ligada para as

diferentes concentracties de povidona e solucâo extrativa (figures 1.18 e 1.19).

0 teste-t para os coeficientes da equagão demonstrou que todos os termos do

modelo apresentaram importancia estatistica. De acordo coal a ordem de

importbncia, o termo linear para concentrage-o de solugâo extrativa foi o mais

relevante, apresentando contribuicâo negative sobre a variavel dependente. Na

seqOancia, encontram-se o termo linear para concentragâo de povidona, a interactio

entre os fatores e o termo quadratico pare a concentragâo da solugâo extrativa.
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Embora apresentem importAncia semelhante, os dois primeiros demonstram que o

aumento da concentractio de povidona e a interacâo entre os fatores sac)

responsdveis pelo aumento na variâvel de resposta (fracâo de catequina ligada),

enquanto o ultimo revela comportamento quadràfico significativo para a

concentractio da solucdo extrativa. 0 mesmo comportamento n50-linear tambdrn foi

observado para a concentracdo de povidona, cujo termo quadr6tico apresentou

importância estatistica.

Figura 1.18. Superficie de resposta para a fracao ligada da solucâo extrativa (SE),

apOs complexacao de diferentes concentracties de povidona (PVP) e

SE.
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Figura 1.19. Curva de isorespostas para a fragao ligada da solugao extrativa (SE),

apas complexacao de diferentes concentragbes de povidona (PVP) e

SE.

Utilizando a CLAE foi passive' observar a influancia dos diferentes agentes

complexantes sobre o perfil cromatogratico da solugao extrativa de Maytenus

ilicifolia. No cromatograma da solugao extrativa sem tratamento (figura 1.20 A),

foram identificados os picos 1 e 2, os quais correspondem a catequina e

epicatequina, respectivamente.

Na figura 1.20 B, é passive' observar que a adicao de 350 mg de caseina nao

foi capaz de eliminar os picos correspondentes a catequina e a epicatequina,

embora tenha sido notada uma reducão sensivel na area dos mesmos.
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Quando a solucâo extrativa foi tratada corn povidona corn ligaccies cruzadas,

em quantidade urn pouco acima do ponto de infiexdo (figura 1.20 C), foi detectada a

eliminagâo praticamente total dos picos correspondentes a catequina e

epicatequina. Adicionalmente, nä° foram observadas modificacOes importantes na

areas dos picos 3 e 4, demonstrando que, na concentragdo testada, a PVP foi

responsevel, principalmente, pela eliminacdo dos derivados catequicos.

Embora os picos 3 e 4 ndo tenham sido identificados, suas areas foram

monitoradas corn o intuito de observar se sac) passiveis da acao dos agentes

complexantes testados.

Os resultados obtidos sugerem que ate a zona de infield() do perfil de

complexacâo corresponde ocorre prirnordialmente a remogâo de derivados

catequicos. Provavelmente, ape's o esgotamento daquele substrato, ha uma major

disponibilidade de sitios livres corn a adicao de polimero. Desta forma, uma relagdo

muito superior entre os sitios livres do polimero e os demais polifenciis propiciou a

interag5o. Devido a esta nova razdo polimero/polifenol, necesseria para formacâo

dos complexos, a curva de complexacâo assume outro perfil, ate que ocorra total

esgotamento e urn maximo seja alcangado.

Como, muito provavelmente, as interacOes entre a PVP e os demais

polifenOis nao-tanicos tambem ocorrem paralelamente, e possivel que uma parte

deste substrato secunderio tambern posse ser removido pela povidona antes da

regiao de inflexdo.
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Figura 120. Cromatogramas da solugâo extrativa sem tratamento (A), solugäo

extrativa wets tratamento corn 350 mg de caseina (B) e solucdo

extrativa ape* tratamento corn 60 mg de povidona (C). Pico 1 =

catequina, Pico 2 = epicatequina.
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A avaliaedo da interagdo de povidona corn catequina em presenca de

fiavonOides glicosilados foi realizada atraves do tratamento de uma solueâo aquosa,

contendo os padreies de catequina e rutina, corn povidona, em concentraedo

suficiente para promover precipitaedo de cerca de 50 % da catequina presente no

sistema. ApOs tratamento da amostra, por agitagdo, centrifugagdo, diluiedo e

filtraedo, uma aliquots foi injetada, empregando as mesmas condieties

cromatogrefica adotadas para a soluedo extrativa. 0 cromatograma resultante este

representado na figura 1.21.

C PVP.D01 Method:A C PVP.M01 Ch=1
mAbs Chrom:17 C PVP.001 Atten:1— 

1-5

1.0

0.5

10 15
min

Figura 1.21. Cromatograma da soluedo padräo aquosa de catequina e rutina corn

detecedo em 280 nm. Pico 1 = catequina, Pico 3 = rutina.

Para avaliar a infludncia do tratamento da povidona apenas sobre a rutina, a

soluedo padrdo de rutina e catequina foi reinjetada sob as mesmas condigies

cromatograficas, porem corn a detecedo em 352 nm. 0 cromatograma obtido,

mostrando apenas o pico correspondente ao padrdo de rutina, este apresentado na

figura 1.22.
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Figura 1.22. Cromatograma da solugâo padrâo de rutina e catequina corn deteccäo

em 352 nm, apOs tratamento corn povidona.

A tabela 1.9 apresenta a variagâo na area dos picos correspondentes

catequina determinada em 280 nm, e a rutina, determinada em 280 e 352 nm, antes

e depois do tratamento corn povidona.

Tabela 1.9. Areas dos picos da catequina e da epicatequina antes e depois do

tratamento corn povidona, determinadas em 280 e 352 nm.

280 nm 352 nm

Exp. P1 (catequina) P2 P3 (rutina) rutina

Antes 739161,5 5938,5 34922 57939,3
(0,46) (1,70) (0,89) (1,81)

Depois 361377,5 4785 30967,5 49053,3
(0,07) (1,92) (0,84) (1,31)

Difer. 51,51 % 19,42 % 11,32 % 18,02 %
—

TR 4,758 11,779 12,591 12,525
= coefiaente de variacao em %
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A adicdo de povidona ao sistema confirmou os resultados

espectrofotornêtricos sobre a relacâo povidona/catequina para formacâo de

complexos tendo sido alcancada uma reducdo de 50 % na area do pico respectivo.

Para as areas obtidas para a rutina tanto em 280 quanta em 352 nm, a adigâo do

polimero ocasionou reducâo inferior a 20 para a area do pica. Este resultado

reflete o que pode estar acontecendo durante a formacão de complexos entre a

povidona e polifenois. 0 polimero provavelmente interage inicialmente corn os

taninos, porem, simultaneamente, tambem deve ocorrer a formacâo de complexos

corn outros polifenais presentes na solucâo.

Embora a proposictio de uma metodologia, empregando a povidona, não

tenha sido cumprida em todos os aspectos, os resultados obtidos a apontam como

uma altemativa importante ao emprego de pa de pele como agente precipitante de

taninos em extrativos vegetais. Entretanto, a preciso estar ciente que tanto urn

matodo empregando a povidona coma qualquer outro agente complexante, nao

capaz de promover a precipitacâo especffica de taninos em matrizes tao complexas

como os extratos vegetais.
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1. INTRODUCAO

0 emprego de cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) trouxe avancos

significativos na analise de produtos naturais. A introduced do gel de silica

derivatizado, corn superficie apolar (fase reverse = RP), como fase estacioneria, foi

essencial para que estes avancos ocorressem. Corn isto, substancias polares, pouco

volateis e termolabeis puderam ser extensamente analisadas. Atualmente, cerca de

75 % de todos os laboratOrios analiticos emprega esta têcnica (ADAM, 2000;

SADEK, 2000).

0 crescente emprego da CLAE pode ser explicado pelos seguintes fatores

(KROMIDAS, 1999a; MEYER, 1999; ADAM, 2000; SADEK, 2000):

- disponibilidade de urn grande nt.imero de detectores compativeis corn a

cromatografia liquida. Inicialmente haviam apenas detectores UV corn

comprimento de onda fixo e detectores de indice de refraceo. Hoje em dia,

entre os detectores mais usados encontram-se o UVNIS varievel, os de

fotodiodo de varredura, eletroquimico, fluorescencia, conductividade e

espectrOmetro de massas;

- novos dispositivos de fomecimento de solvente tern sido desenvolvidos,

incrementando a capacidade de fluxo, reprodutibilidade e confiabilidade,

possibilitando a utilizaceo de sistemas gradiente de dois ate seis

componentes na mistura, alem da capacidade de estabelecer fluxo entre 1

ilLimin ate 5 mUmin, e que apresentam variaceo inferior a 1 %;

- injetores automaticos, os quais sao capazes de executer diluicties da

amostra corn precisao e exatideo instantes antes da injectio, resfriar ou

aquecer a amostra, alern de serem passiveis de programaceo, permitindo a

execucao de purga ou limpeza da agulha entre as injecOes;

- o niimero, qualidade e disponibilidade de solventes corn elevado grau de

pureza destinados a CLAE;

- variabilidade de tamanhos, materiais de enchimento e tipos das colunas

cromatograficas, assim como o grande nOrnero de fomecedores;
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- programas computacionais destinados ao controle do sistema corn

diferentes dispositivos de suporte tais como sistemas de manutencão (logs),

rotinas de adequabilidade de sistema e pacotes de boas praticas laboratoriais.

Este pacotes sac) capazes de armazenar a rotina de utilizacâo do sistema

bem como os dados gerados durante a opera9ao. Adicionalmente, muitos

destes programas sac) ajustados para alertar o operador, apOs urn period° de

trabalho determinado, sobre a manutencao ou a necessidade de substituicao

de partes, ou, ainda, para a execugâo de rotina de manutencao, e,

- por fim, e, provavelmente, o mais importante, o nUrnero elevado de

publicacties sobre as diferentes metodologias relacionadas a CLAE. Estas

informagbes dao ao analista suporte suficiente para o meihor ajuste dos

parametros corn os quais a possivel iniciar o desenvolvimento de urn matodo,

ou, muitas vezes, fornecem exatamente as condiceies necessarias para

separacao e quantificagao de urn determinado analito de interesse.

As organizacties que promulgam metodos validados tais como a USP (United

States Pharmacopoeia Convention), a ASTM (American Society for Testing

Materials), e outras organizaciies que coordenam programas colaborativos para

validacâo de matodos como a AOAC (Association of Official Analytical Chemists) e a

ICH (International Conference on Harmonization), tern desempenhado papel

importante na expansao do alcance e aplicabilidade da CLAE, atravas da publicagao

de urn grande nirmero de metodologias bem documentadas.

0 emprego da CLAE, para a analise de substancias presentes em

fitomedicamentos, esta associado as crescentes exigencias para o controle de

qualidade destes produtos (WHO, 1991; BRASIL, 2000). Embora compreenda uma

tacnica de alto custo, a CLAE vem sendo cada vez mais utilizada, por apresentar

elevada sensibilidade e seletividade, alarn de sofrer influancia reduzida de matrizes

biolOgicas (SCHMIDT e GONZALEZ ORTEGA, 1993; SWARTZ e KRULL, 1998;

ADAM, 2000; PETRY, 1999, HEBERLE, 2000;).
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1.1. Revisäo da literatura

A analise de taninos catêquicos atraves de CLAE é amplamente relatada na

literatura. A tabela 2.1 descreve, de forma resumida, as principals condicOes

cromatograticas relatadas para analise destes compostos em matrizes biolOgicas.

Tabela 2.1. Resumo de mètodos de determinacâo de catequinas atraves de CLAE.

Coluna
-,

Fase nivel
(sistema de eluica- o)

Fluxo
(ml/min)

2,,
(nm)

Referenda

Kingsorb C18

Nucleosil C18

MeOH:H20:H3PO4
(20:79,9:0,1)

ACN:H20:H3PO4
(10:89,9:0,1)

(I)

(I)

1,0 210/
280

Wang et al., 2000

PartiSphere 5
C18

A -ACN:H 20:TFA
(5:94,965:0,035)

B - ACN:H20:TFA
(50:49,975:0,025)

(G)

1,0 205 Lee e Ong, 2000

Eclipse XDR-C18 A - MeOH:CH3CO0H
(97:3)

B - Me0H (G)

0,9-1,0 280/
360

Chen et al., 2001

Nucleosil C18 A - H3PO4 1%
B - Me0H (G)

1 280 Escarpa e
Gonzalez, 2000,

2001

Zorbax SB C18 MeOH:H20:CH3COOH
(30:70:0,1) (I)

1 270 Ding et al., 1999

Hypersil C18 A - ACN:H20:HCOOH
(10:90:5)

B - ACN:H20:HC0OH
(90:10:5)

(G)

0,9 270 Andalauer et al.,
1999

Nova-Pak C18 A- MeOH:H20:CH3COOH
(10:2:88)

B- MeOH:H20:CH3000H
(90:28)

(G)

1 280 Rodriguez-
Delgado et al.,

2001

(G) = sistema gradiente; (I) = sistema isocratico
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Como se pode observer na tabela 2.1, existe, de fato, uma ample gama de

metodologias analiticas aplicadas a separacão e a quantificagao de derivados

catequicos. Entretanto, uma serie de limitagOes, relacionada a qualidade da

separacao destes compostos, a freqUentemente relatada. Estes problemas de

separacâo se tomam mais criticos quando a identificagâo ou a quantificacâo

realizada em meios biolOgicos, onde a concentracao do analito a reduzida.

Embora a quantificagao de derivados catequicos tenha sido realizada tanto

em fase normal quanto reversa, empregando diferentes formas de detecce-o, o

metodo de escolha para quantificagão destes compostos tern sido, primordialmente,

o de fase reversa acoplada a deteccâo em UV (DING et al., 1999; DALLUGE e

NELSON, 2000; SCHOFIELD et al., 2001).

Antes de adotar uma metodologia analitica, a importante que os diversos

fatores de variagâo na tecnica sejam conhecidos e analisados. Entre os principais

fatores capazes de alterar urn metodo analitico destacam-se: tempo (durante

preparace`o da amostra ou da execugão da tecnica de analise), temperatura, pH,

caracteristicas da amostra (concentragao, tipo e forma de preparacão), reagentes

empregados (qualidade e propriedades fisico-quimicas), equipamento e o prOprio

analista. Desta maneira a necessario que uma serie de experimentos seja executada

para estabelecer quais destes parametros sâo realmente criticos pare as condicOes

especfficas de cada metodo analitico (ICH, 1996; SWARTZ e KRULL, 1997 e 1998;

KROMIDAS, 1999b).

0 conjunto de experimentos que avalia a adequabilidade de urn metodo

analitico pare urn determinado analito encontra-se descrito na tabela 2.2

(KROMIDAS, 1999b). Estes testes sâo executados e documentados corn o objetivo

de assegurar que o metodo analitico seja exato, especifico, reprodutivel e resistente

dentro da faixa de variagdo em que a substancia deve ser analisada (ICH, 1996;

SWARTZ e KRULL, 1997 e 1998).
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Tabela 2.2. Testes possiveis para validagão de urn metodo analitico (KROMIDAS,

1999b).

Testes
	

Descreve sobre

Exatiddo
Precisao

Repetibilidade

Precisâo intermedieria

Reprodutibilidade

Linearidade

Seletividade

Recuperagao
Limite de deteccäo

Limite de quantificacäo

Robustez

Resistäncia

Faixa de trabaiho

Estabilidade

Especificidade

Incerteza de medida
Capacidade do metodo

Estabilidade do metodo

- Erro sisternetico e aleatOrio;
- Erro aleatOrio;
- Precisäo sobre mesmas condicties: 1 amostra, 1

analista, reagentes identicos, curto periodo entre as
determinagOes;

- Apenas uma amostra, porem mais varieveis: 2
analistas e/ou 2 aparelhos e/ou 2 dias etc.

- Precise. ° sob condicOes compareveis: 1 amostra, 2
analistas, 2 aparelhos, 2 laboratOrios;

- Dependencia matemetica entre a leitura (sinal) e a
concentracão;

- Capacidade de avaliar sem interferer-Iola e ao mesmo
tempo, diversas substencias de interesse;

- Rendimento apOs cada passo da anelise;
- Menor quantidade ou concentragáo detectevel corn

curto limite de confiabilidade;
- Mais baixa concentracâo que a substencia pode ser

determinada corn exatidâo e precis5o;
- Capacidade que apresenta o metodo em não ser

afetado apOs pequenas variagOes;
- Capacidade que apresenta o metodo em nâo ser

afetado apOs modificacties importantes nas condicties
de execucâo do mesmo;

- Faixa de concentracão onde é possivel assegurar a
exatid5o, precisäo, seletividade, linearidade e robustez
do metodo.

- Estabilidade da solucdo em anelise, reagentes
quimicos, etc.

- Capacidade de determinar uma substancia (ou ciasse
de substencias) sem interferancia de outros compostos

- Variacao das determinacties
- Capacidade de metodo em fomecer resuitados dentro

de urn limite especificado
- Estabilidade do metodo analitico em funcâo do tempo

0 conjunto de experimentos a serem adotados durante a validacäo de

metodos analiticos depende de diversos fatores, tais como a tecnica empregada

(espectrofotometria, titulometria, CLAE, etc.), a amostra (tipo, concentracâo,

estabiiidade, etc.), entre outros. Na CLAE, os principais ensaios reaiizados para sua
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validacâo sac) a precisao, exatidao, linearidade e respective faixa de trabalho, limites

de quantificagao e deteccao, robustez e resistancia (ICH, 1996; SWARTZ e KRULL,

1997 e 1998; KROMIDAS, 1999b; MEYER, 1999; SADEK, 2000).

A precisdo e o parametro que descreve o grau de variagâo dos resultados

entre determinagOes de uma mesma amostra, independente do significado da

resposta. Para a analise, podem ser empregados o desvio padrao (s), o coeficiente

de variacao (CV %), ou, ainda, porem mais raro, a variancia (s2). De acordo corn o

ICH (1996), a precisao deve ser executada em dois niveis: repetibilidade e precise-0

intermediaria. A primeira corresponde a analise da variagâo entre determinacOes de

uma mesma amostra, obtidas sob as mesmas condigOes (mesmo dia, mesmo

equipamento e mesmo analista, por exemplo). Enquanto que, a segunda descreve

as variagOes introduzidas aleatoriamente durante a execucao da rotina analitica. Os

eventos mais caracteristicos pars este tipo de avaliagao sac) dias, analistas e

equipamentos.

Exatidão ou recuperagão, e o parametro que avalia a capacidade do metodo

em apresentar respostas o mais prOximas possiveis dos valores reais. Normalmente,

executada atraves da contaminacao da amostra corn a substancia marcadora em

concentracao conhecida, sendo calculada como percentagem de recuperacao da

substancia.

A linearidade compreende a correlacâo entre a resposta do metodo e a

concentracao ou quantidade de analito, cujo comportamento deve ser descrito por

uma equacâo linear. Assim, a linearidade representa a capacidade do metodo, em

uma determinada regiao de trabalho, em originar respostas que sac) diretamente

proporcionais a concentracao do analito. 0 estudo da linearidade a realizado atraves

da construcao da curve de calibragao, a partir da qual, atraves de analise de

regressao, sac) estabelecidos a equacdo da reta, o coeficiente de correlacdo e o

coeficiente de variagao percentual. Atraves de analise estatistica a possivel

determinar os limites de confianca do ponto de intersecâo da reta para avaliacâo de

erros sisternaticos.

Os limites de detecgdo e quantificagao correspondem as concentracties

minimas onde sao possiveis realizar, respectivamente, a deteccao e a quantificagão

corn precisao, exatidao e seguranca estatistica. Embora estes parametros sejam
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recomendados para metodos destinados ao estudo de tra9os ou residuos (SWARTZ

e KRULL, 1997), eles podem ser facilmente calculados a partir dos pardmetros da

curve de calibra95o.

Muitas vezes a literature nao estabelece grande distingao entre os teste de

robustez e de resisténcia. Ambos os experimentos tern por objetivo avaliar a

estabilidade do metodo frente a diferentes modificagOes introduzidas

intencionalmente. Assim, os dois testes se diferenciam de acordo corn o nivel corn

que as variacties säo introduzidas. Enquanto a robustez representa pequenas

variacties realistas e controlaveis em diferentes paremetros do metodo, tais como

pH da fase mOvel, temperatura, fluxo e composicâo da fase mOvel; a resistencia

traduz a estabilidade do metodo frente a modificagOes mais dresticas nas condigees

de execucao da anelise tais como a coluna cromatografica (fomecedor ou lote),

apareiho, analista, laboratOrio e/ou periodo da realizage- o do ensaio.
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2. OBJETIVOS

Desenvolver e validar tecnica de cromatografia liquida de alta eficidncia

(CLAE), para separacâo e quantificagâo de catequina e epicatequina em solutes

extrativas aquosas das folhas de Maytenus ilicifolia.
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Abstract

A reverse phase-LC method was developed and validated for separation and

quantification of catechin and epicatechin in aqueous extract from Maytenus ilicifolia

leaves. The analysis were performed using a Cig column with acid acetic-acetonitrile

gradient elution. The detection was carried out by UV at 280 nm and the peak

identification was based on the retention times and by co-chromatography with

reference substances. High coefficients of determination were achieved for both

catechin and epicatechin peaks from the standard solutions (0.9996 and 0.9999,

respectively), as well from the aqueous extract (0.9981 and 0.9982, respectively).

The method showed good repeatability (RSD < 1.5 %), reproducibility (RSD < 5 %)

and acceptable accuracy (101.4 %, RSD = 1.18 and 100.6, RSD = 2.07) for both

catechin and epicatechin peaks, respectively.

Keywords: HPLC, Validation; Gradient elution; Maytenus ilicifolia; Catechin;

Epicatechin;
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1. Introduction

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. Celastraceae is widely used in the Brazilian

folk medicine for the treatment of gastric ulcers. The efficacy and safety of aqueous

extracts were confirmed by pharmacological and clinical studies [1,2]. Actually, many

Brazilian pharmaceutical industries produce and commercialize

phytopharmaceuticals containing this drug. The availability of validated assay

methods is therefore an important part of the quality control of such products, and it

is required by Brazilian health authorities for registration of Phytomedicines [3].

Notwithstanding the active constituents of Maytenus ilicifolia leaves stay

undefined, catechin and epicatechin have been used as markers for quality

assurance of products containing such drug due their relative high concentration [4].

Several LC methods are reported for the separation and determination of catechins

in tea and other biological analytes [5-12]. Although the related RP-LC techniques

showed satisfactory results, they often revealed limitations such as complex elution

phases, extend pre-treatment of the samples, low resolution or long time of total

separation [13].

Thus, in this paper, was developed and validated a simple and rapid LC

method with high reproducibility for simultaneous separation and determination of

catechin and epicatechin in aqueous extracts from Maytenus ilicifolia leaves.
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2. Experimental

2.1 Chemical and solvents

(÷)-catechin and (-)-epicatechin were purchased from Sigma (St. Louis, MO).

The mobile phase was prepared with HPLC grade solvents. It was composed by

acetonitrile (Merck, Darmstat, Germany), water (Milli-Q system, Millipore, Bedford,

MA) and acetic acid (Synth, São Paulo, Brazil).

2.2 HPLC system

The analysis was carried out with a Shimadzu liquid chromatograph type LC-

10A equipped with a pump (type LC1OAD), a UVNIS-detector (type SPD10A), an

auto sampler (type SIL-10 A) and CLASS-LC10 software (Shimadzu, Kyoto, Japan).

A Nova-Pak Cig RP-column 150 mm x 39 mm i.d., 60 Am (Waters, Milford, MA)

protected by a pre-column Shimadzu (10 mm x 4 mm i.d.) packed with Bondapak Cig

125 pm (Waters, Milford, MA) was used throughout this study. The peaks were

detected at 280 nm. After filtration (0.44 LIM, Millipore, Bedford, MA) and degassing

with helium, a gradient elution was performed by a dual valve system (type FVC-

10AL, Shimadzu, Kyoto, Japan) varying the proportion of solvent A (acetic acid 1%;

v/v) to solvent B (acetonitrile:wateracetic acid; 50:49:1; v/v) at a flow rate of 1.5

ml/min. The gradient program is summarized in table 1.
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Table 1. Gradient elution program (B = acetonitrile:wateracetic acid; 50:49:1; v/v)

Time (min) 	 B (%)
INS

0 	 12.5

5 	 20.0

8 	 30.0

17 	 45.0

18	 100.0

25 	 100.0

27 	 12.5

30 	 12.5

2.3 Method development

2.3.1 Identification of catechin and epicatechin

The peaks of (+)-catechin and (-)-epicatechin in the extract were identified

comparing the retention time against the standards, and by addiction of small amount

of the standards substances to the sample.

2.3.2 Calibration curves

2.3.2.1 Calibration curves of the standards

Starting from aqueous solutions of each standard substances, a dilution series

was prepared. After diluting, solutions containing different concentrations of catechin
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(16, 24, 32, 40, 50 and 80 .tg/ml), and epicatechin (32, 48, 64, 80, 100 and 160

p.g/m1) were resulted. The solutions were filtered through a 0.45 gm membrane

(Millipore-HVHP, Bedford, MA). The results represented the averaged of three curves

calculated by three injections of 20 41 from each concentration, and used for

construction the calibration curves by linear regression.

2.3.2.2 Calibration curve of the extract.

Aqueous extracts from M. ilicifolia leaves were obtained by infusion with

plant:solvent proportion of 1:10 (w/v). They were filtered through filter paper (grade

1:10 tirn, Whatman, UK) and diluted with distilled water to 4, 8, 12, 16 and 20 mg/ml.

Three curves were prepared with three injection of 20 III from each diluted solution.

The results represented the averaged of three curves constructed by three injections

of 20 RI from each concentration, and used for calculation the calibration curves by

linear regression.

2.3.3 Linearity, precision, accuracy, detection and quantification limit.

The method linearity, precision, accuracy, detection and quantification limits

were evaluated according to the ICH guidelines [14].

Thereby, three sample of the extractive solution were spiked with known

amounts of each standard. Each sample was injected three times and the amount

recovered was calculated.

For repeatability an extractive solution was prepared, which six different

dilution were done. Each diluted solution was injected in triplicate and the
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repeatability was evaluated statistically from the peak areas and retention times of

both catechin and epicatechin peaks.

The intermediary precision was calculated from three different concentrations

of extractive solution at three different days. At each day a new extractive solution

was prepared, diluted to three different concentrations and 20 !al were injected in

triplicate.

3. Results and discussion

The optimized HPLC conditions were achieved after preliminary assays,

where different combinations of acetonitrile, water and acetic acid were tested

Figure 1 shows a chromatogram from a injection of 20 41 of the aqueous extract.

Considering the analyte matrix complexity, a good separation could be archived with

a total run time of 30 min per injection. Comparing this chromatogram with the

chromatogram of standard solution containing both catechin and epicatechin a

coincidence of retention times could be observed (table 2).
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Data:PC3.D03 Retbncl:PC3.503 Ch..1
TMOs  Claram:PC3.0O3 Amen:1 

60

40

20

10 20 	 30

Retention line (min)

Figure 1. Chromatogram of aqueous extract from M. ilicifolia leaves detected at 280

nm. Peaks: 1 - (+)-catechin; 2 - (-)-epicatechin

Table 2. Retention times (min) for both catechin and epicatechin peaks in SS and in

extract

Substance 	 SS 	 Extract 	 t-test

Catechin 4.473 (0.50) 4.415 (1.28) 0.32

Epicatechin 7.402 (0.18) 7.321 (1.13) 0.28

() = RSD values; p = 0.95

The linearity was evaluated for each standard substance (SS). The calibration

curves were obtained by plotting peak areas upon concentrations using six SS

solution. The regression analysis was performed and the resulting parameters are

showed in table 3.
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Table 3. Linear regression analysis data for both catechin and epicatechir in

standard solutions

Regression parameters
	

(+)-catechin 	 (-)-epicatechin

Intercept 	 -22361.33 	 -20701.1

(confidence intervals) 	 (-45945.83 to 1223.174) 	 (-41850.1 to 447.85)

Slope 	 8884.74 	 7894.64

R2 	0.9996	 0.9999

The coefficients of determination for SS calibration curves were greater than

0.999. Thus, the calculated straight line could explain more than 99 % of the

experimental data. The confidence intervals for both intercept points included zero.

Therefore, the result confirms the absence of constant systematic errors [15]. The

detection and quantification limits were estimated from the calibration curve slopes.

The limits of detection were 0.031 and 0.015 µg/ml for catechin and epicatechin,

respectively, which demonstrate the method sensitivity. The calculated limits of

quantification were respectively 0.093 and 0.045 Rg/ml.

Calibration curves for both catechin and epicatechin peaks from the aqueous

extract with the correspondent confidence intervals are shown in figure 2. The

calibration curves were evaluated statically and the obtained parameters are

summarized in table 4.
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Figure 2. Calibration curves and respective confidence intervals ( 	 ) for both

catechin (*) and epicatechin (•) peaks into extractive solutions

Table 4. Linear regression analysis data for both catechin and epicatechin peaks in

the aqueous extract

Regression parameters 	 catechin 	 epicatechin

Intercept 	 8791 	 12846

(confidence interval) 	 (- 33514.1 to 51097.64) 	 (-135941 to 161632.9)

Slope 	 11985798.18 	 43372875

R2 	0.9981	 0.9982

Similarly to SS analysis, high coefficients of determination were obtained for

both reference peaks in the aqueous extract. The R 2 values were greater than 0.99,
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thus the calculated regression curves could explain more than 99 % of the

experimental variance.

The assay of recovery or accuracy was performed to evaluate the matrix

interference. The differences between the expected and observed peak areas,

considered for the calculation of recovery are summarized in table 5. The results for

the accuracy assay demonstrated low interference of the matrix onto recovery of both

catechin and epicatechin.

Table 5. Recovery results for both reference substances from the aqueous extract

from M. ilicifolia leaves

Theoretical Concentration 	 Recovered (%)

(119) 	 Mean (RSD)

Catechin
	

0.48 	 101.4 (1.18)

Epicatechin
	

0.96 	 100.6 (2.06)

Precision was evaluated through the determination of the repeatability and

intermediary precision. The results of repeatability test are summarized in table 6.

According to the RSD values obtained from peak retention times and areas during

repeatability tests, it could be interpreted that the system showed a satisfactory

response [14].

82



Capitulo - Desenvolvimento e validacao de metodologia por CLAE

Table 6. Precision of the assay. Repeatability tests for retention times and areas for

both catechin and epicatechin peaks from aqueous extract from M. ilicifolia leaves

catechin epica echin

Sample Retention Area Retention Area

time (min) (mVs) time (min) (m V-s)

1 4.569 231385 7.387 729272

2 4.467 225413 7.347 723791

3 4.483 227502 7.373 734590

4 4.485 229465 7.375 730634

5 4.528 227797 7.439 725239

6 4.564 225341 7.479 730084

Mean 4.516 227817 7.400 728935

RSD (%) 0.97 1.03 0.66 0.54

The assay of intermediary precision was performed in order to determine the

accumulation of the random errors between different extracts and days. However, the

RSD values obtained of both peak areas and retention times of catechin as well of

epicatechin were very low, demonstrating that the method revealed a high

reproducibility and wasn't interfered by the sample preparation (table 7).
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RSD RSDConc.(mg/m1)
	

Mean Mean

Extractives Area (mV•s) Retention time (min)

153936.89

257646.33

486951.56

0,012

0,020

0,040

4.616

1.620

1.637

4.619

4.612

4.605

0.608

1.164

1.966

RSD RSDConc.(mg/m1)
	

Mean Mean

Extractives Area (mV•s) Retention time (min)

539134.56

909615.78

1744675.22

0,012

0,020

0,040

4.509

1.909

2.331

7.548

7.550

7.526

0.708

0.977

1.606
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Table 7. Intermediary precision tests for retention time and area for both catechin and

epicatechin peaks from the aqueous extract from M. ilicifolia leaves

catechin

epicatechin

The validation assay of the proposed method showed to be suitable for

separation and quantification of catechin and epicatechin in aqueous extracts from

Maytenus ilicifolia leaves. No significant variation of peak area or retention times was

detected through the method evaluation. Thus the suggested RP-HPLC method is

simple, rapid, precise and can be used to quality assurance of aqueous extracts from

M. ilicifolia.
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1. INTRODUCAO

A têcnica de secagem por aspers5o, apesar de ser conhecida ha mais de 60

anos, teve seu emprego difundido em diversas areas nos Ciltimos 40 anos

(NIELSEN, 1982; WENDEL e QELIK, 1998). Na indOstria fannacautica, esta têcnica

tern sido empregada na obteng5o de particulas para obteng5o de produtos que v5o

desde adjuvantes para compressão direta e/ou granulac5o ate microencapsulacão

de flavorizantes (KILLEEN, 1996; WENDEL e QELIK, 1998). As duas principais

tacnicas empregadas sac) a secagem por aspersäo a quente e por resfriamento. A

ac5o na secagem por aspers5o a quente é decorrente da evaporac5o, enquanto na

operac5o por resfriamento ocon-e mudanca de estado, liquido para said°. Os dois

processos sac) similares, exceto pelo fluxo de energia. No caso da secagem por

aspers5o a quente, a energia a fomecida ao material aspergido forgando a

evaporac5o do meio, resultando na transferéncia de energia e de massa atraves

das goticulas. No segunda operag5o, a energia é apenas removida das goticulas,

fazendo corn que o meio fundido se solidifique. Os principios basicos e

equipamentos utilizados para o desenvolvimento de urn processo de produc5o sao

semeihantes para os dois casos (MASTERS, 1976; KILLEEN, 1996; WENDEL e

QELIK, 1998).

A producao de particulas por secagem por aspers5o apresenta diversas

vantagens. Uniformidade de composic5o, de distribuicão granulometrica e de forma,

sac) algumas das caracteristicas deste tipo de particulas. Assim, problemas de falta

de homogeneidade sac) minimizados, ao mesmo tempo em que é possivel obter

produtos corn propriedades especificas. Alguns exemplos destes desenvolvimentos

são (KILLEEN, 1996):

- produc5o de adjuvantes, onde a secagem por aspers5r3 pode, de forma continua,

originar materials de fluxo livre, como a lactose (SHANGRAW, 1989; BOLHUIS e

CHOWHAN, 1997);

- granulados para compressão, onde o aglutinante se distribui na superficie dos

granulos, incrementando a compressibilidade, dissolucão e estabilidade

(KRISTENSEN e SCHAEFER, 1993; TORRES-SUAREZ e GIL-ALEGRE, 1997);
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- microencapsulagAo, sOlidos e liquidos são encapsulados por aspersâo de

emulsties ou suspensties. Tecnica empregada para mascarar sabor ou para

proteger fArmacos de oxidagAo (WAN at al., 1992; PALMIERI et al., 1994; MOURA

et al., 1996; WENDEL e CELIK, 1998).

- producâo de micro- e nanoparticulas a partir de matrizes polimericas, as quais sdo

obtidas empregando uma dispersäo do fArmaco em urn polimero. Esta tecnica tern

apresentado resultados muito satisfatOrios, especialmente quando comparada corn

as tecnicas tradicionais, como as que empregam evaporagáo ou extragdo de

solventes (CONTE et al., 1994; WENDEL e CELIK, 1998; MULLER et al., 2000)

Urn grande nCimero de propriedades fisicas do material a ser seco tern

influencia direta sobre a operagäo de secagem. Se estas caracteristicas forem

claramente entendidas e otimizadas durante a formulacAo, a eficiencia da operagâo

pode ser ampliada.

Deste modo, a viscosidade, que se refere a resisténcia que urn liquido

apresenta em fluir, influencia na formagao de gotas esfóricas. A viscosidade

elevada do material a ser seco, impede a formagâo correta das gotas durante a
aspersao. Quando a viscosidade A reduzida, menos energia ou pressäo sao

necessdrias para a aspers5o. Alem disto, a elevacäo da viscosidade reduz a
capacidade de alimentagdo do sistema e o Angulo de aspersâo (amplitude da

nuvem aspergida no interior da camara de secagem). A viscosidade nâo sofre

influAncia direta da concentragäo de scilidos dispersos. Desta maneira, o maximo de

sOliclos dissolvidos ou dispersos A limitado pela capacidade em manter a
homogeneidade da dispersâo e viabilizar a alimentacao do sistema.

Tensâo superficial representa a medida do trabalho necessdrio para expandir

urn liquid° por unidade de area. Formulacties ou meios corn tensâo superficial

reduzida necessitam menos energia para formar goticulas. A adigâo de pequenas

quantidades de tensioativos, como os polissorbatos, podem reduzir

significativamente a tensâo superficial destes sistemas, resultando em goticulas

menores e aumento a velocidade de aspers5o. Porem, o emprego destes agentes

pode modificar a permeabilidade final do produto, favorecendo a absorgäo

(TEIXEIRA, 1996; DE PAULA, 1997; LEMOS SENNA et al., 1997).
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Para maior eficiência da operacdo, a temperature do produto tambem pode

ser otimizada. Corn o aumento da temperature da solucâo ou da dispersao a ser

aspergida, mais facil é sua secagem. Nem disto, o aumento da temperatura

normalmente modifica a viscosidade e a tensao superficial, reduzindo-as e, assim,

colaborando corn a formaeâo das goticulas.

Produtos que apresentam capacidade de aquecimento (quantidade de calor

necessaria para elevar a temperatura do produto em 1 °C) e calor laterite (energia

necessaria para evaporae5o) reduzidos, favorecem a operaeão de secagem. Assim,

menos energia é necessaria para elevar a temperatura das goticulas e promover a

evaporacao do solvente ou meio dispersante (WINTERTON, 1997).

A alta volatilidade é desejavel para qualquer operacâo de secagem. Porem,

atualmente as opcOes sâo limitadas, especialmente em termos de equipamentos. 0

emprego de solventes organicos corn o objetivo de aumentar a volatilidade do meio,

exige a utilizacâo de equipamentos sofisticados para atender as exigéncias de

seguranea e ambientais, limitando, na maioria dos casos, ao escolha da ague como

solvente (MASTERS, 1976; LIST e SCHMIDT, 1984; KILLEEN, 1996).

No desenvolvimento de fitomedicamentos, a tecnica de secagem por

aspersâo tern encontrado emprego satisfaterio. Os objetivos desta operacao tem

sido, geralmente, a obtencdo de intermediaries corn maior concentracâo de

constituintes quimicos e corn melhores caracteristicas tecnolegicas. Os produtos

secos por aspersao tern apresentado vantagens relacionadas corn a

homogeneidade de distribuicâo dos constituintes da preparacao, estabilidade,

simplicidade e precisâo na realizacao de operageles de pesagem, bem come corn

sua utilizacdo para preparacao de outros formas farmacéuticas como comprimidos,

capsules, granulados e pomadas, entre outros (GAUDY, 1991; CAMPOS, 1996; DE

PAULA, 1997).

A prefer-dr-tele na utilizacao desta tecnica de secagem na producâo de

fitomedicamentos deve-se, especialmente, aos baixos custos e baixos riscos de

degradacao dos constituintes quimicos durante a operacdo. 0 curto tempo de

contato entre o produto a ser seco e a fonte de calor a uma das principais

vantagens da operacâo de secagem por aspersão quando comparada corn outros
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mdtodos que empregam o calor (MASTERS, 1976; LIST e SCHMIDT, 1984;

BROADHEAD, 1992).

Adjuvantes tais como o amido, diOxido de silicio coloidal, fosfato tricalcico,

glicose, goma arâbica e lactose, entre outros, tern sido amplamente empregados

neste procedimento de secagem. Estudos realizados sobre sua utilizagáo tem

demonstrado uma meihora nas propriedades fisico-quimicas, bem como, no

aumento do rendimento da operagão, alèm de influir positivamente sobre a

recomposicâo em âgua do produto e a sua estabilidade frente a umidade (GAUDY,

1991; PUECH, 1991; MOURA, 1996; PALMA et al., 1999; DE SOUZA et al., 2000).

A obtencâo de fitomedicamentos empregando a tècnica de secagem por

aspersâo vem sendo realizada no Curso de POs-Graduacäo em Ciências

Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, tendo sido

estudadas diversas especies vegetais, entre as quais Achyrocline satureioides

(BASSANI, 1990; SENNA, 1993; TEIXEIRA, 1996; DE PAULA, 1997; LEMOS

SENNA et al., 1997); Passiflora incarnate (GONZALEZ ORTEGA, 1993); Ilex

paraguairienses (CAMPOS, 1996); Passiflora edulis (DE SOUZA, 1997; PETRY,

1999); Phyllanthus niruri (SOARES, 1997; COUTO, 2000); Maytenus ilicifolia

(PETROVICK et a/.,1991; CARVALHO, 1997; MARTINS, 1998, DE SOUZA, 1999) e

Cecropia glazioui (HEBERLE, 2000).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Este etapa do trabalho teve como objetivo geral a produgâo e a

caracterizagâo de produto seco per aspersão a partir de foihas de Maytenus ilicifolia.

Objetivos especificos

- produgbo de extrato seco por aspersao em torre de secagem corn sistema

de aspersbo rotatOrio

- avaliagao das propriedades fisicas, fisico-quimicas e tecnolOgicas do

produto seco
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3. MATERIALS E METODOLOGIA

3.1 MATERIALS

3.1.1 Materias-primas

Material vegetal: constituido por folhas de Maytenus ilicifolia fomecido pelo

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, BiolOgicas e Agricolas da

Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/UNICAMP) onde foram coletadas em

abril de 1997. As folhas e ramos recebidos foram identificados pelo tecnico Marcos

Sobral, do Departamento de Botanica do Institute de Biociancias da UFRGS, e uma

exsicata encontra-se depositada no herbario da UFRGS sob registro (ICN) nUmero

111772.

DiOxido de silicio coloidal (Aerosil 200 ®, Degussa/Brasil)

3.1.2 Aparelhos e equipamentos

- aparelho para determinagao dinamica das isotermas de sorcâo e dessorgao de

umidade (Poretec);

- balanca analitica PM 200 (Mettler) munida de sistema de secagem por

infravermelho CP 16 (Mettler);

- bomba e sistema de vacua LiChrolut (Merck);

cromatOgrafo liquido para determinacâo de agOcares, composto por:

bomba para gradiente quaternaria GP 40 (Dionex)

injetor automatic° sada 1100 ALS (Hewlett Packard)

termostatisador para coluna serie 1100 ColComp (Hewlett Packard)

detector eletroquimico ED 40 (Dionex)

programa para aquisicao de dados Millennium (Waters)

coluna cromatografica CarboPac PA-100 Analytical (4 x 250 mm) (Dionex)

pre-coluna CarboPac PA-100 Guard (4 x 50 mm) (Dionex)

cromatOgrafo liquid° para determinacao de acidos organicos, composto por:

bomba L-6200A (Merck/Hitachi)
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desgaseificador Degasys DG-1310 (VDS-optilab)

injetor automatic° sane 1100 ALS (Hewlett-Packard)

fomo para coluna série 1100 ColComp (Hewlett-Packard)

detector Sedex 75 (Sedere)

coluna de troca iônica Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) (Bio-Rad)

pre-coluna cartuchos Micro Guard Cation H (Bio-Rad)

- cromatOgrafo liquid() para determinagão de catequina e epicatequina, composto

por:

bomba LC1OAD (Shimadzu)

sistema de valvulas para eluigao gradiente FVC-10AL (Shimadzu)

detector UVNIS SPD10A (Shimadzu)

injetor automatic° SIL-10 A (Shimadzu)

programa para aquisigao de dados CLASS-LC10 (Shimadzu)

coluna cromatografica Nova-Pak Cig 150 mm x 39 mm (60 pcm) (Waters)

pre-coluna Cig 10 mm x 4 mm (125 pm) (Shimadzu)

dispositivo para determinagao do tamanho de particula por difragao a laser Halos

KA (Sympatec). Os resultados foram armazenados em computador pessoal

(Vectra VL) corn o auxilio do Software Windox 3.1 ® (Sympatec)

- fluxOrnetro MQBAL (Microquimica) munido de funis em ago inoxiddvel de acordo

com a Farmacopdia Europeia (Ph. Eur., 1997). Os resultados foram obtidos

por aquisigao dos dados através de interface e programa MQBAL 1

(Microquimica)

- higrOmetro digital Testoterm 6100

- membrana de filtragão corn diametro de poro de 0,45 i.tm (Millipore-HVHP, MA)

- microscOpio eletrOnico de varredura Phillips XL20 mod. PW 6620/00

- moinho de facas RETSCH SK1 corn abertura de maiha de 1 mm.

- tensitimetro KRUSSS - K121 (Mod. K12/MK4 - balanga + processador)

- torre de secagem Production Minor (GEA)

- voliimero de compactagao J. Engelsmann (Ph. Eur., 1997)
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3.1.3 Reagentes, solugOes, substincias-referéncias e outras materias-prirnas

- acetonitrila (OmmiSolv - HPLC)

- acido acetico

- acido citrico (Merck)

- acido fosfomolibdico (Merck)

- acido fosf6rico (Merck)

- acido mdlico (Merck)

- acido tartärico (Merck)

- acido trifluoracêtico (Riedel-de-Haen)

- carbonato de sOdio anidro (Merck)

- caseina (Sigma)

- (+)- catequina (Sigma)

- (-)- epicatequina (Sigma)

- d-(-)-frutose (Merck)

- hidrOxido de amOnio (Baker)

- d-(+)-glicose (Merck)

- n-hexano (Merck)

- metanol (OmmiSolv - HPLC)

- molibdato de amOnio SR (F. Bras. IV)

- sacarose (Sudzucker);

- tungstato de sOdio (Baker)
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Material vegetal

3.2.1.1 Secagem e moagem material vegetal (FRANCO, 1990)

0 material vegetal foi seco em estufa de ar circulante a 45 °C durante 7 dias.

ApOs secagem as folhas foram separadas manualmente dos galhos e de outros

materiais estranhos, sendo em seguida armazenadas em local fresco ao abrigo da

luz, acondicionadas em sacos de papel. A moagem das folhas foi procedida em

moinho de facas.

3.2.2 Materia-prima vegetal

3.2.2.1 Umidade residual (CARVALHO, 1997; MARTINS, 1998)

A umidade residual da materia-prima vegetal foi determinada

gravimetricamente em balance dotada de sistema de secagem por infravermelho

empregando cerca de 500,0 mg do material. 0 material foi transferido para pesa-

filtro, previamente tarado, e, em seguida dessecado a 105 °C ate peso constante,

corn intervalos de leitura de 120 segundos. 0 ensaio foi realizado em triplicate corn

intervalos de resfriamento do sistema de 10 a 15 minutos entre as leituras.

3.2.2.2 Determinagäo do teor de extrativos (BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

Cerca de 1,0 g da materia-prima vegetal, exatamente pesado, foi aquecido

ate fervura corn 100 g de egua durante 10 minutos. ApOs resfriamento, reconstituiu-

se o peso inicial corn acrescimo de egua e procedeu-se a filtragao, desprezando-se

os 20 mL iniciais. Do restante do filtrado foram pesados, exatamente, cerca de 20,0

g em pesa-filtro (d.i. 27 mm x 55 mm) previamente tarado. 0 filtrado foi evaporado

sob movimentacâo ocasional, em banho de egua. ApOs completa evaporacâo, o
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pesa-filtro foi colocado em estufa corn ternperatura entre 100 e 105 °C por 2 hares,

resfriado a temperatura ambiente em dessecador e pesado. Em seguida, foi

recolocado em estufa por mais 30 minutos, repetindo-se o procedimento ate peso

constante. Os resultados foram expressos pela media de seis determinaches corn

tits repeticOes.

	  g• 500
IL = 	

m
Onde: TE = teor de extrativos (m/m), g = massa do residuo seco em gramas e m =

massa da amostra, em gramas, considerando a umidade residual.

3.2.3 Solucäo extrativa (CARVALHO, 1997)

A solucäo extrativa foi preparada por infusâo de 10,0 g da droga vegetal

moida em 100,0 mL de ague destilada, durante 15 minutos, sob agitacao mecanica

ocasional. ApOs resfriamento e filtracâo, a solucão foi transferida para balao

volumetric° de 100 mL e o volume completado corn ague destilada.

3.2.3.1 Determinagäo do residuo seco

Pesaram-se exatamente cerca de 20,0 g da solucâo extrativa em pesa-filtro

previamente tarado, evaporando-se, em banho de ague, sob movimentacao

ocasional. ApOs evaporacao, o pesa filtro foi submetido a perda por dessecacao ate

peso constante em balance munida de sistema de secagem por infravermelho

ajustado em 105 °C. A secagem de cada amostra foi intercalada por urn periodc de

resfriamento de 15 minutos. 0 resultado foi calculado em relacão a 100 g da

solugao extrativa, pela media de fres determinagOes, expresso em porcentagem

pondera I.
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3.2.3.2 Determinagdo quantitativa de taninos

3.2.3.2.1 Preparagão dos reagentes para o doseamento de taninos

Reaoente de Folin-Denis: 10,0 g de tungstato de sOdio, 2,0 g de acid°

fosfomolibdico e 5,0 mL de acid° fosf6rico foram fervidos sob refluxo corn 75,0 mL

de agua destilada por 2 horas. ApOs resfriamento, a solucdo foi transferida para

bard() volumètrico de 100 mL e o volume completado corn agua destilada.

Solusão de carbonato de sOdio 20 %: 200,0 g de carbonato de sOdio anidro foram

dissolvidos em 1.000,0 mL de agua destilada, a 70 °C. ApOs 24 horas, a solucao foi

filtrada.

3.2.3.2.2 Análise quantitativa de taninos totais na solugao extrativa

Foram tornados 15,0 mL da solugâo extrativa e diluidos a 100,0 mL corn aqua

destilada (solucäo estoque). A soluc.ão foi armazenada sob a protegâo da Iuz solar.

Para a determinacao dos polifenOis totals (PFT), 2,0 mL da solucäo estoque foram

transferidos para balão volumêtrico de 25,0 mL e o volume completado corn agua

destilada. Aliquota de 2,0 mL desta solucâo foi transferida para urn baquer de 50 mL

e adicionada de 2,0 mL do reagente de Folin-Denis (R1) e de 16,0 mL da solucáo

de carbonato de sOdio 20 % (R2). A absorvancia (A1) foi determinada em 750 nm,

exatamente 2 minutos apOs a adigäo do Ultimo reagente. A agua foi utilizada como

solucâo de compensacâo. Para a fragâo nao-tanante (FNT), 10,0 mL da solugâo

estoque foram submetidos a agitagâo em agitador magnetico corn 150,0 mg de

casein, durante uma Nora. ApOs a agitac5o, as soluodes foram filtradas em papel

Aliquota de 2,0 mL do filtrado foi diluida a 25,0 mL corn agua destilada. A

absorvancia respectiva (A2) foi determinada em 750 nm utilizando agua destilada

como solucão de compensaoào. Foram tomados 2,0 mL desta solucâo e submetidos

a reagbo corn os reagentes R1 e R2, como descrito anteriormente. Os resultados
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foram calculados segundo as equagOes abaixo, e expressos como catequina (g %),

pela media de tres determinacOes.

Al • FD 	 A2 • FD
PFT  	 FNT - 	

(m-p) • Al% 	(m-p) • A l%

TT = PFT - FNT

Onde:

PFT = polifenOis totais (g%)
FNT = fracâo ndo-tanante (g%)
TT = fragAo tanante (g%)
A = absorváncia (1.1.A)
FD = fator de diluicAo
m = massa (g)
p = perda por dessecagâo (g)
Al% = coeficiente de absorcâo especifica do produto reacional da catequina (764,27)

3.2.4 Produto seco por aspersao

3.2.4.1 Producäo

Foram preparados 50 L de solucâo extrativa aquosa por infusao das fofhas

secas e moidas na proporcao 1:10 (mN). ApOs filtracdo, a solucâo foi concentrada

sob pressdo reduzida ate aproximadamente urn quarto do volume initial'. A solucâo

extrativa concentrada foi adicionado di6xido de silicio cofoidal (Aerosil ® 200) na

proporcao de 20 % de seu residuo seco. A suspensäo foi seta utifizando torre de

secagem por aspersão Production Minor munida de aspersor rotatOrio 2. As

condicOes operacionais do procedimento de secagem encontram-se na tabela 3.1.

Procedido em evaporador sob pressao reduzida de planta multiuso disponibilizado pela CIENTEC - RS
2 Etapa realizada gracas ao auxilio prestado pelos colegas do laboratOrio de desenvolvimento galènico.
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Tabela 3.1. Condigeles operacionais de secagem.

Parâmetros 	 Valor

Temperatura de entrada (°C) 	 149 ± 1

Temperatura de saida (°C) 	 99 1

Alimentactio (mUmin) 	 140

Velocidade do aspersor (rpm) 	 9500

3.2.4.2 Analise granulornêtrica

A granulometria do produto seco por aspersâo foi determinada em dispositivo

de difracao a laser. Para tanto, cerca de 500 mg do PSA foram dispersos em 10 mL

de hexano e algumas gates da dispersâo foram transferidas para cubeta do

aparelho contendo o mesmo solvente. Antes de cada determinac..5o, o feixe de laser

foi ajustado sobre o detector, utilizando a cubeta com o solvente como referencia. A

leitura foi realizada com uma abertura de lente de 200 nm, tempo de determinacâo

de 10 segundos e densidade Optica de 25 a 30 %. Os resultados expressam a

media de trés determinagOes para tres amostras.

3.2.4.3 Perda por dessecagào

A umidade residual do produto seco por aspersâo foi determinada por

gravimetria de acordo corn a metodologia descrita para materia-prima vegetal no

item 3.2.2.1.

3.2.4.4 Densidades bruta e de compactacäo (GUYOUT et al., 1995; VOIGT,

2000)

Cerca de 40 g do produto seco por aspersdo foram pesados e transferidos,

cuidadosamente, para urn proveta de 50 mL pare determinagâo do volume bruto,

que foi obtido pela leitura direta do volume ocupado pelo p6. Em seguida, o p6
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contido na proveta foi submetido a 10, 500 e 1250 quedas corn o auxilio de urn

volOrnero de compactagao. Quando a diferenca entre 500 e 1250 quedas foi

superior a 1 mL, o ensaio foi repetido corn seq0encias de 1250 ate que a diferenca

entre as leituras fosse inferior a 1 mL. 0 volume final foi considerado o volume de

compactagAo.

3.2.4.5 Deterrninagdo do fator de Hausner (HAUSNER, 1967; PODCZECK, 1998)

0 fator de Hausner (FH) foi calculado atravês do quociente entre as

densidades bruta e de compactacão, segundo equagdo abaixo:

FH = dc/db

onde dc = densidade de compactagâo (g/m1) e db = densidade bruta (g/m1)

3.2.4.6 indice de Carr ou de compressibilidade (CARR, 1965; PODCZECK, 1998)

0 indice de compressibilidade foi calculado a partir das densidades bruta e

de compactagão segundo a equagão abaixo:

IC = (dc-db/dc) • 100

onde: IC = indice de compressibilidade (%), de = densidade de compactacâo (g/m1),

db = densidade bruta (g/ml).

3.2.4.7 Determinagdo da compactabilidade (GUYOT et al., 1995)

A compactabilidade foi determinada pela diferenca entre os volumes ap6s 10

e 500 quedas em volOmero de compactacâo, conforme a equagâo abaixo

C = V10 - V500

onde: C = compactabilidade (m1); V10 = volume apOs 10 quedas (ml) e V500 = volume

apOs 500 quedas
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3.2.4.8 Angulo de repouso

0 angulo de repouso foi estabelecido segundo descrito por GUTERRES

(1991), utilizando apareiho que consiste em urn cilindro acoplado a urn motor e

ajustado a uma base fixa. No cilindro foram colocados 10,0 g da amostra. 0 érigulo

de inclinagao foi determinado no triérigulo formado pela projegâo da sombra sobre

papel milimetrado (n = 3).

3.2.4.9 Determinagâo do fluxo

0 fluxo foi avaliado por escoamento dinérnico do material. 0 equipamento

consiste em urn funil de ago inoxidável dotado de dispositivo de descarga e

acoplado a balang,a analitica, interfaciada a um computador e gerenciada por

programa especifico (COUTO, 2000). 0 funil atende ao prescrito pela Farmacopeia

Europeia (Ph. Eur., 1997), sendo composto por urn corpo tronco-dinico de carga

(dibmetro de admissao de 110 mm, e diAmetro de descarga de 30 mm e ângulo de

40 °) ao qual a adaptado um segundo corpo tronco-cOnico de descarga (diAmetro de

acoplamento de 30 mm, diâmetro de descarga de 10 mm corn brigulo de 40 °). As

anélises foram realizadas corn 10 g de amostra. Os dados gerados pelo

equipamento foram transferidos para programa Excel ®, onde curvas da massa em

fungâo do tempo foram ajustadas e a velocidade de escoamento calculada atraves

da inclinagáo das retas. Os resultados representam a media de trés determinagOes

3.2.4.10 Microscopia eletrOnica de varredura

A forma e a superficie das particulas do produto seco foram analisadas por

microscopia eletrOnica de varredura. Para tanto, as particulas foram distribuidas

sobre suporte de metal, contendo fita adesiva de dupla face e metalizadas corn

ouro. As amostras metalizadas foram armazenadas em dessecador ate a analise.
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3.2.4.11 Determinagdo quantitativa de taninos no produto seco por aspersäo

(PSA)

Foram pesados exatamente 470,0 mg de PSA e dispersos em 100,0 mL de

agua destilada (solugeo estoque). A soluceo foi armazenada protegidas da luz. Para

a deterrninaceo dos polifenOis totais (PFT), uma aliquota de 2,0 mL da solucâo

estoque foi transferida para bale() volumetric° de 25 mL e o volume completado corn

agua destilada. Aliquota de 2,0 mL desta soluceo foi transferida para bequer de 50

mL e adicionada de 2,0 mL do reagente de Folin-Denis (R1) e de 16,0 mL da

solugeo de carbonate de sOdio 20 % (R2). A absorvancia (A1) foi determinada em

750 rim, exatamente 2 minutos apOs a adicao do Ultimo reagente. A agua foi

utilizada como solucao de compensaceo. Para a tack) não-tanante (FNT), 10,0 mL

da solugeo estoque foram submetidos a agitaceo em agitador magnetico corn 150,0

mg de caselna, durante uma Nora. ApOs a agitageo, a solugeo foi filtrada por papal

de filtro. Aliquota de 2,0 mL do filtrado foi diluida a 25,0 mL corn agua destilada.

Foram tomados 2,0 mL desta solugeo e submetidos a reaceo corn os reagente R1 e

R2 como descrito anteriormente. A absorvencia respectiva (A2) foi determinada em

750 rim utilizando agua destilada como soluceo de compensaceo. Os resultados

foram calculados da mesrna maneira que descrito no item 3.2.3.2.2, e expressos

como catequina (g %), pela media de tits determinacees.

3.2.4.12 Adaptagao de metodologia de quantificagão de catequina e

epicatequina por cromatografia liquida de alta eficiéncia para o PSA

A metodologia por cromatografia liquida de ata eficiancia desenvolvida no

capitulo II foi adaptada para determinaceo de catequina e epicatequina no PSA de

Maytenus ilicifolia.

Preparaceo da amostra

Foram dissolvidos 1,568 g do produto seco por aspersao exatamente

pesados, correspondentes a 1,2544 g de residuo seco, em 50,0 mL de agua
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destilada (solugao 	 Desta solugao 4,0 mL foram transferidos para bath-0

volumetric,o de 25 mL e o volume completado corn agua (solugão amostra). ApOs

filtracdo atraves de membrana hidrofilica de 0,44 j.tm de diametro de poro, 20 pi da

solugho amostra foram injetados empregando as mesma condigOes cromatograficas

otimizadas no capitulo II.

Linearidade

Para avaliagâo da linearidade foram realizadas diferentes diluicties da

solugao mae, obtendo-se solugries corn as concentrageres de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0

jig/mL, calculadas como residuo seco da solugao extrativa. Estas solucOes foram

filtradas como descrito anteriormente e a curva de calibragao construida atraves de

injecOes de 20 em triplicata.

Precisäo intermediaria

A precisao interrnedidria foi determinada atraves da avaliagdo do coeficiente

de variacao das areas dos oleos da catequina e epicatequina para amostras

injetados em dias diferentes, nas concentracOes de 1,0; 3,0 e 5,0 pg/mL calculadas

como residuo seco da solugao extrativa.

Exatidao/Recuperacao

A exatidao foi avaliada atraves da contaminagao da solugao amostra do

produto seco, de forma independente, corn quantidades conhecidas das solucOes

padrao de catequina e epicatequina. Para tanto, 1,568 g do PSA foram dissolvidos

em 50,0 mL de agua destilada (solugao mae). Desta solugao foram tomadas sete

aliquotas de 2,0 mL e transferidas para balties volumetricos de 25 mL. 0 volume de

urn baläo foi completado corn agua dando origem a solugao de referencia. A très

balties foram adicionados 3,0 mL de solugao padrao de catequina (0,2 mg/mL) e o

volume completado corn agua (solugao contaminada 1 - SC1). Aos demais foram

adicionados 3,0 mL de solugao padrao de epicatequina (0,2 mg/mL) e o volume
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completado corn agua (solugdo contaminada 2 - SC2) (figura 3.1). As amostras

foram filtradas em membrana de 0,44 wn, injetando-se 20 u.L. em triplicata.

A exatidao foi determinada coma taxa de recuperagao percentual dos

padrOes, em funcão das areas dos picas de catequina e epicatequina.

1,564 g do PSA
(1,2544 residuo)

Dissolugäo em
50 mL deigua

Figura 3.1. Representagâo esquernatica da preparagao das amostras pare a

avaliagao da exatidao.
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3.2.4.13 Avaliacdo do teor de acidos orgAnicos e de acticares no produto seco

por aspersäo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (SCHILLER et al.,

2000)

3.2.4.13.1 Aciicares

Fase mOvel: A fase novel empregada foi NaOH 20 mM, tendo sido obtida atravês

da mistura, em bomba quaterneria, de uma solugâo de NaOH 100 mM (B) e agua

(Milli-Q) (A) (20:80 VN). Para lavagem do sistema foi empregada solucao de NaOH

500 mM (C).

Preparacäo da fase  2 L de agua (Milli-Q) foram desgaseificadas corn hello

(ca. 70 kPa) durante 20 minutos. Em seguida foi adicionado o volume necessario de

NaOH para preparagâo de cada uma das solucties.

Eluicão: Para separacâo foi empregado sistema isocretico durante 20 minutos (B:A;

20:80; VN), seguido de uma etapa de lavagem de 5 minutos (C) e recuperacâo da

coluna durante 25 minutos corn a prOpria fase move!, totalizando assim 50 minutos,

o que correspondeu ao intervalo entre as injecties.

CondicOes operacionais: A deteccão foi realizada empregando urn potencial de

medida de +0,05 V/0,4 segundos (medida de 0,2 a 0,4 segundos); potencial de

oxidacao igual a +0,75 V/0,2 segundos e potencial de reducâo igual a -0,15 V/0,4

segundos. A temperatura da coluna foi ajustada em 22 °C e o fluxo em 1,0 mUmin.

Preparacao das solucOes de comparac5o: 0 teor de KA-war foi determinado corn a

ajuda de padrOes extemos (padrdo FGS). Assim, foram pesadas, juntamente,

frutose (F), glicose (G) e sacarose (S) e diluidas. Para minimizar erros de pesagem,

cerca de 25 mg de cada padrao, exatamente pesados, foram diluidos a 100,0 mL.

Desta solucâo mae foi transferido 1,0 mL para baläo volumetric° de 10 ml e diluido

corn agua (Milli-Q). Numa segunda etapa de diluictio, o mesmo procedimento foi

realizado (1:10). Por fim 1,0 mL desta Ultima foi diluido a 5 ml em baläo volumetric°.

Obtiveram-se entdo tres diferentes solucties, nas concentraciies: 25 mg/L, 2,5 mg/L

e 0,5 mg/L de cada actacar. Estas soluvies foram utilizadas como solucOes padr5o.
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Preparacâo da amostra: Cerca de 50,0 mg do produto seco por aspersdo,

exatamente pesados, foram diluidos corn 20,0 mL de egua (Milli-Q) em erlenmeyer

de 50 mL, e submetidos a agitagdo de 150 rpm/min em urn agitador mecanico

durante 20 minutos. A suspensâo obtida foi filtrada atraves de papel de filtro para

outro erlenmeyer de 50 mL. Pelo menos 15,0 mL do filtrado foram submetidos a

extracdo em fase sOlida. 0 procedimento foi realizado sob vecuo, empregando

bomba e sistema de vecuo LiChrolut. Como fases estacionerias foram empregados

tres cartuchos diferentes.

1 - Separagão de compostos hidrofObicos: Separtis !solute 101 (200 mg/6mL)

2 - Separacão de compostos ani6nicos: Varian Bondelut SAX (500 mg/3mL)

3 - Separacâo de composto catiOnicos : Varian Bondelut SCX (500 mg/3mL)

Condicionamento dos cartuchos: inicialmente o cartucho Separtis !solute 101

foi lavado corn metanol em quantidade correspondente a duas vezes seu volume

(12 mL), seguido por lavagem corn egua em mesma proporgâo para equilibrio. Para

preparagâo dos cartuchos de troca iOnica, o cartucho SAX foi conectado ao

cartucho SCX corn ajuda de urn adaptador Bondelut. Assim, ambos foram lavados

corn egua (6 mL). Para execugâo da separaga- o, o cartucho Separtis !solute 101 foi

conectado sobre o cartucho SAX. Desta forma constituiu-se a seguinte seqUencia

de colunas: !solute 101, SAX e SCX.

Extrac5o: Para recolhimento das fragOes foi conectado urn baläo volumetric° de 25

mL sob o sistema de cartuchos. Com ajuda de uma pipeta volumetrica, 5,0 mL do

filtrado foram transferidos para o sistema de cartuchos, o qual foi submetido a

pressão reduzida. Para obtengäo da fragäo de agricares, a amostra foi eluida tree

vezes corn 6,0 mL de egua. 0 volume do bard° foi completado corn egua e foi

tomada uma aliquota e diluida de tal modo que as absorváncias, para os tres

acticares, se encontrassem na faixa de comportamento linear.

Volume inietado: Tanto as solugOes amostra quanto as referencias foram injetadas

em volumes iguais, de 10 ILL.

Inteoracâo e calculos: A aquisigOo e os calculos dos cromatogramas foram

realizados corn ajuda do programa Millenium (Waters).

Tempo de retencdo: Glicose: cerca de 9,8 - 10,2 minutos, frutose cerca de 13,0 -

13,3 minutos e sacarose cerca de 16,0 a 16,8 minutos.
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3.2.4.13.2 Acidos orgfinicos

Fase 	como fase mOvel foi empregada solucao de acid° trifluoracetico 0,02 M

(9,1 g TFA/ 4 litros de agua desmineralizada - pH a- 1,75).

Condicties operacionais: A deteccao foi realizada utilizando sensibilidade 8, corn

temperatura da coluna ajustada em 22 °C, temperatura do detector igual a 60 °C,

fluxo igual a 0,6 milmin e a pressão igual a 34 kPa (nitrogenio).

Preoaracâo das soludies de comparacao:  0 teor de acidos organicos foi

determinado corn o emprego de padrOes extemos. Para tanto foram preparadas trés

solucOes para cada urn dos padrOes: acid° manor), acid° citrico e acid° tartaric°. As

solucties continham, cada uma, cerca de 100,0; 300,0 e 500,0 mg/L de cada acid°.

Para isso, cerca de 10,0; 30,0 e 50,0 mg de cada urn dos acidos foram pesados em

balties volumetricos de 100 mL, adicionados corn aproximadamente 50 mL de agua

e agitados ate completa dissolugão. So Kith() o volume foi completado e a solucâo

foi filtrada (0,45 gm).

Preparacao da amostra:  Para eliminar a influencia de interferentes, a amostra foi

submetida a extracao em fase sOlida segundo descrito a seguir:

Cerca de 300,0 mg do produto seco por aspersao, exatamente pesados, foram

submetidos a agitacâo corn 25,0 ml de agua desmineralizada em um erlenmeyer de

50 mL, a uma velocidade de 150 rpm/min durante 20 minutos. A suspensao obtida

foi filtrada atraves de papal de filtro para novo erlenmeyer de 50 mL. Pet° menos 15

ml do filtrado foram recuperados.

A extracâo em fase sOlida foi realizada sob pressao reduzida utilizando

dispositivo LiChrolut. 0 procedimento foi realizado empregando dois cartuchos

diferentes:

- Separtis (solute C18 (EC) (500 mg/6 ml) para separacao da fro*, hidrofObica;

-PE-AX (500 mg/3 ml) para concentracâo dos acidos.

Para condicionamento do cartucho Separtis Isolute C18, foi realizada

lavagem corn aproximadamente 3 mL de metanol, seguida de estabilizacão corn 3

mL de agua desmineralizada. 0 cartucho PE-AX foi condicionado atraves da

lavagem corn 3 mL de agua desmineralizada.

Extracao: Corn o auxilio de uma pipeta volumetrica, 5,0 mL da preparacao foram

eluidos corn a ajuda de pressao reduzida e a fragao resultante eliminada. Em
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seguida o sistema foi lavado corn 3 mL de egua e a fragão resultante, contendo

substancias polares nä° ani6nicas, foi eliminada. 0 cartucho (solute C18 foi

desconectado e urn balk) volumetric° de 10 ml conectado sob o sistema.

Empregando 9 mL de Odd° trifluoracetcio 0,1 M (11,4 gIL) como sistema de eluicao,

os ecidos orgánicos foram removidos do cartucho PE-AX. 0 volume do balao

volumetric° foi completado corn a mesma solugâo de ecido trifluoracetico. Foram

realizadas duas extragOes por preparagao, para as quais foram realizadas duas

determinagOes.

Volume inietado: Tanto as solugOes amostra quanto as referancias foram injetadas

em volume igual a 20 Ill.

Inteoracão e cOlculos: A aquisicäo e calculos dos cromatogramas foram realizados

corn ajuda do programa Millenium (Waters).

3.2.4.14 Isotermas de sorgâo

0 estudo de sorgão de umidade do produto seco por aspersäo (PSA) foi

realizado empregando dois mótodos:

3.2.4.14.1 Processador KRUSS 121 (figura 3.2)

Cerca de 2,0 g do produto seco por aspersâo foram pesados sobre urn disco

de propileno em balanca do prOprio apareiho e submetidos a diferentes umidades

relativas em ambiente termostatizado (20° C), protegido da umidade extema por dois

discos de acrilico. A atteracao de peso da amostra foi registrada pela balanco ate

peso constante. 0 procedimento encerrou-se quando a variagâo de massa para a

amostra foi inferior a 0,0005 g num periodo de 90 minutos.

As solugOes para obtengaso das atmosferas de umidade relativas foram

preparadas em agitador magnetic°, onde 250 mL de egua foram aquecidos, sob

agitag5o, a 80° C. A agitagâo foi mantida ate que, ap6s a continua adigâo do

respectivo sal, houvesse precipitagâo (tabela 3.2). Em frasco de boca rosqueada e

fechado, a agitagão foi mantida ate resfriamento. A umidade relativa sobre a

solugâo foi determinada corn higrômetro digital.
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Tabela 3.2 SolugOes saturadas corn precipitado para obtengäo das atmosferas de

umidades relativas (STAHL, 1980).

Sal Umidade Relativa (%)

HidrOxido de sOdio 7%

Cloreto de litio 12%

Cloreto de magnêsio 33 %

Carbonato de potassio 44 %

Nitrato de magnesio 54,9 %

Nitrito de sOdio 65%

Cloreto de sOdio 75%

Cloreto de potassio 85%

Figura 3.2. Tensi6metro KRUSS - K121 (A) montado para determinagao de

isotermas de sorgäo de umidade (B - Suporte para a amostra, C -

Amostra de PSA preparada para analise, D1 - brago da balanga, D2 —

recipiente para solugao saturada, D3 - dispositivo para termostatizagao

do ambiente, El — discos de acrilico para protegao contra umidade

ambiente durante a andlise).
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3.2.4.14.2 Sorgdo dinamica de umidade (figura 3.3)

Foram exatamente pesados 50,0 mg de extrato seco e colocados na camara

de incubacao do aparelho. A temperatura foi ajustada a 25 °C. A amostra foi secs

ate peso constante no prOprio aparelho utilizando ar seco (0 % de umidade relativa).

A programagâo do aparelho foi a seguinte:

Sorgao 	 0 — 60 % UR

Dessorgdo 	 60 — 0 % UR

Aumento de UR 	 10 %

Duragâo de cada etapa 	 4 horas

Camera digital  

Incubadork                                          

Fluxo de ar seco
regulado                                                            

Figura 3.3. Representagdo esquemetica do equipamento para avaliagäo dinAmica

de sorgão de umidade.
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4. RESULTADOS

4.1 Material vegetal

0 material vegetal apresentou, logo apOs sua recepgao no laboratOrio e

tratamento posterior por moagem, umidade residual de 7,97 ± 0,058 % (0,73 %)

(tabela 3.3). Este valor sofreu diminuicâo estatisticamente significativa no primeiro

mes de armazenamento (abril/98), restabelecendo a media de umidade inicial nos

meses seguintes. Apesar da media geral encontrar-se abaixo dos limites

farmacopéicos preconizados, no geral, o perfil de umidade tern apresentado uma

tendencia a se estabelecer abaixo do limite maxim° de 14 % recomendado pela

literatura (ZHI-CHEN, 1980), indicando que a operaga- o de secagem alcancou urn

resultado satisfaterio e que o material vegetal moido se mantem estavel, mesmo em

condigOes !eves de armazenamento, neste caso, em potes plesticos corn tampas

rosqueadas.

Tabela 3.3. Perda por dessecagao (PD, % (m/m)) do material vegetal em funcâo do

tempo de armazenamento.

Armazenamento (meses) PD ± s (CV %)

0 7,97 ± 0,058 (0,73)

1 6,96 ± 0,025 (0,36)

2 7,99 ± 0,029 (0,37)

3 8,00 ± 0,020 (0,25)

4 7,96 ± 0,032 (0,40)

6 8,02 ± 0,106 (1,03)

8 8,00 ± 0,035 (0,44)

PD media 7,85 ± 0,39* (4,96)

* Desvio das medias
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0 teor de extrativos da materia-prima vegetal compreende urn pardmetro de

padronizacâo da qualidade. Atraves da avaliacâo do rendimento da extracâo de

substancias solt.iveis em urn determinado liquid° extrator, sem que signifique,

necessariamente, a extracao dos componentes ativos, pode-se caracterizar a

matória-prima, permitindo estabelecer mais urn quesito de comparacäo entre

materias-primas de diversas procedéncias. Para a materia-prima vegetal de

Maytenus ilicifolia, fornecida pelo CPQBA/UNICAMP, coletada em abril de 1997, o

teor de extrativos (TE) obtido encontra-se expresso na tabela 3.4.

Tabela 3.4. Teor de extrativos (TE) da materia-prima vegetal.

Amostra (g)
	

Residuo seco (g) 	 TE (%;m/m)

x s (CV %) 	 x s (CV %)

1,0033 ± 0,0019
	

0,0614 ± 0,0008 (1,26) 	 33,34 ± 0,42 (1,26)

FRANCO (1990) determinou o teor de extrativos em folhas de M. ilicifolia nao

procedentes do CPQBA/UNICAMP, encontrando urn resultado de 27,04 ± 0,9216 %

(m/m) (3,41 %). Jà em estudo realizado por CARVALHO (1997) tambem corn M.

ilicifolia, o resultado obtido para o teor de extrativo, ao recepcionar material vegetal

procedente do CPQBA/UNICAMP foi de 31,09 ± 0,39 (m/m) (0,93 %). Embora no

trabalho realizado por FRANCO (1990) nao esteja mencionado se a umidade

residual foi considerada no celculo, estes resultados sugerem que ha diferengas

entre as amostras vegetais. Entre os principais fatores que podem introduzir

variacties sobre este parametro destacam-se a granulometria da materia prima, o

estegio de desenvolvimento da planta e/ou as condicties em que o material foi

obtido (extrativismo/cultivo) (LIST e SCHMIDT, 1984).
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4.2 Solugdo extrativa

A caracterizacto de solucties extrativas de origem vegetal tern inicio pela

determinacto do teor de residuo seco. Da mesma maneira que o teor de extrativo

para a matêria-prima vegetal, este partmetro corresponde ao teor total de sOlidos

extraidos, sem representar especificamente substáncias de interesse ou

respons6veis por atividade biolOgica. Alert, da functo de caracterizacto da solucto

extrativa, o partmetro pode ser empregado para otimizacto de condicties de

preparacto, tais como da influtncia do proporgto planta:solvente, da têcnica de

extract° e/ou da duracto da operacto de extract° (CARVALHO, 1997; LINDEN,

1998; SOARES et al., 1998).

A determinacto do teor de sOlidos em solugOes extrativas tambèrn tern papel

importante para a operacto de secagem. SO atraves do conhecimento do teor de

sOlidos nas solugOes extrativas, é possivel estabelecer o rendimento da operacto.

No caso de tecnicas de secagem onde o emprego de adjuvantes, para viabilizar a

operacto ou os produtos obtidos, se faz necessaria, as proporcties sto

estabelecidas em functo do total de sOlidos presentes na solucto extrativa.

Para a solucto extrativa empregada neste trabalho, o valor do residuo seco

encontrado, em comparacto corn o resultado da literatura (CARVALHO, 1997), està

representado na tabela 3.5.

Tabela 3.5. Residuos secos de solugOes extrativas aquosas de M. ilicifolia.

Residuo seco (x ± s; CV %) 	 Epoca da coleta

2,41 ± 0,0465 g% (1,92 %)
	

julho/1995*

2,51 ± 0,0565 g% (2,25 %)
	

abril/ 1997

* Material vegetal analisado por CARVALHO (1997).
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0 resultado obtido para o residuo seco apresenta a mesma tendância

observada para o teor de extrativos. Ambos os partmetros apontam para uma

homogeneidade entre as duas amostras de material vegetal, reforgando o cardcter

qualitativo destas determinacties.

Urn dos parâmetros mais importantes para caracterizagdo de produtos de

origem vegetal e a quantificagäo de compostos quimicos. Para as folhas de M.

ilicifolia e produtos derivados, os taninos condensados tem sido amplamente

empregados como marcadores. Por nâo constar em cOdigos oficiais, a anâlise deste

material vegetal tern sido realizada atravês de metodos adaptados da tecnica

preconizada pela farmacopêia alern5 para Krameria argentea (raiz de ratânia)

(DEUTSCHES 1976 e 1986), ou da tecnica recomendada para determinagâo de

taninos totals da AOAC (Association of Official Analytical Chemists) (HEBRICH,

1990). Embora os metodos sejam semelhantes, sâo empregadas diferentes

equagOes para o calculo do teor de taninos totais. Associado a este fator, encontra-

se o emprego de substâncias referâncias distintas, as quais introduzem coeficientes

de absorgâo diferentes. Assim, dependendo do principio de càlculo empregado, a

estimativa do teor de taninos totais em materials vegetais pode resultar em

variacties importantes.

Embora metodologia para quantificagáo de catequina e epicatequina por

HPLC tenha sido desenvolvida (capitulo II), o teor de taninos totals para a solucâo

extrativa preparada neste trabalho tambêm foi determinado atraves da tecnica de

precipitacao, corn intuito de comparar estes valores corn os resultados obtidos

anteriormente por CARVALHO (1997) e MARTINS (1998). Os resultados obtidos em

comparagâo corn os dados descritos na literatura estâo representados na tabela

3.6.
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Tabela 3.6. Teor de taninos totals para solucâo extrativa, em comparaceo corn

dados relatados na literatura.

Amostras PFT F NT TT

CARVALHO (1997) 19,73 9,56 10,17

MARTINS (1998) 4,22 2,81 1,41

Atual' 8,48 5,62 2,86

Atual2 3,91 2,64 1,27

1 = taninos totals calculados como catequina, 2 = taninos totals calculados coma pirogalol

Embora CARVALHO (1997) e MARTINS (1998) tenham avaliado solucties

extrativas provenientes do mesmo Iota de material vegetal, os teores de taninos

encontrados em cada trabalho foram distintos. Estes resultados foram decorrentes

do emprego de equacOes diferentes para celculo do teor de taninos.

Para efeito comparativo, o teor de taninos totals para solucâo extrativa

preparada nesse trabalho, foi determinada atraves da tecnica descrita por MARTINS

(1998). Entretanto o emprego do coeficiente de absorcâo especifica (AD%) da

catequina apOs reacâo corn o reagente de Folin-Denis fez corn que a resposta do

mêtodo fosse cerca de 100 % superior ao valor de teor de taninos encontrado

anteriormente (MARTINS, 1988). Isto ocorre porque a absorceo especifica do

produto reacional da catequina é cerca da metade do valor da absorgäo especifica

do produto reacional do pirogalol (substbncia referenda empregada por MARTINS).

Quando os valores foram recalculados, empregando a absorceo especifica do

pirogalol apOs reacdo corn o reagente de Folin-Denis, observou-se que, na

realidade, o teor de taninos foi muito semeihante ao obtido em trabalho anterior, o

que demonstra que os materiais vegetais apresentam c,onstituiceo semelhante,

embora pertencam a lotes coletados em anos diferentes.

Juntamente corn os resultados de teor de extrativos e residuo seco, o teor de

compostos marcadores vem corroborar corn a hipOtese de que as condigOes de

cultivo, coleta e pOs-tratamento do material vegetal (secagem, cominuigeo e

extraceo) tern ocorrido em condigies bastantes homogèneas, garantindo boa

reprodutibilidade da qualidade dos produtos derivados.
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4.3 Produto seco por aspersão

4.3.1 Produgbo

Embora a secagem da solucâo extrativa tenha sido efetuada em torre de

secagem diferente da empregada por CARVALHO (1997), o objetivo foi buscar urn

produto seco por aspersao (PSA) corn proporcties semeihantes para o teor de

compostos ativos, porem corn propriedades fisicas, tais como tamanho e forma de

particulas diferenciadas. Neste sentido, sempre que possivel, foi estabelecida uma

comparacäo entre os resultados deste trabaiho e os obtidos anteriormente por

CARVALHO (1997).

Quando comparado corn a producao em escala laboratorial, a primeira

exigéncia para secagem em escala piloto a que a solucao extrativa apresente teor

de sOlidos elevado. Assim, ha aumento no tamanho medio de particula evitando

perda de produto pelo sistema de exaustao. 0 tamanho de particula tambem

confere ao produto urn conjunto de outras propriedades de relevante interesse

farmacautico e que serâo discutidas mais adiante. A literature relate que o material

a ser aspergido deve apresentar urn teor de scilidos de pelo menos 15 % para que a

operacao seja vievel (LIST e SCHMIDT, 1984).

Entretanto, a solugão extrativa utilizada apresentou urn residuo inicial de 2,51

% (m/m), inviabilizando a operagao. Para contornar o problema, a solucao foi

submetida a concentragao sob pressao reduzida ate que o teor de sOlidos minimo

necesserio para realizacâo da operacao fosse alcangado. Assim, os 50,0 L da

solucâo extrativa foram reduzidos a 17,66 L, e o teor de sOlidos resultante foi de

15,86 % (m/m).

Para conferir caractensticas tecnolOgicas satisfaterias, tais como rendimento

elevado e estabilidade contra umidade, foi adicionado o diOxido de silicio coloidal

(Aerosil 200®) como adjuvante de secagem. Tanto a escolha do adjuvante de

secagem quanto a proporc..âo em que este foi adicionado (20 % em funcâo do

residuo seco da solucao extrativa concentrada), nâo foram estabelecidos

aleatoriamente. Tais decisties fundamentaram-se em resultados previos obtidos por

CARVALHO (1997).
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0 rendimento da operacâo de secagem da solucâo extrativa concentrada de

Maytenus ilicifolia foi superior a 90 % (m/m) (tabela 3.7). Rendimento este, muito

superior aos rendimentos alcancados por CARVALHO (1997) para os produto secos

preparados a partir de Maytenus ilicifolia corn e sem a adicâo de adjuvantes de

secagem, para os quais o rendimento corrigido encontrado ficou ern torno de 70 %

(m/m).

Tabela 3.7. Rendimento da operacâo de secagem por aspersão.

Massa 	 Massa 	 Rendimento 	 Rendimento

teOrica * (g) 	 obtida (g) 	 bruto (%) 	 corrigido** (%)

3501,1 	 3293,0 	 94,96 	 90,31

*Massa do residuo seco + adjuvante (g), **Rendimento bruto subtraindo a umidade residual

4.3.2 Caracterizagâo do produto seco por aspersao (PSA)

A umidade residual do PSA (tabela 3.8), se apresentou dentro dos limites

preconizados pela literatura de 6 % para produtos secos armazenados em

condigLes nao hermèticas (LIST e SCHMIDT, 1984). 0 acondicionamento deste

produto mostrou-se satisfat6rio, não sendo detectada variacâo importante no teor de

umidade.

Tabela 3.8. Umidade residual determinada do produto seco por aspersdo em funcAo

do tempo de armazenamento.

Period° de determinacâo Umidade residual % (rn/m)

Abril/2000 3,98 ± 0,015 (0,37)

Setembro/2001 4,02 ± 0,040 (1,01)

/Mem da umidade presente em materiais pulverizados, originada de sua

natureza ou do modo de obteng5o, a sorgdo de umidade da atmosfera pode

proporcionar modificagbes importantes em muitos materials.

A isoterma de sorcão de umidade obtida para o PSA empregando o mêtodo

do tensiOrnetro, estã representada na figura 3.4.
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Figura 3.4. Isoterma de sorgäo de umidade para o PSA, empregando o tensiOmetro

KrUss-K121.

0 PSA apresentou-se sensivel as modificacOes da umidade atmosferica. Em

umidades relativas inferiores a 12 % (m/m) foi observada perda de massa pela

amostra. Este fenOmeno, denominado de efiorescencia, ocorre porque o material

perde umidade durante o estabelecimento do equilibrio. Porem, a partir de umidade

relativa igual a 30 %, o aumento da massa da amostra foi mais pronunciado,

atingindo urn maximo no ganho de massa igual 12,83 % quando a umidade relativa

foi igual a 85 %, revelando urn comportamento tipico para materials higroscOpicos.

A capacidade de sorcao de umidade atmosferica do produto seco tambem foi

avaliada empregando sistema gravimetrico automatizado. Como vantagens, estes

sistemas apresentam a possibilidade de obtencao das isotermas de sorgâo e de

dessorOo.

A figure 3.5 mostra, de forma resumida, a operagâo durante a andlise

dinárnica de adsorgâo de umidade realizada para o PSA em estudo neste trabaiho.
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Figura 3.5. Variagao na massa da amostra de PSA em funcâo da umidade relative.

0 produto seco apresentou menor sensibilidade a umidades relatives

inferiores a 20 %, aumentando sua massa significativamente entre umidades

relatives de 30 a 60 %. A perda de massa (dessorcao) mais intense ocorreu entre

60 e 30 % de umidade relative. Nesta regiao a perda de massa foi mais acelerada

do que o ganho. Abaixo de 30 % de umidade relative, a perda de massa foi menos

intense que na primeira etapa da desorcâo e a liberacâo de umidade sorvida foi

mais lenta que a sorgao na mesma região. SCHILLER e colaboradores (2001)

observaram boa correlacao entre o teor de acCicares livres em extratos secos e a

umidade residual apOs ganho e perda de umidade, demonstrando que o teor

elevado daqueles compostos favorece a manutencao da umidade sorvida.

Entretanto, como os prOprios autores sugerem, apenas o teor de agOcares

nao pode esciarecer a diference entre a higroscopicidade de diferentes extratos

secos, podendo ester relacionado, ainda, a sua cristalinidade ou ao teor de acidos
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As isotermas de sorgâo e desoroão do PSA estäo representadas na figura
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orgbnicos. 0 comportamento observado para o PSA, aparentemente, concorda corn

a proposicão do teor reduzido de acOcares e ãcidos organicos (tabela 3.9).

Tabela 3.9. Teor de acircares e kidos organicos no produto seco por aspersâo

(PSA).

ActIcares Teor (%) Aci dos Org'anicos Teor (%)

Glicose 0,52 Citrico 3,30

Frutose 1,02 Wilco 2,00

Sacarose 0,00 Tartàrico 0,00

Total 1,54 Total 5,30

Figura 3.6. lsotermas de sorgâo (P) e de dessorcão de umidade (0) para o produto

seco por aspers5o.
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As isotermas de sorgâo e dessorgâo de umidade pelo PSA apresentaram

perils distintos, demonstrando que a exposigäo do produto a umidade proporciona

modificagbes importantes em sua estrutura. Durante a fase de sorgdo de umidade,

foi observado urn comportamento do tipo S (de "slow). Este tipo de comportamento

acontece quando a sorgâo é mais intensa em umidades relatives mais elevadas.

Este fenOmeno é tipico para sistemas onde ocorrem interagOes fortes entre as

molecules de ague e as particulas. Sob umidade reduzida, as molecules de egua se

distribuem na superficie das particulas de forma aleatOria. Corn o aumento da

umidade relative he uma redistribuicâo especial das molecules de ague sorvidas,

favorecendo a adsorgão (KREUTER, 1999).

Durante o fenOmeno de desorcâo ha major perda de massa na fase initial,

devida a menor interagão entre as molecules de ague das camadas extemas e a as

particulas. Entretanto, corn a perda de umidade, major superficie fica disponivel,

favorecendo a redistribuicao das molecules restantes e estabelecendo interagOes

mais intensas, o que leva a major dificuldade para perda de umidade na fase final

do processo de dessorgão.

Embora o PSA tenha apresentado umidade residual prOxima a zero apOs o

processo de exposigâo a atmosferas controladas, pode-se observer atraves dos

valores de histerese (tabela 3.10) que o material apresenta tendencia a manutengâo

da umidade sorvida.

Tabela 3.10. Valores estimados para histerese da isoterma de dessorcâo de

umidade em fungâo da isoterma de sorc5o.

UR%

A Massa (%)

Sorge-o 	 Dessorgäo Histerese

0,0 0,00 0,23 ...

10,0 0,72 1,65 0,94

20,0 1,54 2,40 0,86

30,0 2,62 3,23 0,61

40,0 4,50 4,38 -0,12

50,0 7,34 6,27 -1,07

60,0 10,52 10,52
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A andlise granulometrica do PSA foi realizada por difragáo a laser. 0

resultado obtido demonstrou que o PSA apresenta particulas corn tamanho módio

de 22,36 ± 1,06 1.1m (4,75 %), dimensâo superior a encontrada por CARVALHO

(1997), que foi de aproximadamente 7 pm para produto seco preparado em

equipamento de bancada munido de aspersor pneurnàtico. A distribuicâo

granulornêtrica encontra-se representada na figura 3.7.
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Figura 3.7. Representagdo grefica da distribuicAo granulomètrica do PSA obtida

atraves de difragâo a laser.

A forma das particulas, visualizada na figura 3.8, nâo difere da obtida em

escala laboratorial. As particulas se apresentaram dispersas, corn forma esferica,

superficie rugosa e, em sua maioria, sâo ocas. Tais resultados sâo decorrentes da

forma de secagem, empregando suspensOes/dispersOes, caracteristicas que não

sofreram modificacties corn a mudanga das condigOes de producäo em virtude do

emprego de equipamento corn funcionamento totalmente diferente. Assim o
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aumento no diãmetro media foi a principal modificagáo observada para as

particulas.

Figura 3.8. Fotomicrografias do produtc seco por aspersdo (PSA).
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Entre os parametros importantes, para a caracterizagâo tecnolOgica de

materials puiverizados, empregados na indUstria farmacautica, encontra-se a

determinagao de suas densidades.

Por se oporem a capacidade de movimentagao das particulas, as forgas

interparticulares (friega. ° e/ou adesào), estimadas a partir das densidades bruta e de

compactagào, tern sido relacionadas as propriedades de fluxo ou escoamento

destes sistemas. Fundamentando-se nesta relagao, CARR (1965) e HAUSNER

(1967) propuseram, respectivamente, o indica de compressibilidade ou de Carr (IC)

e o fator de Hausner (FH). De acordo corn os autores, em materials particulados que

apresentarem valores superiores aos limites de 21 % para IC e 1,25 para FH, as

forgas interparticulares de adesâo e/ou atrito devem ser tao intensas que podem

dificultar seriamente a capacidade de escoamento.

Embora os indices acima citados sejam largamente empregados como

indicadores de escoamento para materials particulados, a literatura tern sugerido o

emprego de metodologias onde haja a determinagao direta da fluidez.

Os resultados obtidos para caracterizagâo tecnolOgica do produto seco por

aspersào de M. ilicifolia (PSA) estâo representados na tabela 3.11. A comparagao

destes resultados corn as propriedades de extratos secos produzidos em

equipamento de bancada por DE SOUZA (1999), demonstra que houve uma

melhoria importante nas propriedades tecnolOgicas do PSA. 0 maior tamanho medic

e a maior densidade das particulas são os principals responsaveis pela elevagao

nas densidades bruta e de compactagâo do material como urn todo. Como

conseqOancia, os parametros derivados das densidades, como fator de Hausner e

indice de Carr, apontam para uma redugao significativa na resistancia ao movimento

das particulas, sugerindo empacotamento mais estavel. Porem os resultados

obtidos para o indite de Carr (IC) e fator de Hausner (FH) sugerem que o material

deva apresentar problemas quanto a sua compressibilidade e capacidade de

escoamento. FenOmenos desta natureza normalmente estao relacionados corn o

tamanho das particulas. Embora o tamanho de particula encontrado para o PSA

possa explicar os achados, este mecanismo nâo pode ser descrito de forma

generalizada, pois tambarn depende de outros fatores, tais corn a superficie e a
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forma das particulas, alem de forcas de natureza fisica (ZIMON, 1982; PODCZECK,

1998).

Tabela 3.11. Propriedades tecnolOgicas do PSA em comparacäo corn os resultados

obtidos por DE SOUZA (1999).

ParAmetros PSA (CV %) DE SOUZA (1999) (CV %)

DiAmato madio (p.m) 22,36 (4,75) < 7,0

Densidade bruta (g/m1) 0,632 (0,74) 0,261 (0,75)

Densidade de compactacão (g/m1) 0,830 (0,49) 0,445 (1,79)

Fator de Hausner 1,315 (1,07) 1,704 (1,95)

Compactabilidade (ml) 30,83 (4,68) 121,67 (2,37)

Indice de Carr (%) 23,94 (3,41) 41,30 (2.75)

Angulo de repouso nm* 54,18 (12,39)

*nao mensurâvel em WO° da elevada variabilidade.

A capacidade de escoamento do produto seco foi avaliada empregando urn

metodo estatico (Angulo de repouso) e urn dinAmico (escoamento em funcão do

tempo).

A determinacao do Angulo de repouso para avaliar o escoamento do PSA,

apresentou urn elevado coeficiente de variacAo, o que inviabilizou a sua avaliacAo.

De acordo corn LIEBERMAN a colaboradores (1989), esta tacnica a recomendada

apenas para sistemas particulados contendo particulas corn drametro superior a 150

pois, nestas condicties, a acao das for -9as de coesao interparticulares sobre a

friccao entre as particulas é sobrepujada pela massa do material analisado.

A curva representando o escoamento dinAmico do PSA encontra-se na figura

3.9. 0 material apresentou escoamento homogèneo e corn velocidade de 54,68 g/s

ate passagem de 60 %. A partir deste ponto (ponto critico) houve modificacao no

comportamento, corn desaceleracão no escoamento material, o qual foi melhor

explicado atravês de urn equagâo quadrAtica (tabela 3.12).
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Tabela 3.12. Comportamento de escoamento do produto seco por aspersao.

Etapa Equagâo r2

inicial y = 54,68x + 0,3622 0,9998

final y = -178,74)(2 + 89,824x - 1,3986 0,9996

A definicao do ponto critico ou de inflexdo da curva (figure 3.10) foi

estabelecida pela avaliagâo do coeficiente de correlacao. A determinacao do

coeficiente de correlagao da fase inicial foi inferior quando o ponto critico foi

incluido entre os dados. 0 efeito contrario foi observado pars fase final, quando o

coeficiente da equacao quadratica foi maior quando o ponto critico fez parte dos

dados.

0,00
	

0,10 	 0,20
	

0,30

Tempo (s)

Figura 3.9. Escoamento dinamico do PSA. (4')Ponto de infiexao da curva.

0 movimento inicial das particulas foi decorrente da agäo das camadas

superiores sobre as particulas mais prOximas a abertura da velvula de descarga do

funil, vencendo as forgas interparticulares e impulsionando o deslocamento das

particulas. Este fenOmeno foi o principal responsavel pela forma da curva de

escoamento do PSA. ApOs a fase inicial, a movimentagao das particulas passa a
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sofrer dependéncia mais importante das interagOes interparticulares, o que tende a

reduzir a velocidade de escoamento.

De uma forma mais geral, os resultados obtidos tern especial importancia

tecnolOgica. Embora os achados nao permitam estabelecer conclusOes mais

especificas sobre os fatores determinantes da velocidade de escoamento das

particulas, o PSA apresentou escoamento, em sua major parte, constante e com

velocidade de escoamento muito superior ao aconselhado na literatura (GUYOT et

a/., 1995), permitindo a sua classificacao como material de fluxo livre. Assim,

problemas potenciais durante a preparagao de capsulas e comprimidos, tanto no

que tange ao enchimento individual (matriz ou câpsula), quanto a movimentacao do

material no alimentador, seriam minimizados.

A avaliagao da composicao quimica do PSA foi realizada por CLAE,

utilizando os picos da catequina e epicatequina como referéncia. As condicOes

cromatograficas empregadas para analise do PSA foram as mesmas descritas

anteriormente (capitulo II). A figura 3.10 representa o cromatograma do produto

seco por aspersào, obtido naquelas condigOes cromatograficas.

As curvas de calibragao dos picos correspondentes a catequina e

epicatequina (picos 1 e 2, respectivamente), estão representadas na figura 3.11.

Para ambos os picos estudados, foram encontrados elevados coeficientes do

correlagào. Mais de 99 % da variabilidade experimental p6de ser explicada pela

equagao da reta (tabela 3.). Consequentemente, a analise da variancia (ANOVA)

revelou valores de F extremamente significativos para ambas as regress6es.

Os limites de confiang,a calculados para a intersecao demonstraram, atraves

da inclusao do zero, que nä° ha erros sistematicos do tipo constante.
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Figura 3.10. Cromatograma do produto seco por aspersão. Condicties

cromatogrâficas descritas no capitulo II. Pico 1 = catequina; pico 2 =

epicatequina.

Tabela 3.13. Anâlise estatistica das curvas de calibracâo dos picos

correspondentes a catequina e epicatequina no produto seco por aspers5o.

ParAmetros
	

Pico 1 (catequina) 	 Pico 2 (epicatequina)

Intersecâo 	 -9246,678 	 -768,389

(intervalos de confianca) 	 de -24865,71 a 6372,35 	 de -82066,3 a 80529,5

Inclinagão 	 94808,77 	 209570,2

r2 	0,9998	 0,9990

F regressáo 	 16251,46 	 2930,92
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Figura 3.11. Curvas de calibracão e iimites de confianca ( 	 ) para ambos os picos

correspondentes a catequina (A) e epicatequina (0) no produto seco por

aspersão.

Atravês da an6lise dos residuos, calculados para as curvas e representados

na figura 3.12, nao foi possivel detectar tenclència aparente que invalidasse os

modelos.

1,5

0 	1 -

N
C 0,5 -
2

	0 	 4 	 6On -0,5 -1

to.4, 	 _ 1 -re

-1,5

Figura 3.12. Residuos padronizados para as regressOes das curvas de calibragäo

para o pico 1 (catequina - 0) e para o pico 2 (epicatequina - 0).
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0 ensaio de exatidão demonstrou que nao ha influencia significativa da

matriz, em especial da presenca de Aerosil 200, sobre a recuperacao dos padnies.

Embora tenha sido detectada para a epicatequina pequena reducâo no taxa de

recuperacao, este resultado nao compromete a performance da metodologia (tabela

3.14).

A precisâo intermediaria do metodo foi estabelecida para fres concentracOes

diferentes, preparadas a partir de diferentes solucOes maes, e analisadas em (has

diferentes. Os resultados para estes parametros estao representados na tabela

3.15.

Tabela 3.14. Resultados para o ensaio de rec,uperacâo para ambas substancias

refer6ncias presentes nas solu95es extrativas de Maytenus ilicifolia (n = 3).

Padrao
	

Concentracäo teOrica (4) 	 Recuperado em %

catequina
	

12
	

99,09 (2,83)

epicatequina 	 12
	

95,18 (1,28)

(CV %)

Tabela 3.15. Resultados para o ensaio de precisão intermediaria do metodo por

CLAE para determinacao de catequina e epicatequina no PSA (n = 3).

Concentracâo

SE (1.1.g/ml)

catequina
••1•11

epicat quina

area media

(mV•s )

CV % area media

(mV•s)

CV

1,0 88045,0 0,24 211579,2
NNE

0,07

3,0 274805,2 1,21 635558,9 0,40

5,0 466384,2 0,51 1040407,3 0,22
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Os ensaios de validacâo, realizados para a metodoiogia de separagäo e

quantificacâo de catequina e epicatequina no produto seco por aspersâo,

demonstraram que a têcnica apresenta exatid5o, precisão e linearidade na regiâo

de concentracão estudada.

Quando os resultados obtidos para as areas do PSA foram comparados corn

os da solucâo extrativa padronizada por CARVALHO (1997), foi detectado aumento

significativo nas areas de ambas as substáncias referéncias (tabela 3.16). Para a

catequina este aumento foi muito mais importante, chegando a 80 ou 90 % da area

encontrada para o mesmo pico na solucâo extrativa. Já para epicatequina o

incremento na area do pico correspondeu a cerca de 20 % da area do mesmo pico

na solugAo extrativa (tabela 3.16).

Provavelmente este comportamento foi resultado das condigiies empregadas

para preparacâo da solucäo extrativa. Embora tenha se partido das condigOes

padronizadas por CARVALHO (1997), a operacâo de extragdo foi mais prolongada.

Desta forma, o teor de substancias extraidas teria sido maior, explicando inclusive,

porque o teor de sOlidos na solugäo concentrada foi superior ao esperado. E

provâvel ainda que o fenOmeno tenha sido favorecido pela despolimerizacâo de

derivados catequicos quando submetidos as condicães prolongadas de

aquecimento durante o preparo e concentracdo da solucdo extrativa (MULLER-
HARVEY, 2001).
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Tabela 3.16. Comparagão entre as areas dos picos da catequina e epicatequina na

solucão extrativa e no PSA.

Conc.*

(i.g/mL)

Catequina Epicatequina

SE" PSA (%) SE"* PSA (OM

2,0 104907,1 178461,6 70,11 362320,78 408904,2 12,86

3,0 153936,9 274805,2 78,52 539134,56 635558,9 17,89

4,0 191189,0 373208,1 95,20 672279,67 854326,8 27,08

5,0 257646,3 466384,2 81,02 909615,78 1040407,3 14,38

*Concentracties calculadas como residuo seco tanto para solucão extrativa (SE) quanto para

PSA.

"Solucao extrativa preparada de acordo corn CARVALHO (1997)
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1. INTRODUCAO

A producao de formas sOlidas a partir de extratos vegetais secos tern sido
uma altemativa tecnolOgica cada vez mais empregada na pratica farmacéutica

(PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986; GONZALEZ ORTEGA e SCHMIDT,

1995; RENOUX et al., 1996; PALMA et al., 1999; ROCKSLOH et aL, 1999; LINDEN

et aL, 2000). Esta escolha se justifica pelas diversas vantagens inerentes

comprimidos, tais como, densidade elevada, boa aceitacão por pacientes,

estabilidade e significativa capacidade de producao (BAUER et al., 1999; VOIGT,

2000; LACHMAN et al., 2001). Entretanto, em que pese a constatack das

mencionadas vantagens, o desenvolvimento e producäo deste tipo de comprimidos

tern se apresentado como uma tarefa de elevada complexidade. Isto ocorre porque a
maioria dos extratos secos nao apresenta as propriedades satisfatOrias de reologia e

de compressibilidade, que favoregam o processo de obtencao. Alêm disto, o
emprego de proporcOes elevadas deste tipo de material, a fim de conter a dose

terapautica, acentua cada vez mais as dificuldades identificadas (PALMA et al.,

1999; ROCKSLOH, 1999; LINDEN et al., 2000).

Na abordagem desta problematica, o emprego da operacão de granulagao
tern se configurado como o principal mecanismo para modificar as propriedades de

sistemas particulados corn o objetivo de aumentar sua aptidão a compress5o.
Embora amplamente difundida na prâtica farmacautica, a granulacâo por via Umida
de extratos vegetais secos nao é recomendada, devido a elevada higroscopicidade

deste tipo de material. Por outro lado a utilizacäo de solventes organicos sofre sarias

restricties de natureza toxicolOgica e ambiental. Restando, desta forma, a operacâo
por via seca a qual tern se consolidado o metodo mais apropriado para extratos
secos vegetais (ROCKSLOH, 1999; COUTO, 2000; SOARES et al., 2001).

Neste caso, a aglomeracâo de sistemas particulados ocorre atraves da

aplicagão de pressäo mecanica elevada. Corn a aproximacâo das particulas ha
intensificagão das forcas de van der Waals que originam aglomerados (BAKELE,
1992). Alêm disto, mantida a continuidade da aplicacão de pressao é observada a
formack de pontes sOlidas decorrentes da fusäo e solidificacéo do complexo

farmacautico conferindo-Ihe major resisténcia mecânica (KRISTENSEN e
SCHAEFER, 1993; DILLIP, 1997).
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As propriedades fisicas e mecanicas dos granulos sac componentes de

elevado interesse para a formulagao, desenvolvimento e producao de formas

farmacauticas sOlidas, pois podem afetar diversas propriedades dos produtos finals

tais como resistasncia, friabilidade, tempo de desintegracao, dissolugao e tendéncia a

laminagao. Consequentemente, a avaliagao de perfis compressionais de granulos,

bem como as possibilidades de modificar tais perfis corn o objetivo de originar

granulos apropriados para producao de comprimidos, tern sido relatado na literatura

(TUNON e ALDERBORN, 2001).

Embora a dureza de comprimidos corresponda a urn indicador das

propriedades de compactabilidade dos componentes da formulacao, esta tacnica

fomece informacOes limitadas. Pois apenas a determinacâo da for-9a final necessaria

para a destruicao do comprimido nao a capaz de descrever os fenOmenos que

ocorrem durante a compressao. Desta forma, a avaliagao de materials atravós de

perils de densificagão em funcao da pressao de compressao aplicada, representam

corn major propriedade tais fenOmenos (JONES, 1981; MITREVEJ et a!., 1996;

SOARES et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

0 objetivo geral deste capitulo foi obter comprimidos contendo alto teor de

granulado do produto seco por aspersao de Maytenus ilicifolia.

Objetivos especificos

- avaliar a viabilidade da preparagdo de granulados contendo teor elevado

do produto seco por aspersâo (PSA) de M. ilicifolia

- determinar o perfil de densificagdo dos granulados empregando o model°

de Heckel

- investigar as propriedades fisicas e mecànicas de granulados do PSA

preparados em mdquina de comprimir e em rolos compactadores

- avaliar o efeito das propriedades de cada granulado sobre as respostas de

dureza e tempo de desintegragao de comprimidos

- otimizar formulagao de comprimidos contendo teor elevado de granulado

do PSA
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RESUMO: A avaliacao do comportamento de complexos farmaauticos quando subnietidos a compressao tern lido
como objetivo de diversos escudos tecnolOgicos. As principals tecnicas para avaliar o perfd dc compressao de
complexos farmac'euticos sao apresentados neste artigo. Alern dos dispositivos do medieao c de tdOnicas de
interpretacao tais como a equacao de Heckel, energia de compactacao, curvas forca-deslocamento c forca-tempo. c.
medidas de dureza e tenacidade, sao apresentados as principais classes de adjuvantcs dc compressao.

UNITERMOS: compressao: fisica; equacao de Heckel; diagrama de forca, adjuvantes

ABSTRACT: PHYSICS OF TABLETING. The evaluation of pharmaceuticals materials behavior under compression.
have been used as target of technological studies. The most used techniques to evaluate those behavior arc presented
in these article. Beyond the measurement tools and the techniques used to assess the compactional behavior such as
Heckel equation; energy of compaction; force-displacement and force -time profiles; and, tensile strength and
hardness measurements, arc showed the principals classes of compression excipients.

KEYWORDS: tableting; compression; physics; Heckel plot; force profile, excipients

PreparacOes farmaceuticas saidas em forma
de comprimidos sao conhecidas desde a
antigbidade (CELIK, 1996). Denominavam-se
como tais todas preparacOes sOlidas destinadas a
via oral. Os detalhes do processo de compressäo
como é conhecido hole em dia foi publicado pela
primeira vez por William Brockedon em 1843. Com
O objetivo inicial de comprimir pd de grafite,
rapidamente descobriu-se a viabilidade de
empregar os mesmos principios para obtencdo de
medicamentos em doses individualizadas (VOIGT,
1993; QELIK, 1996; MOSER, 1997).

A obtengdo de comprimidos pode ser
realizada por compressdo direta de farmacos
pulverizados, ou de sua mistura corn adjuvantes,
bem como por compressào de material
previamente granulado.

O emprego do processo de granulacdo tern a
finalidade de modificar as caracteristicas do
complexo farmaceutico, transforrnando particulas
de pOs cristalinos ou amorfos em agregados
sOlidos mais ou menos resistentes e porosos,
denominados granulados.

Em relacâo as simples misturas de pOs, os
granulados apresentam algumas vantagens:
melhor manutencdo da homogeneidade; maior
densidade; maior fluidez; major compressibilidade;
maior porosidade, facilitando a dissolucdo, entre
outras. Estas propriedades podem ser controladas
atraves da escolha de adjuvantes e do metodo de
granulacdo.

Os metodos empregados na obtencdo de
granulados corn maior freqbencia sao a
granulacdo por via 6mida e a granulacdo por via
seca. Na tecnica de granulagdo por via 6mida, urn
liquid() é adicionado ao p6 ou a mistura pulverea
em misturadores ou malaxadores. Entre os

solventes mais utilizados estao a ague e o alcool.
O liquid() empregado deve promover apenas a
dissolucào parcial do pd. 0 excesso de solvente
fare corn que, ap6s passar pelo granulador, os
grAnulos se aglomerem formando uma massa
compacta. Da mesma forma, a deficiéncia de
solvente fare corn que náo exista coesdo
suficiente, revertendo ao estado puivereo apOs a
secagem. Neste procedimento tambern sao
utilizados adjuvantes em solucào ou pseudo-
solucOes, denominados aglutinantes, corn o
objetivo de promover a adeséo interparticular apOs
a evaporagéo. Na operacao de granulagéo por
desagregacâo todos os ingredientes sao
misturados pare formar uma massa Cimida que e
dividida em granuladores. No processo conhecido
por agregagéo, os gránulos sac, formados
diretamente do rolamento de particulas ou pelo
choque entre elas.

A granulacâo por via seca e empregada
quando o farmaco apresenta instabilidade frente a
umidade ou ao calor da operacão de secagem, ou
quando é excessivamente soltivel nos liquidos
umectantes utilizados. Corn o objetivo de
assegurar a coesdo adequada entre as particulas,
geralmente sao adicionados aglutinantes ao p6
que se vai granular. Os aglutinantes empregados
nesta operagdo sao incorporados em estado seco.
Em seguida a mistura e submetida a compressdo
ou compactacdo (atraves de maquina excèntrica
ou de cilindros). 0 material compactado obtido é
submetido a trituracäo e o granulado é
selecionado por tamisacdo.

Como pode-se observer, a granulacão é
sempre uma operacdo complexa e implica em
intimeros passos, alguns deles muito delicados.
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Desta forma, a tendencia atual tern sido recorrer
compressao direta de misturas de Os.

Entretanto, alguns problemas potenciais estao
relacionados corn a sua aplicacâo: baixa
propriedade de fluxo do pet, aderencia do pO aos
puncOes e a matriz, dureza elevada de
comprimidos e longo tempo de desintegragäo.
Para contornar os problemas que se optiem a
compressdo direta, tern se recorrido a otimizagdo
de diversos parâmetros tais coma faixa
granulornetrica apropriada (tamanho e forma das
particulas), emprego de adjuvantes (aglutinantes,
reguladores de fluxo, desintegrantes) e/ou
utilizacâo de dispositivos mecanicos (intensidade e
tempo de aplicacao da forca de compressao). Na
pratica, o desenvolvimento de novos adjuvantes,
novos processos de obtencâo e otimizagäo de
misturas de diferentes adjuvantes tern
representado uma importante atternativa para a
solucdo dos problemas relacionados corn a
compressäo direta (PROFITLICH, 1990; VOIGT,
1993; SCHMIDT e RUBENSDORFER, 1994ab; LE
HIR, 1995; MOSER, 1997).

0 procedimento de compressào em uma
maquina de comprimir excântrica se resume a seis
fases principais: (I) - alimentacâo (a matriz
preenchida mediante simples fluxo peto complexo
farmaceutico a ser comprimido); (II) - compactagão
(o puncao superior inicia o movimento de decide
compactando o complexo); (III) - compressäo
propriamente dita (o puncao inferior permanece
imOvel enquanto o puncao superior desce e
comprime o material corn forca); (IV) - ejecäo (o
puncao superior retorna a sua posicao inicial, o
puncao inferior ascende conduzindo o comprimido
ao nivel superior da matriz); (V) - expulsào (ja
completamente fora da matriz, o comprimido
expulso corn o retorno do alimentador a posicao
inicial); (VI) - pre-alimentacäo (retorno do pungan
inferior e inicio da alimentacäo corn o retorno
parcial do alimentador) (figura 1).

A aplicacao de uma forca extema sobre as
particulas de urn pO ou de outro sistema
particutado sOlido resulta na transferência de forca
atraves dos pontos de contato interparticulares,
promovendo uma deformagdo no material. Esta
deformagdo pode apresentar comportamento do
tipo efastico, plastic° ou destrutivo, e esta
relacionado com a intensidade da tarp aplicada e
a duracào da acâo da mesma, assim como as
propriedades ffsicas do material (figura 2).

Figura 1. Etapas do processo de compressão em
maquina excEntrica: (I) alimentacdo: (II) compacts0o:
(III) compressão; (IV) ejecao; (V) expulsAo: (VI) prd-
alimentacao (PETROVICK, 1999).

100, e,5.0

Figura 2. Representacao das deformactics do tipu
elastics e plastics. Onde h = altura do comprimido

0 comportamento elastic° ocorre quando 0
material recupera o volume inicial apOs o termini)
da aplicacao de forca. Enquanto que detormacOe
plasticas se caracterizam pela manutencâo d3
massa compactada nao ocorrendo recuperacao d D

volume inicial quando encerrada a aplicacao de
force. Em deformacries destrutivas resultarn
rupturas. Neste caso a intensidade da force
excede a capacidade de deformacao plästica ou
elastica do material, obtendo-se a ruptur a
estrutural como resposta (WRAY, 1992; VAN DER
VOORT MAARSCHALK e BOLHU1S, 1999).

A tendencia ao comportamento c e
deformagâo de uma material depende das suns
propriedades fisicas. Materiais cristalinos
apresentam, em geral, tendencia a deformacdo do
tipo eldstica, enquanto que os materiais amorfos
tandem a deformagao plastica (HIESTAND at Cl.,
1977; WRAY, 1992; LERK, 1993).

A intensidade das deformacOes plesticas e
elasticas de materiais tern sido amplamerte
estudada (ARMSTRONG e HAINES NUTT. 1972;
SHOTTON e OBIORAH, 1975; DAVID e
AUGSBURGER, 1977; HIESTAND, 1977; CELIK,
1992; VOGEL e SCHMIDT, 1993; YLIRUUSI,
1997). Na pratica, a deteccâo da recuperacâo
elastics de compactados tern grande importância
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para a definicao do comporfamento de
del ormacao. Problemas tais como
descabecamento, laminacäo e variacao no peso
dos comprimidos sâo conseqUências da
recuperaca'o elastica (VOGEL e SCHMIDT, 1993).
A avaliacao de tendéncias de deformacâo, bem
como a determinagâo de sua intensidade, podem
servir, de instrumentos para elaboracào de
formulacOes corn proporcOes eficientes de
adjuvantes (YLISUURI et al., 1997).

Através da instrumentacao de maquinas de
comprimir é possivel reatizar urns medida exata
das forcas que intervêm no processo de
compressäo. Tal determinacâo permite avaliar
tanto o parametro de ptastoelasticidade, barn
como as caracteristicas do comprimido obtido
(dureza, desintegracao, etc.). Na compressao
destacam-se as forcas axial superior (FAs), axial
inferior (FA,), radial (Fe) e de friccao ou atrito (FF)
(figura 3) (WRAY, 1992).

PUNQAO
SUPERIOR FAS1        

FR

MATRIZ  

t FF

MATRIZ          

PUNCAO
FA/ INFERIOR

Figura 3. Representacäo da distribuigio de forcas
durante o processo de compressdo: (FAS) Forga axial
superior; (FA,) Forga axial inferior/Forca residual; (Fe)
Forga radial; (Fe) Forga de friccao (WRAY, 1992).

0 estudo do processo de compressão teve
inicio corn . a utilizacäo de maquinas
instrumentadas por Higuchi ern 1959, utilizando
diferentes mêtodos eletricos. Atraves da utifizacâo
de maquinas instrumentadas é possivel controlar o
processo de compressäo durante a producäo e
avaliar o perfil compressional dos produtos.
Podem ser obtidas diferentes medidas de forca
tais como forca de compressâo, ejecào, residual,
na parade da matriz a de aderéncia.

E possivel tambern registrar o deslocamento
dos punceies. As fitas de alongamento sâo os
dispositivos mais empregados para medicao de
forca. Enquanto que determinacaes mais exatas
de forcas sâo obtidas utilizando os cristais
piezoeldtricos (figura 4).
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Figura 4. Representacdo csquematica de maquina de
comprimir altemativa Korsch EK II instrumentalizada
e as respcctivas unidadcs de rnedicao de forga
(PETROVICK, 1999).

As medidas do deslocamento dos puncOes
realizado atravás dos transdutores indutivos de
deslocamento (SCHMIDT, 1989). Os sinais
analOgicos emitidos pelos transdutores, sejam ales
fitas de alongamento, cristais piezoeletricos ou
indutivos de deslocamento, s'ao convertidos em
sinais digitais e tratados por programas
computacionais.

Os perfis de compressâo, registrados
graficamente (figura 5), podem ser utilizados como
impressäes digitais de forrnulacOes e ajudar a
detectar problemas que possam ocorrer durante a
producäo. Värias caracteristicas podem ser
sugeridas para compor este perfil. Estas
caracteristicas podem ser descritas como
observaveis (forca de compressdo, deslocamento
de pungdo), e parametros derivados, os quais
podem ser calculados diretamente das medidas da
curva forca-tempo, incluindo area sob a curva,
relacao area/altura, inclinacâo maxima e minima, e
largura a meia altura (HOLBLITZELL e RHODES,
1990; YLIRUUSI e ANTIKAINEN, 1997).
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Figura 5. Representacdo grgfica da forca e
deslocamento da pungdo superior durance o proccsso
de compressdo em uma maquina de comprimir
excentrica (VILA JATO, 1997)

Tambern a possfvel a obtengao de curvas
forga de ejegao-tempo (VOGEL e SCHMIDT,
1993; ANTIKAINEN e YLIRUUSI, 1997; YLIRUUSI
e ANTIKAINEN, 1997). DELACOURTE e
colaboradores (1993 e 1995), utilizando curvas de
ejegao, propuseram uma metodologia e avaliaram
a eficiência de diferentes lubrificantes utilizados
em tecnologia de compressao. A curva forga-
tempo foi dividida em tres partes. Na primeira
parte nao he movimentacao do pungao inferior e
corresponde a forga residual (T1). Em seguida
tem-se inicio a movimentagao do pungao inferior
para expulsào do comprimido. Neste momento ha
urn incremento instantaneo da forga corn o
aparecimento de urn pico de forga caracteristico
para as curvas de ejegao. Apes o pico, a forge.
pode permanecer constante ou cair bruscamente,
apresentando diferentes perils. Esta segunda fase
pode ainda ser subdividida em duas subpartes de
acordo corn a posicao do comprimido: na primeira
(T2a) o comprimido ainda se encontra totalmente
dentro da matriz e na segunda (T2b) o comprimido
comega a emergir da matriz. (figura 6).

MOREHEAD e RIPPIE (1990) atraves da
avaliagâo da curva forga-tempo puderam
demonstrar que o pico de forga precede o pico de
deslocamento maxim° do pungao superior. Tal
comportamento, atribuido aos materials
viscoeldsticos, a decorrente do relaxamento do
compacto ainda sob forga maxima.

A partir do vac° forga-tempo a possivel
estabelecer o comportamento plastoelastico de
compostos, qualitativa e quantitativamente. 0
comportamento elastic° a caracterizado por urns
curva forga-tempo simetrica (figura 7 curva 1),
enquanto que o comportamento plastic° se
caracteriza por uma curva assimetrica (figura 7
curva 2).

Figura 6. Representacdo grafica de uma das curvas
forca de ejecao-tempo corn respectivo moviment° da
pungao inferior, construfdas por DELACOURTE e
colaboradores (1995). para avaliar a eficiencit, do
lubrificantes.

Figura 7. Curva forca-tempo para materials
e1asticos (curval) e plisticos (curva 2)
(EMSCHERMANN e MULLER, 1981).

0 indite de plastoelastcidade pode ser
determinado pela razao das segOes sob a curva (A
e B). Quando a razao entre as areas B/A tender ao
valor 1, caracteriza urn comportamento elastic°,
enquanto que o comportamento plastico apresenta
valores prOximo a 0 (EMSCHERMANN e
MULLER, 1981).

Segundo STAMM e MATHIS (1976) a
plasticidade de compostos pode ser determinada
atraves de uma curva forga-deslocamento (figura 8
A). A determinagao da area total (ABC)
corresponde a energia gasta no trabalho de
compressao do pe, e pode ser dividida em tr ts
classes (figura 8 B): El: energia necessaria para
promover o empacotamento das particulas apenas
por rearranjo; E2: energia necessaria para
formagao do comprimido; E3; energia decorrente
da recuperagao elastics do compacto.
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Figura 8. Representacio esquemadca da curva forea-deslocamento do puricao superior (VACHON c CHULIA,
1999)

A ptasticidade para o complexo farmacautico
composto 6 calculado pela fOrmula:

Pl
100. E2 

-
E2+ E3

A medida de forca a deslocamento dos
puncães tern demonstrado ser uma ferramenta
valiosa para a arias& dos perils de reducao do
volume de pOs e a forea aplicada. Urn grande
rainier° de equacaes matematicas tern sido
desenvolvidas corn o objetivo de avafiar os
mecanismos de densificagao e consolidacao
envolvidos durante a compressao de materiais
sOlidos. MACLEOD (1983) avaliou e comparou
muitas destas equacaes (tabeta 1).

Quatro equacOes, entre todas relatadas na
literatura farmacautica, recebem especial
destaque: equagao de WALKER; equagao de
KAWAKITA; equagao de HECKEL e a equagao de
COOPER e EATON (gELIK, 1992).

As primeiras avaliagOes sobre o grau de
consolidacão de pOs foram realizadas no campo
da metalurgia. Utilizando materials tais como o
chumbo (para municao), WALKER (1923)
observou uma relagao logaritmica entre a pressao
aplicada (Pa) e o volume relativo (Vi) do
compacto, segundo a fOrmula:

Vr = Cf - K1 . log. Pa

onde C, e K, sao constantes. Os valores
encontrados para K, foram elevados para
materials corn deformacao plastics quando
comparados aos materials que se deformavam por
fragmentacao. Walker relatou a razão C r/K1 pars o
peril( de compactacao de Os a descreveu ainda
valores relativamente altos, quando os materiais
produziam comprimidos f rageis.

A equagao desenvoivida por KAWAKITA
(1956) tambern tern especial importancia no
campo de compactacâo de Os.

C Vi -Vp a.b.Pa

Vi 	 1 + Pa

onde C 6 o grau de reducao do volume, Vi 6 o
volume aparente initial, Vp é o volume ocupado
pelo pO sob a pressao aplicada Pa, e "s' e "6" sac)
constantes que podem ser calculadas do grafico
da pressao aplicada (Pa) dividida pelo grau
reducao de volume (C) em funcao de Pa. A
constante "a" nao tern relacao corn as
caracteristicas do material a ser compactado
enquanto a constante "b", definida como
coeticiente de compressao, esta relacionada corn
a plasticidade do material.

Entretanto, alguns autores demonstraram que
a equagao de Kawakita so e aplicavel a materials
sob a forma be p6 (VAN DER ZWEN e SISKEN,
apud CEL1K, 1992).

Certamente a equagao de HECKEL (1961)
corresponde a equagao mats empregada nos
estudos de compactacao farmacautica, a qual
considera que a reducao dos espacos vazios
(porosidade) obedece uma cinetica de primeira
ordem corn a aplicacao de pressao. A aquae -a° de
Heckel 6 expressa da seguinte forma:

Log = K . Pa + A
1 - D

1

onde 0 corresponde a densidade relativa do
compacto, K e A sac) constantes que podem ser
determinadas graficamente, respectivamente, da
inclinacao e interceptacao da extrapolacao linear a
partir da curva de Heckel (figura 9)
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Tabela 1. Resumo das equacdcs para compactacão de pds, fundamentadas na relacdo entre a press5o aplicada e o
volume do compacto (MACLEOD, 1983) 

No. 	 Equasdes 	 Autores 

In P ' P ' – [CPA
	 ATHY; SHAPIRO; HECKEL; KONOPICKY: SEELING

P, – P c

In P` P ' P ' = KPA

	 BALHAUSEN

P, Pc

In Pi(P,–P,)=KpA

P, ` P, Pc

	
SPENCER

NISHIHARA, NUTTING
In 	 KPA

P,
	us 	 MURRAY

in P '	 Pc + 	 = aPA
P, 	 s.P, – P c

In -E.1-( 1:1 	 PL) –In Ka --(b c)PA
Pc P, – Pi

= I– KPA:
Pc

8 	 pc = KPA 	JAKY

9 	 pc = K(1-PA) 	 JENIKE

10 	 Pc - 13, = KPAY3 	SMITH
11 	 pc- p, = KPA' 	 SHALER

12 	 Pc – p, _ K x aPA 	KAw Aim A

p c 	14- KPA

13 	
Pi(Pc – Pi) 	 KPA

	AKETA

Pc P, – Pi' 	 + KPA

14 	 1„ 	 WALKER; BAL'SHIN: WILLIAMS; HIGUCHI; TERZAGHI
— = –ainrA

Pc

pc -A=K+a/nP,,,
1
—=K–a PA
Pc

17
= K –a ln (PA – b)

Pc
18

Pc – P, (  PA )– KPA p, +a
Pc 	 PA + b

19
P` 	 P' =1n(KPA + b)

P c

MOGAM I

TANIMOTO

RIESCHEL

p, = densidade bruta do material; A= densidade aparente; pc = densidade sob pressao PA ; K, a, b e c s8o constantes

2

3

4

5

6

7

COOPER e EATON

UMEYA

15
16

GURNHAM
JONES
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Pressio de compactagad

Figura 9. Representacao gr, ifica da curva de
HECKEL (Da = densidade relativa, Do = densidade
rclativa quando P = 0) (CELIK, 1992).

Posteriormente Heckel propOs a relagao entre
a constante Ke a resistdncia Ydo material:

3Y

HERSEY e REES (1970) relacionaram a
constante K com a pressao aplicada:

K=
Py

A partir de entao, K é inversamente
relacionada corn a capacidade do material de se
deformar plasticamente sob uma determinada
pressao.

A constante A é fungao do volume inicial do
compacto e pode ser relacionada a densificagao
durante o enchimento da matriz e corn o rearranjo
particular anterior a formagao de ligagOes
interparticulares (CELIK, 1992; NYSTROM at a!.,
1993).

Utilizando a funcao pressao-porosidade
(porosidade = 1-D), onde Canto as fases de
compressao quanto de descompressao sao
analisadas (figura 10), é possivel classificar os
complexos farmacauticos de acordo corn o
principal mecanismo de redugao do volume.
Durante a fase I, quando a pressao aplicada
relativamente baixa, a redugao na porosidade
pode ser aumentada por fragmentagao de
particulas. A altas pressOes (fase II), deformagOes
elasticas e/ou pldsticas sâo os mecanismos
principals. Nesta lase, baixos valores para Py
indicam urn alto indica de deformagao plastica.
Durante a descompressao (fase Ill), propriedades
elasticas das particulas podem resultar num
aumento da porosidade. A curva de
descompressao deve apresentar-se
aproximadamente horizontal quando o
componente de deformagâo eldstica estä
presente. Aida' da elucidacao do comportamento
elastic°, a fase III tambern avalia a contribuigao da
deformagao eldstica durante a fase II. Outra forma
de examinar a fase III pode ser atravds da
diferenga de tempo em que ocorre o maxim° de
compressao e o minimo de porosidade. Este
comportamento é denominado de reflexao da
deformagao plästica, ou seja, o fluxo plastic° nao
encerra ao mdximo de carga, mas continua por urn
periodo quando a press -do é encerrada
(NYSTROM eta!., 1993).

COOPER e EATON (1962) elaboraram uma
equacao relacionada a consolidagao por
fragmentagão, definida como a diminuigao dos
espagos vazios em relagao aos espacos originais,
atraves de pressao para compactacdo de
determinados Os:

-k3 -k4
Vi -Vp C3 Pa)

 + c;;)
Vi-Vt 4

e

-E"

Pressao de compactacao

Figura 10. Representacdo gafica do ciclo de
compressdo utilizando a funcdo de HECICEL,
separada em tres fases para ser utilizada na avaliacdo
do mecanismo de redugao de volume envoi vido na
compactacdo de p6s (NYSTROM et al., 1993).

onde C3, C4, 1(3 e K, sac, constantes; Vie o volume
inicial; Vp o volume real por aproximagao, Vt
volume final e Pa a pressao aplicada. Os dois
termos no lado direito da equagao estao
relacionados corn a capacidade de deslizamento
das particulas nos primeiros estagios de
compactagdo e corn a subseqiiente deformagao
eldstica. Esses achados reforgam a proposigao de
que produgao de forge em compostos de metals
pulverizados esta relacionada corn a porgdo linear
do grafico de Heckel.

A influOncia do tempo de aplicagao de forga
(tempo de contato) sobre o comportamento de
deformagao de materials ja e bem conhecido e
amplamente relatado na literatura (DAVID e
AUGBURGUER, 1977; JONES, 1977; VOGEL e
SCHMIDT, 1993; YLIRUUSI e ANTIKAINEN,
1997). A resistência mecanica de comprimidos
aumenta corn o aumento do tempo de contato da
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forca. Tal tenOmeno esta intimamente relacionado
a diminuicao da porosidade dos comprimidos ao
passo que o tempo de contato a prolongado.

0 metodo mais comum para avaliar a dureza
de comprimidos a atraves da mensuracao da forca
necessaria para quebrar o comprimido em urn
teste de pressao radial. A dureza radial (Tensile
Strength - TS) dos comprimidos pode ser
calculado pela fOrmula (FELL e NEWTON, 1970;
cELIK e DRISCOLL, 1993; OKOR et al., 1998):

TS =  2F
:r. D. H

Onde: F 6 a forca aplicada; D = d'art -let° do
comprimido e H altura do comprimido.

HIESTAND 	 e 	 colaboradores 	 (1977)
propuseram o indite de ruptura (Brittle Fracture
Index - BR) para comprimidos. Este indite
capaz de mensurar a tendencia de laminacao ou
descabecamento dos comprimidos durante a
ejecao das camaras de compressào, e e calculado
pela seguinte expressao:

BFI = 0,5. ( 	 T )
To -1

Onde: To e T sac) a dureza do comprimido obtida
corn e sem urn orificio central.

0 orificio central 6 urn modelo
experimental, corn o qual pode-se simular espacos
vazios nos compactos verdadeiros. Comprimidos
que apresentam BR �, 0,5 apresentam alta
tendéncia a laminacao e descabecamento (OKOR
et al., 1998).

ROBERTS e ROWE (1985) avaliaram a
sensibilidade de sistemas particulados a variacOes
da velocidade de deformacao (Strain Rate
Sensitivity - SRS) a partir dos valores da pressào
produzida a baixa velocidade (Pyl) e a velocidade
elevada (Py2) de compressao:

SRS = 
Py2 - Pyl 

x100
Py1

Por sofrerem menor influéncia do tempo de
contato da forca, substancias que se deformam
por fragmentacao apresentam valores de SRS
pr6ximos a zero, enquanto que substâncias que
possuem deformacao plastica apresentam valores
elevados para SRS (DOELKER, 1993).

Alem da importância do mecanisrio de
reducao de volume (deformacOes elasticas e/ou
plasticas e fragmentagao), doffs fatores podem ser
considerados como primaries para
compactabilidade de pOs (KAREHI _L e
NYSTROM, apud NYSTROM et a/. o
principal mecanismo de ligacao interparticular e a
area onde estas ligacäes sao ativas. 0 terno area
de superficie de ligacao e f reqUentemente definido
como a area de superficie que efetivamen e toma
parte na atracao interparticular. Desta forma, a
area de superficie de tigacao e funcao de varios
fatores secunderios. Por sua complexidade de
determinacao, os fatores secundarios (tabela 2)
tem sido relacionados as caracteristicas do
comprimido, ao inves da area de superficie de
ligacào.

Os mecanismos gerais de ligacao entre
particulas foi classificada por RUMPF (1958 apud
NYSTROM et al. 1993) em cinco tipos (fig _Ira 11):
ponies sOlidas (fusao partial (1), cristalizacao (2) e
aglutinantes (3)), capilaridade e tensao superficial
(4), atracao entre particulas sdlidas (molecalares e
forcas eletrostaticas) (5).

(4)
Figura 11. Representacdo grgica dos principais
mccanismos do interacno particular (NYSTROM et at.

1993).
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Tabela 2. Fatores que influenciam a area de superficie  das particulas no comprimido e a area de superficie de
ligacao (NYSTROM et al., 1993) 

Area de superficie da particula comprimida
Antes da compactagdo 	 Depois da

combactagdo
Tamanho de particula Tamanho de particula Tamanho de particula
Forma da particula 	 Forma da particula 	 Forma da particula

Fragmentagao 	 Fragmentagdo
Deformacdo Plastica
Deformaedo Elastica

Area de superficie de ligagdo 
Durante compactagdo 	 Apds

compactaedo
Tamanho de particula
Forma da particula
Fragmentaedo
Deformagdo Plastica
Deformagdo Elästica
Recuper. Elastica
Propriedade de Atrito
Force de ligagdo

Durante a compactaedo de pas, alguns
fatores tem importante infludncia, seja durante as
etapas envolvidas nas fases de fabricagdo de
comprimidos, seja sobre o produto final,
especialmente no que trata da resistancia
mecanica dos comprimidos e em menor escala, da
sua velocidade de dissoluedo. Tais fatores podem
ser agrupados em trés categories:
1 - Fatores relacionados aos materials (pOs):
polimorfismo; tamanho e forma de particulas;
2 - Fatores relacionados as condigOes de
fabricaedo: dimensdo e forma dos comprimidos;
velocidade de compressào;
3 - Fatores relacionados a presenea de
adjuvantes: diluentes; desagregantes;
aglutinantes; lubrificantes.

Por polimorfismo se compreende a existancia
ndo somente de värios estados cristalinos de urn
mesmo composto quimico (polimorfismo
verdadeiro), mais tambärn de seus solvatos
(pseudopolimorfismo) a seu estado amorfo. As
difercntes variedades de polimorfismo podem ser
decorrentes de variaeOes nos pardmetros de
compactaedo, fazendo corn que os comprimidos
apresentem resistência mecdnica a velocidade de
dissotuedo que podem variar consideravelmente.
De forma geral, materials que apresentam estado
amorfo ou cristalino instavel apresentam
deformagdo pldstica produzindo comprimidos mais
resistentes e que se dissolvem corn major
velocidade (TULADHAR, at al., 1983; DOELKER,
1997).

Particulas que apresentam tamanhos
reduzidos proporcionam comprimidos corn
resistancia superior. Tal comportamento se deve a
grande superficie de contato das mesmas.
Entretanto, o efeito a mais pronunciado em
materials frageis, onde a fragmentagdo reduz a
influancia inicial do tamanho de particula (figura
12).

	100 	 200	 300	 400	 500

Tamanho mddio de particula (um)

Figura 12. Resisténcia mecanica-tamanho medio do
particula para difercntes fracoes de fosfato de calcio
dibasic° (Bekapress® D2) (SCHMIDT. 1998).

Foram, abaixo de urn determinado tamanho o
material rid° pode mais se fragmentar, contudo ha
comportamento de deformaedo plastica. Particulas
muito finas sdo mais suscetiveis a adsorsào e/ou
ao aprisionamento de ar, podendo favorecer o
fenOmeno de clivagem e descabegamento do
comprimido. Problemas de fluxo tambern estdo
relacionados corn as particulas que apresentam
tamanhos muito reduzidos. A pressdo necessaria
aplicada é menor corn particulas mais finas •
(DOELKER, 1997; SCHMIDT, 1998).

A obtencäo de comprimidos, corn os
equipamentos atualmente disponiveis, requer que
o material a comprimir possua caracterfsticas
ffsicas e mecanicas especificas: capacidade de
fluir livremente, coesividade e lubrificaedo. A
maioria das substancias nao possuem todas estas
propriedades, sendo necessaria a adiedo de uma
sêrie de adjuvantes, que podem ser classificados
de acordo corn a tuned° que exercem no
comprimido. Desta forma, urn primeiro grupo é
constituido por materials que tern o objetivo de
proporcionar a formulaedo caracterfsticas
adequadas pars manipulagdo a compressdo
satisfatOrias, tais como o fluxo e a coesividade.
Neste grupo se enquadram os diluentes,
aglutinantes,. deslizantes a lubrificantes. Num
segundo grupo de substancias, que tern como fim
conferir caracterfsticas fisicas a biofarmacduticas
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desejaveis ao comprimido, encontram-se os
desagregantes, umectantes e estabilizantes
(VOIGT, 1993; LE HIR, 1995; VILA JATO, 1997).

Diluentes:
Dentre os diluentes mais empregados

destaca-se a lactose. Facilmente soltavel em agua,
sabor agraddvel, baixa capacidade de absorver
agua e boas caracteristicas de compressao, a
lactose apresenta como desvantagem seu prego e
sua baixa propriedade de fluxo. Quimicamente a
lactose 6 constituida de uma unidade de galactose
e uma unidade de glicose, e existe em duas
formas isomericas: a- e (3-lactose. A diferenga
entre as duas formas a decorrente da temperatura
de cristalizagao. A (3-lactose sOlida so
encontrada na forma anidra e nao higroscOpica. A
a-lactose a obtida na forma monoidratada mas
pode, atraves de dessecagâo ou desidratagao
termica, se converter em cristais de lactose
amorfa. Porem a absorgao de umidade
atmosferica proporciona a transformacao da
lactose amorfa em lactose cristalina. E possfvel
ainda, corn tratamento termico empregando
temperaturas entre 100 °C e 130 °C, a obtengao
de urn produto muito higroscOpico denominado de
a-lactose anidra instavel. Utilizando temperaturas
acima de 130 °C a obtido urn produto nao
higrosc6pico denominado a-lactose anidra estavel,
A a-lactose monohidratada a usualmente
empregada como diluente na preparagao de
comprimidos que envolve o processo de
granulagâo Omida. Algumas fragOes contendo
particulas finas de cristais de lactose
monohidratada sac mais utilizadas para
compressao direta. As fragOes que contern
particulas de a-lactose monohidratada de major
diametro possuem boas propriedades de fluxo,
porem pobre capacidade aglutinante. A a-lactose
anidra obtida pela desidratagão termica da fragao
cristalina de a-lactose monohidratada, apresenta
urn aumento significante em sua capacidade
aglutinante sem promover alteragao nas
propriedades de fluxo do produto original. Os
produtos comercializados conhecidos como
lactose anidra, possui aproximadamente 80 % de
(3-lactose (anidra) e em torno de 20 % de a-lactose
anidra. Estes produtos sao normalmente obtidos
em tOneis de secagem e exibem boa capacidade
aglutinante mas baixa fluidez. Outra forma de
obtengao de lactose 6 atraves da secagem por
aspersao (spray-drier). Este processo resutta num
produto constitufdo por cristais de a-lactose
monoidratada, unida por lactose amorfa. Lactose
seca por aspersao e o adjuvante mais
recomendado para compressao direta, possuindo
boas caracteristicas de fluxo e aglutinagäo (VAN
KAMP at a!., 1988; LERK, 1993; WICKBERG e
ALDERBORN, 1993; BOLHUIS e ZUURMAN,
1995; SHESKEY, et al., 1995; VILA JATO, 1997;
SCHMIDT, 19982).

0 amido a seus derivados, compreendem os
diluentes insolOveis mais utilizados devido a seu
baixo custo e par suas propriedades
desagregantes, adsorventes a aglutinantes. Sua
major desvantagem 6 a elevada umidade residual
(11-18 %), favorecendo a absorgao de umidade
atmosferica. Atualmente se recorre ao emprego de
amido de milho a certos derivados do mesmo,
modificados por tratamento ffsicos ou quirnicos,
corn o intuit° de melhorar caracteristicas, como a
compressibilidade, capacidade de desagregagao e
fluxo (Sta-Rx 1500', Cellutab' , Primojer ). Este:
tem sido apficados na compressao direte
(ARMSTRONG e PALFREY, 1988; PROFLITICH
1990; NYSTROM eta!, 1993).

A celulose microcristalina (MCC) e uma
celulose parcialmente despolimerizada po
hidrólise em meio acid° apOs tratamento mecanico
da a-celulose. A MCC e muito usada como
diluente pars compressao direta devido a suit
suscetibilidade a formagao de compactos qua
mantem sua plasticidade. Tal comportamento
deve a prOpria natureza das moleculas
favorece a formagao de ponies de hidrogénio.
caracteristica nao fibrosa, associada as boas
propriedades de escoamento e a elevada area
superficial, proporcionam poder aglutinante e bca
caracteristica de fluxo a MCC. Deste forma,
quando as substâncias ativas nao excedem a
proporgao de 20 % da formulagao, os comprimidos
podem ser obtidos sem emprego de lubrificantes.
Diversos 	 produtos 	 contendo 	 celulose
microcristalina sao comercializados como
excipientes pars compressao, entre ales i>e
destacam a Avicel' PH (101; 102; 102; 105; 112;
200); Emcocer e Microcer MC (101; 1C2)
(DOELKER et a!., 1987; DOELKER at ak, 1965;
LIMA NETO e PETROVICK, 1997a).

Alguns sais inorganicos tambem sao
empregados como diluentes, destacando-se o
fosfato de calcio, insoltivel em agua, corn bcas
propriedades de fluxo a manor capacidade de
absorver agua que a lactose. Uma variedade
deste sal 6 o Emcompress', qua contern entre :5 e
20 % de outros compostos (amido, estearato de
magnesia, celulose microcristatina e Primojer),
cam os quais se consegue methorar suas
caracteristicas de compactagao e desagregaqao
(ARMSTRONG e PALFREY, 1988).

LIN e PECK (1996) avaliaram a possibilidade
da utilizacão do talco como diluente. Devido a tua
baixa densidade e baixa granulometria, a adi -Qao
em grande quantidade proporcionaria urn
comprimido friavel a inaceitavel. Poram,
empregando aglomerados de talco obtidos por
diferentes processos, os autores obtive -am
resultados satisfatOrios quanta ao emprego de
aglomerados de talco como diluente.

Aolutinantes:
As substancias que atuam como adesivas ou

coesivas entre as particulas de materials
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pulvdreos submetidos a aglomeragao para formar
granulos, recebem o nome de aglutinantes. Estes
promovem o aumento da resistência a fratura e
diminuem a friabilidade do comprimido.
Normalmente sao constituidos de macromoldculas
de cadeia longa que, em forma de dispersao
deixam, apOs evaporacao do solvente, uma
pelicula de grande poder adesiyo que favorece a
agregacao de partfculas. Atualmente os
aglutinantes mais utilizados sao de origem
sintatica, entre os quaffs destacam-se a
polivinilpirrolidona e diferentes derivados da
celulose (metilcel u lose, etilcelu lose, carboxi-
metilcelulose sOdica e hidroxipropilmetilcelulose)
(PESONEN et aL, 1992; VOIGT, 1993; LE HIR,
1995; SHESKEY, et al., 1995; LIMA NETO e
PETROVICK, 1997a; VILA JATO, 1997).

Desaciregantes:
Os desintegrantes sao adicionados

formulaeao corn o intuito de promover e acelerar a
desintegracao do comprimido quando em contato
corn meios de natureza aquosa ou sucos
digestivos. 0 objetivo principal é provocar a rapida
desagregaeäo do comprimido, bem como
aumentar a area superficial dos fragmentos do
mesmo, corn a finalidade de obter uma rapida
liberacao do farmaco (SCHMIDT e ZESSIN, 1997).
O processo de. desintegracao consiste na ruptura
das uniOes formadas durante a compressao, tail
como forga de Van der Walls, uniOes capilares,
pontes de hidrogénio, uniOes de fusao ou
dissolueao parcial de superficies corn posterior
recristalizacao, etc. 0 processo de desagregagao
do comprimido esta condicionada,
fundamentalmente, a solubilidade do tarmac°, a
forea de compressao aplicada, a porosidade do
comprimido, e ao tipo e proporcao de
desagregante adicionado a formulacao (VOIGT,
1993; LE HIR, 1995; VILA JATO, 1997; SCHMIDT
e ZESSIN, 1997):

Os desagregantes utilizados nos comprimidos
podem atuar por diferentes mecanismos:
1 - Aumentando o volume ao entrar em contato
corn liquidos aquosos, o que favorece a separacao
das partfculas constituintes do comprimido,
incrementando a superficie especifica e, em
consecifiéricia, a velocidade de dissolucao; 2 -
Dissolvendo-se em agua e formando canalfculos
ou capilares no comprimido, facilitando a
penetracao de fluidos e proporcionando a
desintegraeao; 3 - Reagindo corn a agua e
proporcionando a formacao de urn gas,
geralmente o di6xido de carbono (DALLA COSTA,
1990; VOIGT, 1993; FAROONGSARNG e PECK,
1994; LE HIR, 1995; LIMA NETO, 1996; LIMA
NETO e PETROVICK, 1997b; SCHMIDT e
ZESSIN, 1997; VILA JATO, 1997).

Entre os desagregantes que atuam pelo
primeiro mecanismo encontram-se o amido e seus
derivados, o mais antigo e ainda hoje utilizado
devido a sua boa propriedade de desintegracao e
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baixo custo. Entretanto a baixa compressibilidade
associada a grande quantidade utilizada, entre 2 e
10 % do peso total, entraquecem a estrutura do
comprimido. Ja os desintegrantes modernos,
apresentam grande poder desintegrante em
pequenas proporcifies (entre 0,5 - 5 %) e, por esta
razao, sao denominados de super-desintegrantes.
Nests classe encontram-se o glicolato de amido
sOdico (Explotab', Primojel '), a carboxi-
metilcelulose sOdica reticulada (Croscarmelose
sOdica; Ac-Di-Sol') e a polivinilpirrolidona
reticulada (Kollidon' CL; Kollidon CL-M;
Crospovidone - M). Os princfpios de obtencao e
mecanismo de acao sao semelhantes para todos
super desintegrantes (BUHLER,1996). Atravas do
balango entre a insolubilidade proporcionada pela
formaeao de ligacOes cruzadas e a solubilidade
oriunda de substituintes hidrofflicos, é possfvel
obter urn composto insol6vel corn alta capacidade
de intumescimento decorrente da hidrofilidade dos
substituintes. A croscamelose sOdica, por
exemplo, apresenta urn aumento de quase 200 %
em seu tamanho quando em contato corn a agua,
sem se dissolver (FAROONGSARNG e PECK,
1991; FAROONGSARNG e PECK, 1994; LIMA
NETO e PETROVICK, 1997b; SCHMIDT, 1998).
Entre os desagregantes que atuam por acac
capilar destacam-se substancias marcadamente
sol6veis como cloreto de sOdio e lactose,
utilizados corn menor freqiiência que os
anteriores. 0 terceiro grupo de desagregantes é
composto pelas substancias que, quando em
contato corn a agua, formam urn gas. Este gds é
produzido pela reaeao de urn bicarbonato em meio
aquoso, corn um acido organic° como o citric() e o
tartaric°. As misturas dcido-base sao incorporadas
ao comprimido em urn proporcao de 10 %, que
produz uma efervescancia suficiente para
provocar a desagregacao (VOIGT, 1993;
FAROONGSARNG e PECK, 1994; LE HIR, 1995;
SCHMIDT e ZESSIN, 1997; VILA JATO, 1997).

Lubrificantes:
Durante as diferentes etapas do processo de

compressao podem ocorrer problemas de friceao
de diversas naturezas. Friccao entre os granulos
ou partfculas no alimentador, fazendo corn que o
material apresente flux° deficiente, f riccao da
superficie do comprimido corn os puncOes e/ou
corn a parede da matriz. Para evitar os problemas
derivados da friceao granulo-granulo ou granulo-
metal, sao utilizados os lubrificantes ou agentes
antifriccao que, de acordo corn a funcao que
exercem, podem ser classificados em deslizantes
(favorecem o fluxo pela diminuieao da friccao entre
oranulos); antiaderentes (evitam a ader8ncia dos
granulos a matriz ou aos punc -Oes) e lubrificantes
propriamente ditos (reduzem a friceao entre as
partfculas durante a compressao, assegurando
melhor transmissao da forca de compressao
atraves da massa do p6 ou granulado, reduzindo
as foreas de reacan que aparecem nas paredes da
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matriz) (LERK e SUCKER, 1988; VILA JATO,
1997). Entretanto, os lubrificantes podem
apresentar as tits propriedades simultaneamente,
porem, nao exercem corn a mesma eficiéncia as
tr8s funceies citadas.

Os agentes deslizantes atuam por
interposigOo entre as particulas do granulado e
tormacâo de uma camada protetora que reduz a
friccäo interparticular e a tenciência a ades80. 0
preenchimento da superficie rugosa dos granulos,
uniformiza a superficie, facilitando o enchimento
homogèneo da matriz. 0 amido e o talco tern sido
tradicionalmente os desfizantes mais empregados.
Atualmente os derivados de silicio, finamente
divididos, sao empregados corn dxito como
indutores de fluxo, corn a vantagem de serem
efetivos a proporgOes muito mais baixas que os
anteriores. 0 talco e o amido de milho, ben como
os derivados de silicio (Aerosil', Cab-0-sil" ou
Syloid' ), apresentam boas propriedades
antiaderentes, evitando a aderência do material a
matriz e aos puncOes.

O estearato de magnesio e o lubrificante
hidrotObico mais freqUentemente empregado na
fabricacao de comprimidos, em parte devido a sua
tenciéncia de migrar, durante o processo de
compressao, ate a interface corn a parede da
matriz, alcancando elevadas concentrz,c5es na
superficie do comprimido. Devido a sua natureza
hidrotObica e sua predisposicão a recobrir as
particulas, os lubrificantes propriamente ditos,
podem dificuftar a penetragOo da agua no
comprimido retardando o tempo de desintegrac8o,
diminuindo a velocidade de dissolucrao e
condicionando a biodisponibilidade do tarmac°.
Por outro lado, pode ocorrer uma reducâo nas
forcas de ligacdo interparticulares, diminuindo a
consistancia do comprimido. Esta tern sido urns
das principals razOes para o grande mirnero de
estudos avaliando a infiancia de lubrificantes
hidrofdbicos durante a compressao
(JOHANSSON, 1986; BAICHWALL e
AUGSBURGUER, 1988; MARWAHA e
RUBINSTEIN, 1988; LEINONEN et al., 1992;
MARQUEZ et al., 1992; DELACOURTE of aL,
1993; DELACOURTE et aL, 1995). Quando se
deseja urns completa dissolucdo em agua dos
comprimidos (comprimidos hipodermicos e
efervescentes), recorre-se ao emprego de
lubrificantes solOveis tais como os sais organicos
de sddio (acetato, benzoato e oleato) em
proporcOes elevadas (> 4%), os poligdis de alto
peso molecular (Carbowaxe 4000 e 6000), DL-
leucina e alguns agentes tensioativos do tipo
alquilsulfonados, como o laurilsulfato de sOdio
(DALLA COSTA, 1990; VILA JATO, 1997). 0 talco
apresenta boas caracteristicas deslizantes e
antiaderente, entretanto, a propriedade lubrificante

pobre. Tambern possui efeito abrasivo, a menos
que se apresente finamente pulverizado (LERCK e
SUCKER, 1988).

Atualmente, o emprego de adjuvantes
multifuncionais tern representado uma alternativa
relevante no desenvolvimento de comprimidos
atraves da compressao direta. Isto se deve a
possibilidade de combinacao de diversas
propriedades (diluente, aglutinante, deslizante,
desagregante, corn born fluxo) em urn &no°
adjuvante. A principal vantagem destes produtos
estd na homogeneidade lote-a-lote e na reduzida
possibilidade de interacao entre cada ingrediente
da formulac8o, o que proporciona urn, grande
incremento na transparência do processo. 0
Ludipress' e urn exemplo de adjuvante
multifuncional comercializado desde 1985
constitufdo por a-lactose monoidratada (93 % -
diluente), Kollidon' 30 (3,5 % - aglutinante) e
Kollidon' CL (3,5% - desintegrante) (SCHMIDT e
RUBENSDORFER, 1994ab).
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Neste trabalho foram obtidos comprimidos contendo alta concentrac& de extrato

seco por aspers& de Maytenus ilicifolia. Os comprimidos foram preparados por

compress& direta em maquina alternativa, empregando celulose microcristalina

(material de enchimento/aglutinante), di6xido de silicio coloidal

(deslizante/absorvente de umidade) e estearato de magnèsio (antiaderente) corm

adjuvantes. A influbncia da forga (3 a 17 kN) e da velocidade de compress& (18 a

32 rpm) sobre as propriedades de dureza, tempo de desintegrac& e friabilidade dos

comprimidos foi avaliada atravas de um Desenho Composto Central. 0 aumento da

force de compress& proporcionou aumento da dureza e reducâo da friabilidade dos

comprimidos. Para estes parámetros nao houve influencia da velocidade de

compressão. A forca de compress& foi o fator predominante sobre o tempo de

desintegrac5o. 0 aumento da velocidade de compress& tambem causou reducelo

no tempo de desintegracâo dos comprimidos.

Unitermos: Maytenus ilicifolia; Extratos vegetais secos; Compressâo; Compress&

direta; Desenho Composto Central; Fitomedicamentos
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INTRODUCAO

Os produtos de origem vegetal secos por aspersao podem ser utilizados

como produtos intermediarios na obtengão de diferentes formes farmacéuticas

(Gaudy, Puech, Jacob, 1991; Gonzalez Ortega, Schmidt, 1995; De Paula et al.,

1998; De Souza et al., 2000; Linden et al., 2000; De Souza et al., 2001). Entretanto,

seu emprego no desenvolvimento e na producao de comprimidos tern se

apresentado como uma tarefa complexa. Muitos destes extratos nao apresentam as

propriedades satisfatOrias de reologia e de compressibilidade, que permitam o

processo de manufatura. Tais dificuldades se acentuam, uma vez que em

formulagOes contendo extratos vegetais, freqUentemente, sdo necessarias

proporcOes elevadas deste componente ativo. Isto ocorre porque as substancias

ativas encontram-se diluidas corn outras substancias co-extraidas (Palma, Manzo,

Allemandi, 1999; Rocksloh et al., 1999).

Alain das propriedades relacionadas aos componentes da formulagäo do

comprimido, o processo de compressao propriamente dito apresenta algumas

variaveis capazes de causar modificagOes importantes sobre as propriedades dos

comprimidos. Alguns autores demonstraram que o tempo de aplicagão de forga pode

afetar a dureza dos comprimidos obtidos (Roberts e Rowe, 1985). Tal fen6meno

ganha importancia, especialmente, na passagem de escala de produgäo ou no

emprego de maquinas de comprimir rotativas, as quais operam em maiores

velocidades que as altemativas .
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0 objetivo deste trabaiho foi avaliar a influéricia da forga e da velocidade de

compressäo sobre as propriedades de dureza, desintegracao e friabilidade de

comprimidos contendo alto teor de produto seco por aspersão de Maytenus ilicifolia.

MATERIALS E METODOS

MATERIALS

Adjuvantes

Celulose microcristalina (Avicel® PH 101, FMC); estearato de magnesio

(Barlocher); dkixido de silicio coloidal (Aerosil ® 200, Degussa). Os adjuvantes foram

utilizados como recebidos.

Extrato vegetal seco

A secagem do extrato de Maytenus ilicifolia foi realizada por aspersào como

descrito anteriormente por Petrovick e Carlini (2000).

METODOS

Mistura

0 produto seco de Maytenus ilicifolia e a celulose microcristalina foram

misturados na proporgdo ponderal 3,5:1 em misturador tipo Turbula modelo T2C
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(Willy A. Bachofen) por 10 minutos. Em seguida foram adicionados a mistura obtida

o diOxido de silicio coloidal (2,2 %) e o estearato de magnósio (1,0 %) e misturados

por mais 5 minutos.

Compressão

Os comprimidos foram obtidos atraves da pesagem individual de 250 mg da

mistura, transferidos diretamente para maquina de comprimir alternativa Korsch

modelo EK O. Como ferramentas de compressão foram utilizados puncties corn

superficie plana e lisa, de diametro de 10 mm e respectiva matriz. 0 pungâo superior

foi instrumentado corn quatro fitas de alongamento modelo 3/120 LY 11 (HBM) para

medida da for-9a de compressao. Como ponte de freqUencia foi empregado

amplificador HBM tipo K52 corn dispositivo KWD 523D (HBM). Os dados foram

apropriados em computador corn auxilio do programa Messefix ® v. 2.3 (Dr. R.

Herzog, Tibingen, Alemanha).

Dureza

A resisténcia radial dos comprimidos foi determinada utilizando durtmetro

Erweka modelo TBH-30. Os dados representam a media de seis determinaccies.
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Tempo de desintegragdo

A desintegragão dos comprimidos foi analisada utilizando aparelho PharmTest

modelo PTZ - 1, de acordo corn o procedimento descrito na Farmacopêia Brasileira

IV (1988), sem discos. 0 meio de desintegragdo foi dgua destilada, a 37 °C.

Friabilidade

A friabilidade foi avaliada em friabilOrnetro tipo roche, a 25 r.p.m. Para tanto,

20 comprimidos foram pesados e, apds 5 minutos de rotacao, os finos foram

removidos e o percentual de peso perdido calculado.

Desenho experimental e andlise estatistica

Urn desenho fatorial do tipo 22 sem replicacifies foi adicionado de cinco pontos

centrals e quatro pontos axiais ou estrelas (figura 1), transforrnando-o num Desenho

Composto Central (Myers, Montgomery, 1995).

164



Capitulo IV - Produgão e otimizagao de comprimidos contendo PSA granulad

-1,414;0 	 +1,414;0

Figura 1. Representagâo esquemâtica do Desenho Composto Central

As variâveis independentes do desenho experimental foram a forga de

compressão e a velocidade da mdquina comprimir. As varidveis dependentes foram

a dureza, o tempo de desintegrag.do e a friabilidade dos comprimidos obtidos. Para

comparar o efeito das diferentes variâveis, os valores dos niveis do desenho

experimental foram codificados (tabela 2).
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Tabela 2. Matriz experimental do Desenho Composto Central corn as varieveis

naturals e codificadas

Experimento

Variaveis codificadas

velocidade 	 forca

Vanaveis naturals

velocidade (rpm) 	 forga (kN)

1 -1 -1 20 5

2 -1 +1 20 15

3 +1 -1 30 5

4 +1 +1 30 15

5 0 0 25 10

6 0 0 25 10

7 0 0 25 10

8 0 0 25 10

9 0 0 25 10

10 - 1,414 0 17,93* 10

11 0 - 1,414 25 2,93*

12 + 1,414 0 32,07* 10

13 0 + 1,414 25 17,07*

* Em virtude de limitagao têcnica, os valores dos pontos estrela foram arredondados.

Para determinar a relacao entre as vari6vers independentes e as vari6veis

dependentes, urn modelo maternâtico de segunda ordem foi testado. A equagbo

geral proposta é dada abaixo:

Y = ao + Bix + 132y + 1312x.y + Bil(x)2 + B22(y)2
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onde: Y corresponde, segundo o caso, a resposta de dureza, tempo de

desintegragâo ou friabilidade, e ao .. 122 aos coeficientes da regressão.

A equagão quadrática foi ajustada pelo metodo dos minimos quadrados corn

auxilio do programa SigmaStat® versdo 1.0 (Jandel Scientific) (Linden et al., 2000). A

validagdo do modelo foi realizada atraves de ANOVA corn auxilio do programa

Excel® 7.0 (Microsoft), respeitando os critèrios propostos por Wherld (1990) (tabela

3).

Tabela 3. Critórios adotados para validagâo dos modelos matematicos (Wherle,

1990)

ANOVA 	 r2 	 Falta de ajuste 	 Validagdo

P < 0,05 	 r2 > 0,9	 sim

P < 0,05 	 0,8 < r2 < 0,9 	 P > 0,05 	 sim

P < 0,05 	 0,8 < r2 < 0,9 	 P < 0,05 	 nâo

P < 0,05 	 r2 < 0,8 	 não

P < 0,05 	 - 	 rib:,

Para obtengâo das superficies de respostas e dos gràficos de isorrespostas,

foi utilizado o programa SigmaPlot® versa° 4.0 (Jandel Scientific).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a dureza, tempo de desintegragão e friabilidade do

Desenho Composto Central encontram-se sumarizadas na tabela 4.

Tabela 4. Resultados para dureza, tempo de desintegracâo e friabilidade dos

comprimidos obtidos

Experimento

velocidade

(rpm)

forca

(kN)

dureza

(N)

desintegracâo

(min)

friabilidade

(%, m/m)

1 20 5 59,8 20,83 1,17

2 20 15 209,0 34,18 0,12

3 30 5 57,2 20,28 1,61

4 30 15 209,4 26,77 0,10

5 25 10 148,2 28,83 0,26

6 25 10 155,0 25,80 0,32

7 25 10 157,2 29,32 0,27

8 25 10 159,4 28,00 0,26

9 25 10 159,0 27,7 0,36

10 18 10 163,6 28,82 0,20

11 25 3 22,0 16,25 5,65

12 32 10 152,2 24,50 0,20

13 25 17 230,6 29,67 0,13
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Dureza

Os dados de dureza (D) foram ajustados atravès de regressáo linear

empregando a equacâo geral. 0 modelo matemdtico que descreve o comportamento

da variâvel estudada foi o seguinte:

D = -67,7375 + 1,184417V + 27,91165F + 0,030027VF - 0,03887(V) 2 - 0,68382(F)2

onde: V = velocidade da màquina, F = forga de compressao e VF = interacao entre

os fatores V e F.

A analise estatistica para resposta de dureza estdo contidos na tabela 5

(ANOVA) e na tabela 6 (teste-t para os coeficientes da equagOo). 0 coeficiente de

regressäo mUltipla calculado r2 demonstrou que cerca de 99 % da varidncia

experimental pode ser explicada pelo modelo de segunda ordem proposto (r 2 =

0,9951). Em virtude da replicaccio do ponto central (cinco replicacties), a soma dos

quadrados total Ode ser particionada em dois outros componentes, soma dos

quadrados do residuo ou erro puro e soma dos quadrados da regressâo ou falta de

ajuste. 0 teste de falta de ajuste avalia a adequacâo do modelo matemdtico ao

fentimeno em estudo. Com urn resultado nOo significante para estes testes, pode ser

assumido que a variacdo estO associada a erros aleatOrios. Isto implica que o

modelo quadrOtico testado foi adequado para explicar o comportamento de dureza

dos comprimidos em funcâo da forga de compressão aplicada e da velocidade da

maquina de comprimir.
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Tabela 5. An6lise da variância e coeficiente de correlacgio multipla para a equagão

que descreve o comportamento de dureza.

Fonte SQ gI MQ Fbalc Ftab

Regressào 46493,3 5 9298,66 278,13 3,97

Residuo 234,0 7 33,43

Falta de ajuste 150,47 3 50,16 2,40 6,59

Erro puro 83,55 4 20,89 -

Total 46727,4 12 3893,95

r2 0,995 - -

Tabela 6. Teste-t para os coeficientes do modelo quadr6tico que descreve o

comportamento de dureza.

Termo Coeficiente Erro padrdo

1 -67,74 63,71
*OM

1,063

Velocidade 1,184 4,614 0,257

Forga 27,91 3,419 8,163*

Interagâo 0,03003 0,1156 0,259

(Velocidade)2 -0,03887 0,08896 0,437

(Forga)2 -0,5998 0,08211 7,305*

*significativo para p = 0,95

A tabela 6 mostra os resultados do teste-t para cada uma das variàveis

analisadas. Apenas valores de t para os coeficientes da vandvel forca de
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compress5o, tanto linear quanto quadrdtico, foram intensos o suficiente para

demonstrar sua significancia no modelo. Na faixa estudada, a varidvel velocidade da

mequina de comprimir contribui apenas corn peso insignificante.

Figura 2. Superficie de resposta calculada para a dureza dos comprimidos,

empregando a equagao ajustada.

A superficie de resposta estimada e a correspondente curva de isorrespostas

apontam que a dureza dos comprimidos foi afetada apenas pela forga de

compressão (figura 2 e 3).
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Figura 3. Curve de isorrespostas caiculada para a dureza dos comprimidos,

empregando a equagäo ajustada.

Tempo de desintegragdo

0 modelo matemâtico abaixo foi obtido do ajuste dos dados do tempo de

desintegragào (TD).

TD = -10,7027 + 1,23V + 4,56F - 0,0686VF + -0,018(V)2 - 0,09346(F)2
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onde: V = velocidade da mâquina, F = forca de compressào e VF = interacao entre

os fatores

A analise estatistica dos dados de tempo de desintegracão encontram-se

descritos na tabela 7 (ANOVA) e na tabela 8 (teste-t para os coeficientes da

equacdo). De acordo corn o coeficiente de regressâo milltipla r2, o modelo

quadrâtico proposto foi capaz de explicar aproximadamente 97 % da variância

experimental (r2 = 0,972337). 0 teste de falta de ajuste apresentou resultado

estatisticamente nao significante. Assim pode-se aceitar que o modelo matemàtico

proposto foi adequado para explicar o comportamento do tempo de desintegracdo

dos comprimidos em funcào da forca de c,ompressão e da velocidade da maquina de

comprimir. Desta forma, a variacão observada entre os valores experimentais e os

valores estimados atraves do modelos quadrâtico foi decorrente apenas de erros

aleaterios.

Tabela 7. An6lise da variáncia e coeficiente de correlacdo mCiltipla para a equacão

que descreve o comportamento do tempo de desintegracâo

Fonte SQ 91 MQ Fbajb Ftab

Regressâo 262,03 5 52,41 40,84 3,97

Residuo 8,98 7 1,28 -

Falta de ajuste 1,62 3 0,54 0,29 6,59

Erro puro 7,36 4 1,84

Total 270,76 12 22,56

r2 0,9678 - -
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Tabela 8. Teste-t para os coeficientes do modelo quadrâtico que descreve o tempo

de desintegracAo.

Termo 	 Coeficiente Erro padrão

1 -10,7 12,5 0,859

Velocidade 1,23 0,902 1,363

Forge 4,56 0,669 6,821*

Interne.° -0,0686 0,0226 3,034*

(Velocidade)2 -0,0180 0,0174 1,032

(Forga)2 -0,0935 0,0174 5,374*

*significativo para p = 0,95

De acordo corn o teste-t para os coeficientes da equagâo (tabela 8), o tempo

de desintegracão foi influenciado principalmente pela forge de compressao

(componentes linear e quadretico, respectivamente), seguida da interacao entre os

fatores. Para a velocidade de compressâo não foram observados termos

significativos.

A superficie de resposta estimada e as curvas de isorrespostas

demonstraram que o tempo de desintegracdo dos c,omprimidos foi primordialmente

afetado pela force de compressão, seguida pela interacdo entre as varieveis

estudadas (figures 4 e 5).
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Figura 4. Superficie de resposta calculada para o tempo de desintegracäo dos

comprimidos, empregando a equactio ajustada.
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Figura 5. Curva de isorrespostas calculada para o tempo de desintegragâo dos

comprimidos, empregando a equagâo ajustada.

Friabilidade

A friabilidade dos comprimidos (F) foi descrita atravês da equagâo abaixo:

F = 0,2094 + 0,5191V - 1,058F - 0,0046VF - 0,00925(V)2 + - 0,04565(F)2
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onde: V = velocidade da máquina, F = forget de compressáo e VF = interagao entre

os fatores V e F.

A analise estatistica para os valores de friabilidade encontrados este

representada na tabela 9 (ANOVA) e na tabela 10 (teste-t para os coeficientes da

equageo). De acordo corn o coeficiente de correlagâo rmiltipla r 2, cerca de 85 % da

variancia experimental foi descrita pela equageo proposta (r2 = 0,8528).

Tabela 9. Andlise da variancia e coeficiente de correlagão mtaltipla para a equagOo

que descreve o comportamento de friabilidade.

Fonte SQ gl MQ Fcalculado Ftabelado

RegressOo 22,86 5 4,57 6,60 3,97

Residuo 4,85 7 0,69 -

Falta de ajuste 4,84 3 1,61 845,09 6,59

Erro puro 0,008 4 0,0019

Total 27,66 12 2,31

r2 0,8528 - -
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Tabela 10. Teste-t para os coeficientes do modelo quadràfico que descreve a

friabilidade.

Termo Coeficiente Erro padrâo

1 -0,5819 9,1790 -0,063

Velocidade 0,5776 0,6649 0,869

Forge -1,0340 0,4927 2,099*

Interagâo -0,0046 0,0167 0,276

(Velocidade)2 -0,0104 0,0128 0,813

(Forga)2 0,0445 0,0128 3,469*

*significativo para p = 0,95

O teste de falta de ajuste apresentou valor de F calculado significativo. Este

observagäo nä° satisfaz os parametros de validagâo preconizados pela literature

(VVherle, 1990). De acordo corn os resultados obtidos nos testes de validagâo Jo

modelo maternatico, foi possivel concluir que a equagao encontrada foi capaz ,Je

descrever satisfatoriamente os dados experimentais. Porêm, a falta de ajuste

revelou que o mótodo de determinagâo da friabilidade apresenta uma variagão

intrinseca importante.

O teste-t para os coeficientes da equagdo, representado na tabela 10,

demonstrou que a forge de compressdo foi o fator mais importante sobre a

friabilidade dos comprimidos. De acordo corn a importbncia estatistica, o termo

quadr6tico para a forge de compressdo foi o mais significativo, seguido pelo terrno

linear para o mesmo partmetro. Para os demais termos nä° foi observacla

importância estatistica.
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A superficie de resposta estimada e a curva de isorrespostas demonstraram

que a friabilidade satisfatOria (inferior a 1 %) so foi alcangada quando empregada

forga de compressâo superior a 8 kN (figuras 6 e 7).

Figura 6. Superficie de resposta calculada para a friabilidade dos comprimidos,

empregando a equagdo ajustada.
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Figura 7. Curva de isorrespostas calculada para a friabilidade dos comprimidos,

empregando a equagbo ajustada.

CONCLUSOES

A forga de compressao foi o fator que apresentou major influancia sobre as

variaveis de resposta estudadas (dureza, tempo de desintegragão e friabilidade).

Ao contrario do sugerido na literatura, o tempo de aplicagdo de forga, inferido

da velocidade de compressao, na faixa estudada (18 a 32 rpm), nao apresentou
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influéncia sobre as varidveis de resposta mais relacionadas corn a resistência dos

comprimidos (dureza e friabilidade). Aparentemente, o tempo de aplicacdo de forga

foi suficiente para formacào de pontes capazes de manter a coesão dos

comprimidos. Os resultados obtidos para friabilidade nâo permitiram a validacâo do

modelo de segunda ordem. A falta de ajuste deste modelo se deve a variabilidade

inerente ao experimento e ao aumento exacerbado dos valores de friabilidade em

comprimidos obtidos corn forga de compressdo reduzida. Porem, os dados permitem

concluir que, empregando forge de compressdo superior a 8 kN, foi viOvel a

obtencâo de comprimidos corn friabilidade satisfatOria (inferior a 1 %, m/m).

Juntamente corn os resultados obtidos para a dureza, os resultados de friabilidade

sugerem que o complexo farmacOutico analisado apresenta boa capacidade de

coesâo apOs aplicagâo de forga.

0 tempo de desintegracao dos comprimidos foi influenciado por ambas as

variOveis analisadas. Enquanto a forge de compressâo proporcionou aumento nos

valores do tempo de desintegragOo, o aumento da velocidade de compressão,

consequentemente a reducâo no tempo de aplicacäo de forge, diminuiu

significativamente o tempo de desintegracdo. Tal comportamento parece estar

relacionado corn o mecanismo de reducao de volume do complexo farmacdutico

durante a compressOo. Assim comprimidos que foram submetidos a aplicacäo de

forge por menor tempo, apresentariam maior porosidade, e, portanto, a penetracâo

de fluidos pode ter sido favorecida, explicando o fenOmeno de reducâo do tempo de

desintegracâo destes comprimidos.
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ABSTRACT

Effect of compression force and tablet press speed on the properties of tablets

containing high-dose of spray dried plant extracts.

Tablets containing high-dose of spray-dried extracts from Maytenus ilicifolia were

prepared by direct compression. Cellulose microcrystalline (filler/binder), colloidal

silicon dioxide (glidant/moisture adsorbent) and magnesium stearate (lubricant) were

used as excipients. The influence of compression force (3 to 17 kN) and machine

speed (18 to 32 rpm) on the tablet properties (hardness, disintegration time and

friability) were studied by a Central Composite Design. Compression force was the

most influent factor. It increases the hardness and disintegration time, and decreases

the friability of the tablets. The machine speed showed no effect on hardness and

friability. However it influenced the disintegration time.

Keywords: Maytenus ilicifolia; Spray-Dried Extracts; Compression; Direct

Compression, Central Composite Design; Phytopharmaceuticals; Phytomedicines.
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Abstract

Spray dried extracts (SDE) from Maytenus ilicifolia were compacted to produce

granules after slugging and roller compaction. The granulation parameters were keep

constant and no differences were observed between particle size distribution of the

granules. Each granule batch was compressed at different compression force levels

and their crushing strengths were determinated. The results showed a reduction in

the crushing strength after recompression for all granules tested. The compressional

behavior of SDE, as well of each granule batch were evaluated using the Heckel

equation. SDE undergoes plastic deformation with a very low rearrangement

tendency at early stage of compression. The granules showed an intensive

fragmentation and rebound behavior. However, increasing compaction pressure, the

granules undergoes plastic deformation. The mean yield pressure values showed

that the granulation technique, as well the roller compaction force, reduced the

material ability to undergo plastic deformation. These founds explain why the

crushing strength of compacts from the pure granules decreases after

recompression. Tablets containing high dose of each granules were produced. The

tablet hardness and disintegration time were direct affected by both granule

mechanical characteristics and manufacturing technology.

Keywords: Dry granulation; Slugging; Roller compaction; Spray dried extracts; Heckel

analysis;
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1. Introduction

Direct compression of powders requires constituents exhibiting high flowability

and compressibility. Such parameters became more critical when the formulation

contains a large amounts of active substances with inadequate compressional

properties. Spray dried extracts from medicinal plants are often used as active

component in solid dosage forms due their better stability, however they are very

fine, light and poorly compressible powders (Palma et al., 1998; De Souza et al.,

2000; Linden et al., 2000). Additionally, many constituents are sensible to moisture

and heat. To overcome such problems, granulation is indicated to enhance particle

size and consequently to improve flowability and compressibility of such powders.

Dry granulation is recommend for unstable compounds. It can be achieved either by

slugging, using a tablet press, or by roller compaction. The desired particle size

distribution can be adjusted by milling and sieving (Miller, 1997; Schlieout et al.,

2000). The mechanical (i.e. compressional) properties of the granules should

influence the subsequent tableting behavior and tablet characteristics (Sinko, 1997;

Inghelbrecht and Remon, 1998; Murray et al., 1998; Airaksinen et al., 2000).

Heckel analysis has been widely used to evaluate material volume reduction

upon an applied pressure (Heckel, 1961a,b). It assumed that the densification of the

powder column follows a first order kinetics. Thus, the degree of material

densification is related to its porosity. Although the literature relates some limitations

to Heckel model (Rue and Rees, 1978; Roberts and Rowe, 1985), it has been often

applied to evaluate powder mixtures (Duberg and Nystrom, 1986; Ilkka and Paronen,

1993; Mitrevej et al., 1996), as well to study granule manufacture (Kochhar et al.,

1995; Bozkir et al., 1997; Horisawa et al., 2000).
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The aim of the present paper was to evaluate the physical and mechanical

properties of granules constituted by high amount of a spray dried extract from

Maytenus ilicifolia, prepared by slugging and roller compaction. The compressional

behavior of the spray dried extract and granules were evaluated using the Heckel

equation.

2. Material and Methods

2.1 Spray-Dried Extract (SDE)

The SDE from Maytenus ilicifolia was prepared according to a previous

described methodology (Petrovick and Carlini, 1999).

2.2 Excipients

Avicel® PH 101 (FMC), Ac-Di-Sol ® (FMC), Aerosil ® 200 (Degussa), and

magnesium stearate (Barlocher), were used as received.

2.2 Pharmaceutical complex (PC)

The SDE from M. ilicifolia was blended in a Turbula mixer (type T2C, Willy

Bachofen) for 5 minutes, with 1.5 % of Aerosil 200 ® and 2.8 % of magnesium

stearate. Both excipients were previously sieved through a 315 p.ffi sieve.
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2.3 Slugging

Slugs of 0.8 g from the PC were produced on a single punch tablet press EK 0

(Korsch) at a compression force of 22.0 ± 1.0 kN using circular flat faced tooling of 17

mm in diameter. The upper punch was instrumented with four strain gauges to

measure the compression force. As carrier-frequency bridge was used a Holtinger

Baldwing Messtechnik amplifier (type K52 with ND converter KWD 523D). The

compressional data were analyzed using a Messefix® v. 2.3 software (Dr. R. Herzog,

Tubingen, Germany).

2.4 Roller compaction

The powder compacts were prepared using a roller compactor (GMP-Mini-

Pactor® , Gerteis) at 5 (RC5), 10 (RC10) and 15 kNicm2 (RC15), with gap size of 1

mm (automatically adjusted).

2.5 Milling

The milling conditions were kept constant for all compacts. A dry granulator

(Erweka TG IIS coupled to an Erweka AR 400 multiuse motor) was used to obtain

granules with a particle size below 2.00 mm. The crushed material was processed

through an oscillating granulator (Erweka FGS coupled to an Erweka AR 400

multiuse motor) until all product was passed through a 1.0 mm sieve. The granule

fraction between 250 and 1000 pm was selected.
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2.6 Particle size analysis

The particle size distribution of 50 g of each granule was determined by sieve

analysis on a sieve-shaker (Retak 3D, Retsch) using 250, 355, 500, 630, 710 and

900 Ion sieves. The cumulative size frequency was calculated and the mean particle

size was estimated using a RRSB-Net (DIN 66145, 1997).

2.7 Scanning Electron Microscopy

The photomicrographs from each granule were taken with a Philips XL20 mod.

PW 6620/00 scanning electron microscope.

2.8 Bulk and tapped density (Hausner's ratio and Can's compressional index]

The density parameters were determined using 10.0 g of each material in a 50

ml graduated cylinder (n = 3) (tapping device: J. Engelsmann) (Ph. Eur., 1997). The

values were used for the calculation of Hausner's ratio (Hausner, 1967) and Carr's

compressional index (Carr, 1965).

2.9 Flowability

The flow properties of the sample were evaluated by the dynamic flow

determination. The equipment used according to the European Pharmacopoeia

consisted of a stainless steel funnel 110 mm in diameter, interface mouth of 30 mm

in diameter and a wall angle of 40°. It was coupled to a discharge funnel with outflow
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orifice of 10 mm in diameter and a wall angle of 40° (Guyot et al., 1995). The system

also includes a support to the funnels with electronic outflow trigger and an analytical

balance connected to a personal computer. Data was acquired by the MQbal ®

software (Microquimica). Each analysis was performed three times with 10.0 g of

each sample.

2.10 Recompression of the granules

0.200 g of SDE and each granule were recompressed at compression forces

between 8 and 40 kN on a single punch tablet press EKO (Korsch) using circular flat

faced tooling of 10 mm diameter (n = 6). Their crushing strengths were determined

24 h after production using a hardness tester (type TBH30, Erweka).

2.11 Density

The density of the sample was measured with an air comparison pycnometer

(model 930, Beckmann Instruments).

2.12 Evaluation of the granules recompressibility - Heckel analysis

0.400 g of SDE and each granule were compressed at 120 MPa with an

eccentric tablet press Korsch EK II using circular flat faced tooling of 10 mm in

diameter by introducing preweighed material manually into the die. The upper punch

holder was instrumented with a full Wheatstone bridge circuit of strain gauges to

measure the compression force. An incremental displacement transducer (type MT
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2571, Heidenhain) was used to determine the upper punch displacement. The

compressional data were acquired by a MGC Plus system (Holting Baldwing

Messtechnik) equipped with a ML10 B voltage amplifier module (Holting Baldwing

Messtechnik) to measure the compressional force, and with two ML 60 B counter

modules (Holting Baldwing Messtechnik) to record the signals from the incremental

displacement transducer. A CATMAN® v. 3.0 software (Holting Baldwing

Messtechnik) was used to store and evaluate the compressional data.

The compressional behavior of the samples was evaluated using the Heckel

equation (1) (Heckel, 1961):

In(
1 1—

D). KP + A (1)

Where D is the relative density of the compact at pressure P, K the slope, and A is

the intercept of the straight line obtained by linear regression from the Heckel plot.

The relative densities DA and Do were respectively calculated from the equations:

DA =1- e-4 (2)

Do =1— e-A° 	 (3)

where Ao represents the intercept from the line at P = 0. The difference between DA

and Do represents the extent of particle rearrangement (D8). For each sample 10

compressional cycles were performed.
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2.13 Tablet preparation

Tablets of 200 mg containing high dose of the granulated plant extracts were

prepared. The ingredient proportions were keep constant. The granule (72.23 %),

Avicel PH 101 (22.27 %) and Ac-Di-Sol (5.0 %) were mixed for 10 minutes in a

Turbula mixer, then Aerosil 200 sieved through a 315 gm sieve was added, and the

final mixing was carried out for additional 5 minutes. The mixture was compressed on

a single punch tablet press Korsch EK 0, using flat faced tooling of 10 mm in

diameter. Each batch was compressed at different compression force levels between

8 and 22 kN.

The crushing strength was determined using 10 tablets from each test sample

with a hardness tester (type TBH30, Erweka). The tablet disintegration time was

measured according to the European Pharmacopoeia method without disks (type

PTZ - 1, Pharmatest). Water at 37° C was used as a test medium. Six tablets from

each batch were tested

3. Results and Discussion

The granule size distribution is showed in figure 1. The roller compression

force and granulation type tested in this work showed a little effect on particle size

distributions of the granules. The mean particle size of the granules didn't differ

significantly. Granules prepared by roller compaction had mean particle sizes of 700

AM (RC5), 701 gm (RC10) and 693 pm (RC15), while granules prepared by slugging

(slug) showed mean particle size of 713 pM.
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Figure 1. Particle size distribution of the granules. Slugged granulate (slug), roller

compacted granulate at 5 (RC5), 10 (RC10) and 15 kN/cm 2 (RC15).

The morphology of the granules manufactured by slugging and by roller

compaction at different compaction force levels were observed using electronic

microscope (figures 2 to 5). Slug and RC5 granules have a coarse surface, due to

the abundant amount of intact SDE particles (figures 2 and 3).
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Figure 2. Scanning electron photomicrographs of slugged granules.
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Figure 3. Scanning electron photomicrographs of roller compacted granules at 5

kN/cm2 .
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Granules RC10 and RC15 appeared to be denser and showed a more smooth

surface than the others, resultant of higher densification of the pharmaceutical

complex due to the roller compaction force (figures 4 and 5).

The physical properties of the SDE, pharmaceutical complex and granules are

summarized in table 1. The granulation improved the technological properties of the

SDE and pharmaceutical complex. The granules produced by roller compaction

presented a slight increase in their bulk and tapped densities with increasing roller

compression force (table 1).

Table 1. Physical properties of spray dried extract (SDE), pharmaceutical complex

(PC), slugged granules (slug), and roller compacted granulates at 5 (RC5), 10

(RC10) and 15 kN/cm2 (RC15).

Sample Bulk density Tapped density Hausner's ratio Carr's index

(g/cm3) (g/cm3) (%)

SDE 0.632 0.830 1.315 23.94

PC 0.500 0.690 1.375 27.50

Slug 0.659 0.706 1.071 6.59

RC5 0.645 0.714 1.107 9.68

RC10 0.690 0.741 1.074 6.90

RC15 0.741 0.800 1.080 7.41

The Hausner's ratio and Carr's index indicated higher compactability to the

granules than to pharmaceutical complex or SDE. No differences were observed for

these characteristics between the granule batches although the dependence of those

parameters from particles shape and size.
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Figure 4. Scanning electron photomicrographs of roller compacted granules at 10

kNlcm2 .
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Figure 5. Scanning electron photomicrographs of roller compacted granules at 15

kN/cm2 .
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The flow behavior of the granules measured dynamically is showed in figure 6.

Concerning the shape of the curves no differences were observed. The curves could

be divided in two phases. Initially, the granules presented a higher mass flow which,

probably, due to outflow valve opening. The second phase was characterized by

slower flow velocities and corresponded to the most part of the sample mass.

Figure 6. Flow profiles of the granules. Slugged granules (P), roller compacted

granules at 5 (D), 10 (A) and 15 kN/cm 2 (0).

The flow velocities calculated by linear regression of both behavior phases are

summarized in table 2.
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Table 2. Flow data of the granules. Slugged granules (slug), and roller compacted

granulates at 5 (RC5), 10 (RC10) and 15 kN/cm 2 (RC15).

Sample Phase 1 r2 Phase 2 r2 Final

(g/s ± sd) (g/s ± sd) flow (g/s)

Slug 22.411 0.9985 12.762 0.9970 16.26

(0.286) (0.336)

RC5 20.642 0.9980 12.195 0.9956 15.50

(0.274) (0.228)

RC10 22.157 0.9992 12.188 0.9966 15.50

(0.708) (0.404)

RCC15 23.166 0.9978 12.398 0.9956 15.87

(0.613) (0.364)

At the first phase a slight enhancement on the flow velocities was detected as

a function of the roller compaction force increase, as a consequence of the gravity

force action in the initial moving of the granules. Furthermore, the granules showed

similar mean particle size and particle size distribution. Thus, denser granules

showed tendency to moving faster.

The second phase showed slower velocities to all tested granules. At this

phase, the particles movement was manly conducted by interparticular interactions

(i.e. friction). Due to the granules shape and size distribution similarities, no

differences on the flow velocity in this phase were detected. The granules could be

classified as free flowing materials according to Guyot et al. (1995), due to their total

flow velocities higher than 10 g/s.
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When the granules were recompacted, a decrease in the crushing strength of

the obtained compacts was observed (figure 7). This reduction was similar within

granules prepared by slugging and roller compaction at 5 and 10 kN/cm 2, and more

pronounced for granules obtained by roller compaction at 15 kN/cm2. The crushing

strength data suggest that the increase of the compaction force (i.e. densification

degree) during the granulation step, reduces the strength of the compacts. This

reduction can be attributed to a decrease of material potential to undergo plastic

deformation, which was dissipated during the previously work (granulation process).

Thus, the re-working of the granules improved their resistance to deformation upon

recompression, and higher compression force was necessary to obtain the same

crushing strength of the initial pharmaceutical complex. These behavior was

previously observed for sodium chloride (Rees and Rue, 1978), and more recently

demonstrated for excipient mixtures (Kochhar et al., 1995).

The maximal granules crushing strengths were achieved when they were

recompacted at 25 kN. Higher compression forces reveled a capping tendency

during the crushing test.
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Figure 7. Crushing strength of recompacted granules at different compressional

forces compared with the pharmaceutical complex ($). Slugged granules (0), roller

compacted granules at 5 (0), 10 (A) and 15 kN/cm 2 (0).

The Heckel plots for SDE, pharmaceutical complex (PC) and granules (figure

8), showed no linearity at the early stages of compression. It occurs due to particle

rearrangement and fragmentation of large aggregates under low pressure (Ilkka and

Paronen, 1993). With increasing compression force, the curves presented a linear

range which could be attributed to a plastic deformation. At this region, Heckel

parameters were calculated (table 3).
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Figure 8. Heckel plots for spray dried extract (6), pharmaceutical complex (5),

slugged granules (3), and roller compacted granulates at 5 (4), 10 (2) and 15 kN/cm 2

(1). The linear portion of the compression phase is shown by dark gray lines.
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Table 3. Heckel parameters calculated from the linear portion of the Heckel plots.

Spray dried extract (SDE), pharmaceutical complex (PC), slugged granules (slug),

roller compacted granules at 5 (RC5), 10 (RC10) and 15 kN/cm 2 (RC15).

Sample K A Py Db Density at rz

(MPa) pressure (g/cm3 )

SDE 0.0063 0.7567 158.52 0.083 1.356 0.9999

SD 0.0002 0.0062 5.94 0.002 0.00001

RSD % 3.74 0.82 3.75 0.11 0.001

PC 0.0068 0.8138 146.04 0.113 1.361 0.9999

SD 0.0001 0.0035 2.20 0.001 0.00002

RSD % 1.52 0.43 1.51 0.10 0.002

Slug 0.0057 1.0290 174.58 0.269 1.387 0.9999

SD 0.0001 0.0042 2.29 0.001 0.00001

RSD % 1.31 0.41 1.31 0.07 0.001

CR5 0.0057 0.9955 175.14 0.259 1.388 0.9999

SD 0.0001 0.0051 1.68 0.001 0.00001

RSD % 0.95 0.52 0.96 0.10 0.001

CR10 0.0056 1.0794 178.18 0.290 1.392 0.9999

SD 0.0000 0.0036 1.31 0.001 0.00002

RSD % 0.73 0.33 0.74 0.07 0.002

CR15 0.0058 1.1382 173.25 0.310 1.388 0.9999

SD 0.0001 0.0053 1.79 0.001 0.00001

RSD % 1.04 0.46 1.03 - 0.07 0.001
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The Heckel parameters agree with the properties of the granules described by

bulk and tapped densities. While K, A and Py values were very similar for both slug

and RC5 granules, the more dense granules (RC10 and RC15) showed a tendency

to increase the values of A (density in the die) and Py (mean yield pressure).

The extent of particle rearrangement (DB) calculated from Heckel analysis

depends of particle surface, size and shape, and represents the particle arrangement

at early compression stages (Kochhar et al., 1995). DB results from compression

force action to overcome particle interactions (i.e. friction and coesion) before particle

slippage and/or arrangement. For SDE low DB value was observed. Due to dominant

spherical shape, small particle size (22.4 gm) and no aggregated structure, the SDE

particle didn't undergoe extensive particle rearrangement. The further arrangement

may be due to fragmentation of individual particles followed by plastic deformation as

principal mechanism. The presence of magnesium stearate in the pharmaceutica!

complex formulation caused a slight increase on DB. Due to the high amount of

magnesium stearate (2.8 %), the small increase observed from DB of the

pharmaceutical complex denoted the weak dependence of SDE from particles

slippage at early stage of compression. However at high pressure the lubricant was

effective and improve the densification of the powder bed. The granules showed the

highest value of DB. This implies that the granules undergone a more extensive

particles rearrangement compared to the pharmaceutical complex. At low pressure

the large granules are fractured into small one which facilitated the further

rearrangement. With increasing compression pressure, the granules undergone

plastic deformation.

The plastic deformation as principal mechanism is also suggested by the

relative high Py values. With exception of RC15, the results of Py reflected a
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reduction of the granule ability to undergo plastic deformation. For RC15 the work-

harding during granulation stage seems to be so high that it could be totally

deformed. As observed by crushing strength test, granulation of SDE by roller

compaction was more satisfactory between 5 and 10 kN/cm 2. At these compression

force levels, the working potential of the granules was enough for further re-working

during the recompression. Using roller compaction force higher than 10 kN/cm 2, the

amount of deformation that the SDE is subject produces granules with low ability to a

second compression.

The hardness results of tablets containing high dose of produced granules are

shown in figure 9.

6	 8	 10	 12	 14	 16	 18	 20	 22	 24

Compression force (kN)

Figure 9. Tablets hardness. Slugged granules (0), roller compacted granules at 5

(0), 10 (A) and 15 kN/cm2 (0).

The tablets hardness showed a linear dependence of compression force.

Similar behavior between hardness profiles were observed for tablets contain slug,
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RC5 and RC10 granules. For RC15 granules a reduction in tablets hardness was

detected. As was observed previously for granules recompression data, the hardness

results also suggest that the amount of material deformation during granules

production increased the resistant to further deformation during tablet manufacturing.

However, microcrystalline cellulose contained in the tablet blend enhanced its plastic

potential, increasing the tablet hardness upon compression force when compared to

recompacted granules.

Figure 10 shows the correlation between tablet hardness and crushing

strength of recompacted granules.
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Figure 10. Relationship between tablet hardness and crushing strength of

recompacted granules. Slugged granules (0), roller compacted granules at 5 (0), 10

(A) and 15 kN/cm2 (0).
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The results showed in figure 10 confirm that the final tablets hardness profiles

were directly influenced by mechanical properties of the granules. Although the

presence of tablet excipients, their concentrations weren't enough to modify the

compressional behavior of the blends, which presented a similar behavior to

recompacted granules.

The results of tablet disintegration time are represented in Figure 11. The

highest disintegration times were observed for tablets containing roller compacted

granules. They were more sensible to compression force and showed a maximal

disintegration time of 11 minutes. Roller compacted granules at 15 kN/cm 2 (RC15)

presented a later enhancement in disintegration time. It occurred because this

granulate needed higher compaction force to undergo similar deformation. However,

at a compression force of 14 kN disintegration time of RC15 tablets was similar to

other tablets containing roller compacted granulates. For tablets containing slugged

granules was observed a linear dependence of disintegration time and compression

force. Likewise to tablets containing roller compacted granules, tablets contained

slugged granules showed maximal disintegration time at a compression force of 14

kN. For compression forces higher than 14 kN no variation of tablet disintegration

time was observed.
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Figure 11. Disintegration time profiles for tablets containing high dose of granules.

Slugged granules (0), roller compacted granules at 5 ( ❑), 10 (A) and 15 kN/cm2

(0).

Figure 12 represents the relationship between disintegration time and

hardness for tablets containing the granules.
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Figure 12. Relationship between disintegration time and hardness of tablets

containing high dose of granules. Slugged granules (P), roller compacted granules

at 5 ((i), 10 (A) and 15 kN/cm2 (0).

For all tablets, the disintegration time increasing was proportional to the

hardness. However, two trends could be detected. The first one suggests that the

granulation technique (roller compaction or slugging) has a important influence on

the tablet disintegration time. Thus, tablets containing roller compacted granules

showed a faster increase of disintegration time with relative low hardness, while the

disintegration time of tablets containing slugged granules were less sensible of their

hardness. The second trend indicates that an enhancement in the tablet

disintegration time was observed when the roller compaction force increased.
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4. Conclusions

The granulation of vegetable dried extracts demonstrated to be able to

improve the compressibility of those extracts, especially by direct compression. For

extracts from Maytenus ilicifolia either slugging or roller compaction could be used in

the granulation process, however the roller compaction was faster and more cos:

effective. The use of same granulation conditions (i.e. milling conditions) gave

granules with similar particle size distribution independent of roller compaction force

or granulation method. The volume reduction mechanisms of the samples could be

described by Heckel equation. SDE was least sensible to undergo rearrangement

upon compaction, however showed plastic deformation with increasing pressure.

Fragmentation at early stage followed by plastic deformation characterized the

compression behavior of the granules. The roller compaction force increased the

mean yield pressure of the granule, improving the material's resistance to undergo

deformation. Thus, a reduction in the crushing strength of recompacted granules as

function of roller compaction force was observed The higher the densification during

the granulation process the lower the crushing strength of the compacts. A direct

correlation between the crushing strength of recompacted granules and the hardness

of tablets containing those granules was detected. However, the relationship

between disintegration time and hardness of those tablets revealed a distinct

behavior for each tablet batch. These results demonstrated that the tablet

characteristics such as hardness and disintegration time, were direct dependent of

granules mechanical properties and manufacturing technique. Thus the evaluation of

individual granule properties such as densities, compressional behavior or

recompressibility, and, manufacturing parameters such as manufacturing technology
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(i.e. slugging or roller compaction),or compaction force, can be use to predict the

characteristics of the final tablets containing high dose of those granulates.
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Tablets containing high dose of granulated spray dried extract from Maytenus ilicifolia

were prepared by using microcrystalline cellulose as filler/binder, colloidal silicon

dioxide (CSD) as glidant and moisture adsorber, and cross-linked

carboxymethylcellulose (CMC-Na) as disintegrant. The influences of CSD and CMC-

Na on hardness, disintegration time and tablet friability were investigated by a

Central Composite Design. The experimental data were analyzed by regression

analysis, validated, and the response surfaces were generated using a quadratic

model. The results indicated that the concentration of CSD reduced the tablet

mechanical resistance, increasing the friability and decreasing the hardness, and

CMC-Na was the mainly responsible for shortening the disintegration time. Best

conditions for both studied responses were obtained with 1.2 % of CSD e 5.0 % of

CMC-Na, with hardness of 107.9 N, friability of 0.56 % (w/w) and disintegration time

of 6.8 min.

Keywords: Optimization - Granulate - Spray-dried extracts - Tablets - Maytenus

ilicifolia -Central Composite Design.
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The development and production of tablets containing high dose of active

substances represents a well known complex and extensive technological effort. It is

more critical when the active substance shows poor flowability and compressibility.

Dried plant extracts are often used as therapeutically active material for manufacture

of tablets. They could be constituted by very fine, poorly compressible and very

hygroscopic particles. Additionally tablets containing high amount of dried extracts

show difficulty to disintegrate and, therefore the release of the active constituents is

affected (1). Some alternatives have been proposed to minimize these problems. The

granulation seems to be the most appropriated technique to improved the

technological properties of such products. However, due their high hygroscopicity,

they can not be granulated with aqueous mixtures. Thus, dry granulation is the

recommended technique to produce granules from plants dried extracts (2).

Experimental design is a widely used tool for the systematic and effective

evaluation of differences between formulations (3, 4). The Central Composite Desigr

(CCD) is the most employed second-order design to study and optimize this kind of

challenge (5-7). With CCD, it is possible to build response surfaces, which allow the

ranking of each variable influence according to its significance on the studied

responses. Thus, it may possible the predict the formulation composition to reach the

desired response within a reduced time and experiments (8-12).

The aim of this study was to evaluated the concentration of CMC-Na and CSD

on the hardness, disintegration time and friability of tablets containing high dose of

granules constituted mainly of spray dried plant extract, using a Central Compose

Design approach.
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I MATERIALS AND METHODS

1.MATERIALS

1.1 Spray dried extract (SDE)

The SDE from Maytenus ilicifolia was prepared according an early described

methodology (13)

1.2 Excipients

Avicel PH 101 ® (FMC Corp., Lehmannn and Voss, Germany), Ac-Di-Sol ®

(FMC Corp., Lehmannn and Voss, Germany), Aerosil 200® (Degussa, Germany),

and magnesium stearate (Bar!ocher, Germany), were used without further

treatments.

2. METHODS

2.1 Compaction and Granulation

The SDE from Maytenus ilicifolia (97.2 %) was blended in a Turbula mixer

(type T2C, Willy Bachofen, Switzerland) for 5 minutes, with Aerosil 200® (1.4 %) and

magnesium stearate (1.4 %). Slugs of 0.8 g were produced at a compression force of

22.0 ± 1.0 kN using flat faced tooling of 17 mm in diameter on a single punch tablet
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press EK 0 (Korsch, Germany). The upper punch was instrumented with four strain

gauges (Holtinger Baldwing, Germany) to measure the compression force. As carrier-

frequency bridge was used a Holtinger Baldwing amplifier (type K52 with A/D

converter KWD 523D, Germany). The compression data were acquired arid

processed using the Messefix® v. 2.3 software (Dr. R. Herzog, Tubingen, Germany).

The slugs were crushed in a dry granulator (Erweka TG IIS coupled to a

Erweka AR 400 multipurpose motor, Germany) to obtain granules with a particle size

below 2.00 mm. Then the material was processed through an oscillating granulator

(Erweka FGS coupled to a Erweka AR 400 multipurpose motor, Germany) until all

product passed through a 1.0 mm sieve. The granule fraction between 250 e 1000

um was selected for tablet optimization.

2.2 Experimental design and calculations

The independent variables for the Central Composite Design (CCD) were the

concentration of CSD and CMC-Na. The dependent variables (responses) were

tablet hardness, disintegration time and friability. To compare the effect of the

different variables, their values were normalized (Table I). A second-order model was

established for the responses (Equation 1), and it was adjusted by last-square

method using SigmaStat® V 1.0 (Jandel Scientific, USA). The validation of the

mathematical model was performed through analysis of variance, multiple-correlation

coefficients, and estimation of the lack of fit using Excel ® 97 (Microsoft, USA) (5, 6,

8).

Equation 1: Y = flo + f3,.X 1 + a2.X2 al2.X1 .X2 + 1111.(X1)2 + 1122.(X2)2 (1)
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where Y is the response (hardness, disintegration time or tablet friability), and So ..

/322 are the regression coefficients.

Table I. Central Composite Design matrix.

Exp. Aerosil

(Coded)

Ac-Di-Sol

(Coded)

Aerosil

(%, w/w)

Ac-Di-Sol

(%, w/w)

1 -1 -1 0.5 2.5

2 +1 -1 1.9 2.5

3 -1 +1 0.5 7.5

4 +1 +1 1.9 7.5

5 0 0 1.2 5

6 0 0 1.2 5

7 0 0 1.2 5

8 + 1.414 0 2.19 5

9 -1.414 0 0.21 5

10 0 + 1.414 1.2 8.54

11 0 - 1.414 1.2 1.46

Tablets were prepared from each formulation described in Table I. The

granule proportion was kept constant at 71.23 %. The CMC-Na and CSD amounts

according to Table I and MCC in concentration sufficient 100 %. The different

formulations were blended for 10 min in the Turbula mixer. Then CSD, was sieved

through a 315 sieve onto the mix, and the final mix was carried out for 5 min.
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250.0 mg from each formulation were weighted (n = 40) and compressed at

11.0 ± 0.5 kN on a single punch tablet machine EK 0 using flat faced tooling of '10

mm in diameter.

2.3 Hardness

The tablet hardness was measured using an Erweka apparatus type TBH-3D.

The data given represented the means of the determinations of randomly select 6

tablets.

2.4 Disintegration time

Disintegration time was measured according to the European Pharmacopoeia

method without disks (type PTZ -1, Pharmatest, Germany). Water at 37° C was used

as a test medium. For each formulation 6 tablets, randomly selected, were tested.

2.5 Friability

Tablet friability was measured with a Roche apparatus: 20 tablets were

weighted and after 5 min rotation and the removal of dust, the percentage of weight

loss was calculated.
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II RESULTS AND DISCUSSION

The evaluation of the concentrations from CMC-Na and CSD (independent

variables) on the hardness, disintegration time and tablet friability (dependent

variables) containing granules from plant spray dried extracts, was performed by a

Central Composite Design. The results for hardness, disintegration time and tablet

friability are shown in Table II.

Table II. Experimental data for tablet hardness, disintegration time and friability.

Exp. Hardness

(N)

Disintegration time

(min)

Friability

(%,w/w)

1 124.0 9.60 0.47

2 97.7 7.20 0.58

3 115.2 6.68 0.52

4 96.7 6.10 0.61

5 108.2 6.38 0.54

6 110.3 7.37 0.57

7 105.2 6.73 0.56

8 106.0 6.33 0.58

9 126.8 8.13 0.52

10 101.7 5.75 0.58

11 107.0 10.05 0.52

225



Capttuto IV - Producão e otimizagao de comprimidos contendo PSA granulad

The experimental data from Table II were used to generate appropriated

second order models for each dependent variable. A resume of the regression

analysis appears in Table III.

Table lll. Resume of regression results for measured responses.

Variables

Hardness (N)

value 	 t-test

Disintegration time (min)

value 	 t-test

Friability (%, w/w)

value 	 t-test:

ao 107.9 58.42* 6.827 25.02* 0.557 46.20*

al -9.278 8.20* -0.691 4.13* 0.036 4.83"

112 -2.162 1.91 -1.263 7.56* 0.021 2.79'

B12 1.95 1.21 0.455 1.93 -0.005 0.48

al,

a22

3.757

-2.27

2.79*

1.68

0.159

0.492

0.80

2.48*

-0.0046

-0.0046

0.52

0.52

r2 0.9425 - 0.9446 - 0.9902 _

*Sianificant for o = 0.95

The results of the validation tests for mathematical models are shown in Table

IV.

Table IV. Statistical evaluation applied to analyze the quadratic models. The table

shows F values to the dependents variables.

Error Source Hardness Disintegration Friability

Regression 17.25* 16.88* 5.69*

Lack of fit 1.42 0.62 1.59

*Significant for p = 0.95 (Faws,5) = 5.05)
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The proposed mathematical models showed good multiple correlation

coefficients (r2). For both tablet hardness and disintegration time quadratic models,

the calculated multiple correlation coefficients indicated that more then 94 % of the

experimental variance could be explained by the proposed equations, while for tablet

friability more then 99 % of the experimental behavior was described by the model.

The calculated F-ratios of the regressions were significant when compared to the

theoretical value (Table IV). As the lack-of-fit tests were non significant, the

experimental variations could be attribute only to a randomized error. Thus, the fitted

models provides an adequate approximation to the true values and no violation of the

model assumptions occured (12).

Concerning the tablet hardness, the most important effect was attribute to

terms related to CSD. The terms related to CMC-Na and interaction between factors

had minor importance. According to the t-test (Table Ill), the linear term of CSD the

main factor and had a negative effect (hardness decrease). It was followed by CSD

quadratic term. The contribution of the second order term was interpreted as

presence of curvature in order to describe the studied phenomena and represented

the nature of the response surface system (maximum, minimum or saddle system)

(12). Thus, the positive signal observed to CSD quadratic term reveled the concave

form of the curve. The response surface and respective contour plot indicated that

the response was inversely proportional to the CSD concentration. The increase of

the CMC-Na concentration had statistically no effect on the tablet resistance. The

maximal hardness was obtained for tablets containing lower concentration of CSD

(figures 1 and 2).
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Figure 1. Response surface calculated to the tablet hardness.
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0

Aerosil
— Hardness (N)

Figure 2. Contour-plot graphic calculated to the tablet hardness.

The response of tablet friability was only statistically affected by linear terms

(Table III). According to t-test sequence, the CSD linear term was the main factor,

followed by CMC-Na linear term, while the other terms had no significant influence.

The concentration of CSD and CMC-Na was directly proportional to the tablet

friability_ However, all formulations showed tablets with satisfactory friability

independent of the tested variables. The surface response demonstrated that lower

friability was obtained when lower proportions of CMC-Na and CSA were used

(Figures 3 and 4 ).
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Figure 3. Response surface calculated to tablet friability.
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0

Aerosil

- Friability (%, m/m)

Figure 4. Contour-plot graphic calculated to the tablet friability.

The tablet disintegration time was primarily influenced by the amount of CMC-

Na in the formulation. The CMC-Na linear term was the main responsible for the

decreasing of tablet disintegration time. It was followed by CSD linear term that

showed a similar effect over the response variable, and by the CMC-Na quadratic

term. The interaction between the independent variables and Aerosil quadratic term

had no influence on the tablet disintegration. The shortest disintegration time was

achieved at higher concentration of CMC-Na. However, the increase of the CSD
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concentration in absence of CMC-Na resulted in a negative effect, decreasing the

disintegration time (Figures 5 and 6).

Figure 5. Response surface calculated to the tablet disintegration time.
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0

Aerosil

— Disintegration time (min)

Figure 6. Contour-plot graphic calculated to the tablet disintegration time.

When the results were combined, no direct relationship among response

variables could be observed. However, through the overlapping zones of the contour

graphics it was possible to detect that the tablet hardness and friability were more

sensitive to the concentration of CSD. It was the main responsible factor for the

decrease of the tablet mechanical resistance. Thus, tablets containing lower

concentration of CSD showed higher hardness and lower friability. The observed

decrease in tablet hardness with increasing CSD concentration can be explained by

the glidant distribution as small particles over the whole surfaces of the formulation
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components, that works as a mechanical barrier interfering with the bond properties

of the blend. Obviously, the disintegration time was dependent mainly from CMC-Na

proportion. However, at higher concentration of CSD, an increasing in the stationary

area at lower disintegration times was observed. The optimal conditions were

selected to tablets with minimal disintegration time and friability, and maximal

hardness. Thus, tablet should contain at least 1.2 % of CSD and 5.0 % of CMC-Na.

At these conditions the tablet showed hardness of 107.9 N, friability of 0.56 % (w/w)

and maximal disintegration time of 6.8 min.
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Discussao Geral

A avaliagao da povidona c,omo agente complexante de taninos revelou que o

emprego do polimero sob a forma soli:Biel nao foi capaz de remover este tipo de

compostos em solucâo. Embora a formagao de complexos corn este tipo de

polimero seja relatada na literatura (BUHLER, 1996), nao foi observada sua

precipitacão, impossibilitando a separacäo seja por centrifugacâo ou seja por

filtracâo. Tal comportamento nao foi detectado quando foram utilizados polimeros

insoluveis (decorrente de ligagies cruzadas). Em virtude da insolubilidade deste tipo

de povidona, a remocao da catequina (substancia referancia), presente na solucao,

foi realizada corn sucesso. Desta forma, a povidona insolOvel foi eleita como agente

complexante para os ensaio de complexacao corn taninos.

Os complexos formados entre a povidona e a catequina apresentaram-se

estaveis em meio aquoso. Entretanto, o ensaio de complexacao empregando

condicOes diferentes de pH, revelou que a fracâo de catequina ligada ao polimero

maxima em agua pura ou pH suficientemente baixo para suprimir a ionizacâo das

hidroxilas fendicas (ANDERSEN e SOWERS, 1968; DONER et a/., 1993), o que

permite a interacao atravas da formacao de pontes de hidrogénio corn os

monOmeros de vinilpirrolidona.

Quando comparada corn a caseina, agente complexante de taninos

usualmente empregado no doseamento de M. ilicifolia (CARVALHO, 1997;

MARTINS, 1998), a povidona foi muito mais eficiente na formacäo de complexos

corn a catequina. Assim, a povidona foi capaz de remover todo o padrao

empregando uma proporcao de 2,5:1 (polimero:catequina, m/m), enquanto que para

caseina so foi possivel remover cerca de 70 % do padrao, mesmo utilizando

proporcao de 200:1 (caseina:catequina, m/m).
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0 emprego da povidona para precipitacäo de taninos, presentes em solucao

extrativa de Maytenus ilicifolia, apresentou perfil semelhante ao obtido para a

catequina pura. Os resultados encontrados demonstraram que o emprego de

caseina como agente precipitante nâo a eficiente pare eliminacâo das substancias

de interesse presentes no extrato.

Por outro lado, a utilizacâo de concentracOes elevadas de povidona

proporcionou a remocâo de outras substAncias presentes na solucao, alem dos

taninos. 0 perfil de complexagâo observado sugere que a formacao de complexos

entre a povidona e os taninos devem ocorrer prioritariamente. Contudo, os

resultados sugerem que o excedente de polimero interage tambêm corn os demais

polifenOis, seguindo, poram, uma cinatica mais lenta do que a observada para Os

taninos.

A formacâo indiscriminada de complexos entre o agente complexante e outros

polifenOis que nao taninos tern sido um dos maiores obstaculos para proposiodo de

uma tècnica que empregue a precipitacâo para determinacâo de taninos totals. Este

fenOmeno tern sido amplamente relatado na literatura para a maioria dos agentes

complexantes, inclusive, para o p6 de pele, que é o agente preconizado pelos

formularios oficiais (MAKKAR et al., 1993b).

Neste contexto, a cromatografia liquida de alta eficiência tern se destacado

como uma alternative importante para o estabelecimento de tacnicas especificas

para quantificagao de derivados catequicos (SCHOFIELD et al., 2001).

Assim, urn mdtodo analitico para quantificacäo de derivados catequicos em

solucdo extrativa de M. ilicifolia empregando a tecnica de cromatografia Oujda per

alta eficidncia foi desenvolvido e validado, empregando, para tanto, as

recomendac.:Oes da ICH (1996).

As condigOes cromatograficas otimizadas, apOs multiples ensaios

preliminares, permitiram alcancar separagão satisfatOria dos picos das substâncias

de interesse (catequina e epicatequina). Os resultados obtidos para os ensaios

preconizados pela literatura para a validacâo do metodo demonstraram que a

têcnica é exata, precisa e apresenta comportamento linear na faixa de concentracao

estudada.
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A operacto de secagem da solucâo extrativa em torte de secagem por

aspersão piloto munida de aspersor rotatOrio foi realizada com sucesso. A operacao

apresentou rendimento de 90 % (m/m), superior aos resultados obtidos

anteriormente em aparelho de secagem laboratorial (CARVALHO, 1997).

0 tamanho de particula de 22,4 cerca de tr.& vezes major do que as

particulas obtidas por CARVALHO (1997), foi a principal modificacdo estrutural

observada para o produto seco obtido nesse trabaiho.

A estabilidade do produto seco por aspersão (PSA) frente a atmosferas de

umidade controladas foi avaliada atraves de metodo estatico e dinamico. As

principais diferencas entre as duas tecnicas ea. ° decorrentes, principalmente, das

especificidades de cada tecnica. No metodo estatico não a possivel eliminar a

umidade presente no material e, portanto, evitar fenOmenos de eflorescência. Alem

disto, para realizar as determinacOes nas diversas atmosferas, a necesserio o

emprego de diferentes amostras, permitindo apenas a construgão da isoterma de

sorcão. Por fim, o metodo estatico exige maior period() para que o equilibrio seja

alcangado.

Embora os resultados dos dois matodos sejam diferentes, as isotermas de

sorcâo de umidade pare o PSA apresentaram semelhancas. Em ambos os casos, o

aumento de massa apresentou um perfil mais lento ate alcangar cerca de 3 % (m/m).

A partir de então, as isotermas apresentaram uma inflexão, aumentando a

velocidade de sorcão de umidade, que se manteve constante ate que a atmosfera

de maior umidade fosse alcancada.

Enquanto a inflexão na isoterma de sorcâo obtida pelo metodo dinamico

ocorre em atmosfera pr6xima a 30 %, no metodo estatico este fenOmeno ocorre em

atmosfera pr6xima a 40 %. Este comportamento parece ser decorrente da presence

de umidade no PSA durante o emprego da tecnica estatica, que desloca a isoterma

de sorc§o para atmosferas mais elevadas.

Os resultados obtidos atraves da determinacâo dinâmica das isotermas de

sorcão e dessorcão de umidade sugerem que o PSA apresenta comportamento do

tipo III descrito por BRUNNAUER e colaboradores (1938). Este tipo de abordagem

assume que as propriedades de condensacdo/evaporacão da segunda e

241



Discuss& Gera/

subsequentes camadas de egua adsorvidas ocorrem sob condicties isotermicas nas

superficies livres.

FenOmen° de histerese foi observado entre as isotermas de sorcdo e

dessor0o. A intensidade do fentimeno, calculada como unidades de histerese,

demonstrou que a umidade dessorve facilmente da superficie das particulas de PS,A

em atmosfera de umidade superior a 40 %, corn valor de histerese igual a -1,07.

Porêm, abaixo de 40 %, a dessorcáo de umidade apresentou major resisténcia, corn

valor maxim° igual a 0,94 unidades de histerese, em atmosfera controlada de 10 %.

Este resistência durante a etapa final da isoterma de dessorcão de umidade pode ter

sido intensificada pela eventual perda de egua que tenha sido absorvida pelas

particulas do PSA.

Quanto as propriedades tecnolOgicas, o produto neste trabalho em

comparacâo aquele produzido por CARVALHO (1997), apresentou incremento nas

densidades bruta e de compactacào, aumento da propriedade de compactabilidade

e empacotamento, determinadas atraves do fator de Hausner e indice de Carr,

apresentando ainda boa capacidade de escoamento. Entretanto, o indices de

compactabilidade demonstraram que o material ainda possui deficiéncia na

estabilidade de empacotamento.

Tanto a instabilidade frente a umidade atmosferica, quanto as propriedades

deficientes de compressibilidade, caracteristicas de produtos secos por aspersdo,

tern dificultado o desenvolvimento de formulacties de comprimidos contendo alto

teor destes produtos. Assim, o emprego da operacao de granulacdo, em especial

por via seca, tern se revelado uma das principais alternatives pare viabilizar a

producdo deste tipo de comprimidos (ROCKSLOH, 1999; ROCKSLOH et al., 1999;

COUTO, 2000).

Os parbmetros que podem ser otimizados durante a operagbo de granulacdo

podem ser divididos em dois grupos: aqueles relacionados aos componentes da

mistura, como tipos de adjuvantes, concentracâo e/ou pre-tratamentos, e aqueles

relacionados a operagao propriamente dita, tais como, forge de compactacio,

modelo do equipamento, raimero de passos da operacêo, etc. (MILLER, 1997).
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A granula* por via seca do PSA de M. ilicifolia foi, inicialmente, conduzida

de acordo corn COUTO (2000). Assim, a mistura a ser granulada continha, al6m do

PSA como componente ativo, Aerosil 200, estearato de magn6sio e Avicel PH 101.

0 granulado foi obtido apOs compacta* atrav6s da produ* de briquetes em

mequina de comprimir, e, posterior redu* e calibra*. Embora a mistura tenha

originado grenulos corn boas propriedades tecnolOgicas, os ensaios preliminares

para produ* de comprimidos revelaram elevado tempo de desintegracbo, mesmo

empregando na fase externa concentra* elevada de Ac-Di-Sol.

Diante deste resultado, avaliou-se a possibilidade de producdo de granulados

empregando a metodologia descrita por ROCKSLOH (1999). Atrav6s deste

procedimento, a mistura para granulacâo foi preparada contendo apenas o PSA,

Aerosil 200 e estearato de magn6sio. A opera* de compacta* da mistura foi

realizada tanto por produ* de briquetes em mequina de comprimir, quanto por

robs compactadores. As operagOes subsequentes de trituracão, em granulador seco

de robs sulcados, e calibra*, em granulador oscilaterio corn malha de 1 mm,

foram realizadas da mesma maneira para todos os compactos.

Os resuitados obtidos demonstraram que todos os granulados apresentaram

propriedades tecnolOgicas satisfaterias. A manutencdo das mesmas condicães de

granula*, como tritura* e calibracdo, originaram granulados corn distribuicOes

granulornêtricas similares. Entretanto, os ensaios de caracteriza* do grAnulos, tais

como, densidades bruta e de compacta*, velocidade de escoamento,

recompressibilidade, perils de densifica* empregando a equacao de Heckel, e a

avalia* preliminar de comprimidos, revelaram que estas propriedades foram

influenciadas tanto pela t6cnica de compactacão durante a opera* de granula*,

isto 6, atrav6s de màquina de comprimir ou robs de compacta*, quanto pela forca

de compacta* empregada.

0 aumento na forca aplicada durante a granulacão, empregando robs

compactadores, foi o principal fator influenciador sobre as propriedades fisicas dos

gránulos. Assim, maior aplicaccio de forca de compacta* originou gránulos corn

superficies menos rugosas e mais densos.
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A analise do perfil compressional dos granulados, utilizando o modelo de

Heckel, sugere que o principal mecanismo de deformacâo dos granulados é plastic°.

0 increment° na force dos robs compactadores originou gránulos corn major

resisténcia a sofrer deforma0o, comportamento sugerido pelos valores encontradcs

para a pressâo media aplicada (Py). Entretanto, o emprego de force de

compactacão igual a 15 kN/cm2 revelou que a mistura sofreu major parte de sua

deformagdo ainda durante a operacâo de granulacao, restando pouco pcAencial

plastic° pare recompressão do granulado.

0 ensaio preliminar pare avaliar comprimidos contendo os granulados do PSA

demonstrou que tanto o modo de compactacâo, em maquina de comprimir ou robs,

quanto a form aplicada, influenciaram as propriedades de desintegracão e dureza

dos comprimidos. Enquanto o tempo de desintegracâo foi influenciadc

especialmente pela operacâo de compactag.lo, corn comprimidos contendo

granulados oriundos de rotas se desintegrando mais rapidamente, a dureza refletiu

os fenOmenos relacionados corn a perda de capacidade para deformacão plistica

detectadas anteriormente durante o ensaio de recompressibilidade dos grbnulos.

Estes achados revelaram que o monitoramento das condigOes operacionais

durante a operacâo de granulacäo é fundamental para manutencão e

reprodutibilidade das propriedades fisicas e mecenicas do granulado, e que, estas

respostas podem ser utilizadas para predizer comportamentos tais como tempo de

desintegracao, dureza e/ou dissolugdo, de comprimidos que os contem.

A otimizagâo de produtos ou processos empregando desenhos estatisticos

apresenta como principal vantagem a possibitidade de obter-se o meximo de

informaceies sobre as respostas analisadas, racionalizando os recursos e o tempo

necesserios para execucdo dos experimentos. Adicionalmente, é possivel

estabelecer modelos matematicos que, devidamente validos, permitem precizer

comportamentos das venal/els de resposta no campo experimental estudado

(MYERS e MONTGOMERY, 1995; ROCKSLOH et al., 1999, BACKHAUS et al.,

2000; LINDEN et al., 2000).

Urn dos desenhos estatisticos mais empregados pare fins de otimizacâo é o

Desenho Composto Central - DCC (MYERS e MONTGOMERY, 1995). Este tipo de
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abordagem apresenta como aspecto favoravel, a adequabilidade a geracao de

superficies de respostas. Alêm disto, permite a obtencao de modelos maternaticos

passiveis de validacâo atravas de tecnicas pouco complexes (MYERS e

MONTGOMERY, 1995; LINDEN, 1998).

Neste trabalho o DCC foi empregado para otimizar formulacâo de comprimido

contendo dose elevada do PSA granulado. A proporcäo de granulado na formulacao

necessaria para atender as exigèncias posolOgicas e de 375 mg (DE SOUZA, 1999;

MARTINS, 1998). Considerando que o comprimido final deva apresentar 550 mg de

massa, a proporcao de PSA necessdria seria correspondente a 68,2 % da

formulacao.

Embora, a avaliacâo das formulacOes tenha sida conduzida corn comprimidos

de 200 mg, a proporcao de seus componentes foi mantida constante para reproduzir

as condicOes reais de producao. Desta forma, 71,23 % de granulado correspondente

a 69,23 % de PSA, foi escoihida para realizacao de estudo de otimizacao da

formulacao, utilizando como variaveis independentes as concentra95es de Aerosil

200 (0,21 % a 2,19 %, m/m) e de Ac-Di-Sol (1,5 % a 8,5 %), e empregando Avicel

PH 101 como material de enchimento.

Os modelos maternaticos obtidos a partir dos dados experimentais foram

validados atravas de analise estatistica apropriada, e utilizados para gerar

superficies de resposta e grafico de issorespostas que descreveram o

comportamento das variaveis dependentes: dureza, friabilidade e o tempo de

desintegracdo dos comprimidos.

Os dados demonstraram nao haver uma correlacao direta entre as tr8s

variaveis de resposta estudadas. Entretanto, atravós da sobreposicao dos graficos,

foi possivel observar que as propriedades relacionadas a resisténcia dos

comprimidos foram mais sensiveis as variacães na concentracäo de Aerosil 200

presente na formulacao. Este adjuvante exerceu influOncia negative sobre a

resistência do comprimido, reduzindo tanto a dureza quanto a sua friabilidade. Este

fenerneno pode ser explicado pela distribuicao do Aerosil sobre as particulas dos

demais componentes da formulacao atuando como uma barreira a formacao de

pontes (LERK et aL, 1977).
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Quanto ao tempo de desintegragéo, a concentragâo de Ac-Di-Sol foi a

principal responsével sobre as variagOes nesta resposta. Embora a interagdo entre

Aerosil e Ac-Di-Sol nâo tenha sido significativa, em concentracties elevadas de

Aerosil, houve ampliagáo da fase estacionéria onde menores tempos de

desintegragâo foram obtidos. Provavelmente a hidrofilizagáo da mistura e/ou a

reducão na resisténcia dos comprimidos causados pelo Aerosil, podem ter sido os

responséveis pelo comportamento observado.

As condicaes Otimas para preparagâo de comprimidos contendo o granulado

do PSA foram selecionadas como sendo aquelas que conduziriam a obtengâo de

comprimidos de menor tempo de desintegragáo e friabilidade e corn valor méximo de

dureza. Assim, tais comprimidos devem conter, alem de 71,23 % de granulado, 1,2

% de Aerosil e 5,0 % de Ac-Di-Sol, alem de Avicel PH 101 como material de

enchimento. Sob estas condicties, os comprimidos apresentam dureza de 107,8 N,
friabilidade de 0,56 % (rn/m) e desintegracão maxima em 6,8 minutos.
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- os ensaios preliminares para avaliaceo da capacidade precipitante de

povidonas solOveis e insolOveis demonstraram que os poilmeros solirveis nao

perdem a solubilidade apps complexagdo corn o padrao, inviabilizando a sua

remoceo por centrifugaceo ou filtracäo;

- empregando povidonas insokiveis foi possivel remover todo o padre° em

solucgo. Näo foram detectadas diferengas importantes entre os dois tipos de

povidonas insoliweis utilizadas, quanto a capacidade de former complexos corn a

catequina;

- quando comparada corn a caselna, a povidona foi muito mais efetiva para

remogeo do padre- 1z) em solugeo. Os achados demonstraram que o derivado proteico

foi incapaz de remover mais do 70 % do padre°, mesmo sendo empregado em

proporgão cerca de 100 vezes major do que a povidona;

- a avaliacâo da interageo de povidona insolOvel corn taninos presentes em

solugeo extrativa de M. ilicifolia revelou urn perfil de complexageo semeihante ao

observado para a substancia de referenda. Entretanto, corn a adicâo sucessiva do

polimero, pOde-se observar que ocorre interaceo corn outros compostos presentes

na solugeo extrativa, revelando falta de especificidade do agente;

- de acordo corn dados da literatura e resultados obtidos, é possivel sugerir

que a otimizacdo das condicães do melo, tais como, pH, forca iOnica e temperatura,

podem possibilitar uma meihora na especificidadelestabilidade de complexos entre a

povidona e taninos;
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- as substancias marcadoras, catequina e epicatequina, presentes na solugio

extrativa de M. ilicifolia, puderam ser separadas e quantificadas satisfatoriamente

atravas de cromatografia liquida de alta eficiancia;

- o matodo desenvolvido foi validado de acordo corn as prerrogativas da ICH,

o que permitiu afirmar que a tecnica a exata, precise, especifica e apresenta

comportamento linear na regiao de concentragao estudada;

- o produto seco por aspersao (PSA) obtido em torre de secagem munida de

aspersor rotatOrio apresentou meihoria das propriedades tecnolOgicas quando

comparado corn produto preparado em equipamento de escala laboratorial munido

de aspersor pneumatico;

- a principal modificagão observada para o PSA obtido neste trabalho foi o

aumento do tamanho de particula. Entretanto, como conseqUancia, o produto

apresentou incremento em suas densidades bruta e de compactacao, aumento das

caracteristicas de compactabilidade e empacotamento, apresentando boa

capacidade de escoamento. Poram, os indices de compactabilidade demonstraram

que o material ainda possui deficiancia na estabilidade de empacotamento;

- no ensaio de estabilidade frente a atmosferas controladas, o PSA revelou-se

sensivel a atmosferas Ornidas, especialmente aquelas superiores a 30 %. Embora as

duas tacnicas empregadas para avaliacdo das isotermas de sorcao de umidade

tenham apresentado resultados distintos, foi possivel observar que as isotermas

apresentaram forma semelhante;

- devido as propriedades deficientes de compressibilidade e a instabilidade

em atmosferas Ornidas, a compressão direta do PSA, preparado neste trabalho, nao

foi recomendavel;

- a granulagao por via secs do PSA foi realizada corn sucesso. A obtencao de

granulados do PSA foi possivel tanto atraves da producdo de briquetes quanto

empregando rolos compactadores;
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- os granulados apresentaram a mesma distribuicdo granulomètrica,

independente da operagâo de granulagâo empregando màquina de comprimir ou

rolos compactadores, ou da forga de compactagâo aplicada;

- a operacão de granulacão do PSA incrementou suas propriedades

tecnokigicas, aumentando a compressibilidade do material;

- os perfis compressionais dos granulados foram descritos pela equacdo de

Heckel, demonstrando que deformacäo do tipo plàstico é o mecanismos

predominante durante a densificagâo deste material;

- os resultados obtidos demonstraram ainda que a utilizacâo de forga de 15

kN/cm2 nos rolos compactadores originou grbnulos corn reduzido potencial para

deformacOes pldsticas posteriores;

- a avaliagao preliminar de comprimidos contendo os granulados do PSA

indicou que o tempo de desintegracâo e a dureza foram diretamente dependentes

das caracteristicas fisicas e mecAnicas de cada granulado;

- durante a otimizagâo da formulagâo de comprimidos contendo alto teor de

granulado do PSA, as respostas de dureza e friabilidade se mostraram sensiveis as

variaccies nas concentracties de Aerosil;

- para a resposta de tempo de desintegracâo, o aumento na concentragâo do

Ac-Di-Sol foi o principal responsdvel pela reducão na varidvel estudada. Porèm,

quando foram empregadas concentragOes mais elevadas de Aerosil, houve

ampliacâo da fase estacion6ria onde menor tempo de desintegractio foi

caracteristico;

- os modelos maternAticos que descrevem o comportamento das vari6veis de

resposta apresentaram elevados coeficientes de correlacâo e puderam ser

validados;
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- as equagbes validadas foram empregadas corn èxito para elaborar

superficies de respostas e greficos de contornos para todas as variéveis

dependentes;

- as condigOes Otimas para as variäveis independentes foram selecionados

atraves da sobreposigäo dos graficos. Comprimidos que apresentaram

simultaneamente melhores respostas para as tits varidveis estudadas foram

preparados empregando 1,2 % (m/m) de Aerosil, e 5,0 % (m/m) de Ac-Di-Sol.
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Anexos

Anexos - Capitulo I

Espectros de absorgdo
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Figura Al. Espectros de varredura da catequina e da solucão extrativa de M.

ilicifolia.
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Anexos

Matrizes expel imentais e resultados do Desenho Composto Central

Tabela Al. M2 triz experimental do desenho composto central para avaliagao da

complexagáo de catequina (CAT) e povidona (PVP) em diferentes concentraccies.

Exp. CAT PVP CAT(1.19/mL) PVP(p.g/m1) Abs (exp) Abs (caic) FCL

1 -1 1 100 300 0,143 0,233 0,387

2 -1 -1 100 100 0,207 0,233 0,113

3 1 1 300 300 0,569 0,708 0,197

4 1 -1 300 100 0,670 0,708 0,054

5 0 0 200 200 0,397 0,471 0,158

6 0 0 200 200 0,389 0,471 0,175

7 0 0 200 200 0,383 0,471 0,188

8 1,414 0 341,4 200 0,775 0,851 0,089

9 -1,414 0 58,6 200 0,008 0,138 0,939
10 0 1,414 200 341,4 0,319 0,471 0,322
11 0 -1,414 200 58,6 0,460 0,471 0,023

Abs (exp) = absorvar cia experimental. Abs (cal) = absorváncia calculada. FCL = fragio de catequina

ligada
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Anexos

Tabela A2. Matriz experimental do desenho composto central para avaliacâo da

complexagâo da

concentracties.

solugäo 	 extrativa 	 (SE) 	 e 	 povidona 	 (PVP) 	 em 	 diferentes

Exp. SE PVP SE (p.g/mL) PVP (µg/m1) Abs (exp) Abs (calc) FCL

1 1 -1 3300 600 0,52 0,625 0,173

2 1 1 3300 3200 0,28 0,625 0,557

3 -1 -1 700 600 0,07 0,171 0,591

4 -1 1 700 3200 0,06 0,171 0,625

5 0 0 2000 1900 0,20 0,397 0,505

6 0 0 2000 1900 0,19 0,397 0,513

7 0 0 2000 1900 0,19 0,397 0,510

8 0 0 2000 1900 0,19 0,397 0,513

9 0 0 2000 1900 0,18 0,397 0,553

10 0 1,41 2000 3738,2 0,06 0,397 0,838

11 0 -1,41 2000 61,8 0,44 0,397 -0,120

12 1,41 0 3838,2 1900 0,01 0,078 0,847

13 -1,41 0 161,8 1900 0,36 0,720 0,499

Abs (exp) = absorvância experimental. Abs (cal) = absolváncia calculada. FCL = fracao de catequina

ligada
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