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RESUMO

Obtengdo de comprimidos contendo alto teor de produto seco por aspersao de
Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reissek. - Celastraceae. Desenvolvimento
tecnologico de produtos intermediarios e final.

As foihas de Maytenus ilicifolia sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional
brasileira no tratamento de disturbios gastricos. Apds a comprovagao de sua eficacia
€ seguranc¢a, a referida droga vegetal tem sido objeto de diversos estudos com a
finafidade de estabelecer parametros para o controle de qualidade. Neste sentido, foi
avaliada a viabilidade do desenvolvimento de um método analitico fundamentado na
precipitagdo de taninos empregando povidona como agente sequestrante. Os dados
revelaram que a remogao de taninos em solugéo é satisfatéria quando empregada a
povidona insolavel. Foi observado que o polimero também é capaz de precipitar
outros polifendis além dos taninos presentes na solugdo extrativa de M. ilicifolia.
Entretanto, as interacSes do polimero ocorrem preferencialmente com os derivados
catéquicos. Adicionalmente foi desenvolvido e validado um método por CLAE para
separacao e quantificacdo de catequina e epicatequina em produtos derivados de M.
ilicifolia. Nao foram detectadas variagdes nas areas dos picos ou nos tempos de
retengdo durante os ensaios de avaliagdo do método, sugerindo que as condi¢des
cromatograficas empregadas sdo satisfatorias. Para viabilizar a preparacdo de
produto seco por aspersido (PSA) em torre de secagem piloto munida de aspersor
rotatério, foi necessaria a concentragdo da solugdo extrativa. A operagdo foi
realizada sob pressdo reduzida até alcancar um teor de sélidos minimo de 15 %
{m/m). A operagao de secagem da solugao concentrada apresentou rendimento de
90 % e o PSA obtido apresentou particulas esféricas, com superficie rugosa e
tamanho médio de 22,5 um. A caracterizacao tecnoldgica do material revelou que as
suas propriedades tecnolégicas, tais como, densidades, compressibilidade e fluxo,
foram incrementadas quando comparados com O produto preparado em
equipamento de bancada. Entretanto, estas modificagées ndo foram suficientes para
viabilizar sua compress@o direta. Assim sendo, o material foi compactado em
maquina de comprimir e em rolos para producdo de gréanulos. A analise do perfil
compressional do PSA e dos granulados, empregando o modelo de Heckel, revelou




que o aumento da forga de compactacdo durante a operagdo de granulagéo foi o
principal responsdvel pela diminuicdo no potencial de deformagdo plastica dos
grénulos. Como consequéncia, a recompressdo dos granulos em maquina de
comprimir originou compactos com dureza inferior aqueles preparados diretamente
do complexo farmacéutico. Enquanto o PSA apresentou reduzida tendéncia ao
rearranjo particular nos estagios inicias da compressdo, os grénulos sofreram
intensa reacomodacéo decorrente da fragmentagdo e formacdo de novas pontes,
assumindo comportamento plastico em pressdes de compressio mais elevadas. Por
fim, comprimidos contendo teor elevado de granulado de PSA foram preparados
utilizando como adjuvantes a celulose microcristalina, o diéxido de silicio coloidal e a
croscarmelose sédica. A influéncia da concentracdo de didxido de silicio coloidal e
croscarmelose sédica na formulacdo, sobre as respostas de dureza, friabilidade e
tempo de desintegracio dos comprimidos foram avaliadas através de um 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 didxido de silicio coloidal foi
inversamente relacionada as respostas de dureza e friabilidade, enquanto que a
concentragdo de croscarmelose sodica foi a principal responsavel pela redugdo ro
tempo de desintegragdo. As condi¢bes otimas foram selecionadas através da
sobreposicdo dos gréficos, buscando uma formulagdo com menor tempo de
desintegracéo, menor friabilidade e o méximo de dureza. A formulacao eleita deve
conter 1,2 % (m/m) de diéxido de silicio coloidal e 5,0 % (m/m) de croscarmeiose
sodica. Nestas condigbes os comprimidos apresentaram dureza de 1079 N,
friabilidade de 0,56 % (m/m) e desintegracdo maxima em 6,8 min.

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia; fitomedicamentos; taninos; polivilpirrolidona
CLAE; validacdo; produto seco por aspersdo; granulagio seca,
compresséo, andlise de Heckel, comprimidos; otimizagado; desenhc

composto central.



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. ificifolia. 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 untit 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 22,5 um. 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



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),
colioidal silicon dioxide (glidant and moisture adsorber) and cross-linked
carboxymethylceliulose (disintegrant). The influences of coiloidal 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/iw) 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, polyvinylpymrolidone, HPLC,
validation, spray dried extract, dry granulation, compression, Heckel
analysis, tablet, optimization, central composite design.
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INTRODUGAO GERAL

As folhas Maytenus ilicifolia Martius ex Reiss. Celastraceae tém seu uso
amplamente difundido no Brasil. Na medicina tradicional, onde a espécie é
conhecida por espinheira-santa, cancorosa, cancerosa, coromilho-do-campo, salva-
vidas, espinho-de-deus e espinheira-divina, tem sido empregada como analgésica,
antiasmatica, anti-séptica, cicatrizante, contraceptiva, diurética, em gastralgias e no
tratamento de tumores estomacais (SCHULTZ, 1975; SIMOES et a/, 1998). A
literatura relata ainda seu emprego no controle da natalidade no Paraguai
(SCHWARTZMAN ef al., 1976; ARENAS et al., 1977) e como antiasmatico,
sialagogo e anti-séptico na Argentina (AHMED ef al., 1981).

Atualmente, esta droga vegetal faz parte de indmeros preparados
comercializados, principalmente destinados ao tratamento de distdrbios gastricos.
Porém, boa parte destes produtos presente no mercado brasileiro foi introduzida

numa €poca em que nao haviam exigéncias especificas para seu registro.

Assim, com o objetivo de regulamentar o registro de fitomedicamentos no
Brasil, o Ministério da Salde através de seus 6rgdos de vigilancia sanitaria, tem
publicado uma série de regulamentacbes (MARQUES e PETROVICK, 2001).
Salienta-se a publicagdo da Portaria n® 6 de 1995 (BRASIL, 1995). A partir de entdo
os critérios de qualidade destes produtos tém se modernizado significativamente.
Mais recentemente, com a publicagdo da RDC n°® 17 de 2000, foram ratificadas as
exigéncias para o registro de fitomedicamentos no Brasil (BRASIL, 2000). Para sua
entrada no mercado o produto deve atender a pré-requisitos de qualidade similares

aos dos medicamentos contendo substancias ativas oriundas de outras fontes.

Embora as folhas de Maytenus ilicifolia tenham demonstrado eficacia e
seguranca comprovadas cientificamente (CARLINI, 1988), a droga esta incluida na
classe de produtos na qual a substancia, ou o grupo de substancias, responsavel
pela atividade terapéutica ainda ndo estd totalmente esclarecida (GONZALEZ
ORTEGA, 1993).
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Nestes casos, a principal alternativa para assegurar a qualidade é através da
quantificacé@o de substancias marcadoras. Para tanto, estes compostos devem estar
presentes tanto no material vegetal quanto em todos os produtos originados durante
0 seu ciclo de processamento (SONAGLIO ef al., 2001). Para a droga de M. ilicifolia
os taninos condensados, presentes na folhas, tém sido relacionados com a
respectiva atividade antilicera (EZAKI ef al., 1985; CARLIN! et al, 1988). Deste
modo, sdo frequentemente utilizados como grupo de substancias marcadoras para o
controle de qualidade seja da matéria-prima vegetal ou de seus produtos derivados
(FRANCO, 1990; CARVALHO, 1997; MARTINS, 1998). A técnica preconizada pela
literatura oficial para quantificacdo de taninos, fundamenta-se na capacidade destes
compostos de formar complexos insoltveis com proteinas, utilizando o pd de pele
como agente complexante (HARTKE e MUTSCHLER, 1986; WHO 1991; 1998).
Problemas com este reagente conduziram a realizag@o de testes de adaptacdo da
técnica para M. llicifolia, adotando a caseina como agente complexante
(CARVALHO, 1997). Na etapa de validagéo da técnica, MARTINS (1998) constatou
a presenga de erros sistematicos e altos indices de variabilidade das respostas. Tais
comportamentos podem estar relacionados com a eficiéncia ou a estabilidade do
complexo tanino-caseina. Estudos tém revelado que o emprego de polimeros
sintéticos, tais como a povidona e polietilenoglicol, pode ser mais efetivo na
formacdo de complexos com taninos do que diferentes derivados protéicos (LUCK et
al., 1994). Sua utilizagao, no entanto, depende da validacdo do método em relagcéo

ao objeto de analise.

Considerando o desenvolvimento tecnologico de fitomedicamentos, a
secagem de solugdes extrativas tem ganhado destaque na literatura cientifica
(RENOUX ef al., 1996; PALMA, et al, 1999; DE SOUZA et a/., 2000). A principal
vantagem da obtengdo de produtos secos consiste da minimizagdo de problemas
relacionados com a instabilidade de formas liquidas, tais como hidrélise de
compostos de interesse, variacbes de pH, crescimento microbiano, entre outros.
Entre as principais técnicas de secagem de solugbes extrativas, tem se destacado a
secagem por aspersao devido ao baixo custo de operag@o, reduzido risco de
degradagdo de compostos durante a execugdo da operacdo, e maior versatilidade
no direcionamento das caracteristicas finais dos produtos (LIST e SCHMIDT, 1984;
.WENDEL e CELIK, 1998).
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Embora os produtos secos por aspersdo possam ser empregados como
forma farmacéutica final, diversas pesquisas tém demonstrado que os mesmos
podem ter aplicacdo vantajosa como intermediarios tecnolégicos no
desenvolvimento de formas farmacéuticas finais. Apesar desta operacdo
corresponder a adicido de uma ou mais etapas no ciclo de transformagao total, esta
estratégia se justifica pela obtencdo de medicamentos com melhor forma de
apresentacao, uniformidade de dosagem, biodisponibilidade, estabilidade e maior
densificacdo. Devido a sua natureza pulvérea, a compressdo de produto seco por
aspersao tem sido amplamente investigada (DE SOUZA, 1999; PALMA et af., 1999;
ROCKSLOH et al., 1999; LINDEN et a/., 2000, DE SOUZA et al., 2001).

Entretanto, estes pds nem sempre apresentam caracteristicas reolégicas e de
compressibilidade que viabilizem a compressdo direta. Como agravante, proporcdes
elevadas destes produtos na formulacdo séo freqientemente necessarias para que
a dose efetiva seja alcancada (RENOUX et al., 1996; LINDEN et a/, 2000; DE
SOUZA et al., 2001).

Entre as estratégias tecnolégicas para possibilitar a obtengdo de formas
farmacéuticas compactas a partir destes produtos, destaca-se a sua transformacao
em granulados, especialmente através da via seca (DE SOUZA ef al, 1999,
ROCKSLOH et al., 1999; PALMA et al., 1999; COUTO, 2000).

Naturalmente, a inclusdo da operacdo de granulagdo no processo acarreta
num maior nimero de passos tecnoldgicos, exigindo maior conhecimento e controle
dos parametros operacionais, responsaveis pela determinagdo das propriedades
finais do produto do ciclo. Porosidade, compressibilidade, densidade e distribuicdo
granulométrica s3o apenas algumas das caracteristicas dos granulados,
dependentes das condicdes em que foi executada a sua preparagio.
Adicionaimente, as particularidades do granulado podem modificar fortemente as
propriedades finais de comprimidos que os contém, tais como friabilidade, dureza,
desintegracio efou dissolugdo.

Em face destas consideragdes, o presente trabalho teve, como objetivo geral
o desenvolvimento tecnologico de comprimidos contendo alta concentracdo de
produto seco por aspersao, obtido a partir de solugdo extrativa das folhas de
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Maytenus ificifolia, contemplando, como um dos passos de transformagdo, a
obtengéo de granulados por via seca.

Para o alcance deste objetivo avaliou-se a possibilidade de utilizar 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 substancia de referéncia em estudo preliminar de precipitacdo.
Sob este ponto de vista foi montado protocolo de validac@o para ¢ método.

Paralelamente foi desenvolvido e validado um método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificagdo de catequina e
epicatequina em produtos derivados de Maytenus ilicifolia.

A producao de produto seco por aspersao de Maytenus ilicifolia foi realizada
empregando torre de secagem por aspersdo munida de aspersor rotatério. O
produto foi caracterizado e suas especificagcbes comparadas com cutros produzidos

anteriormente, sob condigbes diferentes.

Para adequar suas propriedades tecnoldgicas aos proximos passos de
transformacdo, o produto seco obtido foi granulado empregando-se a operacic de
granulagdo por via seca. A operagdo foi conduzida em compactador de rolos e por

produgé&o de briquetes em maquina de comprimir.

Apbs estabelecimento das condicbes operacionais da granulacao e avaliagdo
dos granulados, os mesmos foram empregados em estudo de otimizacdo de
formulacdo de comprimidos contendo alto teor do granulado.

Para a sua apresenta¢do, o presente trabalho o trabaiho foi divido em quatro

capitulos:

1 - Avaliagdo de agentes precipitantes de taninos presentes na solugdo
extrativa de M. ilicifolia
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2 — Desenvolvimento e validagdo de método analitico por cromatografia
liquida de alta eficiéncia para quantificagdo de catequina e epicatequina
em produtos derivados de M. ilicifolia

3 — Producéo e caracterizacdo de produto seco por aspersao de M. ilicifolia

4 — Producéo e otimizag@o de comprimidos contendo o PSA granulado.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, produtos farmacéuticos elaborados a partir de plantas medicinais
tém encontrado crescente aceitagdo terapéutica, quer como fitomedicamentos ou
como produtos fitoterapicos, componentes de outras associagfes medicamentosas.
Em ambos os casos, os produtos devem apresentar qualidade farmacéutica
constante, comprovada através de suas eficacia e seguranca clinicas e de suas
especificacies técnicas (LOEW et al, 1999; BRASIL, 2000; GAEDCKE e
STEINHOFF, 2000).

O estabelecimento de parametros, para a matéria-prima responsave! pela
atividade terapéutica, é fundamental para que a qualidade de um medicamento seja
assegurada. Quando se tratam de substancias de origem sintética, os processos de
sintese atuais conduzem a uma homogeneidade de caracteristicas que atende as
especificacOes técnicas sanitarias. Para matérias-primas vegetais isto ndo é simples
de ser alcangado, pois a sua qualidade depende de fatores tais como a variabilidade
bioldgica, formas de cuitivo e de coleta, além de alteragdes introduzidas com as
operagles posteriores, tais como secagem, armazenamento e moagem, que podem
modificar, significativamente, a complexa composicdo do material vegetal e/ou de
seu produto derivado. Assim, para que haja reprodutibilidade na qualidade de
fitomedicamentos € necessaric que um rigido protocolo de controle seja
implementado desde a producéo do material vegetal, passando pelas operagdes de
transformacéo e culminado na avaliagdo da forma farmacéutica final (CALIXTO,
2000, GAEDCKE e STEINHOFF, 2000; SONAGLIO et al., 2001).

Entre as principais ferramentas, utilizadas para avaliagdo da qualidade do
ciclo de obtencdo de produtos de origem vegetal, encontram-se os métodos de
quantificacdo de compostos ativos. Através destes é possivel avaliar se os
paradmetros envolvidos nas operagGes de transformagéo, incluidas na producao de
um determinado fitomedicamento, modificam o elenco de compostos quimicos ou o
teor destes. Porém, para diversos vegetais, que apresentam comprovada atividade
terapéutica, ainda na@o foi possivel estabelecer quais substancias ou grupo de
substancias s&o responsaveis por sua atividade bioldgica. Nestes casos,

normaimente, séo utilizadas substancias marcadoras, ou grupo delas, que sejam de
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ocorréncia constatada na droga vegetal sob consideragio, majoritarias, providas ou
ndo de acdo farmacolégica e que estejam presentes em todos produtos do ciclo de
transformacdo. Entretanto, para aplicacdo deste critério, € necessdrio que a
identidade da matéria-prima vegetal seja inequivocamente assegurada (SONAGLIO
et al.,, 2001).

Neste contexto, os polifendis s&o um grupo de substancias que tem
despertado a atencéo de indmeros investigadores (SCHOLZ, 1994; HASLAM, 1996).
Uma das classes de polifendis, denominada de taninos, apresenta estrutura
diversificada e que se encontram divididas em dois grandes grupos: hidrolisaveis
{derivados do acido galico) e condensados (polimeros de flavan-3-6is e flavan-3 4-
didis). Estes compostos estdo amplamente distribuidos pelo reino vegetal e
apresentam diversas atividades biolégicas (SCHOLZ, 1994; STICHER, 1999;
MELLO e SANTOS, 2001). A maior parte do fascinio da comunidade cientifica por
taninos se deve a dificuldade em explicar, de modo satisfatério, a fungdo metabdlica
que leva ao seu acumulo no vegetal (HASLAM, 1977, 1996, FERREIRA et al., 1999).

Os taninos tém sido amplamente empregados como substancias marcadoras
para a avaliagdo da qualidade de diversas matérias-primas vegetais (STICHER,
1999; MELLO e SANTOS, 2001). As principais metodologias de avaliagdo
fundamentam-se na capacidade de formacdo de complexos com proteinas que
apresentam estes compostos. Assim, através de sua separac&o por precipitagdo ou
filtrac&@o, a quantificagdo pode ser realizada por gravimetria ou absorciometria apos
reacdo com o reagente de Follin-Denis (WHO, 1998; STICHER, 1999; MELLO e
SANTOS,2001). Na literatura ainda sdo relatadas técnicas fundamentadas na
inibicdo de atividade enzimatica. Entretanto, como exigem maior complexidade
aparativa, apresentam maior dificuldade para emprego na rotina analitica
(SCHOFIELD et al., 2001).

12
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1.1. Reviséo da literatura

Taninos

Baseado em suas estruturas quimicas, os taninos sdo divididos em dois
grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (STICHER, 1999; MELLO e
SANTOS, 2001). Os taninos hidrolisdveis sdo ésteres de glicose e de &acidos
fendlicos (acido galico ou elagico e seus derivados) (figura 1).

(I)H OH
H H tanino elagico (o] OH
OH o o
HO.
0 —
HO & o tanino galico
(0]
(o)
O\ o OH
O,
H
OI
‘s
HO on © ¢
OH
HO OH
COOH or HO
OH
acido galico
HO' OH
OH

Figura 1.1. Estrutura dos taninos hidrolisaveis.

Os taninos condensados, também denominados de proantocianidinas, sdo

encontrados na natureza sob forma de monémeros de flavan-3,4-didis
(leucoantocianidinas) ou constituidos por dimeros ou maiores combinacfes de
flavan-3-ol (proantocianidinas condensadas) (figura 2) (HASLAM, 1977,
HARBORNE, 1982; BRUNETON, 1993; STICHER, 1999; MELLO e SANTOS, 2001).

As proantocianidinas s&o constituidas por cadeias de catequina ou

epicatequina ligadas por pontes 48 ou 4—6. Através do aquecimento em solugéo
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de HCI em n-butanol ocorre destruicdo das pontes interflavonéis, proporcionando a
liberagdo da catequina ou epicatequina, e cianidina (dai o nome procianidina)
(BATE-SMITH, 1975; MELLO e SANTOS, 2001). As proantocianidinas conhecidas
como B1, B2, B3 e B4 sdo as que ocorrem com maior freqiiéncia na natureza (figura
2). Estas proantocianidinas apresentam-se livres e nao glicosiladas, e, quase
invariavelmente, sdo acompanhadas pelos monémeros flavan-3-6is, (+)-catequina

ou (-)-epicatequina.

EPICATEQUINA

©[OH

“OH HO o_ - "OH B
: L, @E

HO O~ OH CATEQUINA HO\CQOJ: OH

OH
2 O, 2% (X
i i O -
'OH OH
OH B

Figura 1.2. Estrutura dos taninos condensados.

A literatura demonstra que muitas propriedades atribuidas aos taninos, tais
como adstringéncia, fungitoxicidade e inibicdo enzimatica, estéo relacionadas com

sua capacidade de precipitar proteinas (SCHOLZ, 1994).

A interagdo entre taninos e proteinas pode ser decorrente de diferentes
mecanismos tais como a formacdo de ligacdes covalentes, pontes de hidrogénio e
interagdes hidrofobas (figura 3), e s&o influenciadas pelo tamanho molecular ou grau
de polimerizacdo dos taninos, estrutura das proteinas, pH e forga idnica do meio
(HASLAM et al., 1989; WAGNER, 1993; HASLAM et a/., 1999).
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Figura 1.3. Tipos de complexacgao tanino-proteina (WAGNER, 1993).

Os primeiros estudos sobre associactes entre polifendis e proteinas datam de
aproximadamente 200 anos atras (DAVY, 1803"). Este estudo permitiu identificar as
principais propriedades macroscépicas da complexacdo destes polifendis, além de
dar suporte & definicdo empirica de taninos vegetais. Entretanto, em virtude do
pouco conhecimento da diversidade estrutural destes compostos, 0s mecanismos
moleculares através dos quais ocorre a formacdo dos complexos foram pouco
investigados e, consequentemente, pouco compreendidos. Diversas investigacbes
quantitativas, realizadas durante os dltimos 25 anos, deram relevantes contribuigcbes
para drea, e relagdes estrutura-atividade tém sido descritas e mecanismos
propostos. Embora o grupo das proantocianidinas sejam responsaveis pela maioria
das propriedades atribuidas aos taninos, muitos dos estudos de complexacdo tém
sido realizados com séries biossintéticas de ésteres dos Acidos gdlico e hexaidroxi-
difénico (HASLAM et a/., 1989; HASLAM et af., 1999) as quais se diferenciam,
sistematicamente, no nimero de fendis, na solubilidade em agua, na conformacéo e
no tamanho molecular.

Medidas precisas, obtidas pelo emprego dos diversos métodos relatados na

literatura, usando diferentes polifendis e proteinas, tém servido de suporte das
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propostas mais recentes para a descricdo da natureza quimica da maioria dos
taninos. Assim, por exemplo, estudos realizados por MCMANUS e colaboradores
(1994) demonstraram que o tamanho molecular, o nimero e a disposicdo dos
nucleos fendlicos, a flexibilidade conformacional e a solubilidade em agua sio os
fatores dominantes na determinacdo da forga de ligagdo entre um polifenol e uma
proteina. Alta solubilidade em agua reduz a eficiéncia da complexacdo entre
polifendis e proteinas, enquanto que o aumento do tamanho molecular dos polifendis
favorece a associagdo com proteinas. A respeito da flexibilidade conformacional, a
introducdo de uma ligacdo entre dois anéis aromaticos de dois ésteres de &cido
galico, gerando um éster hexaidroxi-difenoila, de conformacao restrita, acarretou
diminuigéo da afinidade por proteinas, embora o nimero de nucleos aromaticos e de
grupos fendlicos permanecesse inalterado (HASLAM e CAl, 1994).

IniUmeros autores tém realizado estudos para elucidar o mecanismo de co-
precipitacdo tanino-proteina. SPENCER e colaboradores (1988) propuseram dois
mecanismos: a co-precipitacdo seria resultante de ligagdes cruzadas, baseadas em
associacles, nas quais, cada molécula de tanino liga-se a duas ou mais moléculas
de proteina. O segundo mecanismo ocorre em duas etapas. Inicialmente ha um
estagio de complexagdo seguido da precipitacgdo dos complexos formados.
KAWAMOTO e colaboradores (1996), em estudo da estequiometria da reagéo de
co-precipitagdo de séries de galoilglicoses (taninos hidrolisaveis) com albumina
sérica bovina (ASB), detectaram um comportamento crescente e linear para
precipitacdo de ASB, principalmente, quando houve aumento de grupos galoila na
molécula de galoilglicose. Tais resultados reforgam a proposta de que 0 mecanismo

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

Os métodos usualmente empregados para determinagdc quantitativa de
proantocianidinas sdo, em sua maioria, determinagbes de taninos totais. Embora
seja possivel a determinacdo individual de proantocianidinas de baixo peso
molecular através de técnicas cromatograficas, os resultados destas andlises ndo
representam, com tanta exatiddo, a concentracio real quanto a determinagdo em
conjunto do grupo. A maioria dessas técnicas fundamenta-se na capacidade de
complexagéo que apresentam as proantocianidinas (LANG e WILHELM, 1995).

! DAVY,H. An account of some experiments on the constituints parts of some adstringent vegetabies and on
their operation in tanning. Phil. Trans., v. 93, p. 223, 1803. apud HASLAM et al., 1989.
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BATE-SMITH (1973) propés a determinagdo de taninos empregando a hemanalise.
Esse método fundamenta-se na determinag¢ido colorimétrica do sobrenadante de
sangue hemolisado apoés formagdo do complexo tanino-hemoglobina. Como
vantagens o0 méfodo apresenta a especificidade ao grupo e a facil determinacgdo
colorimétrica da hemoglobina, além de requerer pequenas quantidades de amostra e
poucc tempo para execugdo (OKUDA et al., 1989; BRUNETON, 1993; PRATES DE
LIMA et al., 1995; LANG e WILHELM, 1996). Outra forma de determinar os taninos
tem sido através de sua precipitacdo com p6 de pele. Existem dois métodos que
empregam o pd de pele. O primeiro é realizado por gravimetria, onde o teor de
taninos totais é determinado pela diferencga entre o residuo seco da solugdo extrativa
antes e depois do tratamento com o po de pele (PHARMACOPEE, 1980; WORLD,
1991). O segundo método & realizado por absorciometria no visivel. Neste, o teor de
taninos totais é determinado pela diferenca da absor¢do dos analitos antes e depois
do tratamento com o p6 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 pé de
pele, tem sido freqlente a proposicdo do emprego de agentes precipitadores
alternativos. Estudos avaliando o emprego de derivados protéicos tais como a
albumina sérica bovina e a caseina tém sido usuais objetos de estudos (LUCK ef al.,
1994, KAWAMOTO et al, 1996; CARVALHO, 1997, MARTINS, 1998). A
complexacdo dos taninos com derivados protéicos tem apresentado uma série de
limitagGes. A influéncia de fatores externos sobre a estabilidade do complexo ‘
(temperatura, tempo e pH) e problemas relacionados com a afinidade entre
proteinas e taninos sugerem baixas especificidade e exatidao para estes métodos.
Desta forma, a avaliagdo de novos agentes complexantes, mais especificos e
estdveis, que ndo sejam derivados protéicos, também tem sido intensa. Neste
contexto, a povidona (PVP) tem se destacado por sua capacidade de complexacéo
com polifendis (FROMMING ef al., 1981; HORN e DITTER; 1982; MAKKAR e
BECKER, 1993; MAKKAR ef al.,, 1993, a, b ; LUCK et al., 1994; MAKKAR ef al.,
1995; BUHLER, 1996, BORNEMANN et af., 2001; NACZK et al., 2001). Ao contrario
da maioria dos derivados protéicos, os complexos formados entre os compostos
polifendlicos e a polivinilpirrolidona sdo mais estaveis. Alguns trabalhos tém
demonstrado que a PVP apresenta maior afinidade na formacédo de complexos com

polifendis, em especial com taninos, do que outras substancias, tais como caseina,
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gelatina e albumina sérica bovina (LUCK et al., 1994; SIEBERT e LYNN, 1997,
SILANIKOVE et al., 2001).

Recentemente, tem sido notado um interesse crescente no uso de agentes
ligantes de taninos para sua quantificacdo, neutralizacdo de seus -efeitos
indesejaveis para os animais, tais como distirbios do apetite e do processo
digestivo, ou ainda para operagdes de clarificagio/purificagdo na industria vinicola e
alimenticia (SIEBERT et al., 1996a, b; SIEBERT e LYNN, 1997; BORNEMAN ef a/.,
2001; NACZK et al., 2001; SILANIKOVE ef a/., 2001).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliagdo da viabilidade de metodologia espectrofotométrica 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 referéncig;

- selecionar a povidona que apresentar melhor capacidade de formacao de
complexos com a catequina nas condigdes estudadas;

- avaliar o perfil de formacio de complexos entre a catequina e a povidona
selecionada, e,

- avaliar a viabilidade de transposicdo do método de precipitacdo de taninos
com povidona para a matéria-prima vegetal de Maytenus ificifolia.
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3. MATERIAIS E METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Matérias-primas

- material vegetal: constituido por folhas de Maytenus ilicifolia fomecido pelo Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da
Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/UNICAMP) onde foram
coletadas em abril de 1997. As folhas e ramos recebidos foram identificados
pelo técnico Marcos Sobral, do Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias da UFRGS, e uma exsicata encontra-se depositada no herbario
da UFRGS sob registro (ICN) nimero 111772.

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

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

- povidonas insoluveis (gentiimente 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

- espectrofotébmetro HP8452 A (Hewlett Packard)

- cromatégrafo liquido de alta eficiéncia LC-10A (Shimadzu)
bomba LC10AD (Shimadzu)
sistema de valvulas para eluicdo gradiente FVC-10AL (Shimadzu)
detector UVIVIS SPD10A (Shimadzu)
Injetor automatico SIL-10 A (Shimadzu)
Programa para aquisi¢cdo de dados CLASS-LC10 (Shimadzu)
coluna cromatografica Nova-Pak Cz 150 mm x 39 mm (60 pum) (Waters)
pré-coluna Cg 10 mm x 4 mm (125 um) (Shimadzu)
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3.1.3 Reagentes, solugdes, substancias-referéncias e outras matérias-primas

Todos reagentes empregados, caso ndo mencionado em contrario, sdo de

grau pro-andlise, fornecidos pela Merck.

- &cido acético

- acetonitrila (OmmiSolv - grau HPLC)

- &cido bérico

- &cido cloridrico

- acido fosfomolibdico

- &cido fosforico

- carbonato de sédio anidro

- caseina (Sigma)

- (+)- catequina (Sigma)

- cloreto de potassio

- (-)- epicatequina (Sigma)

- fosfato monobasico de potassio

- hidréxido de aménia

- membrana de filtragdo com didmetro de 0,45 um (Millipore-HVHP)

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

- rutina (gentilmente doada pela Prof’. Dr. Amélia T. Henriques, PPGCF, Fac.
Farmacia - UFRGS)

- tungstato de sédio (Baker)
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Avaliagio da formacdao de complexos com catequina (substincia

referéncia)
3.2.1.1 Selecao do comprimento de onda para leitura

Para escotha do comprimento de onda de leitura, foi preparada solugdo de
feitura de catequina (0,40 ug/mL) em agua destilada e submetida a varredura na
regido de 200 a 500 nm. A agua foi utilizada como solug&o de compensacgao.

3.2.1.2 Preparagdo das solugoes estoque

Solucéo de catequina

A solucio estoque de catequina foi preparada na concentracdo de 2 mg/mL
com agua recentemente destilada. A total dissolugdo do padrdo foi alcangada com o
auxilio de banho de uitra-som. A soluc¢éo foi armazenada protegida da luz.

Dispersdes de povidona

As dispersbes estoque de povidona, em diferentes concentracdes, foram
preparadas por dissolugéo (PVP sollveis) ou suspensdo (PVP insoluveis) do
polimero em agua recentemente destilada. Para assegurar a total hidratacdo do
material, as dispersées foram preparadas pelo menos 24 horas antes dos

experimentos e mantidas sob agitacdo constante.
3.2.1.3 Ensaio preliminar para sele¢do do complexante para catequina

Para avaliacdo preliminar da formacdo de complexos entre a catequina e
diferentes povidonas, 5,0 ml da solugéo de estoque de catequina e aliquotas das

diferentes dispersdes de PVP (suficientes para originar solugdes com concentragdes
finais entre 5 e 1600 ug/mL), foram transferidos para baldes volumétricos de 25 ml e
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submetidos & agitagio durante 30 minutos. Apés agitagdo, 10,0 mL de cada amostra
foram transferidos para tubos de centrifuga e centrifugados a 3000 rpm durante 30
minutos. Em baldo volumétrico de 25 mL, 5,0 mL do sobrenadante foram diluidos
com agua destilada e a concentragdo de catequina foi determinada em

espectrofotdmetro em 280 nm.

3.2.1.4 Avaliagao dos complexos formados entre catequina e povidona
insolivel

Em balbes volumétricos de 25 mL, foram submetidos a agitagdo 5,0 mL de
solucéo estoque de catequina e suspensdes de Kollidon CL em concentracdes que
variaram de 5 a 6000 pg/mL. Apos 30 minutos de agitacdo, 10,0 ml de cada
amostra foram transferidos para tubos de centrifuga e centrifugados a 3000 rpm
durante 30 minutos. Em baido volumeétrico de 25 mL., 5,0 mL do sobrenadante foram
diluidos com agua destilada e a concentragdo de catequina determinada em
espectrofotometro em 280 nm.

O resultado foi expresso como fracao de catequina ligada (FCL) em fungdo da
razao molar entre PVP e catequina, considerando a massa molecular do mondmero
de PVP =111,1 (DONER et al., 1993) (n = 3):

FCL = (Apad - Acent)/ Apag

onde: Apaq = absorvancia da solucéo padréo e Acent = absorvancia da solugéo apds
centrifugacao.

3.2.1.5 Purificagdo da povidona

Uma amostra de 50,0 g de Kollidon CL foi pesada e transferida para béquer
de 500 ml e submetida & agitacdo com 250 mL de HCI 0,1 M durante 30 minutos.
Em seguida, o material foi filirado em funil de vidro sinterizado G3, sob presséo
reduzida. Ainda no funil, o material retido foi lavado com mais 1000 mL da mesma
solucdo acida e, posteriormente, com agua destilada, até obtencdo de um filtrado
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limpido. O residuo foi seco em estufa a 40 °C, durante 72 horas, e acondicionado

em dessecador com silica.

3.2.1.6 Avaliagdao da influéncia da povidona purificada sobre capacidade de

complexac¢ado com catequina

Solucéo de catequina a 400 pg/ml foi tratada com suspensbes aquosas de
Kollidon CL, com e sem o tratamento descrito no item 3.2.1.5, nas concentra¢Ges de
60, 120, 240, 360, 480, 600, 1200 e 2400 pg/mL. Os resultados foram expressos
como fragdo de catequina ligada (FCL) em funcdo da razdo Kollidon ClL/catequina
(m/m) (n=3).

3.2.1.7 Determinacgao da capacidade de complexagado entre catequina e caseina
Solugéo de catequina a 400 ug/mL foi tratada com caseina, em quantidades
que variaram entre 5 e 2000 mg. Os resultados foram expresso como fracdo de

catequina ligada (FCL) em fungéo da razéo caseinal/catequina (m/m) (n = 3).

3.2.1.8 Avaliacdao da influéncia do pH sobre a estabilidade de complexos
contendo catequina

Povidona/catequina:

Solugdo de catequina a 200 ug/mL foi submetida a complexacdo com PVP
purificada na concentragdo de 1200 ug/mL. O pH foi obtido pela adicdo de solucdes
diluidas de HCi ou NaOH e pela utilizacdo de tampao fosfato e borato (tabela 1.1).
Os resultados foram expressos como fracdo de catequina ligada (FCL) em fungéo do
pH.
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Tabela 1.1. Solugbes e condicdes utilizadas para avaliacdo da influéncia do pH

sobre a formacao de complexos entre povidona e catequina.

Solugéo . Volume pH pH Anm
adicionado (literatura)  (solugdo final)
HCIO0,1 N 1,0 mL - 3,1 280
HCIO0,1N 0,5mL - 3.4 280
Agua destilada - - 6,1 280
Tampéo fosfato’ 15,0 mL 7.0 7.1 280
Tampéo fosfato' 15,0 mL 8,0 7.9 280
Tampao borato? 15,0 mL 86 8,6 290*
Tampao borato? 15,0 mL 9,0 8,9 290*
Tampao borato? 15,0 mL 96 9.4 290*
NaOHO0,1 N 0,5mL - 10,5 290*

* Devido ao deslocamento batocrémico sofrido em pH alcalino, as leituras foram realizadas em 290
nm. "USP XXIl, 1990; 2ASSUMP(;:}liO e MORITA, 1968.

3.2.1.9 Avaliagdo do perfil de complexacao entre povidona e catequina
empregando desenho composto central

O perfil de complexagéo entre povidona com ligagdes cruzadas (Kollidon CL)
e catequina foi analisado através de desenho composto central (DCC). Para tanto,
foi montado um desenho experimental do tipo 22 ampliado com 3 pontos centrais e 4
pontos estrelas (MYERS € MONTGOMERY, 1995; LINDEN, 1998; PETRY, 1999).
Tanto as variaveis naturais quanto as codificadas estdo descritas na tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Matriz do desenho composto central para avaliagdo do perfil de

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

Variaveis Codificadas Variaveis Naturais
Experimento CAT PVP CAT (ug/mL) PVP (ug/mL)
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 3414 200
9 -1,414 0 58,6 200
10 0 1,414 200 3414
11 0 -1,414 200 58,6

Os resultados foram analisados com 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
equacao geral através do método de regressao ndo finear no programa SigmaStat®.
A equagdo foi avaliada e validada através de ANOVA, realizada com o auxilio do
programa Excel® 7.0, teste de falta de ajuste (lack-of-fif), e teste-t para os

coeficientes da equagéo, adotando os critérios propostos por WHERLE (1990).
Equacdo geral: ¥y =Bo + B1e X1+ By e X2+ B1y @ X1 0 X2 + By 0 (X1)° + Baz @ (x3)?

A variavel dependente, absorvancia lida em 280 nm, foi estimada em planilha
do Excel®, através do emprego do modelo matematico (equagdo geral) para 48
pares de concentracdes de catequina e povidona, dentro do campo experimental
ariginal. Com base nestes resultados, foram construidos os gréficos de superficie de

resposta e de contornos no programa SigmaPlot®.
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A partir dos valores de absorvancia obtidos experimentalmente, foram
calculadas as fragGes 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 fendmeno estudado, o modelo que descreve a fragao

ligada foi analisada apenas quanto ao coeficiente de regresséo.

3.2.2. Avaliagdo da determinagdo de taninos totais em solugao extrativa de M.
ilicifolia

3.2.2.1 Preparagao da solugao extrativa (CARVALHO, 1997)

A solugdo extrativa foi preparada por infusdo de 10,0 g da droga vegetal
moida em 100,0 mL de agua destilada, durante 15 minutos e sob agitacdo mecanica
ocasional. Apds resfriamento e filtragdo, a solucdo foi transferida para baldo

volumeétrico de 100 mL e o volume completado com agua destilada.

3.2.2.2 Determinagdo quantitativa de taninos empregando o regente de Folin-
Denis (MARTINS, 1998)

3.2.2.2.1 Preparagéao dos reagentes para o doseamento de taninos
Reagente de Folin-Denis: foram submetidos a refluxo, com 75,0 mL de &agua

destilada, por 2 horas, 10,0 g de tungstato de sdédio, 2,0 g de acido fosfomolibdico e

5,0 mL de &cido fosférico. Apos resfriamento, a solugdo foi transferida para baldo

volumétrico de 100 mL e o volume completado com agua destilada.

Solucdo de carbonato de sédio 20 %: foram dissolvidos em 1 L de agua destilada, a

70 °C, 200,0 g de carbonato de sédio anidro. Apds 24 horas, a solugdo foi filtrada .

3.2.2.2.2 Analise quantitativa de taninos totais na solug#o extrativa

Foram tomados 15,0 mL da solugio extrativa e diluidos a 100,0 mL com agua
destilada, originando a solucdo estoque. Para a determinacéo dos polifendis totais
(PFT), 2,0 mL da solug&o estoque foram transferidos para baldo volumétrico de 25
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mL e o volume completado com agua destilada. Aliquota de 2,0 mL desta solug&o foi
transferida para béquer de 50 mL e adicionada de 2,0 mL do reagente de Folin-
Denis (R1) e de 16,0 mL da solugdo de carbonato de sédio 20 % (R2). A
absorvancia foi determinada em 750 nm, exatamente 2 minutos apds a adigdo do
ditimo reagente. A agua foi utilizada como solugdo de compensacdo. Para
determinagdo da fragdo nao-tanante (FNT), 10,0 mL da solugdo estoque foram
submetidos & agitacdo em agitador magnético por 30 minutos, com o agente
complexante. ApGs agitacdo, as amostras foram transferidas para tubos de
centrifuga e centrifugadas a 3000 rpm durante 30 minutos. Aliquota de 5,0 mL do
sobrenadante foi diluida a 25,0 mL com agua destilada. Foram tomados 2,0 mL
desta solug@o e submetidos & reagdo com os reagente R1 e R2 como descrito
anteriormente. As absorvéancias respectivas foram lidas em 750 nm utilizando agua
destilada como solucdo de compensagdo. Os resultados foram calculados segundo
as equacbes abaixo e expressos como catequina (g %), pela média de trés

determinacdes.

A1eFD A2« FD
PFT = e FNT = —
(m-p) e A™ (m-p) e A™

TT = PFT-FNT

PFT = polifendis totais (g%)

FNT = fracdo nao-tanante (g%)

TT = fragdo tanante (g%)

A = absorvancia do produto de reacéo da solucédo de polifendis totais (U.A)
FD = fator de diluicio

m = massa de matéria-prima vegetal (g)

p = perda por dessecacdo da matéria-prima vegetal (g)

A" = coeficiente de absorggo especifica do produto de reagio da catequina
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3.2.2.2.3. Determinacao do coeficiente de absorgao especifica do produto de

reagao da catequina com o reagente de Folin-Denis em 750 nm

O coeficiente de absorgao especifica da produto de reacido entre catéquina e
reagente de Folin-Denis, foi estabelecido a partir de uma curva de calibracdo da
substancia apds reacdo com o reagente de Folin-Denis. Para tanto, foram
preparadas solugdes do padrdo nas concentracdes de 0,016; 0,024; 0,032; 0,048;
0,072 e 0,080 mg/mL, em agua destilada. De cada solugdo foram transferidos 2,0
mL para béquer de 50 mL e adicionados de 2,0 mL do reagente de Folin-Denis (R1)
e de 16,0 mL de solugdo de carbonato de sédio 20% (R2). A absorvancia foi
determinada em 750 nm, exatamente 2 minutos apds a adicdo do reagente R2,
utilizando agua como solugdo de compensagdo. Foram realizadas ftrés
determinagdes para cada concentracao.

O coeficiente de absorcao especifica do produto reacional da catequina foi

determinado através do emprego da equac3o abaixo.

Onde :
A% = absor¢ao especifica do produto reacional da catequina
A = absorvancia do produto reacional da catequina (U.A.)
C = concentracéo de catequina (g/l)

3.2.2.3 Determinacgao quantitativa de taninos através de leitura direta
3.2.2.3.1. Selegao do comprimento de onda para leitura
A solucdo extrativa foi diluida a concentracdo de 0,6 mg/mL com agua

destilada e o espectro de varredura foi determinado na regido de 200 a 500 nm.
Agua destilada foi empregada como solugdo de compensagcao.
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3.2.2.3.2 Anadlise quantitativa de taninos totais na solugao extrativa através de

leitura direta

Para a determinac&o dos polifendis totais (PFT), 5,0 mL da solugéo extrativa
foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e o volume completado com
agua destilada. Aliquota de 5,0 mL desta solugéo foi diluida a 25,0 mL com agua
destilada. A absorvancia foi determinada em 280 nm, utilizando agua destilada como
solucdo de compensacéo. Para determinacéo da fracdo nao-tanante (FNT), 10,0 mL
da solugdo extrativa foram submetidos a agitacdo em agitador magnético com o
agente complexante, durante 30 minutos. Apés agitacdo, as solugbes foram
centrifugadas a 3000 rpm, durante 30 minutos. Aliquota de 5,0 mL do sobrenadante
foi diluida a 25,0 mL com agua destilada e a absorvancia determinada em 280 nm,
utilizando agua como solugcédo de compensacio.

Os resuitados foram calculados segundo as equagdes abaixo € expressos

como catequina (g %), pela média de trés determinagdes.

Al FD A2 FD
PFT = ———— — 2] g
(m-pleAs™ (m-p)eAs™*

TT = PFT - FNT

PFT = poiifendis totais (g%)

FNT = fragdo ndo-tanante (g%)

TT = fragdo tanante (g%)

A = absorvéancia (U.A)

FD = fator de diluicdo

m = massa de matéria-prima vegetal (g)

p = perda por dessecagdo da matéria-prima vegetal (g)
A;"® = coeficiente de absorgso especifica da catequina

30



Capitulo | - Avaliagdo de agentes precipitantes de taninos

3.2.2.3.3. Determinacgao do coeficiente de absorcdo especifica da catequina em
280 nm

O coeficiente de absorgio especifica da catequina foi estabelecido a partir de
uma curva de calibracdo através de leitura direta em 280 nm. Para tanto, foram
preparadas solucdes do padrdo nas concentragdes 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 espectrofotometro utilizando agua como solugdo de compensagao.
Os resultados correspondem a média de trés leituras para cada concentragio.

O coeficiente de absorgéo especifica da catequina foi calculado empregando
a mesma equacao descrita no item 3.2.2.2.3.

3.2.2.3.4 Avaliacao do perfil de complexagdo entre povidona e a solugéo
extrativa empregando desenho composto central

O perfil de complexagio entre povidona com ligagdes cruzadas (Kollidon CL)
e a solucao extrativa foi analisado através de desenho composto central (DCC).
Para tanto, os mesmos procedimentos para execuc¢do e analise do desenho
experimental descritos no item 3.2.1.9 foram adotados. As varidveis naturais e
codificadas estao descritas na tabela 1.3.
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Tabela 1.3. Matriz do desenho composto central para avaliagdo do perfil de

complexagdo entre a solucdo extrativa (SE) e povidona (PVP).

Variaveis Codificadas Variaveis Naturais
Experimento SE PVP SE (pg/mL) PVP (ug/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 o 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 1800
13 -1,414 0 161,8 1900

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

adotados cinco pontos centrais.

3.2.2.3 Infiuéncia da concentracdao de caseina e povidona sobre o teor de
taninos totais na solugao extrativa

O ensaio preliminar, para avaliar a influéncia da concentragdo dos agentes
complexantes sobre o teor de taninos totais na solugdo extrativa, foi realizado
empregando-se quantidades crescentes destes agentes, até que nao fossem mais
detectadas variagbes na absorvancia da fragdo ndo-tanante (n = 3). As quantidades
empregadas dos agentes complexantes estdo representadas na tabela 1.4.
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Tabela 1.4. Quantidades dos agentes complexantes testadas para cada 10 mL de
solucéo extrativa.

Caseina Povidona
(mg) (mg)
50 10
100 25
150 40
200 50
250 60
300 100
350 150
400 200
- 300

O teor de polifenéis totais (PFT), da fracdo ndo-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

Preparacdo das amostras

Para preparacdo das amostras, 60 mg de (+)- catequina e 20 mg de rutina
foram dissolvidos em 50,0 mL de &gua destilada. Aliquotas de 15,0 mL da solucio
contendo os padrbes foram transferidos para béquer de 50 mL e submetidos a
agitagdo, durante 30 minutos, com 30 mg de povidona. Apés agitacdo, 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 com &agua destilada (solugdo amostra).
Paralelamente, 10,0 mL da solucdo contendo o padrdo foram submetidos a
centrifugacdo a 3000 rpm durante 30 minutos. Ao mesmo tempo 5,0 mL do

sobrenadante foram diluidos a 25,0 mL com agua destilada (solugao referéncia).
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Tanto a solugdo amostra quanto a referéncia foram filtradas através de

membrana 0,45 um e 20 puL foram injetados no cromatografo.

Preparacdo da fase movel

Foram preparadas duas solugées para constituirem a fase movel:

Solugéo A - &cido acético 1 % (VIV)

Solugdo B - acetonitrila:agua:acido acético (50:49:1; VIV/V)

Apés preparacdo, as solugdes foram filtradas através de membrana 0,45 uym e

desaeradas com hélio.

Condicdes cromatograficas

As amostras foram eluidas em sistema gradiente através da variagdo da

composicdo da fase movel de acordo com a tabela 1.5, empregando fluxo de 1,5

mL/min e detec¢cdo em 280 ou em 352 nm, segundo o caso.

Tabela 1.5. Programa do gradiente de eluicdo.

Tempo {min) Solugéo 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
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da capacidade de complexacdo de catequina com povidona
{PVP)

Utilizando a catequina como substancia referéncia, a formagdo de complexos
foi avaliada para diferentes tipos povidona. Os polimeros testados se dividiram em
dois grupos: soltiveis (Kollidon 17PF, 25 e 30) e insoltveis (Kollidon CL e CL-M), os
quais correspondem a povidona com ligagdes cruzadas.

Os resultados obtidos estdo representados na figura 1.4. A formacio de
complexos empregando os polimeros soluveis, demonstrou que ndo ocorre
fendmeno de precipitagdo e/ou perda de solubilidade do polimero ou da catequina. A
maior massa molecular do polimero também n&o modificou a caracteristica de
solubilidade. Desta maneira, o emprego de povidona solivel, com o objetivo de
promover a separagdo ou precipitacéo de polifendis, nao foi satisfatoria.

Catequina (%)

PVP (ng/ml)

Figura 1.4. Teor percentual de catequina presente no sobrenadante em func3o da
concentracdo de povidona. Kollidon 17PF (¢), Kollidon 25 (O), Kollidon
30 (3),Kollidon CL (A) e Kollidon CL-M (0J).
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Por outro lado, a utilizacdo das povidonas insolUveis causou, em funcdo de
suas concentragbes, o completo desaparecimento da catequina presente no
sistema, demonstrando ser um seqiestrante para esta substancia. Os dois tipos de
povidonas insoltveis testados mostraram o0 mesmo comportamento, ndo sendo mais
detectado o polifenol a partir da concentracdo de 960 ug/mL do polimero.

A auséncia de diferencas no perfil de formacdo de complexos com a
catequina entre os dois polimeros insoliveis, demonstra que, apods hidratacdo, nao
ocorre influéncia de fendmenos de superficies sobre a formacdo destes complexos.
Este resultado refor¢a a hipotese da independéncia da formagéo dos complexos das
caracteristicas fisicas do polimero. Certamente, povidona insolivel micronizada
(Kollidon CL-M) deve apresentar maior velocidade de hidratacdo, em funcédo da
maior superficie de contato. Porém, o emprego de procedimento de hidratacdo
prévia foi suficiente para descartar qualquer influéncia desta natureza.

Diante destes resultados, os ensaios conseguintes poderiam ser conduzidos
com qualquer um dos polimeros insolaveis, entretanto, por uma questéo de relacdo
custo/beneficio, a povidona com ligagSes cruzadas (Kollidon CL) foi selecionada
como agente complexante para os ensaios posteriores.

A figura 1.5 apresenta a reducdo da concentracdo molar de catequina em
fungdo da concentragio molar de Kollidon CL. A concentragdo molar do polimero foi
calculada em funcdo da massa molecular do mondmero vinilpirrolidona: 111,1 D
(DONER et al,, 1993).

O célculo estequiométrico para formacao do complexo entre a catequina e
povidona (PVP) foi realizado através do modelo da solubilidade (HIGUCHI e
CONNORS, 1965).

([CATotat] - [CATiivrel) / [PVP1otal

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

De acordo com o resultado encontrado, o complexo apresentaria a seguinte
formula geral: [PVP]sCAT.
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Figura 1.5. Representacao grafica da reducédo na concentracéo molar de catequina

em fung&o da concentracdo molar de povidona (PVP).

Para descartar a eventual influéncia de materiais sollveis presentes no
polimero sobre a formagédo dos complexos, uma amaostra da povidona com ligacGes
cruzadas (Kollidon CL) foi submetida a tratamento de pré-lavagem, dando origem a

povidona purificada.
Os perfis de complexagdo para a povidona antes e depois da purificagio
estéo representados na figura 1.6.
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FCL

0 5 10 15 20 25 30
[PVPJ/[Catequina]

Figura 1.6. Influéncia do pré-tratamento com povidona (PVP) sobre a fragcdo de
catequina ligada. () PVP sem tratamento, () PVP purificada.

A purificagdo da povidona foi conduzida com o objetivo de remover tracos de
H.0, e polimero solivel que possam estar presentes (DONNER ef al., 1993). Os
resultados obtidos demonstraram que nao ha diferenca importante entre os perfis de
complexacdo obtidos para o polimero antes e apds o tratamento. Porém, como a
operacgido de purificaco originou produto como menor umidade residual, os demais
ensaios, envolvendo a substancia referéncia, foram executados utilizando o polimero
purificado.

De acordo com ANDERSEN e SOWERS (1968), a formagdo de complexos
entre polifendis e povidona depende de condigdes especificas de pH. A
complexagdo maxima entre o polimero e compostos fendlicos deve ser mais intensa
em agua pura ou em pH suficientemente baixo para suprimir a ionizacdo das
hidroxilas fendlicas. Para os experimentos realizados com Kollidon CL e a catequina,
foi observado que ha maior interagdo entre o polimero e o padrdo quando o pH foi
inferior a 7,0. Nesta regido, a fragcdo de catequina ligada ndo sofreu modificagbes.

Quando o pH foi elevado para 8,0 ocorreu pequena reducéo 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 tendéncia de diminuigdo com o aumento do pH (figura 1.7).

1,0 -
0,9 1
0,8 -
0,7
0,6 -
0,5
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0 —————
0 1 2

FCL

10 11 12

Figura 1.7. Efeito do pH sobre a fragcdo de catequina ligada (FCL) a PVP (O) e a
caseina (LJ).

Diante do comportamento acima observado, a formacao de complexos entre o
polimero e taninos condensados nao deve sofrer modificagées quando o
experimento for realizado empregando agua destilada como solvente. Para
complexos obtidos com caseina, também foi observado forma semelhante para o
comportamento de decréscimo da fragao de catequina ligada com o aumento do pH.
Entretanto, pode-se observar na figura 1.7 que os complexos entre catequina e
caseina foram mais sensiveis & variagdo de pH, associada a menor capacidade em
remover o o padrio.

As figuras 1.8 e 1.9 representam o perfil de complexagido em meio aquoso
entre os agentes complexantes, povidona e caseina, respectivamente, com 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 necessarios 2
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g de caseina, para deslocar 70 % da mesma quantidade de catequina, em idénticas

condigdes experimentais (figura 1.9).

FCL

0,0 [ ; . .
00 05 10 15 20 25 30 35 40

PVP/CAT

Figura 1.8. Efeito da razdo povidona/catequina (PVP/CAT) (m/m) sobre a frac&o de
catequina ligada (FCL).

FCL

0,0 g T T T ?
0 30 60 90 120 150 180

CASICAT

Figura 1.9. Efeito da raz8o caseina/catequina (CAS/CAT) (m/m) sobre a fracdo de
catequina ligada (FCL).

A complexac&o de catequina com povidona, em diferentes concentragdes, foi
avaliada através de desenho composto central. A andlise estatistica do desenho
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experimental demonstrou que o modelo matematico abaixo, descreve

satisfatoriamente a variabilidade experimental (r* = 0,9936).

Absorvancia = -3,8.107 + 2,8.10°8, - 4,7.10%8,- 9,3.10 78,
-50.1078,;+ 5,0.10 B2

O teste F para regressdo também apresentou resuitado significativo,
confirmando a correlag@o entre os dados experimentais € os dados calculados.
Entretanto, em virtude da variabilidade intrinseca, inerente ao fendmeno em estudo,
o teste de falta de ajuste apresentou F significativo (tabela 1.6). Desta forma, o
modelo n@o pode ser considerado validado. A superficie de resposta e a curva de
isorrespostas calculadas, empregando o modelo matematico, estdo representadas
nas figuras 1.10 e 1.11.

Tabela 1.6. Resumo dos resultados da andlise estatistica para as variaveis

dependentes .

Absorvancia (U.A.) Fragdo de catequina ligada
Coseficientes valor teste-t valor teste-f
o -3,8E-02 0,48 1,737E-1 0,93
B 2,8E-03 571* -0,181 1,69*
R2 -4,7E-04 0,96 1,050E-1 0,89
R12 -9,3E-07 0,72 -0,033 0,35
R11 -5,0E-07 0,51 1,313E-1 1,66*
Bx 5,0E-07 0,51 -0,040 0,50
r 0,9936 - 0,7358 -
Fregressao 14,7* - 2,79 -
Fratta de ajuste 231,2* - 252,28* -

B.= catequina, 8,= povidona, B, = interagao, B e B, = termos quadraticos. * Significativo para P =

0,05
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Absorvancia (U-A)

Figura 1.10. Superficie de resposta para a absorvancia, em 280 nm, apés

complexacdo de diferentes concentragdes de catequina e povidona
com ligagdes cruzadas.

As figuras 1.10 e 1.11 demonstram a relacéo linear entre a variavel de
resposta (absorvancia em 280 nm) e as variaveis de entrada. Embora tenha sido
observada pequena dependéncia para a concentracdo de povidona, a absorvancia
lida foi dependente, principaimente, da concentragio de catequina. Este resultado foi
confirmado através do teste-t para os coeficientes da equacdo, que revelou

importancia estatistica apenas para o termo linear da vanavel concentracio de
catequina.
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Figura 1.11. Curva de isorrespostas para a absorvancia, em 280 nm, apos
complexacdo de diferentes concentragbes de catequina e povidona
com ligagbes cruzadas.

Como esperado, estes resultados demonstraram que a absorvancia
aumentou com a elevacdo da concentragdo de catequina e que a adicdo de
povidona ao sistema fez com que ocorresse um pequeno decréscimo naquelas
leituras. Porém, o que nao pdde ser observado, através dos graficos representados
nas figuras 1.10 e 1.11, foi a relacio entre as leituras obtidas e as leituras esperadas
nas respectivas concentracdes de catequina. Para tanto, a variavel dependente foi
recalculada como fracéo de catequina ligada (FCL) e um novo modelo matematico
foi testado.

A andlise estatistica revelou que o modelo proposto para descrever a fracéo

de catequina ligada (FCL) foi bem mais critico do que o obtido anteriormente.
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Embora o coeficiente da regressdo tenha demonstrado que o modeio abaixo foi
capaz de descrever mais que 70 % da variancia experimental (r* = 0,7358), ndo
houve importancia estatistica para o F calculado da regress&o, enquanto que o teste

de falta de ajuste apresentou F superior ao tabelado (tabela 1.7).
FCL =0,54-6,0.10%8, + 3,2.10°8, - 3,3.10%8 12+ 1,2.10%8 4 - 3,6.10%82,

Uma das alternativas para elevar o valor de F da regress@o é realizada
através da retirada dos termos ndo significativos para o teste-t e, posteriormente,
reajuste dos dados a equacdo simplificada. Na tabela 1.7 estdo apresentados os
resultados obtidos para o F da regresséo e o r? ap6s retirada sequencial dos termos

n&o significativos

Tabela 1.7. Resumo da avaliacio estatistica das equagdes simplificadas para

descrever a resposta de fracio de catequina ligada (FCL).

Modelo original Primeira simplificacdo’ Segunda simplificacdo®

Coeficientes (teste-f) (teste-t) (teste-f)
3o 0,93 1,63 3,18
B34 1,69 2,38 2,84*
R 0,89 0,90 1,84*
B12 0,35 - -

B4 1,66 1,79* 2,21*
B2 0,50 0,54 -

r* 0,7358 0,7289 0,7160
Fregressao 2,79 4,04 5,88*

* Significativo para P = 0,05; 'Primeira simplificagio = eliminagio de Bsy; “Segunda simplificagio =
eliminagdo de B, € B»

Apés a eliminacdo do termo correspondente a interacéo dos fatores e do
termo quadratico para povidona, a equacdo quadratica foi reajustada, originando o

modelo abaixo:

FCL = 0,84 - 0,00784 + 1,024.10°8, + 1,304.10°8,



Capitulo | - Avaliag8o de agentes precipitantes de taninos

Embora estes resultados n3o permitam a validacgdo do modelo matematico
para descricado do fendmeno em estudo, a elevada correlagdo entre os valores
experimentais e os valores calculados pelo modelo permite que a elaboragdo 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).

FCL

Figura 1.12. Superficie de resposta para a fracdo de catequina ligada (FCL), ap6s
complexacdo de diferentes concentracbes de catequina e povidona
com ligagdes cruzadas.

O teste-f para os coeficientes da equagdo demonstrou que ambos os termos

relacionados & concentragdo de catequina foram estatisticamente significantes.

Enquanto o termo linear descreve a reducdo na fragdo de catequina ligada com o

45



Capitulo | - Avaliagdo de agentes precipitantes de taninos

aumento de sua concentracdo, o termo quadratico revela a presenca de curvatura

para a resposta analisada.
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Figura 1.13. Curva de isorrespostas para a fracdo de catequina ligada (FCL), apds
complexacdo de diferentes concentragbes de catequina e povidona com

ligacGes cruzadas.

Os resultados obtidos para fragdo de catequina ligada, representados nas
figuras 1.12 e 1.13, demonstraram que a concentracdo de catequina no sistema foi o
principal responsavel pelas variagbes na resposta estudada. A influéncia da
concentracdo de povidona apresentou comportamento linear, independente da
concentracéo de catequina. Entretanto, a formacdo de complexos foi mais eficiente
com o aumento da propor¢éo ponderal povidona:catequina. Quando esta proporgio
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foi inferior a 3:1 (m/m), a absorvancia e, consequentemente, a fragdo de catequina
ligada praticamente ndo sofreu alteracbes, permanecendo em seus niveis mais
baixos, ndo ultrapassando 20 % do polifenol presente no sistema. Porém, com o
aumento desta relagdo, observou-se incremento significativo na formacdo de
complexos. Este comportamento foi mais intenso na regido onde havia maior
concentracio de povidona € menor concentracido de catequina, alcangando valor
maximo de fragdo ligada em torno de 80 %.

4.2 Avaliagdo do teor de taninos totais em solugdo extrativa de Maytenus
ilicifolia empregando povidona e caseina

Empregando o método que utiliza o reagente de Folin-Denis, o0 mesmo
comportamento observado para a catequina foi detectado para a solugdo extrativa. A
povidona com ligagdes cruzadas apresentou maior eficiéncia na formacéo da fracao
tanante presente na solugBo extrativa do que a caseina (figura 1.14). Sendo
necessarios cerca de 150 mg de PVP para que houvesse estabilizagéo na leitura do
teor de taninos totais na solucdo extrativa. Enquanto que, para a caseina, ao
contrario do observado por CARVALHO (1997), o esgotamento da fracdo tanante
nado pdde ser aicancado nas condigbes testadas. Como constatado no ensaio
realizado com o padrao, a afinidade da caseina € muito inferior & observada para a
povidona, de maneira que o maximo de precipitagdo sd foi alcangado quando foram
empregados 350 mg de caseina.

O emprego de povidona como agente complexante apresentou um fator
bastante critico. Aparentemente, o aumento da concentracdo de polimero levou a
eliminacdo de todos os compostos fendlicos presentes na solucdo extrativa, de
maneira que, a absorvancia obtida para fracdo ndo-tanante, apds reagcdo com
reagente de Folin-Denis, foi muito proxima a zero. Este resultado sugere que a
povidona pode remover significativamente outros polifendis além dos taninos. A
atuacdo inespecifica do polimero desfavorece seu emprego como agente
complexante adotando o método descrito por MARTINS (1998).

Entretanto, o perfil de complexagio obtido, utilizando a povidona com ligagdes
cruzadas e representado na figura 1.14, revelou uma zona de inflex&do identificada

por extrapolacdo das curvas, quando a quantidade de polimero adicionada foi de
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aproximadamente 50 mg. O inicio dessa zona corresponde a concentragdo maxima

de caseina em termos de taninos totais (cerca de 5,1 g%).
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Figura 1.14. Teor de taninos totais (TT) na solugdo extrativa de M. ilicifolia,
empregando diferentes quantidades dos agentes complexantes. & =

caseina; [J = povidona.

Estes resultados sugerem que a formag&o de complexos entre PVP e os
componentes fendlicos presentes na solucéo extrativa de M. fficifolia ocorre em duas
etapas. Aparentemente, ocorre iniciaimente a formac&o de complexos entre o
polimero e os taninos. Apds esgotamento deste substrato ocorreria a interacéo da
povidona com os demais polifendis, até total esgotamento destes compostos.

Este mesmo comportamento foi observado quando o teor de taninos totais foi
avaliado através de leitura em 280 nm sem adigdo de reagente de Folin-Denis
(figura 1.15). A diferenca entre os valores calculados para o teor de taninos totais
para os dois comprimentos de onda é decorrente do emprego de coeficientes de

absorcdo especificos para cada caso.
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Figura 1.15. Perfil de complexacéo dos taninos calculado através dos taninos totais
(TT) presentes em folhas de Maytenus ilicifolia em fungdo da
concentracdo de povidona (PVP). Determinacbes realizadas ap6s
reagdo com o reagente de Folin-Denis em 750 nm (C) e por leitura
direta em 280 nm sem o reagente (A).

A avaliagdo da precipitacdo de taninos na solugdo extrativa, através de
desenho composto central, revelou que outros fatores interferem no fenémeno.
Certamente, como observado na figura 1.15, a presenca de outros polifendis, além
dos catéquicos, deve modificar o perfil de complexagdo da povidona com os taninos
presentes.

Considerando a absorvancia lida, a variagdo da concentracéo de povidona e
da solucdo extrativa proporcionou comportamento semelhante ao observado para o
padrao. A andlise estatistica do modelo revelou elevada correlagéo entre os dados
experimentais e calculados (r* = 0,9607), com um F de elevada significancia. Porém,
também foi detectada variabilidade intrinseca através do teste de falta de ajuste, o
que nao permitiu a validacdo do modelo (tabela 1.8).
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Tabela 1.8. Resumo dos resultados da analise estatistica para as variaveis

dependentes.

Absorvéancia (U.A) Fracdo de catequina ligada
Varidveis valor teste t valor teste t
Ro 56E-02 073 6,2E-01 3,43
B4 1,7E-04 3,45* -3,4E-04 2,87*
R2 -8 4E-05 1,69* 2,0E-04 1,69*
B2 -3,4E-08 2,50* 5,2E-08 1,62*
311 7,5E-10 0,07 3,7E-08 1,51*
Bz 2,0E-08 1,94* -3,8E-08 1,58*
r 0,9607 - 0,7108 -
Fregressao 25,64* - 6,16* -
Fratta de ajuste 83,23* 106,76*

B+= SE, B,= povidona, B4, = interagio, B4, € By, = termos quadraticos. * Significativo para P = 0,05

De acordo com o teste-t para os coeficientes da equacéo, a concentragéo da
solugdo extrativa foi a principal responsavel pelo aumento na absorvancia lida.
Entretanto, apenas o termo linear para esta varidvel apresentou importancia
estatistica. Na ordem de significancia estatistica, a interagdo entre os fatores foi o
segundo termo mais importante. Este resultado revelou que o aumento simuitaneo
das concentragbes da solugdo extrativa e da povidona foi responsavel pela reducdo
na absorvancia lida. Na sequéncia, encontram-se 6 termo quadratico e o linear para
a concentracdo de povidona: o primeiro revela a presenca da curvatura e o segundo
demonstra dependéncia negativa da variavel dependente. O termo guadratico para a
concentracdo da solucdo extrativa apresentou menor importancia. A superficie de
resposta e a curva de isorrespostas calculadas, empregando o modelo matematico,
estdo representadas nas figuras 1.16 e 1.17.

A avaliacéo da fracdo de catequina ligada na solucdo exirativa, através do
desenho composto central demonstrou, ao contrario do ensaio com o padr&o, que as
proporgbes de povidona:solugdo extrativa testadas foram suficientes para alcancar
um maximo de complexacdo. Entretanto, a andlise estatistica para o modelo

proposto apresentou respostas semelhantes as obtidas com o padrdo. O coeficiente
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da regressdo demonstrou que o modelo também foi capaz de descrever mais que 70
% da variancia experimental (©° = 0,7108), porém foi encontrada importancia
estatistica para o teste F da regressdo. Ja o teste de falta de ajuste seguiu o

comportamento observado para 0s demais experimentos e nao possibilitou a
validacdo do modelo.

0.8

Absorvancia (U.A.)

Figura 1.16. Superficie de resposta para a absorvancia da solugio extrativa (SE) em

280 nm, apbés complexacdo de diferentes concentracdes de SE e
povidona (PVP).
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Figura 1.17. Curva de isorrespostas para a absorvancia da solugdo extrativa (SE)
em 280 nm, apds complexacdo de diferentes concentragdes de SE e
povidona (PVP).

A elevada correlagdo entre os valores experimentais e os valores calculados
pelo modelo permitiu que a superficie de resposta e a respectiva curva de
isorrespostas representassem fieimente os valores de fragdo ligada para as
diferentes concentragbes de povidona e solugio extrativa (figuras 1.18 e 1.19).

O teste-t para os coeficientes da equagdo demonstrou que todos os termos do
modelo apresentaram importancia estatistica. De acordo com a ordem de
importéncia, o termo linear para concentracdo de solugdo extrativa foi o mais
relevante, apresentando contribuicdo negativa sobre a varidvel dependente. Na
sequéncia, encontram-se o termo linear para concentragdo de povidona, a interacéo
entre os fatores e o termo quadratico para a concentracdo da solugio extrativa.
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Embora apresentem importancia semelhante, os dois primeiros demonstram que o
aumento da concentracdo de povidona e a interacdo entre os fatores sio

responsaveis pelo aumento na varidvel de resposta (fragdo de catequina ligada),

enquanto o ultimo revela comportamento quadratico significativo para a

concentragdo da solugéo extrativa. O mesmo comportamento nao-linear também foi

observado para a concentragdo de povidona, cujo termo quadratico apresentou
importancia estatistica.

Fragao figada

Figura 1.18. Superficie de resposta para a fracdo ligada da solucdo extrativa (SE),

apos complexagdo de diferentes concentragGes de povidona (PVP) e
SE.
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Figura 1.19. Curva de isorespostas para a fracdo ligada da solugdo extrativa (SE),
ap6s complexagdo de diferentes concentragbes de povidona (PVP) e
SE.

Utilizando a CLAE foi possivel observar a influéncia dos diferentes agentes
complexantes sobre o perfil cromatografico da solugio extrativa de Maytenus
ilicifolia. No cromatograma da solugdo exirativa sem tratamento (figura 1.20 A),
foram identificados os picos 1 e 2, os quais comrespondem & catequina e &
epicatequina, respectivamente.

Na figura 1.20 B, é possivel observar que a adicdo de 350 mg de caseina nao
foi capaz de eliminar os picos correspondentes a catequina e a epicatequina,
embora tenha sido notada uma reducao sensivel na drea dos mesmos.
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Quando a solugdo extrativa foi tratada com povidona com ligagbes cruzadas,
em quantidade um pouco acima do ponto de inflexao (figura 1.20 C), foi detectada a
eliminacdo praticamente total dos picos corespondentes & catequina e a
epicatequina. Adicionalmente, ndo foram observadas modificagées importantes na
areas dos picos 3 e 4, demonstrando que, na concentragdo testada, a PVP foi
responsavel, principalmente, pela eliminacao dos derivados catéquicos.

Embora os picos 3 e 4 nao tenham sido identificados, suas areas foram
monitoradas com o intuito de observar se s@o passiveis da agdo dos agentes
complexantes testados.

Os resultados obtidos sugerem que até a zona de inflexdo do perfil de
complexacdo corresponde ocorre primordiaimente a remogao de derivados
catéquicos. Provavelmente, apds o esgotamento daquele substrato, ha uma maior
disponibilidade de sitios livres com a adi¢cdo de polimero. Desta forma, uma relagéo
muito superior entre os sitios livres do polimero e os demais polifendis propiciou a
interagdo. Devido a esta nova razdo polimero/polifenol, necessaria para formagdo
dos complexos, a curva de complexacdo assume outro perfil, até que ocorra total
esgotamento e um maximo seja alcancado.

Como, muito provavelmente, as interacSes entre a PVP e os demais
polifendis ndo-tanicos também ocorrem paralelamente, € possivel que uma parte
deste substrato secundario também possa ser removido pela povidona antes da
regido de inflexdo.
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Figura 1.20. Cromatogramas da solugdo extrativa sem tratamento (A), solucdo
extrativa apbs tratamento com 350 mg de caseina (B) e solugdo
extrativa apds tratamento com 60 mg de povidona (C). Pico 1 =
catequina, Pico 2 = epicatequina.
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A avaliacdo da interacdo de povidona com catequina em presenca de
flavonodides glicosilados foi realizada através do tratamento de uma solugdo aquosa,
contendo os padrées de catequina e rutina, com povidona, em concentracéo
suficiente para promover precipitacdo de cerca de 50 % da catequina presente no
sistema. Apds ftratamento da amostra, por agitacdo, centrifugacio, diluicdo e
filtragdo, uma aliquota foi injetada, empregando as mesmas condigdes
cromatografica adotadas para a solugao extrativa. O cromatograma resultante esta

representado na figura 1.21.

Data:R_C_PVP.DO1 Method:R_C PVP.MO1 Ch=l
mAbs_ Chrom:R C PVP.CO1 Atten:l
S
ey

¢ 5 10 15
min

Figura 1.21. Cromatograma da solugdo padréo aquosa de catequina e rutina com
detecgdo em 280 nm. Pico 1 = catequina, Pico 3 = rutina.

Para avaliar a influéncia do tratamento da povidona apenas sobre a ruting, a
soluco padrao de rutina e catequina foi reinjetada sob as mesmas condices
cromatograficas, porém com a deteccdo em 352 nm. O cromatograma obtido,
mostrando apenas o pico correspondente ao padrao de rutina, esta apresentado na
figura 1.22.
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Figura 1.22. Cromatograma da solucdo padréo de rutina e catequina com detecgéo

em 352 nm, ap6s tratamento com povidona.

A tabela 1.9 apresenta a variagdo na area dos picos correspondentes &

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

e depois do tratamento com povidona.

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

tratamento com 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

0 = coeficiente de variagdo em %
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A adicdo de povidona ao sistema confirmou os resultados
espectrofotométricos sobre a relagdo povidonalcatequina para formagdo de
complexos tendo sido alcangada uma redugdo de 50 % na area do pico respectivo.
Para as areas obtidas para a rutina tanto em 280 quanto em 352 nm, a adicao do
polimero ocasionou reducdo inferior a 20 % para a area do pico. Este resultado
reflete o que pode estar acontecendo durante a formagao de complexos entre a
povidona e polifendis. O polimero provaveimente interage iniciaimente com os
taninos, porém, simuitaneamente, também deve ocorrer a formacdo de complexos
com outros polifendis presentes na solugao.

Embora a proposicdo de uma metodologia, empregando a povidona, nio
tenha sido cumprida em todos os aspectos, os resultados obtidos a apontam como
uma altemativa importante ao emprego de pé de pele como agente precipitante de
taninos em extrativos vegetais. Entretanto, € preciso estar ciente que tanto um
método empregando a povidona como qualquer outro agente complexante, ndo &
capaz de promover a precipitacéo especifica de taninos em matrizes tdo complexas
como os extratos vegetais.
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1. INTRODUGAO

O emprego de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) trouxe avancos
significativos na analise de produtos naturais. A introdugdo do gel de silica
derivatizado, com superficie apolar (fase reversa = RP), como fase estacionaria, foi
essencial para que estes avancos ocorressem. Com isto, substancias polares, pouco
volateis e termolabeis puderam ser extensamente analisadas. Atualmente, cerca de
75 % de todos os laboratorios analiticos emprega esta técnica (ADAM, 2000;
SADEK, 2000).

O crescente emprego da CLAE pode ser explicado pelos seguintes fatores
(KROMIDAS, 1999a; MEYER, 1999; ADAM, 2000; SADEK, 2000):

- disponibilidade de um grande numero de detectores compativeis com a
cromatografia liquida. Inicialmente haviam apenas detectores UV com
comprimento de onda fixo e detectores de indice de refracdo. Hoje em dia,
entre os detectores mais usados encontram-se o UV/VIS varidvel, os de
fotodiodo de varredura, eletroquimico, fluorescéncia, conductividade e

espectrOmetro de massas;

- novos dispositivos de fornecimento de solvente tém sido desenvolvidos,
incrementando a capacidade de fluxo, reprodutibilidade e confiabilidade,
possibilitando a utilizagdo de sistemas gradiente de dois até seis
componentes na mistura, além da capacidade de estabelecer fluxo entre 1

pl/min até 5 mb/min, e que apresentam variacao inferior a 1 %;

- injetores automaticos, os quais sdo capazes de executar diluicdes da
amostra com precisdo e exatiddo instantes antes da injecdo, resfriar ou
aquecer a amostra, aiém de serem passiveis de programacdo, permitindo a
execucdo de purga ou limpeza da agulha entre as injegoes;

- 0 numero, qualidade e disponibilidade de solventes com elevado grau de

pureza destinados & CLAE;

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

cromatogréficas, assim como o grande ndmero de fornecedores;
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- programas computacionais destinados ao controle do sistema com
diferentes dispositivos de suporte tais como sistemas de manutencdo (logs),
rotinas de adequabilidade de sistema e pacotes de boas praticas laboratoriais.
Este pacotes s&o capazes de armazenar a rotina de utilizacdo do sistema
bem como os dados gerados durante a operacdo. Adicionalmente, muitos
destes programas sé&o ajustados para alertar o operador, apos um periodo de
trabalho determinado, sobre a manutencdo ou a necessidade de substituicao
de partes, ou, ainda, para a execugio de rotina de manutencéo, e,

- por fim, e, provavelmente, o mais importante, o nimero elevado de
publicacdes sobre as diferentes metodologias relacionadas & CLAE. Estas
informacgbes dao ao analista suporte suficiente para o melhor ajuste dos
parametros com os quais € possivel iniciar o desenvoivimento de um método,
ou, muitas vezes, fornecem exatamente as condi¢bes necessarias para
separacao e quantificagdo de um determinado analito de interesse.

As organiza¢des que promulgam métodos validados tais como a USP (United
States Pharmacopoeia Convention), a ASTM (American Society for Testing
Materials), e outras organizagbes que coordenam programas colaborativos para
validagdo de métodos como a AOAC (Association of Official Analytical Chemists) e a
ICH (International Conference on Harmonization), tém desempenhado papel
importante na expans&o do alcance e aplicabilidade da CLAE, através da publicagdo

de um grande numero de metodologias bem documentadas.

O emprego da CLAE, para a andlise de substancias presentes em
fitomedicamentos, estd associado as crescentes exigéncias para o controle de
qualidade destes produtos (WHO, 1991; BRASIL, 2000). Embora compreenda uma
técnica de alto custo, a CLAE vem sendo cada vez mais utilizada, por apresentar
elevada sensibilidade e seletividade, além de sofrer influéncia reduzida de matrizes
biolégicas (SCHMIDT e GONZALEZ ORTEGA, 1993; SWARTZ e KRULL, 1998:
ADAM, 2000; PETRY, 1999, HEBERLE, 2000;).
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1.1. Revis&o da literatura

A analise de taninos catéquicos através de CLAE é amplamente relatada na

literatura. A tabela 2.1 descreve, de forma resumida, as principais condi¢bes

cromatograficas relatadas para andlise destes compostos em matrizes bioldgicas.

Tabela 2.1. Resumo de métodos de determinacg&o de catequinas através de CLAE.

Coluna Fase movel Fluxo A Referéncia
(sistema de eluigéo) (ml/min) | (nm)
Kingsorb C18 MeOH:H,0:H;PO, ® 1,0 210/ | Wang et al., 2000
(20:79,9:0,1) 280
Nucleosil C18 ACN:H,0:H3PO, ()]
(10:89,9:0,1)
PartiSphere 5 A -ACN:H,O:TFA 1,0 205 | Lee e Ong, 2000
c18 (5:94,965:0,035)
B - ACN:H.O:TFA G)
(50:49,975:0,025)
Eclipse XDR-C18 A - MeOH:CHsCOOH 0,9-1,0 | 280/ | Chen et al., 2001
(97:3) 360
B - MeOH G)
Nucleosil C18 A - HiPO4 1% 1 280 Escarpa e
B - MeOH (G) Gonzalez, 2000,
2001
Zorbax SBC18 MeOH:H,0:CH;COOH 1 270 | Dingetal., 1999
(30:70:0,1) o
Hypersil C18 A - ACN:H,O:HCOOH 0,9 270 | Andalauer et al.,
(10:90:5) 1999
B - ACN:H,O:HCOOH (G)
(90:10:5)
Nova-Pak C18 A- MeOH:H,0:CH,COO0OH 1 280 Rodriguez-
(10:2:88) Delgado ef al.,
B- MeOH:H,0:CH;COOH | (G) 2001
(90:28)

(G) = sistema gradiente; (1) = sistema isocratico
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Como se pode observar na tabela 2.1, existe, de fato, uma ampla gama de
metodologias analiticas aplicadas a separagdo e a quantificacdo de derivados
catéquicos. Entretanto, uma série de limitagbes, relacionada a qualidade da
separacdo destes compostos, é frequentemente relatada. Estes problemas de
separacéo se tornam mais criticos quando a identificagdo ou a quantificacio é

realizada em meios biolégicos, onde a concentracio do analito € reduzida.

Embora a quantificacdo de derivados catéquicos tenha sido realizada tanto
em fase normal quanto reversa, empregando diferentes formas de detecgZo, o
método de escolha para quantificacdo destes compostos tem sido, primordialmente,
0 de fase reversa acoplada a detecgao em UV (DING et al.,, 1999; DALLUGE e
NELSON, 2000; SCHOFIELD et af., 2001).

Antes de adotar uma metodologia analitica, é importante que os diversos
fatores de variagdo na técnica sejam conhecidos e analisados. Entre os principais
fatores capazes de alterar um método analitico destacam-se: tempo (durante
preparacdo da amostra ou da execucdo da técnica de andlise), temperatura, pH,
caracteristicas da amostra (concentragao, tipo e forma de preparacio), reagentes
empregados (qualidade e propriedades fisico-quimicas), equipamento e o préprio
analista. Desta maneira é necessario que uma série de experimentos seja executada
para estabelecer quais destes parametros sdo realmente criticos para as condigSes
especificas de cada método analitico (ICH, 1996; SWARTZ e KRULL, 1997 e 1998;
KROMIDAS, 1999b).

O conjunto de experimentos que avalia a adequabilidade de um método
analitico para um determinado analito encontra-se descrito na tabela 2.2
(KROMIDAS, 1999b). Estes testes sdo executados e documentados com o objetivo
de assegurar que o método 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 validagdo de um método analitico (KROMIDAS,
1999b).

Testes Descreve sobre
Exatidao - Erro sisternatico e aleatério;
Precisao - Erro aleatério;

Repetibilidade Precisdo sobre mesmas condi¢gbes: 1 amostra, 1
analista, reagentes idénticos, curto periodo entre as
determinacdes;

Apenas uma amostra, porém mais varidveis: 2
analistas e/ou 2 aparethos e/ou 2 dias etc.

Precisédo sob condigbes comparaveis: 1 amostra, 2
analistas, 2 aparethos, 2 laboratérios;

Precisao intermedidria

Reprodutibilidade

Linearidade - Dependéncia matematica entre a leitura (sinal) e a
concentragdo;

Seletividade - Capacidade de avaliar sem interferéncia e ao mesmo
tempo, diversas substancias de interesse;

Recuperagéo - Rendimento ap6s cada passo da andlise;

Limite de deteccéo - Menor quantidade ou concentracdo detectavel com

certo limite de confiabilidade;
Mais baixa concentragéo que a substancia pode ser
determinada com exatidao e preciséo;

Limite de quantificacao

Robustez - Capacidade que apresenta o método em ndo ser
afetado apds pequenas variagées;

Resisténcia - Capacidade que apresenta o método em ndo ser
afetado ap6s modificacdes importantes nas condigtes
de execugdo do mesmo;

Faixa de trabalho - Faixa de concentragdo onde € possivel assegurar a
exatiddo, precisdo, seletividade, linearidade e robustez
do métado.

Estabilidade - Estabilidade da solugdo em anadlise, reagentes
quimicos, etc.

Especificidade - Capacidade de determinar uma substancia (ou classe
de substancias) sem interferéncia de outros compostos

Incerteza de medida - Variag&o das determinagdes

Capacidade do método - Capacidade de método em fornecer resultados dentro

de um limite especificado
Estabilidade do método - Estabilidade do método analitico em funcéo do tempo

O conjunto de experimentos a serem adotados durante a validacdo de
métodos analiticos depende de diversos fatores, tais como a técnica empregada
(espectrofotometria, titulometria, CLAE, etc.), a amostra (tipo, concentragao,

estabilidade, etc.), entre outros. Na CLAE, os principais ensaios realizados para sua
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validacdo sdo a precisao, exatidao, linearidade e respectiva faixa de trabalho, limites
de quantificacdo e detecgao, robustez e resisténcia (ICH, 1996; SWARTZ e KRULL,
1997 e 1998; KROMIDAS, 1998b; MEYER, 1999; SADEK, 2000).

A precisdo é o parametro que descreve o grau de variacdo dos resultados
entre determinacbes de uma mesma amostra, independente do significado da
resposta. Para a andlise, podem ser empregados o desvio padréo (s), o coeficiente
de variagdo (CV %), ou, ainda, porém mais raro, a variancia (s?). De acordo com o
ICH (1996), a precisdo deve ser executada em dois niveis: repetibilidade e precisao
intermediaria. A primeira corresponde a analise da variacdo entre determinagbes de
uma mesma amostra, obtidas sob as mesmas condicOes (mesmo dia, mesmo
equipamento e mesmo analista, por exemplo). Enquanto que, a segunda descreve
as variacoes introduzidas aleatoriamente durante a execucao da rotina analitica. Os
eventos mais caracteristicos para este tipo de avaliagdo sdc dias, analistas e

equipamentos.

Exatidao ou recuperacdo, € o parametro que avalia a capacidade do método
em apresentar respostas o mais proximas possiveis dos valores reais. Normalmente,
€ executada através da contaminagdo da amostra com a substancia marcadora em
concentracdo conhecida, sendo calculada como percentagem de recuperacdo da

substancia.

A linearidade compreende a correlacdo entre a resposta do método e a
concentragdo ou quantidade de analito, cujo comportamento deve ser descrito por
uma equacéo linear. Assim, a linearidade representa a capacidade do método, em
uma determinada regido de trabalho, em originar respostas que sio diretamente
proporcionais a concentragdo do analito. O estudo da iinearidade é realizado através
da construgcdo da curva de calibragdo, a partir da qual, através de andlise de
regressdo, sdo estabelecidos a equacdo da reta, o coeficiente de cormrelacdo e o
coeficiente de variagdo percentual. Através de andlise estatistica é possivel
determinar os limites de confianga do ponto de intersecdo da reta para avaliagdo de
erros sistematicos.

Os limites de detecgdo e quantificacdo correspondem as concentragSes
minimas onde s&o possiveis realizar, respectivamente, a deteccéo e a quantificacéo

com precisdo, exatiddo e seguranca estatistica. Embora estes paradmetros sejam
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recomendados para métodos destinados ao estudo de tragos ou residuos (SWARTZ
e KRULL, 1997), eles podem ser faciimente calculados a partir dos pardmetros da
curva de calibracao.

Muitas vezes a literatura nao estabelece grande distingdo entre os teste de
robustez e de resisténcia. Ambos os experimentos tem por objetivo avaliar a
estabilidade do método frente a diferentes maodificagdes introduzidas
intencionalmente. Assim, os dois testes se diferenciam de acordo com o nivel com
que as variacdes sdo introduzidas. Enquanto a robustez representa pequenas
variagfes realistas e controlaveis em diferentes parametros do método, tais como
pH da fase mével, temperatura, fluxo e composicdo da fase mével; a resisténcia
traduz a estabilidade do método frente a modificacbes mais drasticas nas condi¢des
de execucdo da analise tais como a coluna cromatografica (fornecedor ou lote),

aparelho, analista, laboratério e/ou periodo da realizagdo do ensaio.
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2. OBJETIVOS

Desenvolver e validar técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para separacao e quantificacdo de catequina e epicatequina em solugdes
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 ificifolia
leaves. The analysis were performed using a Cs 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 1.C
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 HPL.C grade solvents. It was composed by
acetonitrile (Merck, Darmstat, Germany), water (Milli-Q system, Millipore, Bedford,

MA) and acetic acid (Synth, Sao Paulo, Brazif).

2.2 HPLC system

The analysis was carried out with a Shimadzu liquid chromatograph type LC-
10A equipped with a pump (type LC10AD), a UV/VIS-detector (type SPD10A), an
auto sampler (type SIL-10 A) and CLASS-LC10 software (Shimadzu, Kyoto, Japan).
A Nova-Pak Cis RP-column 150 mm x 39 mm i.d., 60 um (Waters, Milford, MA)
protected by a pre-column Shimadzu (10 mm x 4 mm i.d.) packed with Bondapak Cis
126 ym (Waters, Milford, MA) was used throughout this study. The peaks were
detected at 280 nm. After filtration (0.44 um, 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%;
viv) to solvent B (acetonitrile:water:acetic acid; 50:49:1; viv) at a flow rate of 1.5

mi/min. The gradient program is summarized in table 1.
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Table 1. Gradient elution program (B = acetonitrile:water:acetic acid; 50:49:1; v/v)

Time (min) B (%)
0 12.5
5 20.0
8 30.0
17 45.0
18 100.0
25 100.0
27 125
30 12.5
2.3 Method development

2.3.1 ldentification 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 ug/ml), and epicatechin (32, 48, 64, 80, 100 and 160
ug/mi) were resulted. The solutions were filtered through a 0.45 um membrane
(Millipore-HVHP, Bedford, MA). The results represented the averaged of three curves
calculated by three injections of 20 pl 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:soivent proportion of 1:10 (w/v). They were filtered through filter paper (grade
1:10 pm, Whatman, UK) and diluted with distilled water to 4, 8, 12, 16 and 20 mg/mi.
Three curves were prepared with three injection of 20 ul from each diluted solution.
The results represented the averaged of three curves constructed by three injections
of 20 i from each concentration, and used for calculation the calibration curves by

linear regression.
2.3.3 Linearity, precision, accuracy, detection and quantification limit.

fhe 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 exiractive solution
was prepared, diluted to three different concentrations and 20 ul 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 wl 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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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

R? 0.9996 0.9999

The coefficients of determination for SS calibration curves were greater than
0.999. Thus, the calculated sfraight 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 pg/ml for catechin and epicatechin,
respectively, which demonstrate the method sensitivity. The calculated limits of
quantification were respectively 0.093 and 0.045 ug/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 (l) 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

R? 0.9981 0.9982

Similarly to SS analysis, high coefficients of determination were obtained for

both reference peaks in the aqueous extract. The R? 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 (%)
(ug) 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 couid be interpreted that the system showed a satisfactory

response [14].
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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 epicatechin

Sample Retention Area Retention Area

time (min) (mV-s) time (min) (mV-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 4528 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 fimes 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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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
Extractives Area (mV's) Retention time (min)
Conc.(mg/ml) Mean RSD Mean RSD
0,012 153936.89 4616 4619 0.608
0,020 257646.33 1.620 4612 1.164
0,040 486951.56 1.637 4.605 1.966
epicatechin
Extractives Area (mV-s) Retention time (min)
Conc.(mg/ml) Mean RSD Mean RSD
0,012 539134.56 4.509 7.548 0.708
0,020 909615.78 1.909 7.550 0.977
0,040 1744675.22 2.331 7.526 1.606

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.



Capitulo Il - Desenvolvimento e validag&o de metodologia por CLAE

References

[11 M.L.O. Souza-Formigone, M.G.M. Oliveira, M.G. Monteiro, N.G. Silveira Filho, S.
Braz, E.A. Carlini, J. Ethnopharmacol. 34 (1991), 21-27.

[2] M. Ding, H. Yang, S. Xiao, J. Chromatogr. 849 (1999), 637-640.

[3] BRAZIL, Ministry of Health, Health Surveillance Agency. Resolution nr. 17 from
25 .feb.2000. Diario Oficial da Unigo, 24.Abr.2000.

[4] L. Mandich, M. Bitner, M. Silva, C. Barros, Revista Latino Americana de Quimica.
15(2) (1984), 80-82.

[5] P. Vinas, C. Lépes-Erroz, J.J. Marin-Hemandez, M. Hemandez-Cérdoba, J.
Chromatogr. 871 (2000), 85-93.

[6] J.J. Daliuge, B.C. Nelson, J. Chromatogr. 881 (2000), 411-424.

[71B.L. Lee, C.N. Ong, J. Chromatogr. 881 (2000), 439-447.

[8] A. Escarpa, M.C. Gonzalez, J. Chromatogr. 897 (2000), 161-170.

[9] H.M. Merken, G.R. Beecher, J. Chromatogr. 897 (2000), 177-184.

{10] H. Wang, K. Helliwell, X. You, Food Chemistry. 68 (2000) 115-121.

[11] H. Wang, K. Helliwell, Food Research International. 34 (2001), 223-227.

[12] P. Schofield, D.M. Mbugua, A.N. Pell, Animal Feed Science and Technology. 91
(2001), 2140

[13] J.J. Dallug, B.C. Nelson, J.B. Thomas, L.C. Sander, J. Chromatogr. 793 (1998),
265-274

[14] Guideline on Validation of Analytical Procedures, International Conference of
Harmonization, 1996.

[15 1 W. Funk, V. Dammann, G. Donnevert, Qualitaetssicherung in der Analytischen

Chemie, VCH, Weinheim, 1990

85



Capitulo Ill - Produg8o e caracterizacdo do Produto Seco por Aspersdo

1. INTRODUGAO

A técnica de secagem por aspersdo, apesar de ser conhecida ha mais de 60
anos, teve seu emprego difundido em diversas areas nos ditimos 40 anos
(NIELSEN, 1982; WENDEL e CELIK, 1998). Na industria farmacéutica, esta técnica
tem sido empregada na obteng¢ao de particulas para obtengdo de produtos que véo
desde adjuvantes para compressdo direta e/ou granulacdo até microencapsulacao
de flavorizantes (KILLEEN, 1996; WENDEL e CELIK, 1998). As duas principais
técnicas empregadas s30 a secagem por aspersao a quente e por resfriamento. A
acdo na secagem por aspersdo a quente é decorrente da evaporagdo, enquanto na
operacgao por resfriamento ocorre mudanga de estado, liquido para sélido. Os dois
processos sao similares, exceto pelo fluxo de energia. No caso da secagem por
aspersdo a quente, a energia é fomecida ao material aspergido forcando a
evaporacéo do meio, resultando na transferéncia de energia e de massa através
das goticulas. No segunda operag&o, a energia & apenas removida das goticulas,
fazendo com que o meio fundido se solidifigue. Os principios basicos e
equipamentos utilizados para o desenvolvimento de um processo de produgéo sdo
semelhantes para os dois casos (MASTERS, 1976; KILLEEN, 1996; WENDEL e
CELIK, 1998).

A producdo de particulas por secagem por aspersdo apresenta diversas
vantagens. Uniformidade de composicéo, de distribuicdo granulométrica e de forma,
$&0 algumas das caracteristicas deste tipo de particulas. Assim, problemas de falta
de homogeneidade sd&o minimizados, a0 mesmo tempo em que & possivel obter
produtos com propriedades especificas. Alguns exemplos destes desenvolvimentos
sdo (KILLEEN, 1996):

- producdo de adjuvantes, onde a secagem por aspersao pode, de forma continua,
originar materiais de fluxo livre, como a lactose (SHANGRAW, 1989; BOLHUIS e
CHOWHAN, 1997);

- granulados para compressé&o, onde o aglutinante se distribui na superficie dos
granuios, incrementando a compressibilidade, dissolugcdo e estabilidade
(KRISTENSEN e SCHAEFER, 1993; TORRES-SUAREZ e GIL-ALEGRE, 1997);
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- microencapsulagdo, solidos e liquidos s&o encapsulados por aspersdo de
emulsGes ou suspensdes. Técnica empregada para mascarar sabor ou para
proteger farmacos de oxidacdo (WAN ef al., 1992; PALMIERI et al., 1994; MOURA
et al., 1996; WENDEL e GELIK, 1998).

- produgé&io de micro- e nanoparticulas a partir de matrizes poliméricas, as quais sdo
obtidas empregando uma dispersdo do farmaco em um polimero. Esta técnica tem
apresentado resultados muito satisfatorios, especialmente quando comparada com
as técnicas tradicionais, como as que empregam evaporacdo ou extragdo de
solventes (CONTE et al., 1994; WENDEL e CELIK, 1998; MULLER et a/., 2000)

Um grande ndmero de propriedades fisicas do material a ser seco tem
influéncia direta sobre a operacdo de secagem. Se estas caracteristicas forem
claramente entendidas e otimizadas durante a formulagdo, a eficiéncia da operacgao
pode ser ampliada.

Deste modo, a viscosidade, que se refere a resisténcia que um liquido
apresenta em fluir, influencia na formagdo de gotas esféricas. A viscosidade
elevada do material a ser seco, impede a formagao correta das gotas durante a
aspersdo. Quando a viscosidade & reduzida, menocs energia ou pressac sao
necessarias para a aspersdo. Além disto, a elevacio da viscosidade reduz a
capacidade de alimentagdo do sistema e o angulo de aspersdo (amplitude da
nuvem aspergida no interior da camara de secagem). A viscosidade ndo sofre
influéncia direta da concentragéo de sélidos dispersos. Desta maneira, o maximo de
solidos dissolvidos ou dispersos é limitado pela capacidade em manter a
homogeneidade da disperséo e viabilizar a alimentacio do sistema.

Tensao superficial representa a medida do trabalho necessério para expandir
um liquido por unidade de area. Formulagbes ou meios com tensdo superficial
reduzida necessitam menos energia para formar goticulas. A adicdo de pequenas
quantidades de tensioativos, como os polissorbatos, podem reduzir
significativamente a tensdo superficial destes sistemas, resultando em goticulas
menores e aumento a velocidade de aspers&o. Porém, o emprego destes agentes
pode modificar a permeabilidade final do produto, favorecendo a absorcdo
(TEIXEIRA, 1996; DE PAULA, 1997; LEMOS SENNA et a/., 1997).
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Para maior eficiéncia da operagio, a temperatura do produto também pode
ser otimizada. Com o aumento da temperatura da solugdo ou da disperséo a ser
aspergida, mais facil € sua secagem. Aiém disto, o aumento da temperatura
normalmente madifica a viscosidade e a tensao superficial, reduzindo-as e, assim,
colaborando com a formacdo das goticulas.

Produtos que apresentam capacidade de aquecimento (quantidade de calor
necessaria para elevar a temperatura do produto em 1 °C) e calor latente (energia
necessdria para evaporacgdo) reduzidos, favorecem a operagéo de secagem. Assim,
menos energia & necessaria para elevar a temperatura das goticulas e promover a
evaporacéo do solvente ou meio dispersante (WINTERTON, 1997).

A alta volatilidade € desejavel para qualquer operagdo de secagem. Porém,
atualmente as opgdes s&o limitadas, especialmente em termos de equipamentos. O
emprego de solventes organicos com o objetivo de aumentar a volatilidade do meio,
exige a utilizacdo de equipamentos sofisticados para atender as exigéncias de
seguranca e ambientais, limitando, na maioria dos casos, ao escolha da 4gua como
solvente (MASTERS, 1976; LIST e SCHMIDT, 1984; KILLEEN, 1996).

No desenvolvimento de fitomedicamentos, a técnica de secagem por
aspersé@o tem encontrado emprego satisfatorio. Os objetivos desta operagdo tém
sido, geralmente, a obtencdo de intermedidrios com maior concentragdo de
constituintes quimicos e com melhores caracteristicas tecnolégicas. Os produtos
secos por aspersdo tém apresentado vantagens relacionadas com a
homogeneidade de distribuicdo dos constituintes da preparagéo, estabilidade,
simplicidade e precisdo na realizacdo de operagdes de pesagem, bem como com
sua utilizagdo para preparacdo de outras formas farmacéuticas como comprimidos,
capsulas, granuiados e pomadas, entre outros (GAUDY, 1991; CAMPQOS, 1996; DE
PAULA, 1997).

A preferéncia na utilizagdo desta técnica de secagem na producdo de
fitomedicamentos deve-se, especiaimente, aos baixos custos e baixos riscos de
degradacédo dos constituintes quimicos durante a operagdo. O curto tempo de
contato enitre o produto a ser seco e a fonte de calor € uma das principais

vantagens da operacdo de secagem por aspersdo quando comparada com outros

91



Capitulo 1l - Produgéo e caracterizagdo do Produto Seco por Aspersdo

métodos que empregam o calor (MASTERS, 1976; LIST e SCHMIDT, 1984,
BROADHEAD, 1992).

Adjuvantes tais como o amido, didxido de silicio coloidai, fosfato tricalcico,
glicose, goma arabica e lactose, entre outros, tém sido amplamente empregados
neste procedimentc de secagem. Estudos realizados sobre sua utilizaggo tém
demonstrado uma melhora nas propriedades fisico-quimicas, bem como, no
aumento do rendimento da operacdo, aléem de influir positivamente sobre a
recomposi¢do em agua do produto e a sua estabilidade frente & umidade (GAUDY,
1991; PUECH, 1991; MOURA, 1996; PALMA et al., 1999; DE SOUZA et a/., 2000).

A obtencao de fitomedicamentos empregando a técnica de secagem por
aspersdo vem sendo realizada no Curso de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, tendo sido
estudadas diversas espécies vegetais, entre as quais Achyrocline satureioides
(BASSANI, 1990; SENNA, 1993; TEIXEIRA, 1996; DE PAULA, 1997; LEMOS
SENNA et al., 1997), Passiflora incarnata (GONZALEZ ORTEGA, 1993); llex
paraguainenses (CAMPQOS, 1996); Passiflora edulis (DE SOUZA, 1997; PETRY,
1999); Phyllanthus niruri (SOARES, 1997; COUTO, 2000); Maytenus ilicifolia
(PETROVICK et al.,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 produgdo e a

caracterizacao de produto seco por aspersao a partir de folhas de Maytenus ilicifolia.

Obijetivos especificos

- producédo de extrato seco por aspersao em torre de secagem com sistema
de asperséo rotatério

- avaliagdo das propriedades fisicas, fisico-quimicas e tecnologicas do
produto seco
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3. MATERIAIS E METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Matérias-primas

Material vegetal: constituido por folhas de Mayfenus ilicifolia fornecido pelo
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas da
Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/UNICAMP) onde foram coletadas em
abril de 1997. As folhas e ramos recebidos foram identificados pelo técnico Marcos
Sobral, do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da UFRGS, e uma
exsicata encontra-se depositada no herbério da UFRGS sob registro (ICN) nimero
111772

Diéxido de silicio coloidal (Aerosil 200®, Degussa/Brasil)

3.1.2 Aparelhos e equipamentos

- aparelho para determinacdo dinamica das isotermas de sorgdo e dessorcdo de
umidade (Poretec);

- balanca analitica PM 200 (Mettler) munida de sistema de secagem por
infravermelho CP 16 (Mettler);

- bomba e sistema de vacuo LiChrolut (Merck);

- cromatoégrafo liquido para determinag&o de agtcares, composto por:
bomba para gradiente quaternaria GP 40 (Dionex)
injetor automatico série 1100 ALS (Hewlett Packard)
termostatisador para coluna série 1100 ColComp (Hewlett Packard)
detector eletroquimico ED 40 (Dionex)
programa para aquisicao de dados Millennium (Waters)
coluna cromatogréafica CarboPac PA-100 Analytical (4 x 250 mm) (Dionex)
pré-coluna CarboPac PA-100 Guard (4 x 50 mm) (Dionex)

- cromatografo liquido para determinac&o de acidos organicos, composto por:
bomba L-6200A (Merck/Hitachi)
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desgaseificador Degasys DG-1310 (VDS-optiiab)

injetor automatico série 1100 ALS (Hewlett-Packard)

fomo para coluna série 1100 ColComp (Hewlett-Packard)
detector Sedex 75 (Sedere)

coluna de troca idnica Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) (Bio-Rad)
pré-coluna cartuchos Micro Guard Cation H (Bio-Rad)

- cromatografo liquido para determinacdo de catequina e epicatequina, composto

por:
bomba LC10AD (Shimadzu)
sistema de valvulas para eluicdo gradiente FVC-10AL (Shimadzu)
detector UV/VIS SPD10A (Shimadzu)
injetor automatico SIL-10 A (Shimadzu)
programa para aquisicdo de dados CLASS-LC10 (Shimadzu)
coluna cromatografica Nova-Pak Cqs 150 mm x 39 mm (60 um) (Waters)
pré-coluna Css 10 mm x 4 mm (125 um) (Shimadzu)

- dispositivo para determinagao do tamanho de particula por difragcdo a laser Helos
KA (Sympatec). Os resultados foram armazenados em computador pessoal
(Vectra VL) com o auxilio do Software Windox 3.1® (Sympatec)

- fluxémetro MQBAL (Microquimica) munido de funis em ago inoxidavel de acordo
com a Farmacopéia Européia (Ph. Eur., 1997). Os resultados foram obtidos
por aquisicdo dos dados através de interface e programa MQBAL 1
(Microquimica)

- higrémetro digital Testoterm 6100

- membrana de filtragdo com diametro de poro de 0,45 um (Millipore-HVHP, MA)

- microscapio eletronico de varredura Phillips XL20 mod. PW 6620/00

- moinho de facas RETSCH SK1 com abertura de malha de 1 mm.

- tensidmetro KRUSSS - K121 (Mod. K12/MK4 - balanga + processador)

- torre de secagem Production Minor (GEA)

- volimero de compactacgéo J. Engelsmann (Ph. Eur., 1997)
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3.1.3 Reagentes, solugdes, substancias-referéncias e outras matérias-primas

- acetonitrila (OmmiSolv - HPLC)

- acido acético

- acido citrico (Merck)

- acido fosfomolibdico (Merck)

- acido fosforico (Merck)

- acido malico (Merck)

- &cido tartarico (Merck)

- &cido trifluoracético (Riedel-de-Haen)
- carbonato de sodio anidro (Merck)

- caseina (Sigma)

- (+)- catequina (Sigma)

- (-)- epicatequina (Sigma)

- d~(-)}-frutose (Merck)

- hidréxido de amonio (Baker)

- d-(+)-glicose (Merck)

- n-hexano (Merck)

- metanol (OmmiSolv - HPLC)

- molibdato de aménio SR (F. Bras. V)
- sacarose (Studzucker);

- 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)

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante a 45 °C durante 7 dias.
Apods 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 Matéria-prima vegetal

3.2.2.1 Umidade residual (CARVALHO, 1997; MARTINS, 1998)

A umidade residual da matéria-prima vegetal foi determinada
gravimetricamente em balan¢a dotada de sistema de secagem por infravermelho
empregando cerca de 500,0 mg do material. O material foi transferido para pesa-
filtro, previamente tarado, e, em seguida dessecado a 105 °C até peso constante,
com intervalos de leitura de 120 segundos. O ensaio foi realizado em triplicata com

intervalos de resfriamento do sistema de 10 a 15 minutos entre as leituras.

3.2.2.2 Determinacao do teor de extrativos (BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

Cerca de 1,0 g da matéria-prima vegetal, exatamente pesado, foi aquecido
até fervura com 100 g de agua durante 10 minutos. Ap6s resfriamento, reconstituiu-
se o0 peso inicial com acréscimo de agua e procedeu-se a filtracdo, 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. O filtrado foi evaporado

sob movimentac@o ocasional, em banho de agua. Apés completa evaporagio, 0
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pesa-filtro foi colocado em estufa com temperatura entre 100 e 105 °C por 2 horas,
resfriado & temperatura ambiente em dessecador e pesado. Em seguida, foi
recolocado em estufa por mais 30 minutos, repetindo-se o procedimento até peso
constante. Os resultados foram expressos pela média de seis determinagdes com

trés repeticdes.
g-500

m
Onde: TE = teor de extrativos (m/m), g = massa do residuo seco em gramas e m =

TE =

massa da amostra, em gramas, considerando a umidade residual.

3.2.3 Solugao extrativa (CARVALHO, 1997)

A solucdo extrativa foi preparada por infusédo de 10,0 g da droga vegetal
moida em 100,0 mL de agua destilada, durante 15 minutos, sob agitagdo mecéanica
ocasional. ApoOs resfriamento e filtragdo, a solugdo foi transferida para bal&o

volumétrico de 100 mL e o volume completado com agua destilada.

3.2.3.1 Determinagdo do residuo seco

Pesaram-se exatamente cerca de 20,0 g da solug@o extrativa em pesa-filtro
previamente tarado, evaporando-se, em banho de &gua, sob movimentag&o
ocasional. Apds evaporag&o, o pesa filtro foi submetido & perda por dessecagéo até
peso constante em balanga munida de sistema de secagem por infravermelho
ajustado em 105 °C. A secagem de cada amostra foi intercalada por um periodc de
resfriamento de 15 minutos. O resultado foi calculado em relacdo a 100 g da
solugdo extrativa, pela média de trés determinagbes, expressc em porcentagem

ponderal.
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3.2.3.2 Determinacao quantitativa de taninos

3.2.3.2.1 Preparagao dos reagentes para o doseamento de taninos

Reagente de Folin-Denis: 10,0 g de tungstato de sédio, 2,0 g de &cido
fosfomolibdico e 5,0 mL de acido fosférico foram fervidos sob refluxo com 75,0 mL
de agua destilada por 2 horas. Apds resfriamento, a solug&o foi transferida para

baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado com agua destilada.

Solucdo de carbonato de sédio 20 %: 200,0 g de carbonato de sddio anidro foram

dissolvidos em 1.000,0 mL de agua destilada, a 70 °C. Apos 24 horas, a solugcéo foi
filtrada.

3.2.3.2.2 Analise quantitativa de taninos totais na solugdo extrativa

Foram tomados 15,0 mL da solug@o extrativa e diluidos a 100,0 mL com agua
destilada (solugéo estoque). A solugdo foi armazenada sob a prote¢do da luz solar.
Para a determinacdo dos polifendis totais (PFT), 2,0 mL da solugio estoque foram
transferidos para balao volumétrico de 25,0 mL e o volume completado com agua
destilada. Aliquota de 2,0 mL desta solugado foi transferida para um béquer de 50 mL
e adicionada de 2,0 mL do reagente de Folin-Denis (R1) e de 16,0 mL da solugdo
de carbonato de sddio 20 % (R2). A absorvancia (A1) foi determinada em 750 nm,
exatamente 2 minutos apés a adigdo do Ultimo reagente. A agua foi utilizada como
solucdo de compensacado. Para a frag@o nao-tanante (FNT), 10,0 mL da solucdo
estoque foram submetidos & agitagdo em agitador magnético com 150,0 mg de
caseina, durante uma hora. Apés a agitacao, as solugdes foram filtradas em papel
filtro. Aliquota de 2,0 mL do filtrado foi diluida a 25,0 mL com agua destilada. A
absorvancia respectiva (A2) foi determinada em 750 nm utilizando agua destilada
como solucéo de compensacdo. Foram tomados 2,0 mL desta solugdo e submetidos

a reagdo com os reagentes R1 e R2, como descrito anteriormente. Os resultados
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foram calculados segundo as equagdes abaixo, e expressos como catequina (g %),

pela média de trés determinacbes.

Ale FD A2 e FD
PFT = ———— FNT = —eemeermememee
(m-p) e A™* (m-p) e A™
TT=PFT-FNT

Onde:

PFT = polifendis totais (g%)

FNT = fragao ndo-tanante (g%)

TT = fracdo tanante (g%)

A = absorvancia (U.A)

FD = fator de diluicdo

m = massa (g)

p = perda por dessecacao (g)

A = coeficiente de absorcao especifica do produto reacional da catequina (764,27)

3.2.4 Produto seco por aspersao
3.2.4.1 Producdo

Foram preparados 50 L de solucdo extrativa aquosa por infusdo das folhas
secas € moidas na proporgdo 1:10 (m/V). Apds filtrago, a solucdo foi concentrada
sob pressao reduzida até aproximadamente um quarto do volume inicial’. A solugdo
extrativa concentrada foi adicionado didxido de silicio coloidal (Aerosil® 200) na
proporcao de 20 % de seu residuo seco. A suspensdo foi seca utilizando torre de
secagem por aspersdo Production Minor munida de aspersor rotatério’. As
condi¢Bes operacionais do procedimento de secagem encontram-se na tabela 3.1.

! Procedido em evaporador sob pressdo reduzida de planta multiuso disponibilizado pela CIENTEC - RS
2 Etapa realizada gragas ao auxilio prestado pelos colegas do laboratério de desenvolvimento galénico.
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Tabela 3.1. Condi¢cbes operacionais de secagem.

Parametros Valor
Temperatura de entrada (°C) 149 +1
Temperatura de saida (°C) 99 £ 1
Alimentagéo (mlL/min) 140
Velocidade do aspersor (rpm) 9500

3.2.4.2 Analise granulométrica

A granulometria do produto seco por aspersao foi determinada em dispositivo
de difracéo a laser. Para tanto, cerca de 500 mg do PSA foram dispersos em 10 mL
de hexano e ailgumas gotas da dispersdo foram transferidas para cubeta do
aparelho contendo 0 mesmo solvente. Antes de cada determinagao, o feixe de laser
foi ajustado sobre o detector, utilizando a cubeta com o solvente como referéncia. A
leitura foi realizada com uma abertura de lente de 200 nm, tempo de determinacéo
de 10 segundos e densidade optica de 25 a 30 %. Os resultados expressam a

média de trés determinagbes para trés amostras.

3.2.4.3 Perda por dessecagao

A umidade residual do produto seco por aspersdo foi determinada por
gravimetria de acordo com a metodologia descrita para matéria-prima vegetal no
item3.221.

3.2.4.4 Densidades bruta e de compactagao (GUYOUT et al.,, 1995; VOIGT,
2000)

Cerca de 40 g do produto seco por aspersao foram pesados e transferidos,
cuidadosamente, para um proveta de 50 mL para determinagdo do volume bruto,

que foi obtido pela leitura direta do volume ocupado pelo pé. Em seguida, o pé
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contido na proveta foi submetido a 10, 500 e 1250 quedas com o auxilio de um
voiimero de compactagdo. Quando a diferenca entre 500 e 1250 quedas foi
superior a 1 mL, o ensaio foi repetido com seqiéncias de 1250 até que a diferenca
entre as leituras fosse inferior a 1 mL. O volume final foi considerado o volume de

compactacio.

3.2.4.5 Determinacao do fator de Hausner (HAUSNER, 1967; PODCZECK, 1998)

O fator de Hausner (FH) foi calculado através do quociente entre as
densidades bruta e de compactagdo, segundo equacéo abaixo:
FH = dc/db
onde dc = densidade de compactacao (g/m!) e db = densidade bruta (g/ml)

3.2.4.6 indice de Carr ou de compressibilidade (CARR, 1965; PODCZECK, 19988)

O indice de compressibilidade foi calculado a partir das densidades bruta e
de compactagédo segundo a equacéo abaixo:
IC = (dc-db/dc) « 100
onde: IC = indice de compressibilidade (%), dc = densidade de compactagdo (g/mi),
db = densidade bruta (g/mi).

3.2.4.7 Determinagao da compactabilidade (GUYOT et al., 1995)

A compactabilidade foi determinada pela diferenca entre os volumes apéds 10
e 500 quedas em volumero de compactacgdo, conforme a equagéac abaixo
C = Vo -Vsao
onde: C = compactabilidade (ml); V10 = volume apds 10 quedas (ml) e Vsi = volume

apds 500 quedas

102




Capitulo lll - Produgéo e caracterizacdo do Produto Seco por Aspers&o

3.2.4.8 Angulo de repouso

O angulo de repouso foi estabelecido segundo descrito por GUTERRES
(1991), utilizando aparelho que consiste em um cilindro acoplado a um motor e
ajustado a uma base fixa. No cilindro foram colocados 10,0 g da amostra. O angulo
de inclinagdo foi determinado no tridngulo formado pela projecdo da sombra sobre
papel milimetrado (n = 3).

3.2.4.9 Determinacao do fluxo

O fluxo foi avaliado por escoamento dinamico do material. O equipamento
consiste em um funil de ag¢o inoxidavel dotado de dispositivo de descarga e
acoplado & balanca analitica, interfaciada a um computador e gerenciada por
programa especifico (COUTO, 2000). O funil atende ao prescrito pela Farmacopéia
Européia (Ph. Eur., 1997), sendo composto por um corpo tronco-conico de carga
(didmetro de admiss&o de 110 mm, e didmetro de descarga de 30 mm e angulo de
40 °) ao qual é adaptado um segundo corpo tronco-conico de descarga (diametro de
acoplamento de 30 mm, didmetro de descarga de 10 mm com angulo de 40 °). As
analises foram realizadas com 10 g de amostra. Os dados gerados pelo
equipamento foram transferidos para programa Excel®, onde curvas da massa em
funcdo do tempo foram ajustadas e a velocidade de escoamento calculada através

da inclinagao das retas. Os resultados representam a média de trés determinacges
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 com

ouro. As amostras metalizadas foram armazenadas em dessecador até a analise.
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3.2.4.11 Determinagado quantitativa de taninos no produto seco por aspersio
(PSA)

Foram pesados exatamente 470,0 mg de PSA e dispersos em 100,0 mL de
agua destilada (solucio estoque). A solugéo foi armazenada protegidas da luz. Para
a determinac&o dos polifendis totais (PFT), uma aliquota de 2,0 mL da solugio
estoque foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e o volume completado com
agua destilada. Aliquota de 2,0 mL desta solug&o foi transferida para béquer de 50
mL e adicionada de 2,0 mL do reagente de Folin-Denis (R1) e de 16,0 mL da
solugc&o de carbonato de sodio 20 % (R2). A absorvancia (A1) foi determinada em
750 nm, exatamente 2 minutos apds a adicdo do Ultimo reagente. A agua foi
utilizada como solugdo de compensagéo. Para a fragdo nao-tanante (FNT), 10,0 mL
da solugdo estoque foram submetidos a agitagéo em agitador magnético com 150,0
mg de caseina, durante uma hora. Apés a agitacdo, a solugdo foi filtrada por papel
de filtro. Aliquota de 2,0 mL do filtrado foi diluida a 25,0 mL com agua destilada.
Foram tomados 2,0 mL desta solugdo e submetidos a reacio com os reagente R1 e
R2 como descrito anteriormente. A absorvancia respectiva (A2) foi determinada em
750 nm utilizando agua destilada como solugdo de compensacdo. Os resultados
foram calculados da mesma maneira que descrito no item 3.2.3.2.2, e expressos

como catequina (g %), pela média de trés determinagées.

3.2.4.12 Adaptacao de metodologia de quantificagdo de catequina e

epicatequina por cromatografia liquida de alta eficiéncia para o PSA
A metodologia por cromatografia liquida de ata eficiéncia desenvolvida no

capitulo 1l foi adaptada para determinagéo de catequina e epicatequina no PSA de

Maytenus ilicifolia.

Preparacdo da amostra

Foram dissolvidos 1,568 g do produto seco por aspersdo exatamente

pesados, correspondentes a 1,2544 g de residuo seco, em 50,0 mL de agua
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destilada (solugdo mae). Desta solugcdo 4,0 mL foram transferidos para baldo
volumétrico de 25 mL e o volume completado com agua (solucdo amostra). Apés
filtracdo através de membrana hidrofilica de 0,44 um de diametro de poro, 20 ul da
solugdo amostra foram injetados empregando as mesma condi¢bes cromatograficas

otimizadas no capitulo II.

Linearidade

Para avaliacdo da linearidade foram realizadas diferentes diluicdes da
solugdo mae, obtendo-se solugbes com as concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0
ng/mb, calculadas como residuo seco da solugédo extrativa. Estas solugbes foram
filtradas como descrito anteriormente e a curva de calibragdo construida através de

injecdes de 20 pl em triplicata.

Precisdo intermedidria

A precisao intermediaria foi determinada através da avaliagdo do coeficiente
de variagdo das areas dos picos da catequina e epicatequina para amostras
injetadas em dias diferentes, nas concentragdes de 1,0; 3,0 e 5,0 ug/mL calculadas

como residuo seco da solucéo extrativa.

Exatiddo/Recuperacdo

A exatiddo foi avaliada através da contaminacio da solugdo amostra do
produto seco, de forma independente, com quantidades conhecidas das solucbes
padrdo de catequina e epicatequina. Para tanto, 1,568 g do PSA foram dissolvidos
em 50,0 mL de agua destilada (solugdo mae). Desta solugdo foram tomadas sete
aliquotas de 2,0 mL e transferidas para baldes volumétricos de 25 mL. O volume de
um balao foi completado com agua dando origem a solugdo de referéncia. A trés
balbes foram adicionados 3,0 mL de solugdo padrao de catequina (0,2 mg/mL) e o
volume completado com agua (solugéo contaminada 1 - SC1). Aos demais foram

adicionados 3,0 mL de solucdo padrdo de epicatequina (0,2 mg/mL) e o volume
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completado com agua (solugdo contaminada 2 - SC2) (figura 3.1). As amostras
foram filtradas em membrana de 0,44 um, injetando-se 20 ul em triplicata.
A exatiddo foi determinada como taxa de recuperagdo percentual dos

padrées, em funcéo das areas dos picos de catequina e epicatequina.

1,564 g do PSA
(1,2544 residuo)

Dissolugio em
50 mL de-dgua

"

Solugao mae (SM)

|

2 mL de SM 2mb de SM
2 miL de SM 3ImlL de 3 ml de
SC1 SC2

}

Dilui¢ao a 25 mL com agua

v

Injecao de 20 pL em triplicata

Figura 3.1. Representacdo esquemdtica da preparagido das amostras para a

avaliacao da exatidao.
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3.2.4.13 Avaliacao do teor de acidos organicos e de agticares no produto seco
por aspersdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (SCHILLER et al,
2000)

3.2.4.13.1 Aguicares

Fase mével: A fase mdvel empregada foi NaOH 20 mM, tendo sido obtida através
da mistura, em bomba quaterndria, de uma solugdo de NaOH 100 mM (B) e agua
(Milli-Q) (A) (20:80 VIV). Para lavagem do sistema foi empregada soluc&o de NaOH
500 mM (C).

Preparacao da fase mével: 2 L de agua (Milli-Q) foram desgaseificadas com hélio

(ca. 70 kPa) durante 20 minutos. Em seguida foi adicionado o volume necessério de
NaOH para preparacao de cada uma das solugGes.
Eluicdo: Para separac&o foi empregado sistema isocratico durante 20 minutos (B:A;
20:80; VIV), seguido de uma etapa de lavagem de 5 minutos (C) e recuperagdo da
coluna durante 25 minutos com a prépria fase movel, totalizando assim 50 minutos,
0 que correspondeu ao intervalo entre as injecdes.

Condicoes operacionais: A deteccdo foi realizada empregando um potencial de

medida de +0,05 V/0,4 segundos (medida de 0,2 a 04 segundos); potencial de
oxidacdo igual a +0,75 V/0,2 segundos e potencial de reducao igual a -0,15 V/0,4
segundos. A temperatura da coluna foi ajustada em 22 °C e o fluxo em 1,0 mL/min.

Preparacao das solucbes de comparacéo: O teor de agucar foi determinado com a
ajuda de padrdes extemnos (padrdo FGS). Assim, foram pesadas, juntamente,

frutose (F), glicose (G) e sacarose (S) e diluidas. Para minimizar efros de pesagem,
cerca de 25 mg de cada padrao, exatamente pesados, foram diluidos a 100,0 mL.
Desta solucdo mée foi transferido 1,0 mL para baldo volumétrico de 10 mi e diluido
com agua (Milli-Q). Numa segunda etapa de diluigdo, 0 mesmo procedimento foi
realizado (1:10). Por fim 1,0 mL desta dltima foi diluido a 5 ml em balédo volumétrico.
Obtiveram-se entdo trés diferentes solugdes, nas concentragdes: 25 mg/L, 2,5 ma/l.
e 0,5 mg/L de cada agucar. Estas solugdes foram utilizadas como solucdes padrao.
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Preparacdo da_amostra: Cerca de 50,0 mg do produto seco por aspersdo,

exatamente pesados, foram diluidos com 20,0 mL de agua (Milli-Q) em erlenmeyer
de 50 mL, e submetidos a agitacdo de 150 rpm/min em um agitador mecanico
durante 20 minutos. A suspensao obtida foi filtrada através de papel de filtro para
outro erlenmeyer de 50 mL. Pelo menos 15,0 mL do filtrado foram submetidos a
extracdo em fase sélida. O procedimento foi realizado sob vacuo, empregando
bomba e sistema de vacuo LiChrolut. Como fases estacionarias foram empregados
trés cartuchos diferentes.
1 - Separacio de compostos hidrofébicos: Separtis Isclute 101 (200 mg/6mL)
2 - Separacéo de compostos anidnicos: Varian Bondelut SAX (500 mg/3mL)
3 - Separacao de composto cationicos : Varian Bondelut SCX (500 mg/3mL)
Condicionamento dos cartuchos: inicialmente o cartucho Separtis Isolute 101
foi lavado com metanol em quantidade correspondente a duas vezes seu volume
(12 mL), seguido por lavagem com agua em mesma proporgdo para equilibrio. Para
preparacdo dos cartuchos de troca idnica, o cartucho SAX foi conectado ac
cartucho SCX com ajuda de um adaptador Bondelut. Assim, ambos foram lavados
com agua (6 mL). Para execugdo da separagdo, o cartucho Separtis Isolute 101 foi
conectado sobre o cartucho SAX. Desta forma constituiu-se a seguinte seqiéncia
de colunas: Isolute 101, SAX e SCX.
Extracdo: Para recolhimento das fragdes foi conectado um baldo volumétrico de 25
mL sob o sistema de cartuchos. Com ajuda de uma pipeta volumétrica, 5,0 mL do
filtrado foram transferidos para o sistema de cartuchos, o qual foi submetido a
pressdo reduzida. Para obtengdo da fragdo de acglcares, a amostra foi eluida trés
vezes com 6,0 mL de agua. O volume do baldo foi completado com agua e foi
tomada uma aliquota e diluida de tal modo que as absorvancias, para os trés
acucares, se encontrassem na faixa de comportamento linear.
Volume injetado: Tanto as solugées amostra quanto as referéncias foram injetadas
em volumes iguais, de 10 plL.

Integracido e calculos: A aquisicdo e os calculos dos cromatogramas foram

realizados com 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 organicos

Fase movel: como fase mével foi empregada solugédo de acido trifluoracético 0,02 M
(9,1 g TFAJ 4 litros de agua desmineralizada - pH = 1,75).

Condicdes operacionais: A detecgio foi realizada utilizando sensibilidade 8, com

temperatura da coluna ajustada em 22 °C, temperatura do detector igual a 60 °C,
fluxo igual a 0,6 mi/min e a presséo igual a 34 kPa (nitrogénio).

Preparacio das solucies de comparacdo: O teor de &cidos orgénicos foi

determinado com o0 emprego de padrdes externos. Para tanto foram preparadas trés
solucdes para cada um dos padroes: acido malico, acido citrico e acido tartarico. As
solugdes continham, cada uma, cerca de 100,0; 300,0 e 500,0 mg/L de cada acido.
Para isso, cerca de 10,0; 30,0 e 50,0 mg de cada um dos acidos foram pesados em
balbes volumétricos de 100 mL, adicionados com aproximadamente 50 miL de dgua
e agitados até completa dissolucdo. Sé entdo o volume foi completado e a solugdo
foi filtrada (0,45 um).

Preparacéo da amostra: Para eliminar a influéncia de interferentes, a amostra foi
submetida a extracio em fase sélida segundo descrito a seguir:

Cerca de 300,0 mg do produto seco por aspersao, exatamente pesados, foram
submetidos & agitagdo com 25,0 mL de agua desmineralizada em um erlenmeyer de
50 mL, & uma velocidade de 150 rpm/min durante 20 minutos. A suspensdo obtida
foi filtrada através de papel de filtro para novo erlenmeyer de 50 mL. Pelo menos 15
mL do filirado foram recuperados.

A extracdo em fase sodlida foi realizada sob pressdo reduzida utilizando
dispositivo LiChrolut. O procedimento foi realizado empregando dois cartuchos
diferentes:

- Separtis Isolute C18 (EC) (500 mg/6 mi) para separacdo da fracdo hidrofébica;
-PE-AX (500 mg/3 ml) para concentracio dos acidos.

Para condicionamento do carfucho Separtis Isolute C18, foi realizada
lavagem com aproximadamente 3 ml de metanol, seguida de estabilizacdo com 3
mL de agua desmineralizada. O cartucho PE-AX foi condicionado através da
lavagem com 3 mL de agua desmineralizada.

Extracdo: Com o auxilio de uma pipeta volumétrica, 5,0 mL da preparagé@o foram

eluidos com a ajuda de pressdo reduzida e a fragcdo resultante eliminada. Em
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seguida o sistema foi lavado com 3 mL de agua e a fragcdo resultante, contendo
substéancias polares ndo anibnicas, foi eliminada. O cartucho Isolute C18 foi
desconectado e um baldo volumétrico de 10 ml conectado sob o sistema.
Empregando 9 mL de &cido trifluoracétcio 0,1 M (11,4 g/L) como sistema de eluicio,
os acidos organicos foram removidos do cartucho PE-AX. O volume do baido
volumétrico foi completado com a mesma solucdo de acido trifluoracético. Foram
realizadas duas extragbes por preparagdo, para as guais foram realizadas duas
determinagbes.

Volume injetado: Tanto as solugées amostra quanto as referéncias foram injetadas
em volume iguat a 20 ul..

Integracdo e calculos: A aquisicdo e calculos dos cromatogramas foram realizados

com ajuda do programa Millenium (Waters).

3.2.4.14 Isotermas de sorgao

O estudo de sorcdo de umidade do produto seco por aspersdo (PSA) foi

realizado empregando dois métodos:

3.2.4.14.1 Processador KRUSS 121 (figura 3.2)

Cerca de 2,0 g do produto seco por asperséo foram pesados sobre um disco
de propileno em balanga do préprio apareiho e submetidos a diferentes umidades
relativas em ambiente termostatizado (20° C), protegido da umidade externa por dois
discos de acrilico. A alteracdo de peso da amostra foi registrada pela balanga até
peso constante. O procedimento encerrou-se quando a variacdo de massa para a
amostra foi inferior a 0,0005 g num periodo de 90 minutos.

As solucbes para obtencdo das atmosferas de umidade reiativas foram
preparadas em agitador magnético, onde 250 mL de agua foram aquecidos, sob
agitacdo, a 80° C. A agitacdo foi mantida até que, apds a continua adigdo do
respectivo sal, houvesse precipitacio (tabela 3.2). Em frasco de boca rosqueada e
fechado, a agitagdo foi mantida até resfriamento. A umidade relativa sobre a

solucdo foi determinada com higrémetro digital.
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Tabela 3.2 SolugGes saturadas com precipitado para obteng@o das atmosferas de

umidades relativas (STAHL, 1980).

Sal

Umidadé Relativa (%)

Hidréxido de sodio
Cloreto de litio
Cloreto de magnésio
Carbonato de potassio
Nitrato de magnésio
Nitrito de sédio
Cloreto de so6dio

Cloreto de potassio

7%

12 %
33 %
44 %
54,9 %
65 %
75 %
85 %

Figura 3.2. Tensidmetro KRUSS - K121 (A) montado para determinacdo de

isotermas de sor¢do de umidade (B - Suporte para a amostra, C -

Amostra de PSA preparada para analise, D1 - brago da balanga, D2 —

recipiente para solucao saturada, D3 - dispositivo para termostatizagao

do ambiente, E1 — discos de acrilico para protegdo contra umidade

ambiente durante a analise).
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3.2.4.14.2 Sorgao dinamica de umidade (figura 3.3)

Foram exatamente pesados 50,0 mg de extrato seco e coiocados na camara
de incubacdo do aparetho. A temperatura foi ajustada a 25 °C. A amostra foi seca
até peso constante no proprio aparelho utilizando ar seco (0 % de umidade relativa).

A programacéao do aparetho foi a seguinte:

Sorcao 0-60% UR
Dessorgdo 60-0% UR
Aumento de UR 10%
Duracéo de cada etapa 4 horas

Camera digital

Fluxo de ar seco
regulado

rtma——
e ——————

Figura 3.3. Representacdo esquematica do equipamento para avaliacgo dinamica

de sorgao de umidade.
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4. RESULTADOS

4.1 Material vegetal

O material vegetal apresentou, logo apds sua recepcdc no laboratério e
tratamento posterior por moagem, umidade residual de 7,97 + 0,058 % (0,73 %)
(tabela 3.3). Este valor sofreu diminuicdo estatisticamente significativa no primeiro
més de armazenamento (abril/98), restabelecendo a média de umidade inicial nos
meses seguintes. Apesar da média geral encontrar-se abaixo dos limites
farmacopéicos preconizados, no geral, o perfil de umidade tem apresentado uma
tendéncia a se estabelecer abaixo do limite maximo de 14 % recomendado pela
literatura (ZHI-CHEN, 1980), indicando que a operacdo de secagem alcangou um
resultado satisfatoério e que o material vegetal moido se mantém estavel, mesmo em
condigdes leves de armazenamento, neste caso, em potes plasticos com tampas

rosqueadas.

Tabela 3.3. Perda por dessecacéo (PD, % (m/m)) do material vegetal em fungéo 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 média 7,85 + 0,39* (4,96)

* Desvio das médias
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O teor de extrativos da matéria-prima vegetal compreende um parametro de
padronizacdo da qualidade. Através da avaliagdo do rendimento da extracdo de
substancias soldveis em um determinado liquido extrator, sem que signifique,
necessariamente, a extracdo dos componentes ativos, pode-se caracterizar a
matéria-prima, permitindo estabelecer mais um quesito de comparagéo entre
matérias-primas de diversas procedéncias. Para a matéria-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 matéria-prima vegetal.

Amostra (g) Residuo seco (g) TE (%;m/m)
xts (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 um resultado de 27,04 + 0,9216 %
(m/m) (3,41 %). Ja em estudo realizado por CARVALHO (1997) também com 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 caiculo, estes resultados sugerem que ha diferencas
entre as amostras vegetais. Entre os principais fatores que podem introduzir
variagbes sobre este parametro destacam-se a granulometria da matéria prima, o
estagio de desenvolvimento da planta e/ou as condicdes em que o material foi
obtido (extrativismo/cultivo) (LIST e SCHMIDT, 1984).
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4.2 Solugao extrativa

A caracterizagdo de solucdes extrativas de origem vegetal tem inicio pela
determinacg@o do teor de residuo seco. Da mesma maneira que o teor de extrativo
para a matéria-prima vegetal, este paré@metro corresponde ao teor total de sélidos
extraidos, sem representar especificamente substancias de interesse ou
responsaveis por atividade biolégica. Além da fungdo de caracterizagdo da solugao
extrativa, o parametro pode ser empregado para otimizagdo de condigdes de
preparagdo, tais como da influéncia do propor¢do planta:solvente, da técnica de
extracdo e/ou da duracdo da operacdo de extracao (CARVALHO, 1997; LINDEN,
1998; SOARES et al., 1998).

A determinagao do teor de sélidos em solugbes extrativas também tem papel
importante para a operagdo de secagem. S6 através do conhecimento do teor de
solidos nas solugdes extrativas, € possivel estabelecer o rendimento da operagao.
No caso de técnicas de secagem onde o emprego de adjuvantes, para viabilizar a
operagdo ou os produtos obtidos, se faz necessaria, as proporcées sé&o
estabelecidas em funcéo do total de sélidos presentes na solugao extrativa.

Para a solugdo extrativa empregada neste trabalho, o valor do residuo seco
encontrado, em comparagdo com o resultado da literatura (CARVALHO, 1997), esta
representado na tabela 3.5.

Tabela 3.5. Residuos secos de solugdes 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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O resultado obtido para o residuo seco apresenta a mesma tendéncia
observada para o teor de extrativos. Ambos os parémetros apontam para uma
homogeneidade entre as duas amostras de material vegetal, reforgcando o caracter
qualitativo destas determinacdes.

Um dos parametros mais importantes para caracterizacdo de produtos de
origem vegetal é a quantificacdo de compostos quimicos. Para as folhas de M.
ilicifolia e produtos derivados, os taninos condensados tém sido amplamente
empregados como marcadores. Por ndo constar em cédigos oficiais, a analise deste
material vegetal tem sido realizada através de métodos adaptados da técnica
preconizada pela farmacopéia alema para Krameria argentea (raiz de ratania)
(DEUTSCHES 1976 e 1986), ou da técnica recomendada para determinagcdo de
taninos totais da AOAC (Association of Official Analytical Chemists) (HEBRICH,
1990). Embora os métodos sejam semelhantes, sdo empregadas diferentes
equacdes para o calculo do teor de taninos totais. Associado a este fator, encontra-
se 0 emprego de substancias referéncias distintas, as quais introduzem coeficientes
de absor¢do diferentes. Assim, dependendo do principio de calculo empregado, a
estimativa do teor de taninos totais em materiais vegetais pode resultar em
variagbes importantes.

Embora metodologia para quantificacdo de catequina e epicatequina por
HPLC tenha sido desenvolvida (capitulo Hl), o teor de taninos totais para a solugéo
extrativa preparada neste trabalho também foi determinado através da técnica de
precipitagdo, com intuito de comparar estes valores com os resultados obtidos
anteriormente por CARVALHO (1997) e MARTINS (1998). Os resultados obtidos em
comparacdo com os dados descritos na literatura estd@o representados na tabela
3.6.
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Tabela 3.6. Teor de taninos totais para solugdo extrativa, em comparagdc com

dados relatados na literatura.

Amostras PFT FNT TT
CARVALHO (1997) 19,73 9,56 10,17
MARTINS (1998) 422 2,81 1,41
Atual’ 8,48 5,62 2,86
Atual® 3,91 2,64 1,27

" = taninos totais calculados como catequina, * = taninos totais calculados como pirogalol

Embora CARVALHO (1997) e MARTINS (1998) tenham avaliado solucdes
extrativas provenientes do mesmo lote de material vegetal, os teores de taninos
encontrados em cada trabalho foram distintos. Estes resultados foram decorrentes
do emprego de equagdes diferentes para calculo do teor de taninos.

Para efeito comparativo, o teor de taninos totais para solugdo extrativa
preparada nesse trabalho, foi determinada através da técnica descrita por MARTINS
(1998). Entretanto o emprego do coeficiente de absorcdo especifica (A™) da
catequina ap6s reacdo com o reagente de Folin-Denis fez com que a resposta do
método fosse cerca de 100 % superior ao valor de teor de taninos encontrado
anteriormente (MARTINS, 1988). Isto ocorre porque a absorgdo especifica do
produto reacional da catequina é cerca da metade do valor da absorgao especifica
do produto reacional do pirogalol (substancia referéncia empregada por MARTINS).
Quando os valores foram recalculados, empregando a absorgdo especifica do
pirogalol apds reagdo com o reagente de Folin-Denis, observou-se que, na
realidade, o teor de taninos foi muito semelhante ao obtido em trabalho anterior, o
que demonstra que os materiais vegetais apresentam constituicdo semelhante,
embora pertengam a lotes coletados em anos diferentes.

Juntamente com os resultados de teor de extrativos e residuo seco, o teor de
compostos marcadores vem corroborar com a hipdtese de que as condigcdes de
cultivo, coleta e pés-tratamento do material vegetal (secagem, cominuicdo e
extracdo) tém ocorrido em condigdes bastantes homogéneas, garantindo boa

reprodutibilidade da qualidade dos produtos derivados.
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4.3 Produto seco por aspersao

4.3.1 Produgao

Embora a secagem da solug@o extrativa tenha sido efetuada em torre de
secagem diferente da empregada por CARVALHO (1997), o objetivo foi buscar um
produto seco por aspersdo (PSA) com proporgdes semelhantes para o teor de
compostos ativos, porém com propriedades fisicas, tais como tamanho e forma de
particulas diferenciadas. Neste sentido, sempre que possivel, foi estabelecida uma
comparacido entre os resultados deste trabalho e os obtidos anteriormente por
CARVALHO (1997).

Quando comparado com a produgdo em escala laboratorial, a primeira
exigéncia para secagem em escala piloto é que a solugdo extrativa apresente teor
de solidos elevado. Assim, ha aumento no tamanho médio de particula evitando
perda de produto pelo sistema de exaustdo. O tamanho de particula também
confere ao produto um conjunto de outras propriedades de relevante interesse
farmacéutico e que serdo discutidas mais adiante. A literatura relata que o material
a ser aspergido deve apresentar um teor de sélidos de pelo menos 15 % para que a
operacao seja viavel (LIST e SCHMIDT, 1984).

Entretanto, a solugéo extrativa utilizada apresentou um residuo inicial de 2,51
% (m/m), inviabilizando a operagdo. Para contornar o problema, a solugdo foi
submetida & concentragdo sob presséo reduzida até que o teor de sélidos minimo
necessario para realizacdo da operagao fosse alcangado. Assim, os 50,0 L da
solugdo extrativa foram reduzidos a 17,66 L, e o teor de sdélidos resultante foi de
15,86 % {m/m).

Para conferir caracteristicas tecnolégicas satisfatérias, tais como rendimento
elevado e estabilidade contra umidade, foi adicionado o didxido de silicio coloidal
(Aerosil 200%) como adjuvante de secagem. Tanto a escolha do adjuvante de
secagem quanto a propor¢do em que este foi adicionado (20 % em fungdc do
residuo seco da solugdo extrativa concentrada), ndo foram estabelecidos
aleatoriamente. Tais decisGes fundamentaram-se em resultados prévios obtidos por
CARVALHO (1997).
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O rendimento da operagéo de secagem da soluc@o extrativa concentrada de
Maytenus ilicifolia foi superior a 80 % (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 com e sem a adigdo de adjuvantes de
secagem, para os quais o rendimento carrigido encontrado ficou em torno de 70 %

{m/m).

Tabela 3.7. Rendimento da operacéo de secagem por aspersao.

Massa Massa Rendimento Rendimentc
tedrica * (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 Caracterizagdo 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
condigbes nao herméticas (LIST e SCHMIDT, 1984). O acondicionamento deste
produto mostrou-se satisfatério, ndo sendo detectada variag&o importante no teor de

umidade.

Tabela 3.8. Umidade residual determinada do produto seco por asperséo em funcéo

do tempo de armazenamento.

Periodo de determinagao Umidade residual % (m/m)
Abril/2000 3,98 + 0,015 (0,37)
Setembro/2001 4,02 + 0,040 (1,01)

Além da umidade presente em materiais pulverizados, originada de sua
natureza ou do modo de obtengdo, a sorcido de umidade da atmosfera pode
proporcionar modificacdes importantes em muitos materiais.

A isoterma de sor¢do de umidade obtida para o PSA empregando o método
do tensiémetro, esta representada na figura 3.4.

119



Capituio Ml - Producgéo e caracterizagéo do Produto Seco por Aspers&o

14 -
©
12 - /
S .. /
€ 10+
© :
3 :
g0
/
8 6- ;
2]
2 .. /
g
th: 2 - //
0, o '
,0 20 40 60 8 100
UR (%)

Figura 3.4. Isoterma de sor¢c&o de umidade para o PSA, empregando o tensidmetro
Kriss-K121.

O PSA apresentou-se sensivel as modificagdes da umidade atmosférica. Em
umidades relativas inferiores a 12 % (m/m) foi observada perda de massa pela
amostra. Este fenémeno, denominado de eflorescéncia, ocorre porgue o material
perde umidade durante o estabelecimento do equilibrio. Porém, a partir de umidade
relativa igual a 30 %, 0 aumento da massa da amostra foi mais pronunciado,
atingindo um maximo no ganho de massa igual 12,83 % quando a umidade relativa
foi igual a 85 %, revelando um comportamento tipico para materiais higroscapicos.

A capacidade de sor¢do de umidade atmosférica do produto seco também foi
avaliada empregando sistema gravimétrico automatizado. Como vantagens, estes
sistemas apresentam a possibilidade de obtencdo das isotermas de sorcio e de
dessorcéo.

A figura 3.5 mostra, de forma resumida, a operagdo durante a andlise

dinamica de adsorgio de umidade realizada para o PSA em estudo neste trabalho.
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Figura 3.5. Variacdo na massa da amostra de PSA em funcéo da umidade relativa.

O produto seco apresentou menor sensibilidade a umidades relativas
inferiores a 20 %, aumentando sua massa significativamente entre umidades
relativas de 30 a 60 %. A perda de massa (dessor¢cao) mais intensa ocorreu entre
60 e 30 % de umidade relativa. Nesta regido a perda de massa foi mais acelerada
do que o ganho. Abaixo de 30 % de umidade relativa, a perda de massa foi menos
intensa que na primeira etapa da desorcéo e a liberacdo de umidade sorvida foi
mais lenta que a sor¢cdo na mesma regido. SCHILLER e colaboradores (2001)
observaram boa correlagao entre o teor de agucares livries em extratos secos e a
umidade residual apds ganho e perda de umidade, demonstrando que o teor
elevado daqueles compostos favorece a manutengio da umidade sorvida.

Entretanto, como os prdprios autores sugerem, apenas © teor de agucares
nao pode esclarecer a diferenga entre a higroscopicidade de diferentes extratos

secos, podendo estar relacionado, ainda, & sua cristalinidade ou ao teor de acidos
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organicos. O comportamento observado para o PSA, aparentemente, concorda com

a proposi¢ao do teor reduzido de aclcares e acidos organicos (tabela 3.9).

Tabela 3.9. Teor de agticares e &cidos organicos no produto seco por aspersio
(PSA).

Aclcares Teor (%) Acidos Organicos Teor (%)
Glicose 0,52 Citrico 3,30
Frutose 1,02 Malico 2,00
Sacarose 0,00 Tartérico 0,00
Total 1,54 Total 5,30

As isotermas de sorcao e desor¢io do PSA estdo representadas na figura
3.6.
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Figura 3.6. Isotermas de sorg¢éo () e de dessorgio de umidade () para o produto

Seco por aspersao.
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As isotermas de sor¢cdo e dessorcdo de umidade pelo PSA apresentaram
perfis distintos, demonstrando que a exposigao do produto & umidade proporciona
modificacdes importantes em sua estrutura. Durante a fase de sor¢do de umidade,
foi observado um comportamento do tipo S (de "slow”). Este tipo de comportamento
acontece quando a sor¢do € mais intensa em umidades relativas mais elevadas.
Este fendmeno é tipico para sistemas onde ocorrem interagbes fortes entre as
moléculas de agua e as particulas. Sob umidade reduzida, as moléculas de agua se
distribuem na superficie das particulas de forma aleatoria. Com o aumento da
umidade relativa ha uma redistribuicdo espacial das moléculas de agua sorvidas,
favorecendo a adsorgdo (KREUTER, 1999).

Durante o fendmeno de desorgéo ha maior perda de massa na fase inicial,
devida a menor interag&o entre as moléculas de agua das camadas externas e a as
particulas. Entretanto, com a perda de umidade, maior superficie fica disponivel,
favorecendo a redistribuicdo das moléculas restantes e estabelecendo interagbes
mais intensas, o que leva a maior dificuldade para perda de umidade na fase final
do processo de dessorgao.

Embora o PSA tenha apresentado umidade residual proxima a zero apds o
processo de exposi¢cdo a atmosferas controladas, pode-se observar através dos
valores de histerese (tabela 3.10) que o material apresenta tendéncia a manutencéo
da umidade sorvida.

Tabela 3.10. Valores estimados para histerese da isoterma de dessor¢do de

umidade em funcéo da isoterma de sorgao.

A Massa (%)

UR% Sorgdo Dessorcgao 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 granulométrica do PSA foi realizada por difracdo a laser. O
resultado obtido demonstrou que o PSA apresenta particulas com tamanho médio
de 22,36 + 1,06 um (4,75 %), dimensao superior a encontrada por CARVALHO
(1997), que foi de aproximadamente 7 um para produto seco preparado em
equipamento de bancada munido de aspersor pneumatico. A distribuicdo

granulomeétrica encontra-se representada na figura 3.7.
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Figura 3.7. Representacdo grafica da distribuicdo granulométrica do PSA obtida

através de difracio a laser.

A forma das particulas, visualizada na figura 3.8, n3o difere da obtida em
escala laboratorial. As particulas se apresentaram dispersas, com forma esférica,
superficie rugosa e, em sua maioria, sdo ocas. Tais resultados s&o decorrentes da
forma de secagem, empregando suspensées/dispersfes, caracteristicas que ndo
sofreram modificacdes com a mudanca das condi¢cdes de produg¢do em virtude do

emprego de equipamento com funcionamento totaimente diferente. Assim o
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aumento no diametro médio foi a principal modificacdo observada para as

particulas.
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Figura 3.8. Fotomicrografias do produtc seco por asperséo (PSA).
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Entre os parametros importantes, para a caracterizacdo tecnolégica de
materiais pulverizados, empregados na industria farmacéutica, encontra-se a
determinacéo de suas densidades.

Por se oporem a capacidade de movimentagdo das particulas, as forgas
interparticulares (friccdo efou ades&o), estimadas a partir das densidades bruta e de
compactacédo, tém sido relacionadas as propriedades de fluxo ou escoamento
destes sistemas. Fundamentando-se nesta relacdo, CARR (1965) e HAUSNER
(1967) propuseram, respectivamente, o indice de compressibilidade ou de Carr (IC)
e o fator de Hausner (FH). De acordo com os autores, em materiais particulados que
apresentarem valores superiores aos limites de 21 % para IC e 1,25 para FH, as
forcas interparticulares de adesédo 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 materiais particulados, a literatura tem sugerido o
emprego de metodologias onde haja a determinagio direta da fluidez.

Os resultados obtidos para caracterizagio tecnolégica do produto seco por
aspersao de M. ilicifolia (PSA) estéo representados na tabela 3.11. A comparacgdo
destes resultados com as propriedades de extratos secos produzidos em
equipamento de bancada por DE SOUZA (1999), demonstra que houve uma
melhoria importante nas propriedades tecnolégicas do PSA. O maior tamanho médio
e a maior densidade das particulas sdo os principais responsaveis pela elevacio
nas densidades bruta e de compactacdo do material como um todo. Como
consequéncia, os parametros derivados das densidades, como fator de Hausner e
indice de Carr, apontam para uma reducgao significativa na resisténcia ao movimento
das particulas, sugerindo empacotamento mais estavel. Porém os resultados
obtidos para o indice de Carr (IC) e fator de Hausner (FH) sugerem que o material
deva apresentar problemas quanto & sua compressibilidade e capacidade de
escoamento. Fendmenos desta natureza normalmente estdo relacionados com o
tamanho das particulas. Embora o tamanho de particula encontrado para o PSA
possa explicar os achados, este mecanismo nao pode ser descrito de forma

generalizada, pois também depende de outros fatores, tais com a superficie e a
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forma das particulas, além de forgas de natureza fisica (ZIMON, 1982; PODCZECK,
1998).

Tabela 3.11. Propriedades tecnolégicas do PSA em comparacdo com os resultados
obtidos por DE SOUZA (1999).

Parametros PSA (CV %) DE SOUZA (1999) (CV %)
Diametro médio (um) 22,36 (4,75) <70
Densidade bruta (g/ml) 0,632 (0,74) 0,261 (0,75)
Densidade de compactagéo (g/ml) 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 mensuravel em funcao da elevada variabilidade.

A capacidade de escoamento do produto seco foi avaliada empregando um
método estatico (&ngulo de repouso) e um dindmico (escoamento em fungéo do
tempo).

A determinacio do angulo de repouso para avaliar o escoamento do PSA,
apresentou um elevado coeficiente de variagdo, o que inviabilizou a sua avaliagdo.
De acordo com LIEBERMAN e colaboradores (1989), esta técnica é recomendada
apenas para sistemas particulados contendo particulas com diametro superior a 150
um, pois, nestas condicées, a acao das forgas de coesao interparticulares sobre a
fricc@o entre as particulas € sobrepujada pela massa do material analisado.

A curva representando o escoamento dinamico do PSA encontra-se na figura
3.9. O material apresentou escoamento homogéneo e com velocidade de 54,68 gfs
até passagem de 60 %. A partir deste ponto {ponto critico) houve modificacdo no
comportamento, com desaceleragdo no escoamento material, 0 qua!l foi melhor

explicado através de um equagao quadratica (tabela 3.12).
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Tabela 3.12. Comportamento de escoamento do produto seco por aspersio.

Etapa Equacéo r
inicial y = 54,68x + 0,3622 0,9998
final y = -178,74x° + 89,824x - 1,3986 0,9996

A definicdo do ponto critico ou de inflexdo da curva (figura 3.10) foi
estabelecida pela avaliacdo do coeficiente de correlacdo. A determinagdo do
coeficiente de correlagdo da fase inicial foi inferior quando o ponto critico foi
incluido entre os dados. O efeito contrario foi observado para fase final, quando o
coeficiente da equacdo quadratica foi maior quando o ponto critico fez parte dos

dados.
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Figura 3.9. Escoamento dinémico do PSA. (¢)Ponto de inflexdo da curva.

O movimento inicial das particulas foi decorrente da acdo das camadas
superiores sobre as particulas mais proximas a abertura da valvula de descarga do
funil, vencendo as for¢as interparticulares e impulsionando o deslocamento das
particulas. Este fenbmeno foi o principal responsavel pela forma da curva de

escoamento do PSA. Apods a fase inicial, a movimentacdo das particulas passa a
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sofrer dependéncia mais importante das interagbes interparticulares, o que tende a
reduzir a velocidade de escoamento.

De uma forma mais geral, os resultados obtidos tém especial importancia
tecnologica. Embora os achados ndo permitam estabelecer conclusdes mais
especificas sobre os fatores determinantes da velocidade de escoamento das
particulas, o PSA apresentou escoamento, em sua maior parte, constante e com
velocidade de escoamento muito superior ao aconselhado na literatura (GUYOT et
al., 1995), permitindo a sua classificagdo como material de fluxo livre. Assim,
problemas potenciais durante a preparagdo de capsulas e comprimidos, tanto no
que tange ao enchimento individual (matriz ou capsula), quanto & movimenta¢éo do
material no alimentador, seriam minimizados.

A avaliagdo da composicdo quimica do PSA foi realizada por CLAE,
utilizando os picos da catequina e epicatequina como referéncia. As condigdes
cromatograficas empregadas para andlise do PSA foram as mesmas descritas
anteriormente (capitulo ). A figura 3.10 representa o cromatograma do produto
seco por asperséo, obtido naquelas condi¢bes cromatograficas.

As curvas de calibragcdo dos picos correspondentes & catequina e a
epicatequina (picos 1 e 2, respectivamente), estdo representadas na figura 3.11.
Para ambos os picos estudados, foram encontrados elevados coeficientes do
correlagdo. Mais de 99 % da variabilidade experimental pdde ser explicada pela
equacao da reta (tabela 3.). Consequentemente, a andlise da variancia (ANOVA)
revelou valores de F extremamente significativos para ambas as regressées.

Os limites de confianga calculados para a intersegdo demonstraram, através

da inclus&o do zero, que nao h4 erros sistematicos do tipo constante.
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Figura 3.10. Cromatograma do produto seco por aspersdo. Condicdes
cromatograficas descritas no capitulo il. Pico 1 = catequina; pico 2 =

epicatequina.

Tabela 3.13. Andlise estatistica das curvas de calibragdo dos picos

correspondentes a catequina e epicatequina no produto seco por aspersao.

Parametros Pico 1 (catequina) Pico 2 (epicatequina)
Intersecéo -9246,678 -768,389
(intervalos de confianca) de -24865,71 a 6372,35 de -82066,3 a 80529,5
Inclinag@o 94808,77 209570,2

g 0,9998 0,9990

F regressdo 16251,46 2930,92
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Figura 3.11. Curvas de calibragdo e limites de confianga (-----) para ambos os picos
correspondentes a catequina (A) e epicatequina (LJ) no produto seco por

aspersao.

Através da analise dos residuos, calculados para as curvas e representados
na figura 3.12, ndo foi possivel detectar tendéncia aparente que invalidasse os

modelos.

Residuos padronizados
=)
F-N
o g
o

Concentragdo (pg/mL)

Figura 3.12. Residuos padronizados para as regressdes das curvas de calibracdo

para o pico 1 (catequina - <) e para o pico 2 (epicatequina - ).
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O ensaio de exatiddo demonstrou que n&o ha influéncia significativa da
matriz, em especial da presenca de Aerosil 200, sobre a recuperacio dos padrdes.
Embora tenha sido detectada para a epicatequina pequena redugdo no taxa de
recuperacéo, este resultado ndo compromete a performance da metodologia (tabela
3.14).

A precisao intermediaria do método foi estabelecida para trés concentragdes
diferentes, preparadas a partir de diferentes solugdes maes, e analisadas em dias
diferentes. Os resultados para estes parametros estdo representados na tabela
3.15.

Tabela 3.14. Resultados para o ensaio de recuperacdo para ambas substancias

referéncias presentes nas solugdes extrativas de Maytenus ilicifolia (n = 3).

Padrao Concentracao teorica (ug) Recuperado em %
catequina 12 99,08 (2,83)
epicatequina 12 95,18 (1,28)
(CV %)

Tabela 3.15. Resultados para o ensaio de preciséo intermedidria do método por

CLAE para determinagéo de catequina e epicatequina no PSA (n = 3).

catequina epicatequina
Concentracéo area média CV % area média CV %
SE (ug/mi) (mV-s) (mV-s)
1,0 88045,0 0,24 211579,2 0,07
3,0 274805,2 1,21 635558,9 0,40
50 466384,2 0,51 1040407,3 0,22
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Os ensaios de validacdo, realizados para a metodologia de separagdo e
quantificagdo de catequina e epicatequina no produto seco por asperséo,
demonstraram que a técnica apresenta exatiddo, preciséo e linearidade na regido
de concentracio estudada.

Quando os resultados obtidos para as areas do PSA foram comparados com
os da solugdo extrativa padronizada por CARVALHO (1997), foi detectado aumento
significativo nas areas de ambas as substancias referéncias (tabela 3.16). Para a
catequina este aumento foi muito mais importante, chegando a 80 ou 80 % da area
encontrada para o mesmo pico na solucdo extrativa. Ja para epicatequina o
incremento na area do pico correspondeu a cerca de 20 % da drea do mesmo pico
na solucio extrativa (tabela 3.16).

Provaveimente este comportamento foi resultado das condigées empregadas
para preparacdo da solugdo extrativa. Embora tenha se partido das condigbes
padronizadas por CARVALHO (1997), a operagéo de extragdo foi mais proiongada.
Desta forma, o teor de substancias extraidas teria sido maior, explicando inciusive,
porque o teor de solidos na solugdo concentrada foi superior ao esperado. E
provavel ainda que o fendmeno tenha sido favorecido pela despolimerizagido de
derivados catéquicos quando submetidos as condigées prolongadas de

aquecimento durante o preparo e concentracdo da solugdo extrativa (MULLER-
HARVEY, 2001).
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Tabela 3.16. Comparag&o entre as areas dos picos da catequina e epicatequina na

solugéo extrativa e no PSA.

Conc.* Catequina Epicatequina

(ngfmL) SE™ PSA (%) SE* PSA (%)
2,0 104907,1 | 1784616 | 70,11 |[362320,78] 408904,2 12,86
3,0 153936,9 | 2748052 | 7852 |539134,56| 635558,9 17,89
40 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

* Concentragbes calculadas

PSA.

** Solugdo extrativa preparada de acordo com CARVALHO (1997)
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1. INTRODUGAO

A produgido de formas sdlidas a partir de extratos vegetais secos tem sido
uma alternativa tecnoldgica 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 a
comprimidos, tais como, densidade elevada, boa aceitagdo por pacientes,
estabilidade e significativa capacidade de producdo (BAUER et al., 1999; VOIGT,
2000; LACHMAN ef al., 2001). Entretanto, em que pese a constatagdo das
mencionadas vantagens, o desenvolvimento e produgéo deste tipo de comprimidos
tem 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 favorecam o processo de obtencdo. Além disto, o
emprego de proporcdes elevadas deste tipo de material, a fim de conter a dose
terapéutica, acentua cada vez mais as dificuldades identificadas (PALMA et al,
1999; ROCKSLOH, 1999; LINDEN et al., 2000).

Na abordagem desta problematica, o emprego da operagdo de granulagdo
tem se configurado como o principal mecanismo para modificar as propriedades de
sistemas particulados com o0 objetivo de aumentar sua aptiddo & compressao.
Embora amplamente difundida na pratica farmacéutica, a granulagio por via Gmida
de extratos vegetais secos ndo é recomendada, devido a elevada higroscopicidade
deste tipo de material. Por outro lado a utilizag@o de solventes organicos sofre sérias
restricbes de natureza toxicoldgica e ambiental. Restando, desta forma, a operagéo
por via seca a qual tem se consolidado o método mais apropriado para extratos
secos vegetais (ROCKSLOH, 1999; COUTO, 2000; SOARES et al., 2001).

Neste caso, a aglomeracdo de sistemas particulados ocorre através da
aplicacdo de press&o mecanica elevada. Com a aproximagdo das particulas ha
intensificacdo das forgas de van der Waals que originam aglomerados (BAKELE,
1992). Além disto, mantida a continuidade da aplicacdo de presséo é observada a
formagdo de pontes sodlidas decorrentes da fusdo e solidificaggo do complexo
farmacéutico conferindo-lhe maior resisténcia mecanica (KRISTENSEN e
SCHAEFER, 1993; DILLIP, 1997).
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As propriedades fisicas e mecéanicas dos granulos sdc componentes de
elevado interesse para a formulagdo, desenvolvimento e produgdo de formas
farmacéuticas solidas, pois podem afetar diversas propriedades dos produtos finais
tais como resisténcia, friabilidade, tempo de desintegracdo, dissolugéo e tendéncia a
laminagio. Consequentemente, a avaliagdo de perfis compressionais de granulos,
bem como as possibilidades de modificar tais perfis com o objetivo de originar
grénulos apropriados para producdo de comprimidos, tem sido relatado na literatura
(TUNON e ALDERBORN, 2001).

Embora a dureza de comprimidos comresponda a um indicador das
propriedades de compactabilidade dos componentes da formulagéo, esta técnica
fornece informagdes limitadas. Pois apenas a determinagéo da forga final necesséria
para a destruicdo do comprimido ndo é capaz de descrever os fendmenos que
ocorrem durante a compress&o. Desta forma, a avaliagdo de materiais através de
perfis de densificagcdo em fungdo da press@o de compressdo aplicada, representam
com maior propriedade tais fendmenos (JONES, 1981; MITREVEJ et al., 1996;
SOARES et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste capitulo foi obter comprimidos contendo alto teor de
granulado do produto seco por asperséo de Maytenus ilicifolia.

Obijetivos especificos

- avaliar a viabilidade da preparacéo de granuiados contendo teor elevado
do produto seco por aspersao (PSA) de M. ilicifolia

- determinar o perfil de densificagdo dos granulados empregando o modelo
de Heckel

- investigar as propriedades fisicas e mecéanicas de granulados do PSA
preparados em maquina de comprimir € em rolos compactadores

- avaliar o efeito das propriedades de cada granulado sobre as respostas de
dureza e tempo de desintegrac&o de comprimidos

- ofimizar formulagéo de comprimidos contendo teor elevado de granulado
do PSA
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RESUMO: A avaliag@io do comportameato de complexos farmac€uticos quando submetidos a compresso tem sido
como objetivo de diversos estudos tecnoldgicos. As principais técnicas para avaliar o perfil de compressao de
complexos farmacéuticos sd3o apresentados neste artigo. Além dos dispositivos de medigdo ¢ de téenicas de
interpretagdo tais como a equago de Heckel, energia de compactacdo, curvas forga-deslocamento ¢ forca-tempo. c.
medidas de dureza ¢ tenacidade, s3o apresentados as principais classes de adjuvantes de compressio.

UNITERMOS: compressao: fisica; equagdo de Heckel, diagrama de forga, adjuvantes

ABSTRACT: Puysics 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 are presenied
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

Preparagdes farmacéuticas sélidas em forma
de comprimidos s3c conhecidas desde a
antigliidade (CELIK, 1996). Denominavam-se
como tais todas preparagdes solidas destinadas a
via orat. Os detalhes do processc de compressao
como é conhecido hoje em dia foi publicado pela
primeira vez por William Brockedon em 1843. Com
o objetivo inicial de comprimir pé de grafite,
rapidamente descobriu-se a viabilidade de
empregar 0s mesmos principios para obtengao de
rmedicamentos em doses individualizadas (VOIGT,
1993; CELIK, 1996; MOSER, 1997).

A obtengdo de comprimidos pode ser
realizada por compress3o direta de farmacos
pulverizados, ou de sua mistura com adjuvantes,
bem como por compressdo de material
previamente granuiado.

O emprego do processo de granulagdo tem a
finalidade de modificar as caracteristicas do
complexo farmacéutico, transformando particulas
de pés cristalinos ou amorfos em agregados
sdlidos mais ou menos resistentes e porosos,
denominados granulados.

Em relacao as simples misturas de pés, os
granuiados apresentam algumas vantagens:
melhor manutengdo da homogeneidade; maior
densidade; maior fiuidez; maior compressibilidade;
maior porosidade, facilitando a dissolugdo, entre
outras. Estas propriedades podem ser controladas
através da escotha de adjuvantes e do método de
granulagao.

Os métodos empregados na obtengio de
granulados com maior freqiéncia sdo a
granulag@o por via Gmida e a granulagao por via
seca. Na técnica de granulagéo por via dmida, um
liquido é adicionado ao p6 ou a mistura pulvérea
em misturadores ou malaxadores. Entre os
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solventes mais utilizados estao a agua e o alcecol.
O liquido empregado deve promover apenas 2a
dissoluggo parcial do pé. O excesso de solvente
faré com que, apds passar pelo granulador, os
gréanulos se aglomerem formando uma massa
compacta. Da mesma forma, a deficiéncia de
solvente fara com que n&o exista coesfo
suficiente, revertendo ao estado pulvéreo apds a
secagem. Neste procedimento também sdo
utiizados adjuvantes em solugdo ou pseudo-
solugGes, denominados aglutinantes, com o
objetivo de promover a adesdo interparticular apos
a evaporagdo. Na operagdc de granulagdo por
desagregacdo todos os ingredientes sdo
misturados para formar uma massa Umida que €
dividida em granuladores. No processo conhecido
por agregagdo, o0s granuios sao formados
diretamente do rolamento de particulas ou pelo
choque entre elas.

A granulagdo por via seca € empregada
quando o farmaco apresenta instabilidade frente a
umidade ou ao calor da operacdo de secagem, ou
quando € excessivamente solivel nos liquidos
umectantes utilizados. Com o objetivo de
assegurar a coesao adequada entre as particulas,
geralmente s3o adicionados aglutinantes ao pé
que se vai granular. Os aglutinantes empregados
nesta operagdo sao incorporados em estado seco.
Em seguida a mistura é submetida a compressao
ou compactagao (através de maquina excéntrica
ou de cilindros). O material compactado obtido &
submetido a trituragdo e o granulado €
selecionado por tamisagao.

Como pode-se observar, a granuiagdo €
sempre uma operag@o complexa e implica em
indmeros passos, alguns deles muito delicados.
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Desta forma, a tendéncia atual tem sido recorrer a
compresso direta de misturas de pos.

Entretanto, alguns problemas potenciais estao
relacionados com a sua aplicagdo: baixa
propriedade de fluxo do pd, aderéncia do pd aos
pungdes e a matriz, dureza elevada de
comprimidos e longo tempo de desintegragao.
Para contornar os problemas que se opdem &
compressao direta, tem se recorrido a otimizagao
de diversos parametros tais como faixa
granulomeétrica apropriada (tamanho e forma das
particulas), emprego de adjuvantes (aglutinantes,
reguladores de fluxo, desintegrantes) e/ou
utifizagdo de dispositivos mecanicos (intensidade e
tempo de aplicagao da forga de compressac). Na
pratica, o desenvolvimento de novos adjuvantes,
novos processos de obten¢do e otimizag@o de
misturas de diferentes  adjuvantes tem
representado uma importante alternativa para a
solugdo dos problemas relacionados com a
compressao direta (PROFITLICH, 1990; VOIGT,
1993; SCHMIDT e RUBENSDORFER, 1994ab; LE
HIR, 1995; MOSER, 1997).

O procedimento de compressdo em uma
maquina de comprimir excéntrica se resume a seis
fases principais: (I) - alimentagdo (& matriz é
preenchida mediante simples fluxo pelo complexo
farmacéutico a ser comprimido); (I1) - compactacgéao
(o pungdo superior inicia o movimento de decida
compactando o complexo); (ill) - compressdo
propriamente dita (0 pungao inferior permanece
imével enquanto o pung@o superior desce e
comprime o material com forga); (IV) - ejec@o (o
pungao superior retorna a sua posi¢ao inicial, o
pungao inferior ascende conduzindo o comprimido
ao nivel superior da matriz); (V) - expulsdo (ja
completamente fora da matriz, o comprimido é
expulso com o retorno do alimentador a posigédo
inicial); (V1) - pré-alimentagao (retorno do pungao
inferior e inicio da alimentagdo com o retorno
parcial do alimentador) (figura 1).

A aplicagdo de uma forga externa sobre as
particulas de um pd ou de outro sistema
particulado sélido resulta na transferéncia de forga
através dos pontos de contato interparticulares,
promovendo uma deformagio no material. Esta
deformagédo pode apresentar comportamento do
tipo efdstico, plastico ou destrutivo, e esta
relacionado com a intensidade da forga aplicada e
a duragdo da agado da mesma, assim como as
propriedades fisicas do material (figura 2).
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Figura 1. Etapas do processo de compressio cm
méquina excéntrica: (I) alimentagdo: (II} compacragio:
(1) compressdo; (JV) gjegdo; (V) expulsdo: (VI) pré-
alimentagdo (PETROVICK. 1999).

Nivel max de enchimenio H 100% cizstco
Pungio ga Matnz pewo Comptexe | h an
Supenor

Ik
tarmactucs (H) i I@_‘
-

Figura 2. Representagdo das dcformagdes do tipo
eldstica e plastica. Onde h = altura do comprimido

O comportamento eldstico ocorre quando ©
material recupera o volume inicial apds o término
da aplicagdo de forga. Enquanto que deformagdes
plasticas se caracterizam pela manutengado da
massa compactada nao ocorrendo recuperagao do
volume inicial quando encerrada a aplicagdo d=
forca. Em deformagdes destrutivas resuitarn
rupturas. Neste caso a intensidade da forga
excede a capacidade de deformagao pldstica ou
elastica do material, obtendo-se a ruptura
estrutural como resposta (WRAY, 1992; VAN DER
VOORT MAARSCHALK e BOLHUIS, 1999).

A tendéncia ao comportamento ce
deformag&o de uma material depende das suis
propriedades  fisicas.  Materiais  cristalinos
apresentam, em geral, tendéncia a deformagéo do
tipo elastica, enquanto que os materiais amorfos
tendem a deformacdo pldstica (HIESTAND et &/,
1977, WRAY, 1992; LERK, 1993).

A intensidade das deformagbes plésticas e
elasticas de materiais tem 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 prdtica, a detecgdo da recuperagao
eldstica de compactados tem grande importancia



Capitulo 1V - Produg3o e ofimizag&o de comprimidos contendo PSA granulado

Caderno de Farmdcia, v. 15, n. 2, p. 65-79, 1999.

67

para a definicdo do comportamento de
deformagao. Problemas tais como
descabegamento, laminagao e variagdo no peso
dos comprimidos s3o conseqiéncias da
recuperacio elastica (VOGEL e SCHMIDT, 1993).
A avaliagdo de tendéncias de deformagao, bem
como a determinagdo de sua intensidade, podem
servir, de instrumentos para elaboragdo de
formulagdes com proporgdes eficientes de
adjuvantes (YLISUURI et al., 1997).

Através da instrumentagdo de maquinas de
comprimir € possivel realizar uma medida exata
das forcas que intervém no processo de
compressao. Tal determinagdc permite avaliar
tanto o parédmetro de plastoelasticidade, bem
como as caracteristicas do comprimido obtido
(dureza, desintegragdo, etc.). Na compressdo
destacam-se as forgas axial superior (Fug), axial
inferior (F,), radial (Fg) e de fricgao ou atrito (Fr)
(figura 3) (WRAY, 1992).

PUNGAO
SUPERIOR | Fas
Fr TFF
e
MATRIZ MATRIZ
PUNGAO
Fai| NFeriOR

Figura 3. Representagdo da disuibuigdo de forgas
durante o processo de compressdo: (Fus) Forga axial
superior; (Fy;) Forga axial inferior/Forga residual; (Fg)
Forga radial; (Fr) Forca de fricgdo (WRAY, 1992).

O estudo do processo de compressdo teve
inicio com .a utilizaggdo de maquinas
instrumentadas por Higuchi em 1959, utilizando
diferentes métodos elétricos. Através da utilizagdo
de mdquinas instrumentadas & possivel controlar o
processo de compressao durante a produgdo e
avaliar o perfil compressional dos produtos.
Podem ser obtidas diferentes medidas de forga
tais como forga de compressdo, eje¢ao, residual,
na parede da matriz e de aderéncia.

E possivel também registrar o deslocamento
dos pungdes. As fitas de alongamento s&o os
dispositivos mais empregados para medicdo de
forca. Enquanto que determinagles mais exatas
de forgas sdo obtidas utilizando os cristais
piezoelétricos (figura 4).
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PINOS DE MEDICAC NO
BRACO DE SUSTENTACAO
DO PUNGAD SUPERIOR

4FITAS DE ALONGAMENTO
1. HBM 3M20 1Y PARA MEDICAO

0”& FORGA DO PUNGAG SUP
(2 POSTERIORES)

MATRZ E PLATINA

PUNGAO INFERIOR FIXACTA OF
MODOQ LIVRE ATRAVES DE PLACADE
COBERTURA (13, PLACA SUPORTE (2):
E BASE DO CONJUNTO (3)

PIEZO-ELETRICA
KISTLER 9041

Figura 4. Representagdo esquematica de maquina de
comprimir alternativa Korsch EK II instrumentalizada
e as respectivas unidades de medigdo de forga
(PETROVICK, 1999).

As medidas do deslocamento dos pungdes é
realizado através dos transdutores indutivos de
deslocamento (SCHMIDT, 1989). Os sinais
analdgicos emitidos pelos transdutores, sejam eles
fitas de alongamento, cristais piezoelétricos ou
indutivos de deslocamento, sdo convertidos em
sinais digitais e ftratados por programas
computacionais.

Os perfis de compress2o, registrados
graficamente (figura 5), podem ser utilizados como
impressdes digitais de formulagbes e ajudar a
detectar problemas que possam ocorrer durante a

produgdo. Vdrias caracteristicas podem ser
sugeridas para compor este peril. Estas
caracteristicas podem ser descritas como

observaveis (forca de compresséo, deslocamento
de pungdo), e parametros derivados, os quais
podem ser calcufados diretamente das medidas da
curva forga-tempo, incluindo area sob a curva,
relagao &rea/altura, inclinagdo maxima e minima, e
largura a meia altura (HOLBLITZELL e RHODES,
1990; YLIRUUSI e ANTIKAINEN, 1997).
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Figura 5. Representagio grifica da forca e
deslocamento da pungdo superior durante © processo
de compressio em uma miquina de comprimir
excéntrica (VILA JATO, 1997)

Também é possivel a obtengdo de curvas
forca de ejecdo-tempo (VOGEL e SCHMIDT,
1993; ANTIKAINEN e YLIRUUSI, 1997; YLIRUUSI
e ANTIKAINEN, 1997). DELACOURTE e
colaboradores (1993 e 1995), utilizando curvas de
ejegdo, propuseram uma metodologia e avaliaram
a eficiéncia de diferentes lubrificantes utilizados
em tecnologia de compress@o. A curva forga-
tempo foi dividida em trés partes. Na primeira
parte nao ha movimentagdo do pung&o inferior e
corresponde a forga residual (T1). Em seguida
tem-se inicio a movimentag2o do pungao inferior
para expulsdo do comprimido. Neste momento ha
um incremento instantaneo da forga com o
aparecimento de um pico de forga caracteristico
para as curvas de ejegdo. Apds o pico, a forga
pode permanecer constante ou cair bruscamente,
apresentando diferentes perfis. Esta segunda fase
pode ainda ser subdividida em duas subpartes de
acordo com a posigao 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) através da
avaliaggo da curva forga-tempo puderam
demonstrar que o pico de forga precede o pico de
deslocamento maximo do pungdo superior. Tal
comportamento, atribuido aos materiais
viscoelasticos, € decorrente do relaxamento do
compacto ainda sob forga méxima.

A partir do gréfico forca-tempo € possivel
estabelecer o comportamento plastoeldstico de
compostos, qualitativa e quantitativamente. O
comportamento eldstico € caracterizado por uma
curva forca-tempo simétrica (figura 7 curva 1),
enquanto que o comportamento plastico se
caracteriza por uma curva assimétrica (figura 7
curva 2).
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Figura 6. Representagdo grifica de uma das curvas
for¢a de cjegdo-tempo com respectivo movimento da
pungdo inferior, construidas por DELACOURTIE e
colaboradores (1995). para avaliar a eficiéncia dc
lubrificantes.

Forgs

Figura 7. Curva forca-tempo para materiais
eldsticos  (curval) e pldsticos (curva 2)
(EMSCHERMANN ¢ MULLER, 1981).

O indice de plastoelastcidade pode ser
determinado pela razao das seg¢des sob a curva (A
e B). Quando a razao entre as areas B/A tender ao
valor 1, caracteriza um comportamento elastizo,
enquanto que o comportamento plastico apresenta
valores préximo a 0 (EMSCHERMANN e
MULLER, 1981).

Segundo STAMM e MATHIS (1976) a
plasticidade de compostos pode ser determinada
através de uma curva forga-deslocamento (figura 8
A). A determinagdo da d&rea total (ABC)
corresponde a energia gasta no trabalho Je
compressao do pd, e pode ser dividida em tr3s
classes (figura 8 B): E1: energia necessaria para
promover 0 empacotamento das particulas apenas
por rearranjo, E2: energia necessdria para
formacgéc do comprimido; E3; energia decorrente
da recuperagao eldstica do compacto.
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Figura 8. Representagzo csquemdtica da curva forga-deslocamento do pungdo supcerior (VACHON ¢ CHULIA,

1999)

A plasticidade para o complexo farmacéutico
composto é calculado pela formula:

_ 100.E2

Pl =
£E2+ E3

A medida de forca e deslocamento dos
pungdes tem demonstrado ser uma ferramenta
valiosa para a andlise dos perfis de redugdo do
volume de pds e a forga aplicada. Um grande
nimero de equagdes matematicas tem sido
desenvolvidas com o objetivo de avaliar os
mecanismos de densificagdo e consolidagao
envelvidos durante a compressao de materiais
sélidos. MACLEOD (1983) avaliou € comparou
muitas destas equagdes (tabela 1).

Quatro equagdes, entre todas refatadas na
literatura  farmacéutica, recebem especial
destaque. equagdo de WALKER; equagdo de
KAWAKITA; equagdo de HECKEL e a equagio de
COOPER e EATON (CELIK, 1992).

As primeiras avaliagbes sobre o grau de
consolidaggo de pés foram realizadas no campo
da metalurgia. Utilizando materiais tais como o
chumbo (para munigao), WALKER (1923)
observou uma relagéo logaritmica entre a pressao
aplicada (Pa) e o volume relativo (V) do
compacto, segundo a férmufa:

Vr=C ~K;.log.Pa

onde C; e K; sdo constantes. Os valores
encontrados para K; foram elevados para
materiais com deformagdo pldstica quando
comparados aos materiais que se deformavam por
fragmentagao. Walker relatou a razéo C/K; para o
perfit de compactagdo de pds e descreveu ainda
valores relativamente ailtos, quando os materiais
produziam comprimidos frageis.

A equagao desenvoivida por KAWAKITA
(1956) também tem especial importancia no
campo de compactacao de pos.
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Vi-Vp ab.Pa

C=fs
Vi 1+ Pa

onde C é o grau de redugao do volume, Vi é o
volume aparente inicial, Vp é o volume ocupado
pelo pé sob a pressdo aplicada Pa, e "a” e “b" séo
constantes que podem ser calculadas do grafico
da pressd@o aplicada (Pa) dividida pelo grau de
reducao de volume (C) em fungdo de Pa. A
constante “&" ndo tem relaggqo com as
caracteristicas do material a ser compactado
enguanto a constante “b”, definida como
coeficiente de compressao, esta relacionada com
a plasticidade do material.

Entretanto, alguns autores demonstraram que
a equagdo de Kawakita s¢ é aplicavel a materiais
sob a forma de p6 (VAN DER ZWEN e SISKEN,
apud CELIK, 1992).

Certamente a equagdo de HECKEL (1961)
corresponde & equagdo mais empregada nos
estudos de compactagdo farmacéutica, a qual
considera que a redugdo dos espagos vazios
(porosidade) obedece uma cinética de primeira
ordem com a aplicagdo de pressao. A equagao de
Hacke! é expressa da seguinte forma:

1
Log[~———]=K.Pa+ A
9l—5!

onde D corresponde a densidade retativa do
compacto, K e A s3o constantes que podem ser
determinadas graficamente, respectivamente, da
inclinagéo e interceptagao da extrapolagao finear a
partir da curva de Heckel (figura 9)
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Tabela 1. Resumo das equagdes para compacta¢do de pés, fundamentadas na relagio entre a pressio aplicada e o
volume do compacto (MACLEOD, 1983}

No. Equacdes Autores
t P, -p ATHY; SHAPIRO; HECKEL; KONOPICKY: SEELING
In LB - kP,
P, P,
2 - BALHAUSEN
mﬂf-(—p' p‘] = KP,
P \P, P
3 {5 - SPENCER
m-"-f-(—u' 2 ) = KP,
[P Mg P
4 P, NISHIHARA, NUTTING
In= = kp,
P,
5 3 MURRAY
inPrPe K(_P_ ] -,
o P, P,
6 _ COOPER ¢ EATON
lnﬁ‘—(—p‘—p'] =InKe-(b+c)F,
LN
7 0, . UMEYA
TL= - KE;
p"
8 p. = KP, JAKY
9 D = K(1-P4) JENIKE
10 P - 0= KP,? SMITH
11 pe-pi= KPS SHALER
12 p.—p;, KxaP, KAWAKITA
p.  1+KP,
13 &.(pc "P,—) - KPA AKETA
P \P, B 1+ KP,
14 1 WALKER; BAL'SHIN: WILLIAMS; HIGUCHI: TERZAGH!
—=K-alhP,
pt
15 Pc-pi=K+alnP, GURNHAM
16 1 JONES
—=K-aln P,
pC
17 1 MOGAMI
—=K-aln(P, -b)
pC
18 -5, P TANIMOTO
PP g pﬁa( / )
P, P, +b
19 RIESCHEL

L ZPi - in(kP, +b)
p

[

P, = densidade bruta do material; g, = densidade aparente; g, = densidade sob pressdo P,; K, a, b € ¢ 530 constantes
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in(1/1-D)

>

Pressdo de compactagdo
Figura 9. Representagdo grdfica da curva de
HECKEL (Da = densidade relativa, Do = densidade
relativa quando P =0) (CELIK, 1992).

Posteriormente Heckel propds a relagédo entre
a constante Ke a resisténcia Y do material:
K=-L
3y
HERSEY e REES (1970) relacionaram a
constante K com a presséo aplicada:

K=
Py

A partir de entdo, K € inversamente
relacionada com a capacidade do material de se
deformar plasticamente sob uma determinada
pressao.

A constante A é fungdo do volume inicial do
compacto e pode ser relacionada & densificagao
durante o enchimento da matriz e com o rearranjo
particular anterior a formagdo de ligagbes
interparticulares (GELIK, 1992; NYSTROM et al.,
1993). :

FASE il

FASE Il

in(1/1-D)

Press3o de compactagado
Figura 10. Representagio grifica do ciclo de
compress3o utilizando a fungio de HECKEL,
separada em trés fases para ser utilizada na avaliag@o
do mecanismo de redugdo de volume envolvido na
compactagio de pés (NYSTROM ez al., 1993).
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Utiizando a fungdo pressao-porosidade
(porosidade 1-D), onde tanto as fases de
compressdo quanto de descompressdo sdo
analisadas (figura 10), é possivel classificar os
complexos farmacéuticos de acordo com o
principal mecanismo de redugcdo do volume.
Durante a fase I, quando a press3o aplicada &
relativamente baixa, a redugdo na porosidade
pode ser aumentada por fragmentagdo de
particulas. A altas pressdes (fase Il), deformagdes
eldsticas ef/ou piasticas s3o os mecanismos
principais. Nesta fase, baixos valores para Py
indicam um alto indice de deformagdo plastica.
Durante a descompresséo (fase ), propriedades
elasticas das particulas podem resuitar num

aumento da porosidade. A curva de
descompresséo deve apresentar-se
aproximadamente horizontal quando [
componente de deformagdc elastica esta

presente. Além da elucidagdo do comportamento
elastico, a fase lll também avalia a contribuic@o da
deformagéo elastica durante a fase . Outra forma
de examinar a fase Il pode ser através da
diferenga de tempo em que ocorre 0 maximo de
compressdo e O minimo de porosidade. Este
comportamento é denominado de reflexdo da
deformag&o plastica, ou seja, o fluxo plastico ndo
encerra ao maximo de carga, mas continua por um
periodo quando a pressdo € encerrada
(NYSTROM et al., 1993).

COOPER e EATON (1962) elaboraram uma
equagdo relacionada a consolidagdo por
fragmentacdo, definida como a diminuigdo dos
espacgos vazios em relag20 aos espagos originais,
através de pressdo para compactagio de
determinados pds:

onde Cs, Cy4, Kz € Kqsao constantes; Vi é o volume
inicial; Vp o volume real por aproximagao, Vit
volume final e Pa a pressdo aplicada. Os dois
termos no lado direito da equagdo estao
relacionados com a capacidade de deslizamento
das particulas nos primeiros estdgios de
compactagdo e com a subseqlente deformacédo
elastica. Esses achados reforgam a proposigé@o de
que produgdo de forgca em compostos de metais
pulverizados esta relacionada com a porgdo linear
do gréafico de Heckel.

A influéncia do tempo de aplicagdo de forca
(tempo de contato) sobre o comportamento de
deformacao de materiais j& € bem conhecido e
amplamente relatado na literatura (DAVID e
AUGBURGUER, 1977; JONES, 1977; VOGEL e
SCHMIDT, 1993; YLIRUUSI e ANTIKAINEN,
1897). A resisténcia mecéanica de comprimidos
aumenta com o aumento do tempo de contato da
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forga. Tal fendmeno esta intimamente relacionado
a diminuigdo da porosidade dos comprimidos ao
passo que 0 tempo de contato € prolongado.

O método mais comum para avaliar a dureza
de comprimidos é através da mensuragéo da forga
necessaria para quebrar o comprimido em um
teste de pressio radial. A dureza radial (Tensile
Strength - TS) dos comprimidos pode ser
calculado pela férmula (FELL e NEWTON, 1970;
CELIK e DRISCOLL, 1993; OKOR et al., 1998).

2F
z.0H

7S=

Onde: F é a forga aplicada; D = didmetro do
comprimido e H = altura do comprimido.

HIESTAND e colaboradores (1877)
propuseram o indice de ruptura (Brittle Fracture
Index - BFl) para comprimidos. Este indice ¢é
capaz de mensurar a tendéncia de laminag@o ou
descabegamento dos comprimidos durante a
ejecao das camaras de compressio, e é calculado
pela seguinte expressao:

T
To-1

BFI = 0,5.(——)

Onde: T, e T s@o a dureza do comprimido obtida
com e sem um orificio central.

O orificio central € um modelo
experimental, com o qual pode-se simular espag¢os
vazios nos compactos verdadeiros. Comprimidos
que apresentam BFl > 0,5 apresentam alta
tendéncia a laminagd@o e descabegamento (OKOR
etal., 1998).

ROBERTS e ROWE (1985) avaliaram a
sensibilidade de sistemas particulados a variages
da velocidade de deformagdo (Strain Rate
Sensitivity - SRS) a partir dos valores da presséo
produzida a baixa velocidade (Py7) e a velocidade
elevada (Py2) de compressao:

_ Py2 - Pyl
T Pyt

SRS x100

Por sofrerem menor influéncia do tempo de
contato da forga, substancias que se deformam
por fragmentacdo apresentam valores de SRS
proximos a zero, enquanto que substancias que
possuem deformagao plastica apresentam valores
elevados para SRS (DOELKER, 1993).
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Além da importancia do mecanisrio de
redugdo de volume (deformagbes eléstices e/ou
plasticas e fragmentagao), dois fatores podem ser
considerados como primarios para
compactabiiidade de pos (KAREHI_L e
NYSTROM, apud NYSTROM et al 1€93) o
principal mecanismo de ligagdo interparticular e a
&rea onde estas ligagdes sao ativas. O termo area
de superficie de ligaggo é freqientemente definido
como a area de superficie que efetivamen-e toma
parte na atragdo interparticular. Desta forma, a
area de superficie de ligacdo é fungdo de varios
fatores secundarios. Por sua complexidade de
determinagdo, os fatores secundarios (tabela 2)
tém sido relacionados as caracteristicas do
comprimido, ao invés da area de supericie de
ligagao.

Os mecanismos gerais de ligagdo entre
particulas foi classificada por RUMPF (1958 apud
NYSTROM et al. 1993) em cinco tipos (figura 11}
pontes sdlidas (fusao parcial (1), cristalizagao (2) e
aglutinantes (3)), capilaridade e tensao superficial
(4), atragao entre particulas sdlidas (moleculares e
forcas eletrostaticas) (5).

v

/"' (3)

N @)

Figura 11. Representagio grifica dos principais
mecanismos de interacdo particular (NYSTROM er al.
1993).
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Tabela 2. Fatores que influenciam a drea de superficic das particulas no comprimido ¢ a drea de superficie de

ligacao (NYSTROM er al., 1993)

Area de superticie da particula comprimida

Area de superticie de ligagdo

Antes da compactagao Depois da
compactacao

Durante compactagao Apés
compactacao

Tamanho de particula
Forma da particula

Tamanho de particula
Forma da particula
Fragmentagao

Tamanho de particula
Forma da particula
Fragmentagao
Deformagao Plastica
Deformagao Elastica

Tamanho de particula
Forma da panticula
Fragmentagéo
Deformagao Plastica
Deformagéo Elastica
Recuper. Elastica
Propriedade de Atrito
Forga de ligacdo

Durante a compactagdo de pds, alguns
fatores tém importante influéncia, seja durante as
etapas envolvidas nas fases de fabricagdo de
comprimidos, seja sobre o produto final,
especialmente no que trata da resisténcia
mecénica dos comprimidos € em menor escala, da
sua velocidade de dissolugao. Tais fatores podem
ser agrupados em trés categorias:

1 - Fatores relacionados aos materiais (pds):
polimorfismo; tamanho e forma de particulas;

2 - Fatores relacionados as condigdes de
fabricagdo: dimensdo e forma dos comprimidos;
velocidade de compressao;

3 - Fatores relacionades
adjuvantes: diluentes;
aglutinantes; lubrificantes.

Por polimorfismo se compreende a existéncia
ndo somente de varios estados cristalinos de um
mesmo  composto  quimico  (polimorfismo
verdadeiro), mais também de seus solvatos
{pseudopolimorfismo) e seu estado amorfo. As
diferentes variedades de polimorfismo podem ser
decorrentes de variagbes nos parametros de
compactagio, fazendo com que 0s comprimidos
apresentem resisténcia mecanica e velocidade de
dissolugdo que podem variar consideravelmente.
De forma geral, materiais que apresentam estado
amorfo ou cristalino instdvel apresentam
deformagao plastica produzindo comprimidos mais
resistentes e que se dissolvem com maior
velocidade (TULADHAR, et al., 1983; DOELKER,

a presenga de
desagregantes;

1997).
Particulas que apresentam tfamanhos
reduzidos proporcionam  comprimidos com

resisténcia superior. Tal comportamento se deve a
grande superficie de contato das mesmas.
Entretanto, o efeito € mais pronunciado em
materiais frigeis, onde a fragmentagfo reduz a
influéncia inicial do tamanho de particula (figura
12).

Resisténcia (MPa}

100 200 300 400 500

Tamanho medio de panizula (um)
Figura 12. Resisténcia mecinica-tamanho médio de
particula para diferentes fragdes de fosfato de cdicio
dibdsico (Bekapress® D2) (SCHMIDT. 1998).

Porém, abaixo de um determinado tamanho o
material ndo pode mais se fragmentar, contudo ha
comportamento de deformagédo plastica. Particulas
muito finas s&o mais suscetiveis a adsorsao e/ou
ao aprisionamento de ar, podendo favorecer o
fendmeno de clivagem e descabegamento do
comprimido. Probiemas de fluxo também estdo
relacionados com as particulas que apresentam
tamanhos muito reduzidos. A pressao necessaria
aplicada é menor com particulas mais finas -
(DOELKER, 1997; SCHMIDT, 1998).

A obtengdo de comprimidos, com os
equipamentos atualmente disponiveis, requer que
0 material & comprimir possua caracteristicas
fisicas e mecanicas especificas: capacidade de
fluir livremente, coesividade e Iubrificaggo. A
maioria das substancias n3o possuem todas estas
propriedades, sendo necessdria a adigao de uma
série de adjuvantes, que podem ser classificados
de acordo com a fungao que exercem no
comprimido. Desta forma, um primeiro grupo €
constituido por materiais que tem o objetivo de
proporcionar a  formulagdo  caracteristicas
adequadas para manipulagdo e compressao
satisfatorias, tais como o fluxo e a coesividade.
Neste grupo se enquadram os diluentes,
aglutinantes, . deslizantes e lubrificantes. Num
segundo grupo de substancias, que tem como fim
conferir caracteristicas fisicas e biofarmacéuticas
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desejaveis ao comprimido, encontram-se 0S$
desagregantes, umectantes e estabilizantes
(VOIGT, 1983; LE HIR, 1995; VILA JATO, 1997).

Diluentes:

Dentre os diluentes mais empregados
destaca-se a lactose. Facilmente solivel em agua,
sabor agradavel, baixa capacidade de absorver
dgua e boas caracteristicas de compresso, a
factose apresenta como desvantagem seu prego €
sua baixa propriedade de fluxo. Quimicamente a
lactose € constituida de uma unidade de galactose
e uma unidade de dficose, e existe em duas
formas isoméricas: a- e P-lactose. A diferenga
entre as duas formas € decorrente da temperatura
de cristalizagdo. A B-lactose sélida so €
encontrada na forma anidra e ndo higroscépica. A
o-lactose € obtida na forma monoidratada mas
pode, através de dessecagdo ou desidratagéo
térmica, se converter em cristais de lactose
amorfa. Porém a absorgado de umidade
atmosférica proporciona a transformagdo da
lactose amorfa em iactose cristalina. E possivel
ainda, com tratamento térmico empregando
temperaturas entre 100 °C e 130 °C, a obtengado
de um produto muito higroscépico denominado de
o-lactose anidra instavel. Utilizando temperaturas
acima de 130 °C é obtido um produto néo
higroscépico denominado a-lactose anidra estavel.
A o-lactose monohidratada € usualmente
empregada como diluente na prepara¢ao de
comprimidos que envolve o processo de
granulagdo uUmida. Algumas fragdes contendo
particulas finas de cristais de [lactose
monohidratada s&o mais utlizadas para
compressao direta. As fragdes que contém
particulas de a-lactose monohidratada de maior
didmetro possuem boas propriedades de fluxo,
porém pobre capacidade aglutinante. A a-lactose
anidra obtida pela desidratagdo térmica da fragao
cristalina de o-lactose monohidratada, apresenta
um 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
B-lactose (anidra) e em torno de 20 % de o-lactose
anidra. Estes produtos sdo normalmente obtidos
em tineis de secagem e exibem boa capacidade
aglutinante mas baixa fluidez. Outra forma de
obtengdo de lactose é através da secagem por
aspersao (spray-drier). Este processo resulta num
produto constituido por cristais de o-lactose
monoidratada, unida por lactose amorfa. Lactose
seca por aspersdc € o adjuvante mais
recomendado para compressao direta, possuindo
boas caracteristicas de fluxo e aglutinagao (VAN
KAMP et a’, 1988; LERK, 1993; WICKBERG e
ALDERBORN, 1993; BOLHUIS e ZUURMAN,
1995; SHESKEY, et al., 1995; VILA JATO, 1997;
SCHMIDT, 1998%).
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O amido e seus derivados, compreendem 0S
diluentes insolGveis mais utilizados devido a seu
baixo custo e por suas propriedades
desagregantes, adsorventes e aglutinantes. Sua
maior desvantagem € a elevada umidade residual
(11-18 %), favorecendo a absorgéo de umidade
atmosférica. Atualmente se recorre ac emprego de
amido de milho e certos derivados do mesmo,
modificados por tratamento fisicos ou quimicos,
com o intuito de melhorar caracteristicas, como a
compressibilidade, capacidade de desagregagao e
fluxo (Sta-Rx 1500°, Cellutab’, Primojel’). Estes
tém sido aplicados na compressao direte
(ARMSTRONG e PALFREY, 1988; PROFLITICH
1990; NYSTROM ef al,, 1993).

A celulose microcristalina (MCC) € uma
celulose parcialmente  despolimerizada po-
hidrélise em meio acido apds tratamento mecanico
da w-celulose. A MCC é muito usada como
diluente para compressdo direta devido a sua
suscetibilidade a formagado de compactos gqus
mantém sua plasticidade. Tal comportamento s2
deve a propria natureza das molécutas qus
favorece a formagdo de pontes de hidrogénio. A
caracteristica n&o fibrosa, associada as boas
propriedades de escoamento e & elevada &rea
superticial, proporcionam poder agiutinante e bca
caracteristica de fluxo a MCC. Deste form:z,
quando as substancias ativas ndo excedem a
proporgao de 20 % da formulagao, os comprimidos
podem ser obtidos sem emprego de lubrificantes.
Diversos produtos contendo celulose
microcristalina sac  comercializados ~ como
excipientes para compresséo, enire eles se
destacam a Avicel” PH (101; 102; 102; 105; 112;
200); Emcocel’ e Microcel” MC (101; 1€2)
(DOELKER et al., 1987; DOELKER et al, 1995;
LIMA NETO e PETROVICK, 1997a).

Alguns sais inorganicos também  sdo
empregados como diluentes, destacando-se o
fosfato de caicio, insoluvel em &agua, com bcas
propriedades de fluxo e menor capacidade de
absorver agua que a lactose. Uma variedade
deste sal é o Emcompress’, que contém entre 5 e
20 % de outros compostos (amido, estearato de
magnésio, celulose microcristafina e Primojel®),
com o0s quais se consegue methorar suas
caracteristicas de compactagdo e desagregacao
(ARMSTRONG e PALFREY, 1988).

LIN e PECK (1996) avaliaram a possibilidade
da utilizag2o do talco como diluente. Devido a sua
baixa densidade e baixa granulometria, a adizdo
em grande quantidade proporcionaria um
comprimido  friavel e inaceitavel. Poram,
empregando aglomerados de talco obtidos por
diferentes processos, o0s autores obtiveram
resultados satisfatérios quanto ao emprego de
aglomerados de talco como diluente.

Aglutinantes:
As substancias que atuam como adesivas ou

coesivas entre as particulas de materiais
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pulvéreos submetidos a aglomeragdo para formar
granulos, recebem o nome de aglutinantes. Estes
promovem o auments da resisténcia a fratura e
diminuem a friabilidade do comprimido.
Normalmente s&o constituidos de macromoléculas
de cadeia longa que, em forma de dispersdo
deixam, apds evaporagdo do solvente, uma
pelicula de grande poder adesivo que favorece a
agregacao de particulas. Atualmente 0s
aglutinantes mais utilizados sd3o de origem
sintética, entre o0s quais destacam-se a
polivinilpirrolidona e diferentes derivados da
celulose (metilcelulose, etilcelulose, carboxi-
metilcelulose sodica e hidroxipropilmetiicelulose)
(PESONEN et al, 1992; VOIGT, 1993; LE HIR,
1995; SHESKEY, et al, 1995; LIMA NETO e
PETROVICK, 1997a; VILA JATO, 1997).

Desagregantes:

Os desintegrantes sado adicionados a
formulag@o com o intuito de promover e acelerar a
desintegragao do comprimido quando em contato
com meios de natureza aquosa OU  SUCOS
digestivos. O objetivo principal é provocar a rapida
desagregagdo do comprimido, bem como
aumentar a darea superficial dos fragmentos do
mesmo, com a finalidade de obter uma rapida
liberag@o do farmaco (SCHMIDT e ZESSIN, 1997).
O processo de. desintegragao consiste na ruptura
das unides formadas durante a compressio, tais
como forca de Van der Walls, unides capilares,
pontes de hidrogénio, unides de fusdo ou
dissolugao parcial de superficies com posterior
recristalizagao, etc. O processo de desagregagao
do comprimido esta condicionada,
fundamentaimente, a solubilidade do farmaco, a
forca de compressado aplicada, & porosidade do
comprimido, e ao tipo e proporgdo de
desagregante adicionado a formulagéo (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
com liquidos aquosos, o que favorece a separagao
das particulas constituintes do comprimido,
incrementando a superficie especifica e, em
conseqiiéncia, a velocidade de dissolugdo; 2 -
Dissolvendo-se em &gua e formando canaliculos
ou capilares no comprimido, facilitando a
penetragdo de fluidos e proporcionando a
desintegragdo; 3 - Reagindo com a é4gua e
proporcionando a formagdo de um gas,
geraimente o diéxido 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 0 amido e seus
derivados, o mais antigo e ainda hoje utilizado
devido a sua boa propriedade de desintegrag@o e
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baixo custo. Entretanto a baixa compressibilidade
associada a grande quantidade utilizada, entre 2 e
10 % do peso total, enfraquecem a estrutura do
comprimido. J& os desintegrantes modernos,
apresentam grande poder desintegrante em
pequenas proporgdes (entre 0,5 - 5 %) €, por esta
razdo, sao denominados de super-desintegrantes.
Nesta classe encontram-se o glicolato de amido
sédico  (Explotab®, Primojel®), a carboxi-
metilcelulose soédica reticulada (Croscarmelose
sodica; Ac-Di-Sol®) e a polivinilpirrolidona
reticulada  (Kollidon® CL; Kollidon® CL-M;
Crospovidona® - M). Os principios de obtengo e
mecanismo de agdo sdo semelhantes para todos
super desintegrantes (BUHLER,1996). Através do
balango entre a insolubilidade proporcionada pela
formagao de ligagdes cruzadas e a solubilidade
oriunda de substituintes hidrofilicos, € possivel
obter um composto insoldvel com alta capacidade
de intumescimento decorrente da hidrofilidade dos
substituintes. A croscamelose sdédica, por
exemplo, apresenta um aumento de quase 200 %
em seu tamanho quando em contato com a agua,
sem se dissolver (FAROONGSARNG e PECK,
1981; FAROONGSARNG e PECK, 1994; LIMA
NETO e PETROVICK, 1997b; SCHMIDT, 1998).
Entre os desagregantes que atuam por agac
capilar destacam-se substédncias marcadamente
soluveis como cloreto de sdédio e lactose,
utilizados com menor freqiéncia que os
anteriores. O terceiro grupo de desagregantes é
composto pelas substancias que, quando em
contato com a dgua, formam um gés. Este gas é
produzido pela reagdo de um bicarbonato em meio
aquoso, com um &cido organico como o citrico e o
tartérico. As misturas acido-base sao incorporadas
ao comprimido em um proporgdo de 10 %, que
produz uma efervescéncia suficiente para
provocar a desagregagao (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 fricgao
de diversas naturezas. Fricgdo entre os granulos
ou particuias no alimentador, fazendo com que o
material apresente fluxo deficiente, fricgo da
superficie do comprimido com os pungdes e/ou
com a parede da matriz. Para evitar os problemas
derivados da fricgdo granulo-grénulo ou grénulo-
metal, sao utilizados os lubrificantes ou agentes
antifriccdo que, de acordo com a fungdo que
exercem, podem ser classificados em deslizantes
(favorecem o fluxo pela diminuigao da fricgdo entre
granulos); antiaderentes (evitam a aderéncia dos
granulos a matriz ou aos pungdes) e lubrificantes
propriamente ditos (reduzem a fricgao entre as
particulas durante a compress&o, assegurando
melhor transmissdo da forga de compressao
através da massa do p6 ou granulado, reduzindo
as forgas de reagdo que aparecem nas paredes da
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matriz) (LERK e SUCKER, 1988; VILA JATO,
1997). Entretanto, os lubrificantes podem
apresentar as trés propriedades simultaneamente,
porém, n&o exercem com a mesma eficiéncia as
trés fungdes citadas.

Os agentes deslizantes atuam  por
interposicdo entre as particulas do granulado e
formagao de uma camada protetora que reduz a
fricgdo interparticular e a tendéncia a adeséo. O
preenchimento da superficie rugosa dos granulos,
uniformiza a superficie, facilitando o enchimento
homogeéneo da matriz. O amido e o talco tém sido
tradicionalmente 0s deslizantes mais empregados.
Atualmente os derivados de silicio, finamente
divididos, sZo empregados com éxito como
indutores de fluxo, com a vantagem de serem
efetivos a proporgdes muito mais baixas que os
anteriores. O talco e o amido de milho, bem como
os derivados de silicio (Aerosil*, Cab-O-sil® ou
Syloid*), apresentam boas propriedades
antiaderentes, evitando a aderéncia do material a
matriz e aos pungdes.

O estearato de magnésio € o lubrificante
hidrofébico mais freqlentemente empregado na
fabricagdo de comprimidos, em parte devido a sua
tendéncia de migrar, durante o processo de
compressado, até a interface com a parede da
matriz, alcancando elevadas concentrugbes na
superficie do comprimido. Devido 2 sua natureza
hidrofébica e sua predisposi¢do a recobrir as
particulas, os lubrificantes propriamente ditos,
podem dificuftar a penetragdo da d&gua no
comprimido retardando o tempo de desintegragéo,
diminuindo a velocidade de dissolugdo e
condicionando a biodisponibilidade do farmaco.
Por outro lado, pode ocorrer uma redug@o nas
forgas de ligagdo interparticutares, diminuindo a
consisténcia do comprimido. Esta tem sido uma
das principais razbes para o grande nimero de
estudos avaliando a influéncia de lubrificantes

hidrofébicos durante a compressao
(JOHANSSON, 1986; BAICHWALL e
AUGSBURGUER, 1988; MARWAHA e
RUBINSTEIN, 1988; LEINONEN et al, 1992;

MARQUEZ et al, 1992; DELACOURTE et al,
1993; DELACOURTE et al, 1995). Quando se
deseja uma completa dissolugdo em &dgua dos
comprimidos  (comprimidos  hipodérmicos e
efervescentes), recorre-se ao emprego de
lubrificantes soltveis tais como os sais organicos
de sddio (acetato, benzoato e oleato) em
proporgdes elevadas (> 4%), os poligéis de alto
peso molecular (Carbowax® 4000 e 6000), DL-
leucina e alguns agentes tensioativos do tipo
alguifsulfonados, como o laurilsulfato de sédio
(DALLA COSTA, 1990; VILA JATO, 1997). O talco
apresenta boas caracteristicas deslizantes e
antiaderente, entretanto, a propriedade lubrificante
é pobre. Também possui efeito abrasivo, a menos
que se apresente finamente pulverizado (LERCK e
SUCKER, 1988).
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Atualmente, o emprego de adjuvantes
multifuncionais tem representado uma alternativa
relevante no desenvolvimento de comprimidos
através da compressdo direta. Isto se deve a
possibilidade de combinagdo de diversas
propriedades (diluente, aglutinante, deslizante,
desagregante, com bom fluxo) em um unico
adjuvante. A principal vantagem destes produtos
esta na homogeneidade lote-a-iote e na reduzida
possibilidade de interagdo entre cada ingrediente
da formulagdo, o que proporciona um grande
incremento na transparéncia do processo. O
Ludipress” é um exemplo de adjuvante
multifuncional  comercializado  desde 1986
constituido por c¢-factose 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 concentragéo de extrato
seco por aspersdo de Maytenus ilicifolia. Os comprimidos foram preparados por
compressdo direta em maquina alternativa, empregando celulose microcristalina
(material de enchimento/aglutinante), diéxido de silicio coloidal
(deslizante/absorvente de umidade) e estearato de magnésio (antiaderente) como
adjuvantes. A influéncia da forca (3 a 17 kN) e da velocidade de compresséo (18 a
32 rpm) sobre as propriedades de dureza, tempo de desintegracdo e friabilidade dos
comprimidos foi avaliada através de um Desenho Composto Central. O aumento da
forga de compressdo proporcionou aumento da dureza e redugéo da friabilidade dos
comprimidos. Para estes parémetros nZo houve influéncia da velocidade de
compressdo. A forca de compressao foi o fator predominante sobre o tempo de
desintegracéo. O aumento da velocidade de compressédo também causou reducéo

no tempo de desintegra¢éo dos comprimidos.

Unitermos: Maytenus flicifolia; Extratos vegetais secos; Compressao; Compresséo

direta; Desenho Composto Central; Fitomedicamentos
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INTRODUGAO

Os produtos de origem vegetal secos por aspersdo podem ser utilizados
como produtos intermediarios na obtencdo de diferentes formas farmacéuticas
(Gaudy, Puech, Jacob, 1991; Gonzéalez 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 produgdo de comprimidos tem se
apresentado como uma tarefa complexa. Muitos destes extratos n&o apresentam as
propriedades satisfatorias de reologia e de compressibilidade, que permitam o
processo de manufatura. Tais dificuldades se acentuam, uma vez que em
formulacbes contendo extratos vegetais, frequentemente, sdo necessarias
proporgbes elevadas deste componente ativo. Isto ocorre porque as substancias
ativas encontram-se diluidas com outras substancias co-extraidas (Palma, Manzo,
Allemandi, 1998; Rocksloh et al., 1999).

Além das propriedades relacionadas aos componentes da formulagdo do
comprimido, o processo de compressdo propriamente dito apresenta algumas
variaveis capazes de causar modificages importantes sobre as propriedades dos
comprimidos. Alguns autores demonstraram que o tempo de aplicagéo de forga pode
afetar a dureza dos comprimidos obtidos (Roberts e Rowe, 1985). Tal fendmeno
ganha importéncia, especiaimente, na passagem de escala de produgdo ou no
emprego de maquinas de comprimir rotativas, as quais operam em maiores

velocidades que as alternativas .

161



Capitulo IV - Produgdo e otimizag8o de comprimidos contendo PSA granulad

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da forgca e da velocidade de

compressd0 sobre as propriedades de dureza, desintegracdo e friabilidade de

comprimidos contendo alto teor de produto seco por asperséo de Maytenus ilicifolia.

MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

Adjuvantes

Celulose microcristalina (Avicel® PH 101, FMC); estearato de magnésio
(Bérlacher); dioxido 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 aspers@o como

descrito anteriormente por Petrovick e Carlini (2000).

METobpos

Mistura

O produto seco de Maytenus ilicifolia e a celulose microcristalina foram

misturados na proporgéio ponderal 3,5:1 em misturador tipo Turbula modeio T2C
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(Willy A. Bachofen) por 10 minutos. Em seguida foram adicionados & mistura obtida
o dibxido de silicio coloidal (2,2 %) e o estearato de magnésio (1,0 %) e misturados

por mais 5 minutos.

Compressao

Os comprimidos foram obtidos através da pesagem individual de 250 mg da
mistura, transferidos diretamente para maquina de comprimir alternativa Korsch
modelo EK 0. Como ferramentas de compressdo foram utilizados pungdes com
superficie plana e lisa, de didmetro de 10 mm e respectiva matriz. O pungdo superior
foi instrumentado com quatro fitas de alongamento modelo 3/120 LY 11 (HBM) para
medida da forga de compressdo. Como ponte de freqiéncia foi empregado
amplificador HBM tipo K52 com dispositivo KWD 523D (HBM). Os dados foram
apropriados em computador com auxilio do programa Messefix® v. 2.3 (Dr. R.

Herzog, Tubingen, Alemanha).

Dureza

A resisténcia radial dos comprimidos foi determinada utilizando durémetro

Erweka modelo TBH-30. Os dados representam a média de seis determinacdes.

163



Capitulo 1V - Produgédo e otimizac&o de comprimidos contendo PSA granulad

Tempo de desintegragao

A desintegracado dos comprimidos foi analisada utilizando aparelho PharmTest
modelo PTZ - 1, de acordo com o procedimento descrito na Farmacopéia Brasileira
IV (1988), sem discos. O meio de desintegracéo foi agua destilada, a 37 °C.

Friabilidade

A friabilidade foi avaliada em friabildmetro tipo roche, a 25 r.p.m. Para tanto,
20 comprimidos foram pesados e, ap6és 5 minutos de rotagdo, os finos foram

removidos e o percentual de peso perdido calculado.

Desenho experimental e andlise estatistica

Um desenho fatorial do tipo 22 sem replicaces foi adicionado de cinco pontos

centrais e quatro pontos axiais ou estrelas (figura 1), transformando-o num Desenho

Composto Central (Myers, Montgomery, 1995).
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0;+1,414
-153+1 +15+1
-1,414;0 0;0 +1,414;0
-1;-1 +13-1
0;-1,414

Figura 1. Representacao esquematica do Desenho Composto Central

As varidveis independentes do desenho experimental foram a forca de
compresséo e a velocidade da maquina comprimir. As variaveis dependentes foram
a dureza, o tempo de desintegracio e a friabilidade dos comprimidos obtidos. Para
comparar o efeito das diferentes varidveis, os valores dos niveis do desenho

experimental foram codificados (tabela 2).
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1

Tabela 2. Matriz experimental do Desenho Composto Central com as variéve@s

naturais e codificadas 1

—

Variaveis codificadas Variaveis naturais

Experimento velocidade forca velocidade (rpm)  forca (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 limitagdo técnica, os valores dos pontos estrela foram arredondados.

Para determinar a relagdo entre as variaveis independentes e as variaveis
dependentes, um modelo matematico de segunda ordem foi testado. A equacéo

geral proposta é dada abaixo:

Y = Bo + Bix + By + Biox.y + Byq(x)? + Boo(y)?
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onde: Y corresponde, segundo o caso, a resposta de dureza, tempo de

desintegracao ou friabilidade, e Ro .. 822 aos coeficientes da regressao.

A equacdo quadratica foi ajustada pelo método dos minimos quadrados com
auxilio do programa SigmaStat® vers&o 1.0 (Jandel Scientific) (Linden et al., 2000). A
validagdo do modelo foi realizada através de ANOVA com auxilio do programa
Excel® 7.0 (Microsoft), respeitando os critérios propostos por Wherlé (1990) (tabela

3).

Tabela 3. Critérios adotados para validagdo dos modelos mateméticos (Wherlé,

1980)
ANOVA rr Falta de ajuste Validagéo
P <0,05 r>09 - sim
P <0,05 08<r*<0,9 P>0,05 sim
P <0,05 08<r’<09 P <0,05 nao
P <0,05 r<08 - néo
P <0,05 - - nao

Para obtencio das superficies de respostas e dos graficos de isorrespostas,

foi utilizado o programa SigmaPlot® versdo 4.0 (Jandel Scientific).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resuitados obtidos para a dureza, tempo de desintegracao e friabilidade do

Desenho Composto Central encontram-se sumarizadas na tabela 4.

Tabela 4. Resultados para dureza, tempo de desintegracdo e friabilidade dos

comprimidos obtidos

velocidade forca dureza  desintegracdo friabilidade
Experimento (rpm) (kN) (N) {min) (%, mim)
1 20 5 59,8 20,83 117
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 1572 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 através de regressdo linear
empregando a equacéo geral. O modelo matematico que descreve o comportamento

da variavel estudada foi o seguinte:

D = -67,7375 + 1,184417V + 27,91165F + 0,030027VF - 0,03887(V)? - 0,68382(F)?

onde: V = velocidade da maquina, F = forca de compress&o e VF = interaco entre

os fatoresV e F.

A andlise estatistica para resposta de dureza estdo contidos na tabela 5
(ANOVA) e na tabela 6 (teste-t para os coeficientes da equagao). O coeficiente de
regressdo multipla calculado r? demonstrou que cerca de 99 % da variancia
experimental pode ser explicada pelo modelo de segunda ordem proposto (r* =
0,9951). Em virtude da replicagdo do ponto central (cinco replicacdes), a soma dos
quadrados total pbdde ser particionada em dois outros componentes, soma dos
quadrados do residuo ou erro puro e soma dos quadrados da regresséo ou falta de
ajuste. O teste de falta de ajuste avalia a adequagdo do modelo matematico ao
fenébmeno em estudo. Com um resultado n&o significante para estes testes, pode ser
assumido que a variagdo estad associada a erros aleatérios. Isto implica que o
modelo quadratico testado foi adequado para explicar o comportamento de dureza
dos comprimidos em fungdo da forca de compress@o aplicada e da velocidade da

maquina de comprimir.
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Tabela 5. Andlise da variaéncia e coeficiente de correlacdo multipla para a equagio

que descreve o comportamento de dureza.

Fonte SQ gl MQ Feaic Ftab
Regresséao 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 467274 12 3893,95 - -
r? 0,995 - - - -

Tabela 6. Teste-t para os coeficientes do modelo quadratico que descreve o

comportamento de dureza.

Termo Coeficiente Erro padrao t

1 67,74 63,71 1,063
Velocidade 1,184 4614 0,257
Forga 27,91 3,419 8,163*
Interagéo 0,03003 0,1156 0,259
(Velocidade)? -0,03887 0,08896 0,437
(Forga)® -0,5998 0,08211 7,305*

*significativo para p = 0,95

A tabela 6 mostra os resultados do teste-f para cada uma das varidveis

analisadas. Apenas valores de f para os coeficientes da variavel forca de
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compressdo, tanto linear quanto quadratico, foram intensos o suficiente para

demonstrar sua significancia no modelo. Na faixa estudada, a variavel velocidade da

maquina de comprimir contribui apenas com peso insignificante.

250
200
150

1001

Dureza (N)

(24
o

Figura 2. Superficie de resposta calculada para a dureza dos comprimidos,
empregando a equacao ajustada.

A superficie de resposta estimada e a correspondente curva de isorrespostas

apontam que a dureza dos comprimidos foi afetada apenas pela forga de
compresséo (figura 2 e 3).
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Figura 3. Curva de isorrespostas calculada para a dureza dos comprimidos,

empregando a equacgao ajustada.
Tempo de desintegragdo

O modelo matematico abaixo foi obtido do ajuste dos dados do tempo de

desintegracao (TD).

TD =-10,7027 + 1,23V + 4,56F - 0,0686VF + -0,018(V)? - 0,09346(F)*
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onde: V = velocidade da maquina, F = for¢ca de compressé@o e VF = interagdo entre

os fatores

A andlise estatistica dos dados de tempo de desintegracdo encontram-se
descritos na tabela 7 (ANOVA) e na tabela 8 (teste-t para os coeficientes da
equagdo). De acordo com o coeficiente de regressdo multipla r?, o modelo
quadratico proposto foi capaz de explicar aproximadamente 97 % da variancia
experimental (> = 0,972337). O teste de falta de ajuste apresentou resultado
estatisticamente nao significante. Assim pode-se aceitar que o modelo matematico
proposto foi adequado para explicar o comportamento do tempo de desintegracéo
dos comprimidos em fun¢io da forgca de compresséo e da velocidade da maquina de
comprimir. Desta forma, a variagdo observada entre os valores experimentais e os
valores estimados através do modelos quadratico foi decorrente apenas de erros

aleatorios.

Tabela 7. Andlise da variancia e coeficiente de correlagdo muiltipla para a equagéo

que descreve o comportamento do tempo de desintegracio

Fonte SQ gl MQ Fcaic Fab
Regressao 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 - -
r? 0,9678 - - - -
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Tabela 8. Teste-t para os coeficientes do modelo quadratico que descreve o tempo

de desintegragéo.

Termo Coeficiente Erro padraoc t

1 -10,7 12,5 0,859
Velocidade 1,23 0,902 1,363
Forca 4,56 0,669 6,821*
Interaggo -0,0686 0,0226 3,034*
(Velocidade)? -0,0180 0,0174 1,032
(Forga)® -0,0935 0,0174 5374*

*significativo para p = 0,95

De acordo com o teste-f para os coeficientes da equagio (tabela 8), o tempo
de desintegracdo foi influenciado principaimente pela forca de compressdo
(componentes linear e quadratico, respectivamente), seguida da interagdo entre os
fatores. Para a wvelocidade de compressdo n#&o foram observados termos
significativos.

A superficie de resposta estimada e as curvas de isorrespostas
demonstraram que o tempo de desintegragio dos comprimidos foi primordialments
afetado pela forca de compressdo, seguida pela interagdo entre as variaveis

estudadas (figuras 4 e 5).
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35
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Figura 4. Superficie de resposta calculada para o tempo de desintegragio dos

comprimidos, empregando a equacao ajustada.
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Figura 5. Curva de isorrespostas calculada para o tempo de desintegracdo dos

comprimidos, empregando a equacao ajustada.

Friabilidade

A friabilidade dos comprimidos (F) foi descrita através da equacio abaixo:

F = 0,2094 + 0,5191V - 1,058F - 0,0046VF - 0,00925(V) + - 0,04565(F )*
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onde: V = velocidade da maquina, F = forga de compressdo e VF = interagdo entre

os fatoresVeF.

A analise estatistica para os valores de friabilidade encontrados esta
representada na tabela 9 (ANQOVA) e na tabela 10 (teste-f para os coeficientes da
equagdo). De acordo com o coeficiente de correlagdo multipla r?, cerca de 85 % da

variancia experimental foi descrita pela equacéo proposta (r2 =0,8528).

Tabela 9. Andlise da variancia e coeficiente de correlacdo mdltipla para a equagéo

que descreve o comportamento de friabilidade.

Fonte sSQ gl MQ F cateutado Fabelado
Regressao 22,86 5 4,57 6,60 3,97
Residuo 485 7 0,69 - -
Falta de ajuste 484 3 1,61 845,09 6,59
Erro puro 0,008 4 0,0019 - -
Total 27,66 12 2,31 - -

r 0,8528 - - - .
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Tabela 10. Teste-f para os coeficientes do modelo quadratico que descreve a

friabilidade.

Termo Coeficiente Erro padrao t

1 -0,5819 9,1790 0,063
Velocidade 0,5776 0,6649 0,889
Forca -1,0340 0,4927 2,099*
interagéo -0,0046 0,0167 0,276
(Velocidade)? -0,0104 0,0128 0,813
(Forga)® 0,0445 0,0128 3,469*

*significativo para p = 0,95

O teste de falta de ajuste apresentou valor de F calculado significativo. Esta
observagdo n3o satisfaz os parametros de validagdo preconizados pela literatura
(Wherlé, 1990). De acordo com os resultados obtidos nos testes de validagéo do
modelo matemético, foi possivel concluir que a equagdo encontrada foi capaz de
descrever satisfatoriamente os dados experimentais. Porém, a falta de ajuste
revelou que o método de determinacdo da friabilidade apresenta uma variacdo
intrinseca importante.

O teste-f para os coeficientes da equagdo, representado na tabela 10,
demonstrou que a forca de compressdo foi o fator mais importante sobre a
friabilidade dos comprimidos. De acordo com a importancia estatistica, o termo
quadratico para a forca de compresséo foi o mais significativo, seguido pelo termo
linear para ¢ mesmo parametro. Para os demais termos ndo foi observacia

importancia estatistica.
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A superficie de resposta estimada e a curva de isorrespostas demonstraram

que a friabilidade satisfatoria (inferior a 1 %) sé foi alcancada quando empregada

forca de compresséo superior a 8 kN (figuras 6 e 7).

Friabilidade (%, m/m)

Figura 6. Superficie de resposta calculada para a friabilidade dos comprimidos,

empregando a equagio ajustada.
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Figura 7. Curva de isorrespostas calculada para a friabilidade dos comprimidos,

empregando a equacio ajustada.

CONCLUSOES

A forca de compressao foi o fator que apresentou maior influéncia sobre as
variaveis de resposta estudadas (dureza, tempo de desintegracéo e friabilidade).
Ao contrario do sugerido na literatura, o tempo de aplicacdo de forga, inferido

da velocidade de compressdo, na faixa estudada (18 a 32 rpm), ndo apresentou
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influéncia sobre as varidveis de resposta mais relacionadas com a resisténcia dos
comprimidos (dureza e friabilidade). Aparentemente, o tempo de aplicacdo de forca
foi suficiente para formagdo de pontes capazes de manter a coesdo dos
comprimidos. Os resultados obtidos para friabilidade n&o permitiram a validacao do
modefo 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 com forca de compressao reduzida. Porém, os dados permitem
concluir que, empregando forga de compressdo superior a 8 kN, foi viavel a
obtencdo de comprimidos com friabilidade satisfatéria (inferior a 1 %, m/m).
Juntamente com os resultados obtidos para a dureza, os resultados de friabilidade
sugerem que o complexo farmacéutico analisado apresenta boa capacidade de
coesao apos aplicacao de forga.

O tempo de desintegracdo dos comprimidos foi influenciado por ambas as
varidveis analisadas. Enquanto a forca de compressao proporcionou aumento nos
valores do tempo de desintegracdo, © aumento da velocidade de compresséo,
consequentemente a reducdo no tempo de aplicacdo de forga, diminuiu
significativamente o tempo de desintegracdo. Tal comportamento parece estar
relacionado com o0 mecanismo de reducédo de volume do complexo farmacéutico
durante a compressio. Assim comprimidos que foram submetidos & aplicacéo de
forca por menor tempo, apresentariam maior porosidade, e, portanto, a penetracéo
de fluidos pode ter sido favorecida, explicando o fenédmeno de redugio do tempo de

desintegracdo 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 Mayfenus 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 Hecke:
equation. SDE undergoes plastic deformation with a very low reamrangement
tendency at early stage of compression. The granules showed an intensive
fragmentation and rebound behavior. However, increasing compaction pressurs, 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 Nystrém, 1986; likka 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).

187



Capitulo 1V - Produgéo e otimizag&o de comprimidos contendo PSA granulad

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 um 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 camier<frequency bridge was used a Holtinger
Baldwing Messtechnik amplifier (type K52 with A/D 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 kN/cm? (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 IS coupled to an Erweka AR 400 muiltiuse 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 um 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 um 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 Carr's compressional index]

The density parameters were determined using 10.0 g of each material in a 50
mi 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 Il 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 compressionatl data.

The compressional behavior of the samples was evaluated using the Heckel

equation (1) (Heckel, 1961):
In(—i—) =KP+A 1)
1-D (

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 D and D, were respectively calculated from the equations:
D,=1-¢* (2

D,=1-e* (3)

where A, represents the intercept from the line at P = 0. The difference between Dj
and Dy represents the extent of particle rearrangement (Dg). 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 um 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 particie sizes of 700
um (RC5), 701 um (RC10) and 693 um (RC15), while granules prepared by siugging

(slug) showed mean particle size of 713 um.
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Figure 1. Particle size distribution of the granules. Slugged granulate (siug), roiler

compacted granulate at 5 (RC5), 10 (RC10) and 15 kN/em? (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/ecm?.

196



Capitulo 1V - Produgéo e otimizac8o de comprimidos contende PSA granulad

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 technolagical properties of the

SDE and pharmaceutical complex. The granuies 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 roiler compacted granulates at 5 (RC5), 10

(RC10) and 15 kN/cm? (RC15).

Samplie Bulk density Tapped density Hausner'sratio Carr's index
(g/icm’) (g/em’) (%)
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
RCS 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 particies shape and size.
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Figure 4. Scanning electron photomicrographs of roller compacted granules at 10

kN/cm?.
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Figure 5. Scanning electron photomicrographs of roller compacted granules at 15

kN/cm?.
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The flow behavior of the granules measured dynamicaily 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.

Weight (g)

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7
Time (s)

Figure 6. Flow profiles of the granules. Slugged granules (), roller compacted

granules at 5 ({J), 10 (A) and 15 kN/em? (O).

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? (RC15).

Sample Phase 1 r Phase 2 r Final
(g/s + sd) (g/s £ sd) flow (g/s)

Slug 22.41 0.9985 12.762 0.9970 16.26
(0.286) (0.3386)

RC5 20.642 0.9980 12.195 0.9956 156.50
(0.274) (0.228)

RC10 22.157 0.9992 12.188 0.9966 16.50
(0.708) (0.404)

RCC15 23.166 0.9978 12.398 0.9956 16.87
(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?, and more
pronounced for granules obtained by roller compaction at 15 kN/em?. 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 affributed 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 (), roller

compacted granules at 5 (L), 10 (A) and 15 kN/cm? (O).

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 (likka 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?

(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? (RC15).

Sample K A Py Db Density at r
(MPa) pressure (g/cm®)

SDE 0.0063 0.7567 1568.52 0.083 1.356 0.9899
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 17458 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
CRS 0.0057 0.9955 17514 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 deseribed by
bulk and tapped densities. While K, A and Py values were very similar for both siug
and RC5 granules, the more dense granules (RC10 and RC15) showed a tendericy
to increase the values of A (density in the die) and Py (mean yieild pressure).

The extent of particle rearangement (Dg) calculated from Heckel analysis
depends of particle surface, size and shape, and represents the particle arrangement
at early compression stages (Kochhar et al., 1995). Ds results from compression
force action to overcome particle interactions (i.e. friction and coesion) before particle
slippage and/or arrangement. For SDE low Dg value was observed. Due to dominant
spherical shape, small particle size (22.4 um) 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 Dg. Due to the high amount of
magnesium stearate (2.8 %), the small increase observed from Dg 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 Dg. 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?. 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?, 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.
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Figure 9. Tablets hardness. Slugged granules (), roller compacted granules at 5

(0), 10 (A) and 15 kNfem? (O).

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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RCS5 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 granuies.

Crushing strength (N)

L T T T T —

0 20 40 60 8 100 120 140 160
Tablet hardness (N)

Figure 10. Relationship between tablet hardness and crushing strength of

recompacted granules. Slugged granules (<), roller compacted granuies at 5 (OJ), 10

(A) and 15 kN/em? (O).
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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
granuies. They were more sensibie to compression force and showed a maximal
disintegration time of 11 minutes. Roller compacted granules at 15 kN/cm® (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 stugged
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 (), roller compacted granules at 5 (), 10 (A) and 15 kNfcrn®
(O).

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 (), rolier compacted granules

at 5 (0), 10 (A) and 15 kN/cm? (O).

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 sensibie to undergo rearrangament
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 tabiets 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

recompressibifity, and, manufacturing parameters such as manufacturing technology
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(i.e. stugging 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
carboxymethyicellulose (CMC-Na) as disintegrant. The infiluences of CSD and CMC-
Na on hardness, disintegration time and tablet friabifity 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 compressibilily.
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 hygroscepicity,
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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| 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 (Barlocher, 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 %). Stugs 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 ard
processed using the Messefix® v. 2.3 software (Dr. R. Herzog, Tubingen, Germany).
The slugs were crushed in a dry granulator (Erweka TG IS coupled to a
Erweka AR 400 muitipurpose motor, Germany) to obtain granules with a particle size
below 2.00 mm. Then the material was processed through an osciliating 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) ware ths
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 1). 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, muitiple-correlation
coefficients, and estimation of the lack of fit using Excel® 97 (Microsoft, USA) (5, 6,

8).

Equation 1: Y = Ro+ B4 X + B2. X2 + B12.X1. Xz + B41.(X1)% + B.(X2)* (1)
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where Y is the response (hardness, disintegration time or tablet friability), and 8, ..

B2, are the regression coefficients.

Table |. Central Composite Design matrix.

Exp. Aerosil Ac-Di-Sol Aerosil Ac-Di-Sol
(Coded) (Coded) (%, wiw) (%, wiw)

1 -1 -1 0.5 25

2 +1 -1 1.9 25

3 -1 +1 0.5 7.5

4 +1 +1 1.9 7.5

5 0 0 1.2 5

6 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 | 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 um 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 110

mm in diameter.

2.3 Hardness

The tablet hardness was measured using an Erweka apparatus type TBH-30.
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 tabiets, randomly selected, were tested.

2.5 Friability

Tablet friability was measured with a Roche apparatus: 20 tablets wers

weighted and after 5 min rotation and the removal of dust, the percentage of weighit

loss was calculated.
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I 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 Il.

Table Il. Experimental data for tablet hardness, disintegration time and friability.

Exp. Hardness Disintegration time Friability
(N) (min) (%, wWiw)

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
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The experimental data from Table Il were used to generate appropriated

second order models for each dependent variable. A resume of the regression

analysis appears in Table lil.

Table Hll. Resume of regression results for measured responses.

Hardness (N) Disintegration time (min) Friability (%, wiw)
Variables value t-test value t-test value t-tesr
Ro 107.9 58.42* 6.827 25.02* 0.557 46.20*
3 -9.278 8.20* -0.691 413* 0.036 483"
3y -2.162 1.91 -1.263 7.56* 0.021 279"
B2 1.95 1.21 0.455 1.93 -0.005 0.48
B 3.757 279* 0.159 0.80 -0.0046 0.52
R» -2.27 1.68 0.492 2.48* -0.0046 0.52
r 0.9425 - 0.9446 - 0.9902 -

*Significant for p = 0.95

The resuits of the validation tests for mathematical models are shown in Tabie

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 (Foosiss) = 5.05)
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The proposed mathematical models showed good multiple cormrelation
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, white 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 ttest (Table Iil), 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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‘ The response of tablet friability was only statistically affected by linear terms
(Table IHf). 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

(Figures3and 4).
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Friability (%, m/m)

Figure 3. Response surface calculated to tablet friability.
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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).
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Figure 5. Response surface calculated to the tablet disintegration time.
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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 % (wiw)

and maximal disintegration time of 6.8 min.
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Discuss&o Geral

A avaliag3o da povidona como agente complexante de taninos revelou que o
emprego do polimero sob a forma soluvel ndo foi capaz de remover este tipo de
compostos em solugdo. Embora a formagdo de complexos com este tipo de
polimero seja relatada na literatura (BUHLER, 1996), ndo foi observada sua
precipitagdo, impossibilitando a separagdo seja por centrifugagdo ou seja por
filtracdo. Tal comportamento ndo foi detectado quando foram utilizados polimeros
insoluveis (decorrente de ligagdes cruzadas). Em virtude da insolubilidade deste tipo
de povidona, a remocgéo da catequina (substancia referéncia), presente na solugao,
foi realizada com sucesso. Desta forma, a povidona insoltvel foi eleita como agente
complexante para 0s ensaio de complexacdo com taninos.

Os complexos formados entre a povidona e a catequina apresentaram-se
estaveis em meio aquoso. Entretanto, o ensaic de complexagdo empregando
condi¢des diferentes de pH, revelou que a fracdo de catequina ligada ao polimero é
maxima em agua pura ou pH suficientemente baixo para suprimir a ionizagdo das
hidroxilas fendlicas (ANDERSEN e SOWERS, 1968; DONER et al., 1993), o que
permite a interagdo através da formacdo de pontes de hidrogénio com os
mondmeros de vinilpirrolidona,

Quando comparada com a caseina, agente complexante de taninos
usualmente empregado no doseamento de M. ilicifolia (CARVALHO, 1997,
MARTINS, 1998), a povidona foi muito mais eficiente na formagdo de complexos
com a catequina. Assim, a povidona foi capaz de remover todo o padrao
empregando uma proporgdo de 2,5:1 (polimero:catequina, m/m), enquanto que para
caseina s6 foi possivel remover cerca de 70 % do padrdo, mesmo utilizando

proporcéo de 200:1 (caseina:catequina, m/m).
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O emprego da povidona para precipitagdo de taninos, presentes em solucéio
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 ndo é eficiente para eliminacdo das substancias

de interesse presentes no extrato.

Por outro lado, a utilizagdo de concentragbes elevadas de povidona
proporcionou a remogdo de outras substancias presentes na solucdo, além dos
taninos. O perfil de complexagdo observado sugere que a formacéo de complexos
entre a povidona e o0s taninos devem ocorrer prioritariamente. Contudo, os
resultados sugerem que o excedente de polimero interage também com os demais
polifendis, seguindo, porém, uma cinética mais lenta do que a observada para os

taninos.

A formacao indiscriminada de complexos entre o agente complexante e outros
polifendis que nédo taninos tem sido um dos maiores obstaculos para proposicéo de
uma técnica que empregue a precipitagdo para determinacdo de taninos totais. Este
fendmeno tem sido amplamente relatado na literatura para a maioria dos agentes
complexantes, inclusive, para o pd de pele, que é o agente preconizado pelos
formularios oficiais (MAKKAR et al., 1993b).

Neste contexto, a cromatografia liquida de aita eficiéncia tem se destacado
como uma alternativa importante para o estabelecimento de técnicas especificas
para quantificacdo de derivados catéquicos (SCHOFIELD et a/., 2001).

Assim, um método analitico para quantificacdo de derivados catéquicos em
solugdo extrativa de M. ilicifolia empregando a técnica de cromatografia liquida por
alta eficiéncia foi desenvolvido e validado, empregando, para tanto, as
recomendacdes da ICH (1996).

As condicées cromatograficas otimizadas, apdés multiplos ensaios
preliminares, permitiram alcancgar separac@o satisfatéria dos picos das substancias
de interesse (catequina e epicatequina). Os resultados obtidos para os ensaios
preconizados pela literatura para a validagdo do método demonstraram que a
técnica é exata, precisa e apresenta comportamento linear na faixa de concentracéo
estudada.
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A operagdo de secagem da solugdo extrativa em torre de secagem por
aspersao piloto munida de aspersor rotatério foi realizada com sucesso. A operagéo
apresentou rendimento de 90 % (m/m), superior aos resultados obtidos
anteriormente em aparetho de secagem laboratorial (CARVALHO, 1997).

O tamanho de particula de 22,4 um, cerca de trés vezes maior do que as
particulas obtidas por CARVALHO (1997), foi a principal modificagdo estrutural
observada para o produto seco obtido nesse trabalho.

A estabilidade do produto seco por aspersao (PSA) frente a atmosferas de
umidade controladas foi avaliada afravés de método estatico e dindmico. As
principais diferencas entre as duas técnicas sdo decorrentes, principalmente, das
especificidades de cada técnica. No método estatico ndo € possivel eliminar a
umidade presente no material e, portanto, evitar fendmenos de eflorescéncia. Além
disto, para realizar as determinagbes nas diversas atmosferas, é necessario o
emprego de diferentes amostras, permitindo apenas a construcdo da isoterma de
sorgé@o. Por fim, o método estatico exige maior periodo para que o equilibrio seja
aicangado.

Embora os resultados dos dois métodos sejam diferentes, as isotermas de
sor¢éo de umidade para o PSA apresentaram semelhancas. Em ambos os casos, o
aumento de massa apresentou um perfil mais lento até alcangar cerca de 3 % (m/m).
A partir de entdo, as isotermas apresentaram uma inflexdo, aumentando a
velocidade de sorgdo de umidade, que se manteve constante até que a atmosfera
de maior umidade fosse alcancada.

Engquanto a inflexao na isoterma de sorgdo obtida pelo método dinamico
ocorre em atmosfera proxima a 30 %, no método estatico este fendmeno ocorre em
atmosfera proxima a 40 %. Este comportamento parece ser decorrente da presenca
de umidade no PSA durante o emprego da técnica estatica, que desloca a isoterma

de sorgao para atmosferas mais elevadas.

Os resultados obtidos através da determinacdo dindmica das isotermas de
sorcdo e dessorgdo de umidade sugerem que o PSA apresenta comportamento do
tipo 11l descrito por BRUNNAUER e colaboradores (1938). Este tipo de abordagem
assume que as propriedades de condensacio/evaporacdo da segunda e
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subsequentes camadas de agua adsorvidas ocorrem sob condigdes isotérmicas nas

superficies livres.

Fendémeno de histerese foi observado entre as isotermas de sorgéo e
dessorgdo. A intensidade do fendmeno, calculada como unidades de histerese,
demonstrou que a umidade dessorve faciimente da superficie das particulas de PSA
em atmosfera de umidade superior a 40 %, com valor de histerese igual a -1,07.
Porém, abaixo de 40 %, a dessorcio de umidade apresentou maior resisténcia, corn
valor maximo igual a 0,94 unidades de histerese, em atmosfera controlada de 10 %.
Esta resisténcia durante a etapa final da isoterma de dessorgéo de umidade pade ter
sido intensificada pela eventual perda de agua que tenha sido absorvida pelas
particulas do PSA.

Quanto as propriedades tecnolégicas, o produtc neste trabalho em
comparacéo aquele produzids por CARVALHO (1997), apresentou incremento nas
densidades bruta e de compactagio, aumento da propriedade de compactabilidade
e empacotamento, determinadas através 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 & umidade atmosférica, quanto as propriedades
deficientes de compressibilidade, caracteristicas de produtos secos por asperséo,
tém dificultado o desenvolvimento de formulagdes de comprimidos contendo alto
teor destes produtos. Assim, o emprego da operagéo de granulagdo, em espacial
por via seca, tem se revelado uma das principais alternativas para viabilizar a
producdo deste tipo de comprimidos (ROCKSLOH, 1899; ROCKSLOH et al,, 1999;
COUTO, 2000).

Os parametros que podem ser otimizados durante a operagdo de granulag¢éo
podem ser divididos em dois grupos: agueles relacionados aos componentes da
mistura, como tipos de adjuvantes, concentracio efou pré-tratamentos, e aqueles
relacionados & operacdo propriamente dita, tais como, forga de compactacéo,
madelo do equipamento, nimero de passos da operagéo, etc. (MILLER, 1997).
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A granulac@o por via seca do PSA de M. ilicifolia foi, inicialmente, conduzida
de acordo com COUTO (2000). Assim, a mistura a ser granulada continha, além do
PSA como componente ativo, Aerosil 200, estearato de magnésio e Avicel PH 101.
O granulado foi obtido ap6s compactacdo através da producdo de briguetes em
maquina de comprimir, e, posterior redug@o e calibracdo. Embora a mistura tenha
originado granulos com boas propriedades tecnologicas, os ensaios preliminares
para produc&o de comprimidos revelaram elevado tempo de desintegracio, mesmo
empregando na fase externa concentracéo elevada de Ac-Di-Sol.

Diante deste resultado, avaliou-se a possibilidade de produgdo de granulados
empregande a metodologia descrita por ROCKSLOH (1999). Através deste
procedimento, a mistura para granulacio foi preparada contendo apenas o PSA,
Aerosil 200 e estearato de magnésio. A operac@o de compactagéo da mistura foi
realizada tanto por produco de briquetes em maguina de comprimir, quanto por
rolos compactadores. As operagdes subsequentes de trituragéo, em granulador seco
de rolos sulcados, e calibragdo, em granulador oscilatério com malha de 1 mm,
foram realizadas da mesma maneira para todos os compactos.

Os resultados obtidos demonstraram que todos os granulados apresentaram
propriedades tecnolégicas satisfatorias. A manutengdo das mesmas condigdes de
granulagdo, como trituragdo e calibragdo, originaram granulados com distribuicbes
granulométricas similares. Entretanto, os ensaios de caracterizagfo do granulos, tais
como, densidades bruta e de compactacio, velocidade de escoamento,
recompressibilidade, perfis de densificagdo empregando a equagio de Heckel, e a
avaliagdo preliminar de comprimidos, revelaram que estas propriedades foram
influenciadas tanto pela técnica de compactagdo durante a operagéo de granulagio,
isto &, através de maquina de comprimir ou rolos de compactago, quanto pela forca
de compactacdo empregada.

O aumento na forga aplicada durante a granulagdo, empregando rolos
compactadores, foi o principal fator influenciador sobre as propriedades fisicas dos
granulos. Assim, maior aplicagio de forga de compactacio originou granulos com
superficies menos rugosas e mais densos.
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A andlise do perfil compressional dos granulados, utilizando o modeio cle
Heckel, sugere que o principal mecanismo de deformagéo dos granulados € plastico.
O incremento na forca dos rolos compactadores originou gréanulos com maior
resisténcia a sofrer deformacgdo, comportamento sugerido pelos valores encontradcs
para a pressdc média aplicada (Py). Entretanto, o emprego de forga de
compactacdo igual a 15 kN/cm? revelou que a mistura sofreu maior parte de sua
deformacdo ainda durante a operacdo de granulagdo, restando pouco potencil
plastico para recompresséo do granulado.

O ensaio preliminar para avaliar comprimidos contendo os granulados do PSA
demonstrou que tanto o modo de compactacdo, em maquina de comprimir ou rolos,
quanto a forga aplicada, influenciaram as propriedades de desintegracéo e dureza
dos comprimidos. Engquanto o tempo de desintegracdo foi influenciadc
especialmente pela operagdo de compactagdo, com comprimidos contendo
granulados oriundos de rolos se desintegrando mais rapidamente, a dureza refletiu
os fendmenos relacionados com a perda de capacidade para deformagéo pléstica
detectadas anteriormente durante o ensaio de recompressibilidade dos granulos.

Estes achados revelaram que o monitoramento das condigbes operacionais
durante a operacdo de granulagic ¢é fundamental para manutengédo e
reprodutibilidade das propriedades fisicas e mecéanicas do granulado, e que, estas
respostas podem ser utilizadas para predizer comportamentos tais como tempo de

desintegragéo, dureza e/ou dissolugdo, de comprimidos que os contém.

A otimizacdo de produtos ou processos empregando desenhos estatisticos
apresenta como principal vantagem a possibilidade de obter-se o maximo de
informagbes sobre as respostas analisadas, racionalizando os recursos e o tempo
necessarios para execugdo dos experimentos. Adicionalmente, é possivel
estabelecer modelos matematicos que, devidamente vailidos, permitem predizer
comportamentos das variaveis de resposta no campo experimental estudedo
(MYERS e MONTGOMERY, 1995, ROCKSLOH ef al, 1999, BACKHAUS et al,
2000; LINDEN et al., 2000).

Um dos desenhos estatisticos mais empregados para fins de otimizagéo 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 geracéo de
superficies de respostas. Além disto, permite a obtengédo de modelos matematicos
passiveis de validagdo através de técnicas pouco complexas (MYERS e
MONTGOMERY, 1995; LINDEN, 1998).

Neste trabalho o DCC foi empregado para otimizar formulagdo de comprimido
contendo dose elevada do PSA granulado. A propor¢éo de granulado na formulacéo
necessaria para atender as exigéncias posolégicas & de 375 mg (DE SOUZA, 1999;
MARTINS, 1998). Considerando que o comprimido final deva apresentar 550 mg de
massa, a proporcdo de PSA necesséria seria correspondente a 682 % da
formulagdo.

Embora, a avaliagdo das formulagées tenha sida conduzida com comprimidos
de 200 mg, a proporgdo de seus componentes foi mantida constante para reproduzir
as condicdes reais de produgdo. Desta forma, 71,23 % de granulado correspondente
a 69,23 % de PSA, foi escolhida para realizagdo de estudo de otimizagdo da
formulacao, utilizando como variaveis independentes as concentragées 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 matematicos obtidos a partir dos dados experimentais foram
validados através de andlise estatistica apropriada, e utilizados para gerar
superficies de resposta e grafico de issorespostas que descreveram o
comportamento das varidveis dependentes: dureza, friabilidade e o tempo de
desintegracéo dos comprimidos.

Os dados demonstraram nao haver uma correlagéo direta entre as trés
variaveis de resposta estudadas. Entretanto, através da sobreposicéo dos graficos,
foi possivel observar que as propriedades relacionadas a resisténcia dos
comprimidos foram mais sensiveis as variagbes na concentracdo de Aerosil 200
presente na formulagdo. Este adjuvante exerceu influéncia negativa sobre a
resisténcia do comprimido, reduzindo tanto a dureza quanto a sua friabilidade. Este
fenémeno pode ser explicado pela distribuicdo do Aerosil sobre as particulas dos
demais componentes da formulagdo atuando como uma barreira & formacéo de
pontes (LERK et al., 1977).
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Quanto ao tempo de desintegracdo, a concentragdo de Ac-Di-Sol foi a
principal responsavel sobre as variagdes nesta resposta. Embora a interagao entre
Aerosil e Ac-Di-Sol nao tenha sido significativa, em concentracbes elevadas de
Aerosil, houve ampliacdo da fase estaciondria onde menores tempos de
desintegracdo foram obtidos. Provavelmente a hidrofilizacdo da mistura efou a
reducdo na resisténcia dos comprimidos causados pelo Aerosil, podem ter sido os

responsaveis pelo comportamento observado.

As condi¢cbes otimas para preparagido de comprimidos contendo o granulado
do PSA foram selecionadas como sendo aquelas que conduziriam & obtencéo de
comprimidos de menor tempo de desintegracéo e friabilidade e com valor maximo de
dureza. Assim, tais comprimidos devem conter, além de 71,23 % de granulado, 1,2
% de Aerosil e 50 % de Ac-Di-Sol, além de Avicel PH 101 como material de
enchimento. Sob estas condigdes, os comprimidos apresentam dureza de 107,8 N,

friabilidade de 0,56 % (m/m) e desintegragdo maxima em 6,8 minutos.
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- 0s ensaios preliminares para avaliagdo da capacidade precipitante de
povidonas sollveis e insoluveis demonstraram que os polimeros soliveis nao
perdem a solubilidade apds complexacdo com o padrdo, inviabilizando a sua
remog¢ao por centrifugacao ou filtragéo;

- empregando povidonas insoluveis foi possivel remover todo o padrdo em
solugdo. N&o foram detectadas diferencas importantes entre os dois tipos de
povidonas insoliveis utilizadas, quanto a capacidade de formar complexos com a
catequina;

- quando comparada com a caseina, a povidona foi muito mais efetiva para
remocdo do padréo em solucdo. Os achados demonstraram que o derivado protéico
foi incapaz de remover mais do 70 % do padrdo, mesmo sendo empregado em
proporgéo cerca de 100 vezes maior do que a povidona;

- a avaliagdo da interacdo de povidona insolvel com taninos presentes em
solucdo extrativa de M. ilicifolia revelou um perfil de complexacdo semelhante ao
obsefvado para a substancia de referéncia. Entretanto, com a adicdo sucessiva do
polimero, pdde-se observar que ocorre interacdo com outros compostos presentes
na solugdo extrativa, revelando faita de especificidade do agente;

- de acordo com dados da literatura e resultados obtidos, é possivel sugerir
que a ofimizagdo das condigdes do meio, tais como, pH, forca idnica e temperatura,
podem possibilitar uma melhora na especificidade/estabilidade de complexos entre a
povidona e taninos;
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- as substancias marcadoras, catequina e epicatequina, presentes na solugéio
extrativa de M. ilicifolia, puderam ser separadas e quantificadas satisfatoriamerte
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia;

- o método desenvolvido foi validado de acordo com as prerrogativas da ICH,
o que permitiu afirmar que a técnica € exata, precisa, especifica e apresenta
comportamento linear na regido de concentracio estudada;

- o produto seco por aspersao (PSA) obtido em torre de secagem munida de
aspersor rotatério apresentou melhoria das propriedades tecnolégicas quando
comparado com produto preparado em equipamento de escala laboratorial munido

de aspersor pneumatico;

- a principal modificacdo observada para o PSA obtido neste trabalho foi o
aumento do tamanho de particula. Entretanto, como conseqiiéncia, o produto
apresentou incremento em suas densidades bruta e de compactagéo, aumento das
caracteristicas de compactabilidade e empacotamento, apresentando boa
capacidade de escoamento. Porém, os indices de compactabilidade demonstraram
que o material ainda possui deficiéncia na estabilidade de empacotamento;

- no ensaio de estabilidade frente a atmosferas controladas, o PSA revelou-se
sensivel a atmosferas umidas, especialmente aquelas superiores a 30 %. Embora as
duas técnicas empregadas para avaliagdo das isotermas de sor¢cdo 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 imidas, a compresséo direta do PSA, preparado neste trabatho, ndo
foi recomendavel;

- a granulacéo por via seca do PSA foi realizada com sucesso. A obtencéo de

granulados do PSA foi possivel tanto através da producdo de briquetes quanto
empregando rolos compactadores;
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- 0s granulados apresentaram a mesma distribuicdo granulométrica,
independente da operagdo de granulagdo empregando maguina de comprimir ou
rolos compactadores, ou da forca de compactagao aplicada;

- a operagdo de granulagdo do PSA incrementou suas propriedades
tecnoldgicas, aumentando a compressibilidade do material;

- 0s perfis compressionais dos granuiados foram descritos pela equacgéo de
Heckel, demonstrando que deformagdo do tipo plastico € o mecanismos
predominante durante a densificagédo deste material;

- 0s resultados obtidos demonstraram ainda que a utilizacdo de forca de 15
kN/cm? nos rolos compactadores originou granulos com reduzido potencial para
deformacodes plésticas posteriores;

- a avaliacdo preliminar de comprimidos contendo os granulados do PSA
indicou que o tempo de desintegragdo e a dureza foram diretamente dependentes

das caracteristicas fisicas e mecéanicas de cada granulado;

- durante a otimizagdo da formulagéo de comprimidos contendo alto teor de
granulado do PSA, as respostas de dureza e friabilidade se mostraram sensiveis as
variacdes nas concentragdes de Aerosil;

- para a resposta de tempo de desintegracéo, o aumento na concentragio do
Ac-Di-Sol foi o principal responsével pela redugdo na variavel estudada. Porém,
quando foram empregadas concentracbes mais elevadas de Aerosil, houve
ampliacdo da fase estacionaria onde menor tempo de desintegracdo foi
caracteristico;

- os modelos matematicos que descrevem o comportamento das variaveis de
resposta apresentaram elevados coeficientes de correlagdo e puderam ser
validados;
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- as equagdes validadas foram empregadas com éxito para elaborar
superficies de respostas e gréaficos de contornos para todas as varidveis
dependentes;

- as condigdes 6timas para as variaveis independentes foram selecionados
através da sobreposicdo dos gréficos. Comprimidos que apresentaram
simultaneamente melhores respostas para as trés 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 |

Espectros de absorgao

Solugo extrativa |
{—--~Catequina

i
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Figura A1. Espectros de varredura da catequina e da solugdo exirativa de M.
ilicifolia.
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Matrizes experimentais e resultados do Desenho Composto Central

Tabela A1. Mctlriz experimental do desenho composto central para avaliagdo da

complexagédo de¢ catequina (CAT) e povidona (PVP) em diferentes concentracdes.

Exp. CAT  PVP CAT(ug/mL) PVP(ug/ml) 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 3414 200 0,775 0,851 0,089
9 1414 0 58,6 200 0,008 0,138 0,939
10 0 1,414 200 3414 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) = absorvancia caiculada. FCL = fragio de catequina
ligada
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Tabela A2. Matriz experimental do desenho composto central para avaliagdo da

complexagdo da solugdo extrativa (SE) e povidona (PVP) em diferentes
concentragdes.

Exp. SE  PVP SE (ug/mL) PVP (ug/ml) Abs (exp) Abs (calc) FCL

1 1 -1 3300 600 0,52 0625 0,173
2 1 1 3300 3200 028 0625 0,557
3 -1 -1 700 600 007 0171 0,591
4 -1 1 700 3200 006 0171 0625
5 0 0 2000 1900 020 0397 0,505
6 0 0 2000 1900 019 0397 0513
7 0 0 2000 1900 019 0397 0510
8 0 0 2000 1900 019 0397 0513
9 0 0 2000 1900 018 0397 0,553
10 0 1,41 2000 3738,2 006 0397 0838
11 0 -1,41 2000 61,8 044 0397 -0,120
12 1,41 0 38382 1900 0,01 0078 0847
13 141 0 161,8 1900 036 0720 0,499

Abs (exp) = absorvancia experimental. Abs (cal) = absorvancia calculada. FCL = fragio de catequina
ligada
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Area de concentragao:
PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS

Titulo: “Oblencdo de comprimidos contendo affo.teor de produto seco por aspersdo de Maytenus
ilicifolia Ex. Reiss. — Celastraceas. Dessnvolimento tecnolgico de Produtos intermediario e final”

Doutorando: LUIZ ALBERTO LIRA SOARES

PARECER

O frabalho apresentado por Luiz Alberio Lira Soares, infifulado "Obfencdo de comprimidos
cortendo atto teor de produto sect por asperséo de Maytenus ificifofia Ex. Reiss. — Celastraceas.
Desenvolimento tecnolgico de- Produtos intermediario- e final”, possui evidente- relevancia ¢
mérito, trazendo diversas contribuighes & evolugdo técnica relacionada ao desenvolvimento de
fitomedicamentos. "

E igualmente notbria a capacidade cientifica do candidato e sua qualificagio ao exercicio da
atividade de pesquisa. O candidato soube explorar os resultados obtidos, como demonstra a
produgao cientifica incluida na forma de-vérios arfigos, além de demonstrar seguranga e dominio
da técnica durante a apresentagéa da trabaiho.

As sugestdes apresentadas por este membro-da banca representam confribuiciio ao processo de
formagdo do candidato, ndo constituindo qualquer objegdo 4 aprovagdo do trabatho.

O presente parecer &, portanto; favoravet & concessdo do titwlo de-Boutor ao candidato:

Porio Alegre, 19 de juiho de 2002

7Dni Paulo Eduardo Mayorga Borges
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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ilicifolia Ex. Iejss. — Celastraceae. Desenvolvimento tecnolégico de Produtos intermediario e final”

Doutorando: LUIZ ALBERTO LIRA SOARES

PARECER

O tratalho apresentado pelo doutorando Luiz Alberto Lira Soares teve como objetivo o
desenvolvimerto e caracterizagdo tecnoldgica de extratos secos por aspersdo de Maytenus
licifolia, bem «omo a abtengdo de granulados e comprimidos preparados a partir dos produtos
secos obtidos.

O temz abordado é relevante e atual, sendo de grande interesse para o desenvolvimento
tecnologico de ftomedicamentos. A tese esta dividida em quatro capitulos contemplando desde o
desenvolvimens de metodologias analiticas originais para o doseamento dos constituintes de
referéncia do vi-getal até a ofimizagdo das condigdes de obtengdo dos comprimidos preparados.

Os rest itados estdo apresentados de forma ordenada e discutidos com um bom nivel de
aprofundamentc cientifico. Algumas modificagbes menores, ja discutidas durante a defesa da
tese, estdo serdo enviadas em anexo. Tais modificacdes ndo comprometem a qualidade do
trabalho.

Diante d2 exposto, sou de parecer favoravel a concessao do titulo de doutor em Ciéncias
Farmacéuticas a3 candidato.

Porto Alegre, 1.5 de_ /AP~ de 2002

Prof. Dy. Helder F—Feixeira
Univegidade Federal do Rio Grande do Sul
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