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RESUMO

As sementes de Paullinia cupana var. sorbilis (guarand), planta nativa da regido amazonica,
sdo empregadas popularmente como estimulante das fungdes cerebrais, afrodisiaco, tonico,
diurético, sedativo, entre outros fins. Analises quimicas e fisico-quimicas das sementes
demonstraram a presenc¢a de cafeina, teobromina e teofilina, taninos condensados (flavan-3-ol
e procianidinas), saponinas, agucares, gordura, resina, minerais, 0leos essenciais e fixos.
Técnicas analiticas foram padronizadas para o controle de qualidade do extrato bruto (EBPC),
da fragdo semipurificada (EPA) e do granulado (GRA) obtidos das sementes torradas e
moidas do guarana. O método analitico quantitativo empregado para determinagdo de teores
de metilxantinas e polifenodis totais apresentou linearidade, especificidade, sensibilidade,
exatiddo e precisdo. A droga vegetal (DV) utilizada preencheu os requisitos preconizados pela
Farmacopéia Brasileira. O rendimento obtido de EBPC foi de 14,86 % e 5,83 % de fracao
EPA. O teor de extrativos foi de 26,83 % =+ 0,96 e residuo seco de 23,71 % + 1,38. Os teores
de taninos totais encontrados foram de: 4,42 % + 0,10 paraa DV; 17,17 % =+ 0,69 para EBPC;
17,53 % + 0,37 para EPA e 11,84 % + 0,23 para o GRA. Os teores de metilxantinas foram:
6,93 % £ 0,11 para DV; 28,01 % =+ 0,71 para EBPC; 34,95 % =+ 0,99 para EPA e 25,88 % +
0,12 para o GRA. Testes tecnoldgicos preliminares do granulado demonstraram facilidade de
liberacao dos marcadores, cafeina e taninos, bem como, condi¢des favoraveis para processo

de envase e/ou compressao.

Palavras-chave: Controle de qualidade de extratos, Granulado, Metilxantinas, Paullinia

cupana, Polifendis totais.



ABSTRACT

Development and technological characterization of extracts and of the granulated of
Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke (Guarana)

Seeds from Paullinia cupana var. sorbilis (guarand), a plant native to Amazonia, are
popularly used as a brain-function stimulant, aphrodisiac, tonic, diuretic, and sedative, among
others. Chemical and physic-chemical analyses demonstrated the presence of caffeine,
theobromine, theophyline, condensed tannins (flavan-3-ol and procyanidins), saponins, fats,
resin, sugars, minerals, fixed and essential oils in these seeds. Analytical techniques were
standardized to control the quality of the crude (EBPC), semi-purified (EPA), and granular
(GRA) extracts obtained from dried and crushed guarana seeds (DV). The quantitative
analytical method used to determine the total contents of methylxanthines and polyphenols
showed linearity, specificity, sensitivity, accuracy and precision. The plant drug (DV)
satisfied the requirements established by the Brazilian Pharmacopeia. The yields from the
EBPC and the EPA were 14.86 % and 5.83 % respectively. The contents of the extracts and
the dry residue were 26,83 % + 0.96 and 23.71% =+ 1.38 respectively. The total tannin
contents were 4.42 % + 0.10 for the DV, 17.17 % £ 0.69 for the EBPC, 17.53 % + 0.37 for the
EPA and 11.84 % =+ 0.23 for the GRA. The methylxanthine contents were 6.93 % + 0.11 for
the DV, 28.01 % + 0.71 for the EBPC, 34.95 % + 0.99 for the EPA and 25.88 % + 0.12 for
the GRA. Preliminary technological tests of the granulated form (GRA) showed that the
marker substances were easily released, and that this form is suitable for packaging or

compressing.

Keywords: Granules, Methylxanthines, Paullinia cupana, Quality control of extracts, Total

polyphenols
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1 INTRODUCAO

O uso popular de plantas para fins terapéuticos ¢ uma pratica antiga que tem sido
incrementada por diversas razdes: quer seja pelo dificil acesso da populacdo aos servigos de
saude e medicamentos de um modo geral, ou ainda, pela crenca de que produtos naturais
representam uma terapéutica de melhores resultados e poucos efeitos adversos (CALIXTO,
2000).

Embora algumas plantas de uso medicinal possuam comprovagdo de seu efeito
farmacoldgico, poucos parametros se t€m a respeito de especificagdes técnicas que definam
sua qualidade. Este fato tem sido percebido pela comunidade cientifica e se reflete em
estimulos, de iniciativas, provindos de 6rgdos governamentais ou ndo, que contribuem para
comprovar a eficacia, a auséncia de efeitos toxicos, o atendimento as especificagdes, ou seja,
a qualidade dos fitoterapicos atualmente disponiveis no mercado (MCT- Chamada CNPg-
08/2001).

No inicio da década passada, a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) j& apontava um
roteiro basico para analisar a qualidade de plantas medicinais (WHO, 1992). Atualmente, a
importancia do tema ¢ referenciada na RDC 48 de 16/03/2004 - ANVISA, com o
estabelecimento de requisitos indispensaveis para o registro de fitoterapicos (BRASIL, 2004)

O controle da qualidade da matéria-prima (droga vegetal), dos produtos intermediarios
(derivado de droga vegetal), bem como dos produtos tecnologicamente acabados
(fitoterapico), ¢ decisivo na garantia da eficicia e seguranca do tratamento, refletindo no
bindmio custo-beneficio.

Neste contexto, o guarand, objeto deste estudo, consta de monografia na quarta edi¢do
da Farmacopéia Brasileira com especificagcdes para o controle da qualidade do p6 de suas
sementes.

Entre as drogas vegetais da biodiversidade brasileira, o guarand (Paullinia cupana var.
sorbilis) ¢ empregado popularmente como estimulante das fungdes cerebrais, afrodisiaco,
tonico, diurético, febrifugo, sedativo, assim como no tratamento da enxaqueca, blenorragia,
epilepsia, flatuléncia, entre outros (CORREA, 1984).

O Brasil ¢, praticamente, o unico produtor de guarand no mundo. Sua produgdo tem se
expandido da Amazonia brasileira para os estados do Pard, Acre, Rondonia e, nos ultimos
anos, para o Mato Grosso e Bahia (SUFRAMA, 2003).

Em 1980, a producdo era de 440 toneladas e hoje ¢ estimada em torno de 4.300

toneladas/ano (TEIXEIRA, 1983; SUFRAMA, 2003). No entanto, devido a sua significativa
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exploragcdo econdmica, a producdo nao atende a demanda o que torna constante o risco de
adulteragoes.

A grande importancia econdmica do guarand esta relacionada com o uso em bebidas.
Somente a AMBEV (titular das marcas Antarctica e Brahma) absorve 70 % do guarand em
sementes anualmente produzido em Maués, AM. O restante de toda a produgdo ¢ destinado a
industria de fitofdrmacos (30 %) e a exportacdo, principalmente para o Japao e Estados
Unidos (SUFRAMA, 2003).

O guarand, cuja producdo e comercializa¢do sdo regulamentadas pela portaria 70/82
do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1982), foi escolhido para estudo de sequenciamento
genético, coordenado pelo prof. Spartco Astolfi da Universidade Federal do Amazonas.
(MCT/CNPq, 2001), corroborando a importancia econdmica deste vegetal.

Assim sendo, embora ja existam especificagdes para a qualidade da droga vegetal em
monografias, como na Farmacopéia brasileira (2003), denota-se a necessidade de
padronizagdo de métodos de controle de qualidade que possam comprovar a qualidade dos

produtos intermediérios permitindo a obtencdo de um produto final seguro e eficaz.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS

O guarana (Paullinia cupana) pertence a familia Sapindaceae. Tipico da regido
amazonica, ¢ conhecido pelos indios como “uarand”. Sua utilizagdo, para diversos fins, pelas
tribos indigenas Maués e Mandacarus, remonta a época anterior ao descobrimento do Brasil
(HENMAN, 1982).

Sao descritas duas variedades desta espécie: variedade sorbilis, considerado o guarana
verdadeiro do Brasil, crescendo no baixo Amazonas, € typica, do alto Orenoco, chamado de
cupana e yoco na Colombia e Venezuela (CORREA, 1984).

O guaranazeiro floresce nos meses mais secos € o amadurecimento de seus frutos
ocorre dois a trés meses depois. A colheita ¢ feita, em média, durante cinco vezes ao ano,
manualmente, coletando-se somente os frutos abertos de 2 em 2 dias ou cortando-se os cachos
inteiros que ja apresentam mais da metade dos frutos abertos e com coloragdo avermelhada,
como pode ser observado na figura 1 (SUFRAMA, 2003).

Os indios Maués preparam a pasta de guarana retirando as partes moles dos frutos
maduros (figura 1) que dispdem em pequenas camadas, em local limpo, para secarem
rapidamente, sem fermentar. Em forno proprio as sementes sdo torradas em calor regular e
freqiientemente remexidas. Depois de torradas, as sementes sdo transferidas para um saco
onde recebem vigorosas batidas, para separacdo do tegumento. As sementes limpas sdo
transferidas para pildo de madeira, previamente aquecido, e reduzidas a pd fino. Ao pd
adiciona-se agua para formar a pasta que ¢ moldada em cilindros, paes ou figuras de aspectos
variados. Entdo, com as raspas desta pasta sdo preparadas bebidas estimulantes para serem
utilizadas em ocasides de festas ou combates (CORREA, 1984).

Além das aplicacgdes citadas, outras utilizagdes ja foram relatadas na literatura como:
no tratamento da disenteria, arteriosclerose, nevralgia, leucorréia, enxaqueca, epilepsia,
flatuléncia, entre outras (CORREA, 1984; DUKE, 1985; HENMAN, 1982).

Efeitos no sistema nervoso central, tais como, hiper-excitagdo, tremor, ansiedade,
irritabilidade, insonia e hipertermia, tém sido relatados devido a altas doses de guarana
(CASTLEMAN, 1991; DUKE, 1985). Distria ¢ outro efeito frequentemente produzido pelo
uso do guarana (DUKE, 1985). O guarana ¢ contra-indicado para pacientes com hipertensado e

problemas cardiacos (GRIEVE, 1967).
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O guarana tem sido indicado como suplemento alimentar, incorporado aos produtos
dietéticos, associado a soja ou a espirulina, usado como supressor do apetite (CRELLIN;
PHILPOTT, 1990).

O guarana esté disponivel para a industria alimenticia na forma de po, extrato, tintura
ou xarope, flexibilizando, desta maneira, sua formulacdo. O xarope, em particular, se presta a
utilizagao em bebidas alcoolicas e ¢ usado como flavorizante em licores na América Latina

(DUKE, 1985). Os extratos tém sido utilizados como flavorizantes em algumas preparagdes

farmacéuticas (BRIGGS, 1992).

Figura 1 - Frutos maduros do guarand (Paullinia cupana var. sorbilis)

Foto: Jodo Carlos Palazzo de Mello
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2.2 ASPECTOS QUIMICOS

A primeira anélise quimica de Paullinia cupana de que ha conhecimento foi publicada
em 1826 por Theodor von Martius, o qual retirou das sementes uma substancia branca,
amarga, cristalizada em agulhas e que possuia notavel agdo fisioldgica. A este composto
denominou de guaranina (CAGNO, 1942).

Em 1840, Berthemot e Deschastelus, apds analises mais detalhadas, concluiram que a
guaranina nada mais era do que a cafeina, haja vista as referidas substancias apresentarem as
mesmas caracteristicas, inclusive, ponto de fusio (BEMPONG et al.,1993).

Estudos com técnicas modernas de analise mostraram que o composto predominante
no guarand ¢, de fato, a cafeina (HENNAN, 1982; CORREA, 1984; BEMPONG et al., 1993;
CARLSON; THOMPSON, 1998). A cafeina foi encontrada nas sementes, flores, folhas,
troncos e raizes de Paullinia cupana, enquanto que a teobromina foi encontrada nas flores,
folhas e tronco e a teofilina ndo foi detectada nestas partes (CORREA, 1984). Entretanto,
teobromina e teofilina foram observadas nas sementes do guarand (MARAVALHAS, 1965;
CARLSON; THOMPSON, 1998).

Outras substancias descritas para o guarana sdo: taninos, saponinas (CARLSON:
THOMPSON, 1998; MARX, 1990), polissacarideos, dissacarideos gordura, resina,
substancias mucosas, minerais, dgua, 0leos essenciais, dcido nicotinico, colina e alcaldides
(LIST; HORHAMMER, 1977). Glicose, frutose e sacarose estdo presentes no arilo da
semente (BAUMANN et al., 1995).

Entre os taninos foram encontrados os condensados (proantocianidinas) e precursores
de taninos (prototaninos), ndo sendo detectados taninos hidrolisaveis (NIERENSTEIN, 1922;
MARX, 1990; ANDRADE, 1996; CARLSON; THOMPSON, 1998; USHIROBIRA, 2003).

Quanto aos o6leos essenciais, varios componentes foram identificados, entre eles:

metilbenzenos, monoterpenos e sesquiterpenos ciclicos, metoxifenilpropenos e derivados dos

alquilfendis (BENONI et al., 1996).
2.3 ASPECTOS FARMACOLOGICOS E TOXICOLOGICOS
A cafeina, principal responsavel pelas atividades farmacoldgicas do guarana, ¢ um

estimulante suave e ¢ o psicoativo mais amplamente utilizado no mundo. Aumenta a excre¢ao

de nor-epinefrina e a atividade neural em numerosas areas cerebrais. E absorvida no trato
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gastrointestinal, sendo rapidamente distribuida por todos os tecidos, podendo atravessar com
facilidade a barreira placentaria. Muitos dos efeitos da cafeina parecem ocorrer por
antagonismo competitivo dos receptores de adenosina, que ¢ um neuromodulador que
influencia varias func¢des no sistema nervoso central. Pessoas que ingerem cafeina, ou bebidas
que a contenha, geralmente experimentam menos letargia, menos fadiga ¢ um fluxo de
pensamento mais claro e mais rapido. Entretanto, tarefas que exijam coordenagdo muscular
delicada (movimentos finos), ou habilidade aritmética podem ser adversamente afetadas. Se a
dose ¢ aumentada, sdo observados sinais de progressiva estimulacdo do sistema nervoso
central, incluindo nervosismo ou ansiedade, inquietude, insonia, tremores e hiperestesia. Em
doses ainda maiores surgem convulsoes generalizadas e em foco (BLOOM, 1996; O’BRIEN,
1996).

Os efeitos sobre a agregacao plaquetaria do extrato aquoso de Paullinia cupana e suas
fragoes foram estudados in vivo e in vitro. Este estudo mostrou que o extrato aquoso do
guarana tem acao anti-agregante ¢ desagregante sobre plaquetas (BYDLOWSKI et al., 1988).

Outro estudo demonstrou que o extrato aquoso diminui a formagdo de tromboxana,
fato este que poderia explicar, de certa forma, a atividade inibitoria da agregacdo plaquetéria,
citada anteriormente. Este extrato foi fracionado por cromatografia em camada delgada na
tentativa de identificacdo da substancia ativa. Acido nicotinico e xantinas, principalmente a
cafeina, parecem ser parcialmente responsaveis pelos efeitos observados, porém hé evidéncias
da presenca de outros compostos com a mesma atividade antiplaquetaria que ainda ndo foram
identificados (BYDLOWSKI et al., 1991).

Extratos aquosos de amostras comerciais de guarana foram analisados quanto as
atividades genotoxica e mutagénica em células bacterianas. Os extratos mostraram-se
genotdxicos por inducdo lisogénica em Escherichia coli e capazes de induzir mutagénese em
Salmonella typhimurium. Porém a adicdo de catalase, super-6xido dismutase ou tiouréia a
fracdo microssomal S9 neutralizou a atividade genotoxica do guarand, sugerindo que espécies
reativas de oxigénio exercem um papel essencial na genotoxicidade dos extratos aquosos
(FONSECA et al., 1994).

Galduréz e Carlini (1994) verificaram os efeitos agudos do guarana sobre cognicao,
ansiedade e sono em voluntarios normais com idade entre 20 e 35 anos utilizando teste duplo
cego. Nao houve qualquer diferenga significativa entre os grupos que receberam placebo,
cafeina ou guarana. Em estudo posterior, os mesmos autores, em 1996, verificaram o efeito da

administracao cronica (150 dias) do guarana em voluntarios idosos sob 0s mesmos parametros
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comportamentais e, tanto o guarana como a cafeina, ndo produziram alteracdes significativas
em relagdo ao controle.

A administragdo oral crénica de uma suspensdo de guarand produziu um aumento
significativo na performance fisica de camundongos submetidos ao nado for¢ado. Este efeito
ndo foi verificado com a cafeina ou controle. Também se observou uma reversao parcial da
amnésia provocada pela escopolamina com a administragdao aguda e cronica de guarana ou de
cafeina, indicando um efeito positivo na aquisicio de meméria (ESPINOLA et al., 1997).

Mattei at al. (1998) demonstraram efeito antioxidante do p6 das sementes do guarana,
inibindo o processo de peroxidagao lipidica em baixas concentragdes e auséncia de toxicidade
ao examinar cortes histopatologicos em ratos.

Ushirobira (2003) relatou atividade antioxidante e uma possivel hepatotoxicidade
subcronica em ratos, em testes realizados com uma fragdo semipurificada das sementes do
guarana.

Testes de inducao de toxicidade de extrato aquoso de guarand em células bacterianas e
células de ovario de hamster chinés sugeriram que a concentragdo tem importancia critica na
citotoxicidade e altas doses podem ser nocivas para a saide humana (SANTA MARIA et al.,
1998).

O extrato aquoso do guarana aumentou o nivel de glicose no sangue de camundongos,
diminuiu o nivel de glicogénio hepatico e suprimiu a hipoglicemia induzida por exercicios
indicando a existéncia de um mecanismo de supressio da hipoglicemia as custas de
glicogénio (MIURA et al., 1998).

Mais recentemente, Audi et al. (2004) avaliaram a atividade farmacolédgica de duas
fragdes de extrato das sementes de guarand (EBPC e EPA) sobre ratos, onde observaram um
decréscimo do tempo de imobilidade similar ao uso da imipramina, empregada como droga de
referéncia. Os resultados obtidos neste estudo indicam que o uso cronico destes extratos

mostra um efeito antidepressivo.
2.4 ASPECTOS TECNOLOGICOS
2.4.1 Métodos extrativos
A escolha dos métodos e os meios extrativos dependem da solubilidade e da

estabilidade das substancias que se deseja extrair. Geralmente utilizam-se misturas

hidroetanolicas em proporg¢des variadas (VOIGT, 1993).
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Os alcaloides, geralmente presentes na forma de sais, podem ser extraidos com
solventes hidrofilos ou com solventes lipofilos (éter, cloroféormio, cloreto de metileno),
transformando o sal em forma basica. Se estes estiverem ligados a taninos ou acidos cujos sais
sejam dificilmente soluveis, pode-se tornd-los soluveis, adicionando um excesso de acido
adequado (SONAGLIO et al., 2001).

Tém sido relatados para o guarand, principalmente para extracao da cafeina, o uso de
solventes organicos, como: éter etilico e cloroféormio em soxhlet (SIMAO et al., 1984),
solucdo aquosa 4cida aquecida sob refluxo por 15 min (BELLIARDO et al., 1985),
cloroformio e solugdo alcalina com agitacdo constante (CHAAR, 1990), mistura de
diclorometano e metanol (BEMPONG et al., 1993), etanol e di6xido de carbono supercritico
(SALDANA et al., 2002), entre outros.

Os taninos s3o facilmente soliveis em agua, acetona e acetato de etila. Em solucao
aquosa podem apresentar-se como coloides micelares. Os alcalis, os acidos, o oxigénio, a luz
e o calor degradam os taninos. Para extragdo e purificagdo, emprega-se acetona:agua. O
extrato ¢ submetido a parti¢ao liquido-liquido com acetato de etila e n-butanol, concentrando-
se sob pressdo reduzida com eliminacdo do solvente organico e seguida de liofilizagdo para
manuten¢do da estabilidade (MELLO; SANTOS, 2001).

Além dos solventes, o método de extracdo leva em consideragdao outros dois aspectos:
a temperatura e a agitagdo empregadas no processo extrativo. Uma combinagdo de agitagdo e
elevacdo da temperatura pode melhorar o rendimento e diminuir o tempo de extracdo, porém,
0 aquecimento em excesso pode degradar alguns compostos ativos (VOIGT, 1993).

A faixa granulométrica da droga deve ser fixada visto que um pd mais fino permite
uma maior superficie de contato com o meio solvente, promovendo uma extracdo mais eficaz,

porém, uma elevada tenuidade pode dificultar a posterior separagdo (VOIGT, 1993).

2.4.2 Métodos de secagem

Secagem significa a remogao do(s) solvente(s), produzindo um p6é ou uma massa
friavel, dependendo do processo empregado. Geralmente os métodos de secagem utilizam o
calor, promovendo a evaporacdo dos solventes, mas podem também utilizar o congelamento
sob pressdo reduzida, ou ainda a energia das microondas, dependendo das caracteristicas de
termolabilidade e quantidade do material (LIST; SCHMIDT, 1989).

A técnica de spray-drying (secagem por aspersdo) tem sido vastamente utilizada na

pesquisa e desenvolvimento de formas farmacéuticas.
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Esta técnica ¢ uma operagdo de secagem que consiste em dispersar o liquido a secar
em finas goticulas no interior de uma camara provida de corrente de ar quente. O solvente ¢
evaporado instantaneamente, resultando na obten¢do de massa seca pulvérea. Sua importancia
na industria de fitoterdpicos deve-se principalmente ao baixo custo quando comparada a
outras técnicas, como a liofiliza¢do, e ao baixo risco de degradagdo de constituintes devido ao
curto periodo de tempo de contato do fluido de alimentacio com a fonte de calor
(CASADEBAIG et al., 1989; CAMPOS, 1996).

Os produtos secos por aspersao podem apresentar-se na forma de particulas esféricas
ocas com distribuicdo granulométrica uniforme (DE SOUZA, 1997), porém, de aspectos
farmacotécnicos pobres (PAGLIARUSSI, 1999; COUTO, 2000).

Na preparagdo de extratos vegetais secos por aspersdo, podem ser utilizados
adjuvantes minerais, como o fosfato tricalcico e o didxido de silicio coloidal, e organicos,
como lactose, glicose, amido, goma arabica, entre outros. O didxido de silicio coloidal
(Aerosil® 200) tem sido amplamente utilizado (CARVALHO, 1997; DE SOUZA, 1997,
SOARES, 1997; HEBERLE, 2000; ZETOLA, 2000; CARDOSO, 2002) devido & elevada
pureza, inércia quimica, além de ser considerado essencialmente ndo toxico e ndo irritante
para uso oral ou topico (KIBBE, 2000). Dada a sua elevada superficie especifica, apresenta
vantagens sobre os outros adjuvantes, pois, ao adsorver as particulas em solucdo extrativa,
diminui a superficie exposta das mesmas, minimizando a aderéncia do produto na camara de
secagem durante a exposi¢do das goticulas ao calor, sendo o produto, menos sensivel a
umidade e de melhores propriedades de fluxo em relagdo a secagem da solugdo extrativa
isolada (CASADEBAIG et al., 1989).

Quando a temperatura se torna condi¢ao limitante, pode-se langar mao do processo de
liofilizagdo. O material ¢ inicialmente congelado e depois sujeito, sob pressdao reduzida, ao
calor moderado, fazendo com que o liquido congelado sublime e deixe um residuo constituido
pelos componentes secos do liquido original. O produto ¢ facilmente reconstituido, porém, ¢
um método que consome muita energia e tempo, ndo sendo normalmente usado na preparagao
de formas farmacéuticas (LIEBERMAN et al., 2001).

O aumento do custo da energia provocou um grande interesse na secagem por
microondas que atuam diretamente sobre o solvente, tornando o uso de energia mais eficiente
e permitindo uma secagem rapida. A secagem por microondas sob pressdo reduzida, a
temperaturas moderadas (30 a 40 °C) pode ser usada para a secagem de materiais termolabeis,

tais como, vitaminas, enzimas, proteinas e aromas (LIST; SCHMIDT, 1989).
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Contudo, os extratos secos assim obtidos sdo muito volumosos, possuindo aspecto
reologico pobre, dificultando o enchimento de cépsulas, assim como, a realizacdo de
compressdo direta. Desta maneira, precisam ser granulados, servindo como forma
intermediaria na manufatura de medicamentos (LIST; SCHMIDT, 1989).

Pagliarussi (1999) utilizou como sistema de secagem para o extrato aquoso de
guarand, secador em leito de jorro, constatando que as diversas condi¢des de temperatura,
vazdo de ar e vazdo de extrato empregadas no procedimento ndo alteraram, de forma
significativa, o teor de cafeina nos extratos. No entanto, destaca que o extrato seco assim
obtido ndo apresenta qualidades farmacotécnicas adequadas, sugerindo o tratamento com

adjuvantes como a silica.

2.4.3 Métodos de granulacio

A granulagdo tem por objetivo agregar particulas de pos amorfos ou cristalinos.

Esta acdo implica na diminui¢do da superficie especifica do material, promovendo
uma melhor estabilidade diante da umidade do meio ambiente, bem como, a melhora dos
aspectos de fluxo (MARSHALL, 2001).

As metodologias de granulacao podem ser classificadas segundo as acdes tecnoldgicas
ou quanto ao agente de aglutinacdo empregado. De acordo com esquema da figura 2, a
granulagdo por desagregacao conduz a obtencdo de uma massa que sera dividida em granulos,
enquanto a granulagdo por agregacdo leva a formagdo direta do granulado. O processo pode
ser realizado através da acdo de um meio liquido aglutinante, ou ainda, vapores de solvente,
promovendo a adesdo das particulas, razdo pela qual ¢ denominado de granulagdo por via
umida (LE HIR, 1997). Outra possibilidade ¢ a granulagdo por via seca, a qual ¢ adequada
para substancias sensiveis a temperatura e a umidade e pressupde uma compactagdo prévia do
material.

A literatura descreve alguns exemplos de granulagdo de materiais vegetais com
emprego da via umida (ZANIN et al., 2000), bem como, por via seca (SOARES, 1997;
COUTO, 2000; HEBERLE, 2000; ZETOLA, 2000).

A escolha e a concentracao dos adjuvantes empregados influenciam as caracteristicas
fisicas, fisico-quimicas e tecnoldgicas dos granulos obtidos de modo a refletir o sucesso do

processo de selecao da forma farmacéutica final.
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<]AGREGACAO DESAGREGACAO
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GRANULADO MISTURA POS MASSA REDUCAO GRANULADO
AGLOMERADA

MEIO LIQUIDO— VIA UMIDA
PRESSAO — VIA SECA

Figura 2 - Esquema geral da granulagdo adaptado (PETROVICK', 2000 apud COUTO, 2000)

Outro aspecto a ser analisado ¢ o perfil de dissolu¢do da forma farmacéutica que
implica na capacidade de cedéncia dos principios ativos para o meio de dissolucao.

Os testes de dissolucdo in vitro medem a velocidade e extensdo de dissolu¢do da droga
em meio aquoso na presenca de um ou mais excipientes contidos no produto (SHARGEL;
YU, 1993). A associacdo de adjuvantes farmacotécnicos pode influenciar a capacidade de
liberacao do farmaco ou principios terapéuticos da forma farmacéutica ao meio (ANSEL,
1999).

De acordo com Banker e Anderson (2001), com o desenvolvimento dos testes de
dissoluc¢do in vitro pretende-se atingir dois objetivos: 1) que a liberagdo do farmaco a partir da
forma farmacéutica seja tdo completa quanto possivel e, 2) que a velocidade de dissolugdo do
farmaco seja uniforme de lote para lote e idéntica aos lotes que demonstraram uma
biodisponibilidade e efeito clinico adequados.

Existem diferentes tipos de equipamentos e protocolos para o teste de dissolu¢do. A
escolha entre um e outro deve ser baseada no tipo de produto a ser testado, assim como, deve
ter uma correlacao com o perfil de absor¢ao da droga no organismo (SHARGEL; YU, 1993).
E neste sentido, segundo estes autores, uma velocidade mais lenta de agitacdo ¢ mais proxima

ao padrdo de dissolugdo in vivo.

'PETROVICK, P. R. Tecnologia farmacéutica I: poligrafo de acompanhamento. Porto Alegre: Ed. da
UFRGS, 2000.
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Geralmente emprega-se a 4gua como meio de dissolugdo nos testes de dissolugao para
formas soélidas orais de liberacao imediata (PIANETTI et al., 2004).

Em relacdo aos ensaios de dissolucdo para formas farmacéuticas solidas orais, a
legislag@o brasileira vigente, RE 310 da ANVISA de 01/09/2004 que trata da realizagdo do
estudo e elaboragdo de equivaléncia farmacéutica e perfil de dissolugdo, preconiza que caso
nao exista método de dissolucao farmacopéico, os perfis de dissolucdo devem ser realizados
em, pelo menos, trés meios de dissolugdo diferentes, dentro da faixa de pH fisiologico.

As monografias farmacopéicas geralmente preconizam o volume do meio de
dissolugdao em 500 ou 900 ml com agitacao de 50 ou 100 rpm.

Chong-Hui Gu et al. (2003) estudaram a importancia do volume do meio de dissolucao
utilizado em testes de dissolugdo para formulacdes de BMX-480188 mesilato. De acordo com
este estudo, duas diferentes preparagdes, uma elaborada apenas com o sal, e a outra, com o sal
associado aos adjuvantes, forneceram a mesma taxa de dissolucdo ao se realizar o teste com 1
1 do meio de dissolugdo. No entanto, ao empregar um menor volume do liquido de dissolugdo
(30 ml), observaram um aumento da taxa de dissolu¢do para a formulagcdo preparada em
associacdo com adjuvantes.

De forma semelhante, Pianetti et al. (2004) avaliaram testes de dissolugdo de capsulas
de sulfato de indinavir conduzidos em diferentes meios e condi¢des de agitacao fixando as

condicdes que melhor favoreceram a dissolucdo da droga.

2.4.4 Métodos analiticos quantitativos

A eleicdo de um método adequado para realizacdo de uma andlise quantitativa
depende de uma série de fatores, tais como quantidade de amostra disponivel, exatidao
requerida, composi¢do quimica da amostra, nimero de amostras a analisar € os recursos
disponiveis.

Metodologias analiticas descritas em farmacopéias ou formularios oficiais
reconhecidos pela ANVISA sdo consideradas validadas.

Dentre os pardmetros analiticos que devem ser considerados na validagdo de um
método (BRASIL, 2003) estdo: especificidade, linearidade, intervalo, precisao, sensibilidade,
limite de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e robustez.

Especificidade ¢ a capacidade que o método possui de medir exatamente uma

substancia sem ser afetado pela presenca de outras.
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A linearidade ¢ a capacidade da metodologia em demonstrar que, dentro de um certo
intervalo, os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais as concentracdes do analito na
amostra. O intervalo ¢ uma especificagdo dos limites superiores e inferiores de quantificagao
do método.

A precisao representa a concordancia de uma série de medidas resultantes da aplicagao
repetida do método, a amostras homogéneas. Pode ser expressa através do desvio padrao
relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo percentual (CV%). Esta pode ser considerada em
trés niveis: precisdo intra-corrida (repetibilidade), inter-corridas (intermedidria) e inter-
laboratorial (reprodutibilidade).

O limite de deteccao ¢ dado pela menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado. E o de
quantificacdo representa a menor quantidade do analito que pode ser determinada com
precisao e exatiddo.

A exatiddo representa a concordancia entre o valor obtido e o valor verdadeiro ou
esperado. Freqiientemente ¢ expressa como percentual de recuperacao.

Robustez indica a confianga de um método durante o uso normal em relagdo a sua
capacidade de resistir a pequenas variagdes dos pardmetros analiticos.

O método ideal ¢ aquele que alia todos os critérios relacionados anteriormente com o
baixo custo operacional, possibilitando sua aplicacdo em analises de rotina.

A literatura relata varios trabalhos que descrevem o desenvolvimento de metodologias
analiticas para a analise dos teores de metilxantinas em plantas e seus produtos. Dentre eles,
destacam-se os métodos cromatograficos e os métodos espectrofotométricos.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ uma técnica moderna, de alta especificidade
e reprodutibilidade que, no entanto, requer analistas bem treinados, para o manuseio correto
de equipamento caro e sofisticado (ANDRADE, 1996).

Técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (MARX et al., 1985;
BELLIARDO; MARTELLI, 1985; MARX, 1990; BEMPONG; HOUGTON, 1992;
BEMPONG et al., 1993; ANDRADE, 1999; USHIROBIRA, 2003), bem como, cromatografia
gasosa (KLATSM; ZALA, 1980; KHAYYAL; AYAD, 1983; CHEN, 1987; PAGLIARUSSI,
1999) tém sido frequentemente utilizadas.

De acordo com Andrade (1996), para a determinagdo de teores de cafeina, os métodos
de cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria no UV apresentam a mesma

precisdo; porém, em termos de exatiddo, o primeiro produz melhores resultados. No entanto, a
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autora sugere que, em razao da simplicidade, facilidade e menor tempo de execugdo, o
doseamento de cafeina pode ser perfeitamente realizado através da espectrofotometria no UV.

Para a andlise quantitativa de taninos condensados, os métodos comumente utilizados
incluem reagdes de depolimerizagdo oxidativa de proantocianidinas, reacdes do anel A com
aldeido aromatico e reacdes de oxidagdo-reducdo. Outros métodos envolvem reagdes de
clivagem 4&cida, de precipitagdo, inibicdo enzimatica e microbiana além de métodos
gravimétricos. A dificuldade que envolve a quantificagdo de taninos condensados se deve a
complexidade da estrutura destes compostos (SCHOFIELD et al., 2001).

O ensaio colorimétrico de Folin-Ciocalteu é uma versdo do método de Folin-Denis,
baseado na reagdo de oxidagao-reducdo, onde o reagente fosfotiingstico-molibdico ¢ reduzido,
produzindo uma coloracdo azulada. No caso, o reagente ¢ adicionado de sulfato de litio para
evitar a formagdo de precipitado que poderia interferir com as leituras espectrofotométricas.
De acordo com Schofield et al (2001), este método € menos susceptivel de interferéncias de
compostos nao fenolicos que o método original.

A Farmacopéia Brasileira (2003) descreve metodologia baseada na ligacdo de taninos
com po de pele, e na determinagdo fotométrica de complexos de coloragdo azul formados pela
reducdo do reagente fosfotingstico com leitura em 691 nm. Andrade (1996) empregou, para o
doseamento de taninos no guarand, o método de Folin-Denis e a caseina em substitui¢ao ao po

de pele.
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3 OBJETIVOS

Obtencdo e caracterizagdo quimica e fisico-quimica do p6 das sementes de Paullinia
cupana var. sorbilis, do extrato bruto (EBPC) e da fracdo semipurificada EPA.

Obtengdo e caracterizagdo quimica, fisico-quimica e tecnoldgica de forma farmacéutica
intermediaria.

Validacao de métodos de controle de qualidade para os produtos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1 Matérias-primas

As sementes de guarand foram adquiridas do produtor Sr. José¢ Augusto de Souza, do
sitio Santa Rita, Estrada Central km 8, Lote NR 376A, Alta Floresta, MT. Foram coletadas de
setembro a novembro de 2000, secas e torradas em tacho de ferro durante 1 h e enviadas a
Universidade Estadual de Maringa onde foram moidas em moinho de martelos no laboratorio
de Farmacognosia. A identificagdo botanica foi realizada pela Profa. Dra. Cassia Monica
Sakuragui, Departamento de Biologia, UEM. A exsicata encontra-se depositada no Herbéario

da UEM sob niimero HUM 9065.

Adjuvantes farmacéuticos utilizados: dioxido de silicio coloidal (Aerosil® 200 -

Degussa) e talco farmacéutico, ambos doados pelos Laboratorios Biosintética Ltda. Sao

Paulo, SP.

4.1.2 Aparelhos e equipamentos

Agitador mecanico circular com 60 vibragdes por minuto
Agitador magnético Fisatom mod.752 A

Aparelho de ultrassom Unique USC Cleaner 1450, 25 kHz
Balancga analitica AND HR-200

Balanga analitica Ohaus MB-200 como sistema de secagem por infravermelho
Banho Maria Marte MB

Bomba de vacuo Ibav BRD4

Camara de UV 254 nm Germetec

Dissolutor Erweka modelo DT6R

Espectrofotometro UV-VIS Cary 1E Varian

Estufa de secagem e esterilizagdo Fanem 315 SE
Evaporador rotatério Biichi mod. R — 114

Granulador FELLC

Liofilizador Christ Alpha 1-2
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Moinho de martelos Tigre ASN-5
Mufla Fornitec Modelo 2.103
pHmetro digital PG 2000 Gehaka
Tamisador vibratorio Produtest
Turbolizador Skymsen LSV-5
Ultra-turrax Yka modelo UTC 115KT

Volumetro de compactacdo marca Erweka SVM 12

4.1.3 Reagentes, solventes, solucdes e outras matérias-primas

Todos os solventes e reagentes utilizados, exceto quando especificado, possuiam grau
de pureza pro-analise (p.a), das marcas Carlo Erba®, Merck®, Synth® ou Sigma®.

Acetona

Acetato de etila

Acido acético glacial

Acido formico

Acido orto fosforico

Agua destilada

Alcool metilico

Carbonato de sddio anidro (Merk®)

Cromatofolhas de gel de silica 60 Fys4 com 0,200 mm de espessura sobre folhas de

aluminio 20 x 20 cm (Merck®)

Etanol 93,6°- COCAMAR

Po de pele R levemente cromada para determinagdo de taninos, Freiberg — Alemanha.

Reagente Folin-Ciocalteau - 2N - Laborclin

Solugao de 4cido sulftrico 2,5% (v/v)

Solugao de carbonato de sodio 14,06%

Solugdo etandlica de cloreto férrico 1%

Solugdes tampao pH 7,0 e 4,0 — Digimed

Sulfato de sédio anidro
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4.1.4 Substancias de referéncia

Além do pirogalol (Merck), foram empregadas as substancias, catequina, epicatequina
e cafeina isoladas e identificadas por Ushirobira (2003) no laboratorio de Farmacognosia da

UEM, sob a responsabilidade do prof. Dr. Jodo Carlos P. de Mello.
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4.2 METODOS
4.2.1 Caracterizacio da matéria-prima vegetal
4.2.1.1 Analise granulométrica da droga vegetal

A droga vegetal seca e moida foi submetida a andlise granulométrica empregando-se
um jogo de tamises de 0,840; 0,420; 0,250, 0,177 e 0,149 mm de abertura de malha. A
amostra foi tamisada durante 30 min a 70 vibragdes/min, utilizando-se tamisador vibratério.

ApoOs a tamisacao, procedeu-se a pesagem determinando-se a quantidade de material
retido em cada um dos tamises e o resultado calculado em relagdo a 100 g de droga, pela
média de 3 determinagdes (VOIGT, 1993). O didmetro médio foi calculado de acordo com a
equagao (ANSEL, 2000):
B Z(%retida) x (abertura média)

100

dm

4.2.1.2 Determinagdo da perda por dessecagao

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico, empregando-se balanga
analitica com sistema de secagem por infravermelho.

Cerca de 5 g da droga vegetal moida foram exatamente pesadas em bandejas de
aluminio taradas e dessecadas por 30 min a temperatura de 110 °C, com intervalo de 15 min
entre cada determinagdo, tempo necessario para o resfriamento da balanca. O resultado foi

calculado em relagdo a 100 g de droga, pela média de 5 determina¢des (CARVALHO, 1997).

4.2.1.3 Determinacao do teor de extrativos

Cerca de 1 g de p6 das sementes de guarana foi exatamente pesado e submetido a
decoccdo com 100 g de agua fervente durante 10 min. Apds resfriamento o volume foi
completado a 100 ml. A solugdo foi filtrada em papel de filtro e os primeiros 20 ml foram
desprezados. Deste filtrado foi pesada uma aliquota equivalente a 20 g em placas de Petri
previamente taradas, evaporadas em BM até secura. O residuo foi colocado em balanga

dessecadora a temperatura de 110 °C até peso constante (CARVALHO, 1997). O teor de
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extrativos foi calculado em massa percentual, pela média de 3 determinagdes segundo a

equagao:
TE = g.FD.100
PD
Onde: TE = teor de extrativos (%; m/m)
g = massa de residuo seco (g)
m = massa da amostra (g)
FD = fator de diluigao (5)
PD = perda por dessecacgdo

4.2.1.4 Determinagao do teor de cinzas totais

As amostras de pd de guaranda, colocadas em cadinhos de porcelana previamente
tarados, foram incineradas em forno de mufla a 450 °C até a eliminacdo de todo o carvao.
Ap6s resfriamento em dessecador, as amostras foram pesadas. O resultado é proveniente de

trés determinagdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.2.1.5 Determinagao do teor de taninos totais

Cerca de 0,750 g de droga pulverizada, exatamente pesado, foi transferido para um
baldo com 150 ml de 4dgua e extraido sob refluxo durante 30 min em banho-maria a
temperatura de 80-90 °C. Apds arrefecimento em dgua corrente, seu conteudo foi filtrado e
transferido para um baldo volumétrico de 250 ml, lavando-se e completando-se o volume com
agua. Uma aliquota de cerca de 80 ml do extrato foi filtrada através de papel filtro, e
desprezados os primeiros 50 ml. O filtrado obtido foi denominado Solugdo-Mae (SM).

Para a determinacdo de polifendis totais (PT), 5,0 ml da SM foram diluidos com 4gua
em baldo volumétrico de 25 ml. Dessa solugdo, foram transferidos 2,0 ml para um baldo
volumétrico de 25 ml com 1,0 ml de solugdo de 4cido fosfotungstico R (Reagente Fenolico de
Folin-Ciocalteau) e 10 ml de 4gua completando-se o volume com solugdo de carbonato de
sodio 14,06 %. Apo6s 15 min da adicdo da ultima solugdo foi medida a absorvancia em 691
nm, empregando-se a d4gua como branco. Para determinacdo de polifendis ndo adsorventes
(PNA), foram tomados 10,0 ml da SM e transferidos com 0,1 g de po-de-pele R para um

béquer e agitados durante 60 min. A seguir, a solugdo foi filtrada e 5,0 ml do filtrado foram
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diluidos com agua para 25 ml em baldo volumétrico. Uma aliquota de 2,0 ml desta solucao foi
transferida com 1,0 ml de solugdo de acido fosfotungstico R (reagente fenodlico de Folin-
Ciocalteau) e 10,0 ml de 4gua para um baldo volumétrico de 25 ml completando-se o volume
com solugdo de carbonato de sddio a 14,06%. Apods 15 min da adi¢do da ultima solugdo foi
medida a absorvancia em 691 nm, empregando-se a 4gua como compensacdo. As operagdes
(extragdo e dilui¢des) foram realizadas sob protecao de acdo da luz direta (GLASL, 1983).

A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo as férmulas:

T AA.FD.CI;D 100 PNA = AA.FD.CI;D 100
AP{m —(m- 100)} AP{m —(m- 100)}
TT =PT— PNA
Onde:
AA = absorvancia amostra
AP = absorvancia do padrao
cp = concentracao do padrao (g/ml)
FD = fator de diluicao
m = massa da drogaem g
PD = perda por dessecagdo
PT = polifendis totais (%)
PNA = polifendis ndo adsorventes (%)
T = teor de taninos totais (%)

4.2.1.6 Determinagdo do teor de metilxantinas

Cerca de 0,250 g da amostra pulverizada foi exatamente pesada e extraida com 4
porg¢des de 20 ml de solucao de acido sulftrico 2,5 % (v/v) sob agitacdo mecanica durante 15
min, filtrando-se as por¢des para baldo volumétrico de 100 ml. Foram transferidos 10,0 ml
dessa solucao para baldo volumétrico de 100 ml completando-se o volume com a solucao de
acido sulftrico 2,5 % (v/v). Cerca de 0,05 g de cafeina (substincia de referéncia) foi
exatamente pesada e dissolvida em 100 ml de solucdo de acido sulfurico 2,5 % (v/v). Dessa
solugdo, foi tomada uma aliquota de 3,0 ml, equivalente a 1500,0 pug de cafeina, e transferida

para baldo volumétrico de 100 ml, completando-se o volume com a solugdo de acido sulfurico
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2,5 % (v/v). As leituras foram realizadas em espectrofotdometro em 271 nm, utilizando-se
solugdo de acido sulfurico a 2,5 % (v/v), como solugdo de compensagdo (ANDRADE, 1996).

A determina¢do da concentragdo (C) de metilxantinas foi calculada pela equagao:

C- AA-CP.FD 100
AP - {m —(m f:)l()))}
Onde: AA = absorvancia da amostra
AP = absorvancia da substancia quimica de referéncia
cCp = concentragdo da substincia quimica de referéncia em g/ml
MA = massa em gramas de amostra
PD = perda por dessecagdo
C = teor percentual de metilxantinas na amostra
FD = fator de diluicao

4.2.2 Obtencio e caracterizacao dos extratos EBPC e fracao EPA

4.2.2.1 Obtengao

O extrato bruto (EBPC) foi preparado no Laboratério de Farmacognosia, obtendo-se
posteriormente duas fracdes semipurificadas: FAQ e EPA. O protocolo de preparo dos
extratos encontra-se sob segredo de patente n°® PI 0.006.638-9, publicado na RPI 1644 de
09.07.2002.

O extrato e fracdes foram liofilizados para a posterior realizagdo dos testes

empregados para a caracterizagdo dos mesmos.

4.2.2.2. Analise em cromatografia em camada delgada (CCD)

A técnica de CCD foi realizada utilizando-se cromatofolhas de aluminio de gel de
silica 60 F,s4 com 0,200 mm de espessura e, acetato de etila:acido formico:agua (90:5:5; v/v)
como sistema eluente. As substancias foram visualizadas sob luz UV em 254 nm. A revelagao
quimica foi realizada com solucdo de cloreto férrico a 1 % em etanol para identificacdo de

taninos.
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Para a identificacdo de metilxantinas, foi utilizado o mesmo sistema eluente, porém, a

revelacdo quimica se fez com reagente de Dragendorft.
4.2.2.3 Determinagao do residuo seco

Foram pesados exatamente 20 g das solugdes extrativas em placas de Petri
previamente taradas. Apds evaporacdo em banho de agua foram submetidas a temperatura de
110 °C durante 15 min em balanca dessecadora por infravermelho. Os resultados sdo
expressos em porcentagem de residuo seco (%, m/m) pela média de 3 determinagdes
(MELLO; PETROVICK, 2000).

4.2.2.4 Determina¢do do pH

Uma amostra de 0,100 g exatamente pesada foi dispersa em 10,0 ml de dgua destilada,

procedendo-se as determinacdes em triplicata.

4.2.2.5 Determinacao da perda por dessecagdo

O teor de umidade foi determinado por método gravimétrico, como descrito em 4.2.1.2

empregando-se amostras de cerca de 1,0 g exatamente pesadas.

4.2.2.6 Determinagao do teor de taninos totais

Foi realizado conforme procedimento descrito em 4.2.1.5 utilizando-se cerca de 0,15 g

do EBPC ¢ 0,10 g da fragdo EPA exatamente pesados.

4.2.2.7 Determinagao do teor de metilxantinas

Foi realizado conforme procedimento descrito em 4.2.1.6 empregando-se cerca de

0,05 g da amostra exatamente pesada.
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4.2.3 Obtencio e caracterizacio do granulado

4.2.3.1 Obten¢do do granulado

O granulado foi obtido no laboratério de Farmacotécnica a partir da fracdo
semipurificada (EPA). Para cada 50 g da suspensdao EPA foram adicionados 2 g de adjuvantes
farmacotécnicos, Aerosil 200®: talco (1:1), para obtengdo do granulado via iimida, com o
emprego dos proprios solventes do processo de purificagdo como agentes aglutinantes. O
granulado foi preparado em granulador com malha de 2,00 mm e seco em estufa de ar
circulante a temperatura de 40 °C durante o periodo de 24 h. Posteriormente foi calibrado em

tamis de malha 1,41 mm.
4.2.3.2 Analise granulométrica

A andlise granulométrica foi realizada por tamisacao empregando-se jogo de tamises
de abertura de 1,41, 1,00, 0,84, 0,42 ¢ 0,25 mm em tamisador vibratorio durante 30 min a 70
vibragdes/min. Os resultados foram calculados a partir da média de 3 determinagdes,
conforme item 4.2.1.1.

4.2.3.3 Determinagdo da perda por dessecagao

O teste foi realizado conforme procedimento descrito em 4.2.1.2, empregando-se

amostras de cerca de 1 g exatamente pesadas.
4.2.3.4 Determinacao do teor de taninos totais

A determinacdo do teor de taninos totais do granulado foi realizada segundo
metodologia descrita em 4.2.1.5, empregando-se amostras de cerca de 0,7 g exatamente
pesados.

4.2.3.5 Determinagao do teor de metilxantinas

O teste foi realizado conforme metodologia descrita em 4.2.1.6, empregando-se

amostras de cerca de 0,1 g exatamente pesadas.
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4.2.3.6 Determinacao do pH

O teste foi realizado como descrito para 4.2.2.2.

4.2.3.7 Determinagao das densidades bruta e de compactagao

O granulado foi transferido cuidadosamente para uma proveta até completar 100 ml e
0 seu peso tomado. Determinou-se a densidade bruta e a densidade de compactacdo em
triplicata com auxilio de volimetro de compactacdo submetendo-se as amostras a 1250
quedas, segundo norma DIN 53194. O ensaio foi repetido até que a diferenca entre duas
leituras subsequentes fosse inferior a 2 % (VOIGT, 1993).

As densidades bruta (db) e de compactagdo (dc) foram calculadas pelas equagoes:

db = Ma dc = Ma
Vb Ve
Onde: Ma = massa
Vb = volume bruto
Ve = volume compactado

4.2.3.8 Determinacao do fator de Hausner, indice de compressibilidade e de compactabilidade

O fator de Hausner foi determinado através do quociente entre as densidades de
compactacdo e bruta (HAUSNER, 1967), conforme a equagao:

P =4
db

Para o céalculo do indice de compressibilidade ou indice de Carr (IC), utilizaram-se os

dados obtidos para a densidade bruta e de compactagio (CARR et al., 1965), segundo a

equacgao:
IC = dc@ -100
dc
Onde: dc = densidade de compactacao (g/ml)

db = densidade bruta (g/ml)
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A compactabilidade (C) foi calculada através da diferenga entre os volumes apos 10
(V10) e 500 quedas (V500) em volumetro de compactagcdo (GUYOT et al., 1995), conforme a
equacdo abaixo:

C=V10-V500

4.2.3.9 Perfil de dissolugao

Para realizacdo do perfil de dissolugdo do granulado, foi exatamente pesado cerca de
0,700 g para cada cuba do aparelho constituido de sistema de agitagdo por cestas, com
agitacdo de 50 rpm, empregando-se 500 ml de 4dgua destilada a temperatura de 37 + 0,5 °C
como meio de dissolucdo. Amostras de 2,0 ml foram retiradas para determinag¢do do teor de
polifendis totais nos tempos: 5, 10, 20, 30, 40 e 60 min. O volume retirado foi reposto com
agua destilada na mesma temperatura do banho (USP, 2000). Foi realizado um doseamento de
polifendis totais no granulado para servir de base de calculo da proporcao de polifendis totais
liberada para o meio de dissolugdo. Este ensaio foi realizado no laboratério de Controle de
Qualidade do Departamento de Farmacia e Farmacologia da UEM.
4.2.4 Caracterizacio dos adjuvantes farmacéuticos

A caracterizagdo dos adjuvantes farmacéuticos, didxido de silicio e talco, foi realizada
de acordo com testes descritos em Farmacopéias e literatura especializada. As analises foram
executadas em triplicata.
4.2.4.1 Determinacao do pH

A determinagdo do pH da dispersao aquosa foi realizada de acordo com o item 4.2.2.2.
4.2.4.2 Determinacao de perda por dessecagdo

A perda por dessecacao foi realizada de acordo com o item 4.2.1.2.

4.2.4.3 Determinacao das densidades bruta e de compactagado

Realizada conforme descrito em 4.2.3.5.
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4.2.4.4 Determinacao do fator de Hausner, indice de compressibilidade e de compactabilidade
Determinacao realizada conforme descrito em 4.2.3.6.

4.2.5 Validacio do método espectrofotométrico para determinacio do teor de

polifendis totais e cafeina na fracio EPA e no granulado de Paullinia cupana.

A validagdo da metodologia empregada para a determinacdo do teor de polifendis
totais e de cafeina na fracdo EPA e no granulado (GRA) do guarana foi realizada de acordo
com o Guia para validagao de métodos analiticos e bioanaliticos da RE 899 da ANVISA
(BRASIL, 2003).

A linearidade foi determinada para as curvas de calibracdo obtidas da analise
espectrofotométrica do pirogalol, cafeina, e da fragdo EPA. O intercepto e a inclina¢do das
curvas de calibracao foram determinados através da regressao linear.

O calculo do limite de deteccao (LD) e de quantificagdo (LQ) foi baseado no desvio
padrao do intercepto (Dpa) e na inclinagdo das curvas de calibragdo (IC), de acordo com as
formulas:

:DPa.3 LQ:DPa-
IC ic

LD 10

A precisdo do método considerou o coeficiente de variagdo percentual (CV%) obtido
da realizagdo de 3 determinacdes. A exatiddo foi determinada através da recuperagdo de
quantidades adicionadas dos padrdes nas fracdes extrativas ¢ no granulado em 3 niveis de

concentracao.

4.2.5.1 Curva de calibragdo de pirogalol e teste de recuperagao

A curva de calibragdo do pirogalol foi obtida a partir de solucio estoque a 10 mg %.
Foram preparadas 5 dilui¢des: 0,03, 0,04, 0,05, 0,06 e 0,07 mg/ml. De cada uma delas foram
retirados 2,0 ml conferindo concentracdes tedricas finais de: 0,0024, 0,0032, 0,004, 0,0048,
0,0056 mg/ml, procedendo-se a técnica de quantificacdo de polifendis totais conforme item
4.2.1.5. As leituras foram realizadas em 691 e 740 nm e sdo resultados de 3 determinagdes. Os

resultados foram utilizados para calculo da regressao linear e obtengdo da equacao da reta.
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Aliquotas de 0,5, 0,75 e 1,0 ml da solucdo padrdo de pirogalol preparada a 10 mg %
foram adicionadas a 0,1 ml de uma solugdo de EPA preparada a 10 mg % contendo
teoricamente uma concentragao de 49,84 ug/ml de polifendis totais para a determinacao da
porcentagem de recuperacdo do método. As leituras foram realizadas em 691 e 740 nm. Os
valores obtidos sdo resultados de 3 determinagdes. A equacdo utilizada para calcular a

porcentagem de recuperagao foi:

RO% — CA - C(;]Z)A -100
Onde:
CA = concentragdo da solugdo adicionada
CNA = concentragdo da solugdo ndo adicionada
cCp = concentracdo da substancia referéncia

4.2.5.2 Curva de calibragdo da cafeina e teste de recuperacao

A curva de calibracdo da cafeina foi construida a partir de solugdo estoque a 0,05 %
(p/v) em 4acido sulfurico a 2,5 % (v/v). Foram preparadas 5 dilui¢des de forma a se obter
concentragoes de 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 e 25,0 ug/ml. As leituras foram realizadas em 271 nm
empregando-se a solugdo de acido sulfurico a 2,5 % (v/v) como branco. Os valores obtidos
sdo resultados de 3 determinagdes e foram utilizados para calculo da regressdo linear e
obtencao da equagdo da reta.

Aliquotas de 1,0, 2,0 e 3,0 ml da solugdo padrao de cafeina preparada a 50 mg % em
solugdo de acido sulftrico a 2,5 % (v/v) foram adicionados a 1,0 ml de uma solucdo de EPA
preparada a 0,2 % contendo teoricamente uma concentracdo de 699 pg/ml de cafeina para a
determinagdo da porcentagem de recuperacdo do método. As leituras foram realizadas em 271
nm contra solu¢do de compensacdo de acido sulfurico 2,5 % (v/v). Os célculos foram
realizados empregando-se a equagdo descrita no item 4.2.6.1 e sdo resultados de 3

determinagoes.

4.2.5.3 Curva de calibragdo da fracdo EPA e teste de recuperagdo

A curva de calibragdo da fragdo EPA foi construida a partir de uma solugdo mae de

concentragdo de 3 mg %. Foram preparadas 10 dilui¢des: de 0,06, 0,09, 0,12, 0,15, 0,18, 0,21,
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0,24 0,27, 0,30 e 0,33 mg/ml, das quais foram retirados 2,0 ml e transferidos para baldo de 25
ml procedendo-se a quantificagdo de polifendis totais com leitura em 740 nm conforme item
4.2.1.5. As concentracdes finais teoricas das diluicoes foram de: 0,192, 0,288, 0,384, 0,48,
0,576, 0,672, 0,768, 0,864, 0,96, 1,056 ng/ml.

Aliquotas de 0,5, 0,75 e 1,0 ml da solugdo padrao de EPA preparada a 3 mg % foram
adicionadas a 0,1 ml de uma solugdo de GRA preparada a 6,25 mg % contendo teoricamente
uma concentragdo de 39,8 pug/ml de fragdo EPA, o que corresponde teoricamente a 19,8 pg/ml
de polifenois totais, para a determinagdo da porcentagem de recuperagdo do método. As

leituras foram realizadas em 740 nm. Os valores obtidos sao resultados de 3 determinagdes.
4.2.6. Métodos estatisticos
Os resultados deste estudo foram avaliados estatisticamente pelos métodos: analise da

varidncia (ANOVA), andlise da regressao linear, andlise de residuos e teste “t” de Student.

Em todos os casos a probabilidade usada foi P < 0,05 (MONTGOMERY, 1991).



Maria Inez de Godoy Pelozo 44

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL

Os métodos utilizados neste trabalho sdo relativamente simples e atendem aos
requisitos exigidos na legislagao.

A identificagdo botanica, o conhecimento do local e data de coleta da planta €, sem
duvida, o inicio de um trabalho que visa garantir a qualidade do produto final.

A droga vegetal, a que se refere este trabalho, também foi objeto de estudo de
Ushirobira (2003), particularmente no que se refere aos aspectos fitoquimicos,
farmacolégicos, toxicologicos e atividade microbiologica.

Além dos aspectos mencionados acima, o método utilizado no processo de secagem da
planta também deve ser informado, ja que pode interferir na avaliacdo fisico-quimica da droga
(FARIAS, 2000; USHIROBIRA et al., 2004).

Sabe-se que a presenga de umidade ¢ um fator que favorece ndo somente a
contaminagdo microbiana como também desencadeia reagdes enzimaticas culminando na
degradagdo de principios ativos. A analise da perda por dessecagdo determina a quantidade de
agua juntamente com outras substancias volateis e ¢ um dado que revela a eficiéncia das
condigdes de conservagao € armazenamento.

De acordo com Ushirobira et al. (2004), diferentes métodos de secagem das sementes
de guarana determinaram uma variagcdo nos resultados da perda por dessecagdo. Os valores
limites encontrados pelos autores para os variados processos de secagem, ficaram entre 10,55
% £ 0,25 (CV= 2,38 %) para secagem em tacho de barro durante 2 h e 4,79 % % 1,16 (CV=
1,56 %) em tacho de barro por 4 h. Os resultados sugerem que o tempo de secagem € um
parametro que reflete na qualidade da droga.

O recipiente utilizado também pode influir no resultado. Neste caso, o material do
recipiente empregado (tacho de ferro) favoreceu um processo de secagem mais rapido
determinando um valor menor da perda por dessecagdo em relagdo aquela realizada em tacho
de barro durante 2 h. O resultado obtido no presente trabalho, 8,98 % + 0,268 (CV= 2,99 %),
encontra-se abaixo de 9,5 %, limite estabelecido na Farmacopéia Brasileira (2003), indicando
a adequagdo do método de secagem empregado para a amostra em questdo. Pode-se inferir,
além disso, que as condi¢gdes de armazenamento em que se encontra a droga vegetal (barrica
de papelao em prateleiras a temperatura ambiente) sdo satisfatorias para a manutengao de suas

caracteristicas.
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Para garantir a eficiéncia e a reprodutibilidade de um método extrativo € necessaria a

realiza¢dao da analise granulométrica da droga, pois os resultados estdo na dependéncia direta

da area de superficie de contato da droga com o meio extrator.

Os valores obtidos pelo método de tamisagdo (tabela 1) demonstram que as classes

granulométricas predominantes concentram-se entre os tamises com abertura de malha de

0,840 e 0,420 mm, correspondendo a 65,39% do material e o didmetro médio das particulas

calculado foi de 0,58 mm + 0,027 (ANSEL, 2000). As curvas de reten¢do e passagem estao

representadas na figura 3.
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Figura 3. Curvas de retencao e de passagem da matéria-prima vegetal de Paullinia cupana

Tabela 1 - Andlise granulométrica da droga vegetal por tamisacao

Abertura | Am malha Rc (g)* Rc (%) Am malha | Fra (%) Fp (%)
malha (mm) X
(mm) Re (%)
0,84 0,92 36,32 36,27 33,37 36,27 63,73
0,42 0,63 29,16 29,12 18,35 65,39 34,61
0,25 0,33 11,90 11,88 3,92 77,27 22,73
0,177 0,21 7,54 7,53 1,58 84,80 15,20
0,149 0,16 2,04 2,04 0,33 86,83 13,17
Coletor 0,07 13,19 13,17 0,92 100,00 0
Total 100,15 100,00 58,47

Am = Abertura média; Rc = Residuo coletado; Fra = Fragéo retida acumulada; Fp = Frag@o de passaagem

*Qs resultados obtidos referem-se aos testes realizados em triplicata.
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O teor de extrativos ¢ uma técnica auxiliar usada para o controle de qualidade através
da qual se quantifica os constituintes extraidos da droga vegetal por determinado solvente, sob
condigdes especificas, como a granulometria da droga, a agitacdo e a temperatura de
aquecimento (MELLO; PETROVICK, 2000). O resultado obtido, 26,83 % + 0,96 (CV= 3,57
%), tem uma diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao encontrado por Ushirobira,
(2003) 22,98 % + 1,16 (CV= 5,05 %)]. A variacao existente entre estes valores pode ser
atribuida a heterogeneidade da faixa granulométrica do lote em estudo ou as diferencas de
umidade entre os mesmos. Por outro lado, Andrade (1996) observou teores de extrativos entre
10 e 14 % para as amostras de sementes de guarana de diversas procedéncias, o que pode,
além dos fatores anteriormente citados, ser fonte destas variagoes.

Ao analisar os resultados de teor de extrativos e teor de taninos obtidos por Ushirobira
et al. (2004) em amostras de pé de sementes de guarand nota-se que a amostra com menor
teor de taninos ¢ aquela com o menor teor de extrativos, porém, a manutencdo desta
correlagdo ndo acontece para todas as amostras envolvidas no estudo. Da mesma forma, nao
ha relagdo direta entre este parametro e teores de metilxantinas (ANDRADE, 1996).

A produtividade alcangada num processo extrativo deve ser considerada quando se
tem por finalidade a producao industrial. A determinagdo do residuo seco ¢ uma medida do
poder extrativo do solvente e da metodologia de extracdo. De acordo com Yamaguti et al.
(2001), uma maior quantidade de extrativos do guarand foi obtida usando-se, sob refluxo,
acetona:agua como liquido extrator. A diferenca observada (tabela 2) entre os valores
encontrados no presente trabalho com os obtidos pelos autores citados anteriormente pode
estar relacionada com o método de secagem, com a granulometria do material vegetal, bem
como, com o método de extragdo utilizado pelos mesmos. Porém, a variagdo encontrada entre
os resultados de Ushirobira (2003) e os deste trabalho ndo ¢ significativa e pode ser atribuida
as diferencas de operacdes entre os analistas, ou ainda, decorrente de variagdes de umidade no

lote.

Tabela 2 - Determinagdo do residuo seco das sementes de Paullinia cupana

Residuo Seco Dados experimentais Dados da literatura
x s (CV %) 1 Es (CV %)
Rendimento %(m/m) 23,71+ 1,38 (5,83) 29,33 £ 0,28 (0,95)*
21,20 £ 1,17 (5,52)**

*Yamaguti et al., 2001; **Ushirobira, 2003
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Para quantificar impurezas inorganicas nao volateis procede-se a determinacao do teor
de cinzas totais. O teor de cinzas totais observado para a amostra em questdo foi de 1,83 % =+
0,018 (CV= 0,99 %) encontrando-se dentro do limite preconizado pela Farmacopéia
Brasileira (2003), inferior a 3 %.

O conjunto de informagdes que auxiliam a caracterizagdo da droga vegetal, bem como,
a avaliacdo de sua integridade, inclui a determinacdo de teores de substancias marcadoras. A
cafeina vem sendo usada como substancia marcadora para controle de qualidade de varias
espécies de plantas hd muito tempo, inclusive para o guarand (Farmacopéia Brasileira, 1977;
2003).

Dados da literatura evidenciam certa variagdo entre os resultados obtidos para o teor
desta xantina. O contetido de cafeina das sementes de guarana tem sido relatado entre 3,0 a
8,69 % (ANGELUCCI et al., 1978; MARX et al., 1985; SPOLADORE et al., 1987;
BEMPONG et al., 1992 e 1993; PAGLIARUSSI, 1999; YAMAGUTI et al., 2001;
USHIROBIRA, 2003). Estas variagdes sao consideradas conseqiiéncias de diferentes
condigdes edaficas e/ou climaticas, ou ainda, relacionadas com a época de coleta do material,
que, de acordo com documento da SUFRAMA (2003), pode ocorrer até 5 vezes ao ano. A
Farmacopéia Brasileira (2003) preconiza o limite minimo em 5,0 % de cafeina. Valores
inferiores podem estar relacionados ao envelhecimento do material vegetal. O teor de cafeina
obtido neste trabalho pode ser observado na tabela 3 e encontra-se de acordo com os valores
estabelecidos pela literatura.

Um efeito estimulante maior e prolongado do guarana tem sido atribuido a presenga de
um complexo formado entre a cafeina e os taninos condensados (NIERENSTEIN, 1922).
Resultados de trabalhos posteriores demonstram que extratos de guarana livres de cafeina
possuem atividade farmacologica (MOURA, 1986).

Marx (1990) demonstrou que o teor total de taninos consistia de proantocianidinas
e/ou prototaninos (catequina e epicatequina) ndo detectando a presenca de taninos
hidrolisdveis. Sendo assim, para as preparagdes com guarand, além dos niveis de
metilxantinas, mais significativamente, a presenca de varios compostos polifendlicos como a
catequina, fornecem autenticidade a droga (CARLSON; THOMPSON, 1998) o que avaliza a
importancia que envolve o estudo dos teores destas substincias nas sementes do guarana.

Ushirobira (2003) isolou e identificou, além da cafeina, os mondomeros de flavan-3-ol,
catequina e epicatequina, € os dimeros, procianidinas, B2, B3 e B4, corroborando o

encontrado por Marx (1990) e a idéia de autenticidade de Carlson e Thompson (1998).
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Segundo Andrade (1996) os valores experimentais, obtidos no doseamento de taninos
em sementes de guarana através do método de Folin-Denis, variaram entre 8,18 % (CV= 1,6
%) a 10,98 % (CV= 2,53 %). Por outro lado, Ushirobira et al., 2003, utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau, observaram resultados entre 3,0 % (CV= 6,93 %) e 5,30 % (CV= 2,62 %),
sugerindo que a variagdo encontrada pode estar relacionada com o tempo de secagem das
sementes do guarand, influenciando de maneira positiva, ou seja, quanto maior o tempo de
secagem, menor a umidade residual, conseqiientemente, maior o teor de taninos.

Conforme a tabela 3, o presente experimento forneceu teor de 4,42 % (CV= 2,32 %)
de taninos totais encontrando-se acima do limite minimo especificado pela Farmacopéia

Brasileira (2003) que ¢ de 4,0 %.

Tabela 3 — Caracterizacdo do pd das sementes de Paullinia cupana var. sorbilis (DV)

Determinacées Dados experimentais
¥ s (CV %)*
Perda por dessecacao 8,98 £ 0,27 (2,99)
Teor de cinzas totais 1,83 £ 0,02 (0,99)
Teor de metilxantinas 6,93 £ 0,11 (1,55)
Teor de taninos 4,42 +£0,1(2,32)
Teor de extrativos 26,83 £ 0,96 (3,57)

*A média e o desvio padrao referem-se aos resultados de testes realizados em triplicata.

5.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

O rendimento médio obtido da extracdo realizada para a producdo de EBPC foi de
14,86 %. O rendimento da fracdo EPA, obtida a partir do extrato bruto, foi de 5,88 % em
relagdo a droga vegetal (fluxograma 1). Ushirobira (2003), utilizando o mesmo protocolo ¢ a
mesma matéria-prima vegetal, obteve um rendimento semelhante ao observado neste trabalho
que foi de 15,76 % de extrato bruto e de 6,92 % para a fragio EPA. Provavelmente este
rendimento pode ser melhorado ao otimizar as condi¢des de producao utilizando-se processo
seqliencial com sistema de filtragdo acoplado.

No sentido de verificar se as condigdes de extragdo foram favoraveis a manutengao das
caracteristicas quimicas originais da droga, foram realizadas analises cromatograficas, a perda

por dessecacdo e a determinagdo dos teores de taninos e metilxantinas.



Maria Inez de Godoy Pelozo 49

DROGA VEGETAL

FAD EBPC

FAQ EPA

GRA

Fluoxograma 1 — Esquema geral de preparacdo de extratos e do granulado a partir das

sementes secas de Paullinia cupana var. sorbilis

A cromatografia em camada delgada foi realizada contra padrao de cafeina onde foi
observado o mesmo comportamento para a amostra e para o padrdo com producdo de
manchas com valores de Rf = 0,54.

Em outra andlise cromatografica empregaram-se catequina e epicatequina como
substancias de referéncia constatando-se Rf = 0,87 para a amostra, coincidente com as
substancias referéncias, sem, no entanto, ser capaz de diferenciar os epimeros.

Os resultados da perda por dessecagdo (tabela 4) estdo de acordo com os limites
maximos, de 9,5 % para droga vegetal e de 5 % para extratos secos, preconizados pela
Farmacopéia Brasileira (2001, 2003).

O pH encontrado para as solugdes a 1 % (m/v) do EBPC e do EPA foi respectivamente
de 5,23 £ 0,04 (CV=10,77 %) e 3,87 £ 0,036 (CV= 10,93 %). A diferenca de acidez observada
entre o extrato bruto e a fracdo semi-purificada EPA se deve, provavelmente, as diferentes
substancias extraidas.

Os teores de taninos e metilxantinas fornecidos pelo extrato bruto EBPC e fracao
semipurificada EPA estdo dispostos na tabela 4.

Para verificar a eficiéncia do processo extrativo, foi realizada uma triagem no marco
encontrando-se teor de taninos de 0,16 % *+ 0,06 (CV= 0,37 %), ndo sendo detectada a
presenga de metilxantinas.

Durante o processo de concentragdo do extrato bruto, a medida em que o solvente
organico foi eliminado, formou-se um residuo escuro (FAD) aderido nas paredes do balao de

concentragdo, correspondendo a 13 % (m/m) da droga vegetal. Foi realizada a determinagao
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de teor de taninos totais e de metilxantinas neste residuo (FAD), correspondendo a 19,77 % =+

0,10 (CV=10,53 %) e 35,75 % + 0,44 (CV= 1,24 %), respectivamente.

Tabela 4 — Caracterizagdo do extrato bruto EBPC e fracio EPA das sementes de

Paullinia cupana var.sorbilis

Determinacoes Dados obtidos EBPC Dados obtidos EPA
v Es (CV %)* x s (CV %)*
Perda por dessecacao 2,78 + 0,13 (4,69) 2,97 £ 0,05 (1,68)
pH 5,23 £ 0,04 (0,77) 3,87 £ 0,036 (0,93).

Teor de metilxantinas

28,01 £0,71 (2,53)

34,95 +0,99 (2,83)

Teor de taninos

17,17 £ 0,69 (4,02)

17,53 £ 0,37 (2,09)

*Os resultados obtidos referem-se aos testes realizados em triplicata.

Do processo de obtengdo do EPA foi recolhida uma sub fracdo (FAQ) com a qual se
procedeu a determinagdo do teor de taninos totais encontrando-se um valor de 9,03 % + 0,58
(CV= 16,38 %), e teor de metilxantinas de 17,38 % £ 0,21 (CV= 1,23 %).

Analisando-se estes dados observa-se que a fracdo FAD retém uma grande quantidade
de taninos ¢ metilxantinas, o que pode ndo ser interessante sob o ponto de vista tecnoldgico.
Como o protocolo patenteado foi realizado empregando-se pequenas quantidades da droga
vegetal, deve-se pensar em uma implementacdo metodolégica que impega esta ocorréncia
quando se tem por objetivo a obtengdo de maiores quantidades de extratos. Por outro lado, ¢
recomendavel que se proceda ao estudo farmacolédgico e toxicologico desta fragdo.

Apesar destas constatagdes, ndo se descartou a importdncia dos procedimentos
realizados em todas as etapas da extragdo como sendo necessarios 2 manuten¢do da atividade
antioxidante (USHIROBIRA et al., 2003) e farmacolégica verificada por Audi et al. (2004) da

fragdo semipurificada EPA.

5.3 CARACTERIZACAO DO GRANULADO

Inicialmente houve uma tentativa de secagem por aspersao do extrato que demonstrou
ser uma técnica inadequada. O rendimento do extrato nebulizado, em duas sessdes, nao
passou de 40 %. De acordo com List e Schmidt (1989), os extratos secos por aspersdo € os

liofilizados possuem baixa densidade, o que representa, sob o ponto de vista tecnoldgico,
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dificuldades de escoamento e a ocupagdao de um grande volume. Associado a este fato,
observa-se, geralmente, que as particulas muito finas, devido ao aumento de sua superficie
especifica, possuem elevada higroscopia, o que influencia negativamente na conservagao do
produto.

Considerando estas observagdes, e na tentativa de promover uma forma farmacéutica
intermedidria que pudesse ter caracteristicas tecnoldgicas favordveis, foi realizada uma
operagao de granulagdo. Os granulos devem suportar o manuseamento sem se quebrarem com
produgdo de particulas muito finas e, a0 mesmo tempo, devem apresentar forma e distribui¢cdo
granulométrica regular que promova a uniformidade de enchimento das matrizes de
compressao. Entre outros, a quantidade de liquido de granulagdo e a concentragdo do
aglutinante empregado sdo fatores que contribuem para um aumento da resisténcia dos
granulos (MARSHALL, 2001). Foi demonstrado que € possivel produzir granulos com maior
resisténcia empregando-se material de particulas de tamanhos reduzidos. Este fato se deve,
possivelmente, ao maior nimero de pontos de contato entre as particulas (HUNTER;
GANDERTON, 1972).

Os adjuvantes farmacéuticos empregados neste trabalho foram escolhidos apos testes
preliminares com diferentes associacdes de aglutinantes para verificar qual o tipo de
associacao e a propor¢ao entre estas substancias capazes de promover, com maior facilidade,
um granulado de melhor aspecto. Foi observado que algumas associagdes formavam uma
massa de consisténcia pegajosa que impedia ou dificultava a granulagdo. Desta maneira,
optou-se pela associagdo entre didxido de silicio coloidal e talco, cuja propriedade adsorvente
facilitou o processo de granulagdo.

O granulado, assim obtido, foi seco e acondicionado em pote plastico leitoso dotado
de tampa rosca devidamente vedado com parafilm e armazenado em armario de madeira a
temperatura ambiente.

O resultado da analise granulométrica realizada no granulado demonstra um didmetro
médio de 1,24 mm =+ 0,031 que foi calculado a partir dos dados da tabela 5, com os quais
foram construidas as curvas de retencdo e passagem (figura 4).

Subseqiientemente ao preparo foi realizada a determinagdo da perda por dessecagdo
que foi avaliada em outros dois periodos.

E desejavel que uma quantidade residual de umidade esteja presente no granulado
permitindo otimizar a for¢a entre as particulas, bem como, atuar como aglutinante durante a

compactagdo (MARSHALL, 2001). Por outro lado, a evolu¢ao da perda por dessecagdo do
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granulado ¢ um fator determinante da manutencao da qualidade dos produtos intermediarios

de um fitoterapico (LIST; SCHIMDT, 1989).
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Figura 4 - Curvas de retencdo e passagem do granulado da fracdo EPA de Paullinia

cupana

Tabela 5 - Andlise granulométrica por tamisagao do granulado da fragdao EPA

Abertura | Am malha | Re (g)* Rc (%) | Am malha | Fra (%) Fp (%)
malha (mm) X
(mm) Re (%)
1,41 1,70 44,90 44,68 75,96 44,68 55,32
1,00 1,20 27,40 27,27 32,72 71,95 28,05
0,84 0,92 9,30 9,26 8,52 81,21 18,79
0,42 0,63 7,95 7,91 4,98 89,12 10,88
0,25 0,33 3,00 2,98 0,98 92,10 7,90
Coletor 0,12 7,92 7,90 0,95 100,00 0
Total 100,47 100,00 124,11

Am = Abertura média; Rc = Residuo coletado; Fra = Fragdo retida acumulada; Fp = Frag¢ao de passagem

*Qs resultados obtidos referem-se aos testes realizados em triplicata.

A perda por dessecacdo observada no granulado logo apo6s a sua obtencdo (tempo 1)
foi de 6,67 %. Apods um periodo de 50 dias (tempo 2) foi realizada nova determinacdo da
perda por dessecagdo sendo constatada uma umidade de 6,73 %. Ao final de 7 meses (tempo

3), o teor de umidade determinado no granulado foi de 5,35 %, periodo este em que a
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umidade relativa do ar sofreu variacoes entre 83 e 51% observando-se, em fevereiro, o mais
baixo indice de precipitacdo comparado a média usual para este més, dos tltimos vinte anos'.
Como pode ser observado na figura 5, ndo houve modificacdo significativa no teor de

umidade do granulado durante o periodo analisado.
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Figura 5 - Evolugdo da perda por dessecacao do granulado obtido da fragdo EPA de Paullinia
cupana nos tempos: 05/07/2004 (1), 23/08/2004(2) e 10/02/2005(3)

O pH da solugdo a 1 % do granulado foi determinado observando-se o valor de 4,31 +
0,099 (CV= 2,29 %). Este valor situa-se entre aqueles determinados para a fragdo EBPC e
EPA o que ¢ interessante para a manuten¢ao do perfil de estabilidade e de absor¢ao da droga.

Os resultados obtidos das andlises quantitativas realizadas no granulado sdo
apresentados na tabela 6. O teor de taninos totais determinado foi de 11,84 % + 0,23 (CV=
1,98 %) que corresponde a uma recuperacdo de 106 % de taninos em relacdo a fragdo
semipurificada EPA. O teor de metilxantinas observado foi de 25,88 % + 0,12 (CV= 0,46 %)
com recuperacgdo de 116,26 %.

Além das andlises quantitativas € importante analisar o granulado sob o aspecto
tecnologico. Estas caracteristicas vao influenciar os processos de envase, de compressdo e as
propriedades dos comprimidos.

Ao relacionar as densidades bruta (db) e de compactagdo (dc), obtém-se o fator de
Hausner (FH) indicando que, quanto mais proximo de 1, mais estdvel ¢ o sistema de

empacotamento (THOMAS; POURCELOT, 1991).

! Estacio Climatoldgica da Universidade Estadual de Maring.
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Tabela 6 — Caracterizagcdo do granulado obtido da fracdo EPA das sementes de

Paullinia cupana var. sorbilis

Determinacoes Dados obtidos GRA
L Es (CV %)*
Perda por dessecacao (%) 6,67 £ 0,15 (2,25)
pH 4,31 £ 0,099 (2,29)
Teor de metilxantinas (%) 25,88 £ 0,12 (0,46)
Teor de taninos (%) 11,84 + 0,23 (1,98)

*Qs resultados obtidos referem-se aos testes realizados em triplicata.

O indice de compressibilidade (IC) expressa a capacidade de densificagcdo. Segundo
Marshall (2001), valores de IC de até 15 % originam um escoamento adequado indicando um
empacotamento correto. Da mesma maneira, a compactabilidade (C) indica a maior ou menor
facilidade de rearranjo das particulas e ocupacdo de espaco e infere a respeito do
comportamento compressional do produto (SOARES; PETROVICK, 1999).

Couto (2000) avaliou os resultados reologicos do granulado do extrato seco
nebulizado de Phyllanthus niruri L obtido na realiza¢do de granula¢do a seco, sugerindo
aspectos tecnoldgicos positivos (tabela 7).

Do mesmo modo, os indices obtidos na avaliagdo tecnoldgica do granulado da fracao
EPA do guarana (tabela 7) sugerem um bom escoamento ao verificar que quanto menor o FH,
maior a estabilidade de empacotamento e menor facilidade de movimentag¢dao do granel, do
mesmo modo que quanto menor o IC, menor ¢ a quantidade de adjuvante requerida para o
processo tecnologico.

Outro aspecto a ser considerado ¢ o perfil de dissolu¢ao do granulado. Neste trabalho
foi adotada a 4gua como meio de dissolugdo em condi¢des que, teoricamente, ndo sdo as mais
favoraveis para promover a dissolucdo, ou seja, 0 menor volume (500 ml) e agitacdo (50
rpm), sendo avaliada a cedéncia de polifendis totais.

De acordo com o FDA, um produto de liberagdo imediata deve promover a dissolugao
de, no minimo, 85% do farmaco em 30 min (DRESSMAN et al., 2004).

O valor t50% corresponde ao tempo necessario para que 50% do farmaco dissolvam-se
no meio de dissolucdo. Um valor de t90% de 30 min é normalmente considerado satisfatdrio,
visto ser aceito pela USP/NF o valor de 75% do farmaco dissolvido em 45 min (BANKER;
ANDERSON, 2001).



Maria Inez de Godoy Pelozo

55

Tabela 7 — Comparagdo das caracteristicas tecnologicas do granulado de Paullinia

cupana ¢ do granulado do PSN de Phyllanthus niruri L.

Ensaios Granulado P. cupana | Granulado P. niruri**
v Es (CV %)* x s (CV %)

Densidade bruta (g/ml) 0,776 + 0,007 (0,009) 0,471 £0,01 (0,02)

Densidade compactada (g/ml) | 0,832 + 0,005 (0,01) 0,524 + 0,004 (0,007)

Fator Hausner

1,071 + 0,007 (0,01)

1,11 +0,02 (0,02)

Indice Compressibilidade (%)

6,91 + 0,868 (0,13)

10,18 £ 1,62 (0,16)

Compactabilidade (ml)

3+0

13,33 £ 1,44 (0,11)

*Qs valores representam a média e o desvio padrdo de amostras em triplicata; **Couto (2000)

Inicialmente foi realizada a quantificagdo de polifendis totais no granulado para servir

de valor de referéncia ou nominal, obtendo-se o valor de 25,75 (igual a 100 %). Os resultados
obtidos do teste de dissolucao, em termos de quantificagdo de polifenois totais encontram-se

dispostos na tabela 8.

Tabela 8 —Teor de polifenois totais obtidos da dissolu¢do do granulado de Paullinia

cupana var sorbilis

Tempo (min) Polifenois Totais Cedéncia (%)
x £ s (CV %)*
5 11,58 £ 0,46 (3,97) 38,23
10 14,48 £ 0,01 (0,01) 47,80
20 27,52 £ 0,40 (0,01) 90,85
30 30,29 + 0,25 (0,81) 100,00
40 28,75+ 0,88 (3,11) 94,92
60 28,25 £ 0,88 (3,00) 93,26

*Qs valores representam a média ¢ o desvio padrdo de amostras em triplicata.

Como pode ser observado na tabela 8, o valor maximo encontrado no teste ¢ maior que

o valor de referéncia nominal. Esta observagdo pode ser justificada pela influéncia da
temperatura do banho favorecendo uma dissolucao mais eficaz do granulado.
A andlise do perfil de dissolu¢do do granulado da fragdo EPA de guarand demonstra

que o mesmo alcangou o maximo de cedéncia de polifenois (117,68 %) para o meio de
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dissolugdo em 30 min (figura 6). O valor de ts, esta entre 10 e 11 min como pode ser
observado na figura 7.

A eficiéncia ou taxa de dissolugdo (ED %), definida como a propor¢do de droga
dissolvida por unidade de area por tempo (SHARGEL: YU, 1993) ¢ um parametro que
possibilita comparagdes entre as velocidades de dissolugdo de diferentes formulagdes. O
granulado em estudo forneceu uma eficiéncia de dissolucao de 75,96 %, considerando a area

sob a curva da figura 6, no intervalo de 0 a 60 min (4557,47 x min).

35
30
25 +
20 A
15
10 -
5

Teor de polifenois totais (%)

O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
tempo (min)

Figura 6 - Perfil de dissolu¢do de polifenois totais do granulado de Paullinia cupana
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8, 80

23 60 o

;g g 40 to0% —e— % dissolvida
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Figura 7 — Relagdo entre percentual de polifenois totais cedido e nao cedido do

granulado.

Os resultados obtidos demonstram que os adjuvantes farmacotécnicos utilizados na
obten¢do do granulado ndo prejudicaram a liberagao e nem a dissolugdo de polifendis totais
no meio de dissolu¢do. Conseqiientemente, pode-se inferir que a dissolu¢do do produto ndo

sera fator limitante para a disponibilidade bioldgica destes marcadores.
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5.4 CARACTERIZACAO DOS ADJUVANTES USADOS NOS PROCESSOS DE
OBTENCAO DO GRANULADO.

Os adjuvantes utilizados na produ¢do das formas farmacéuticas intermedidrias devem
atender requisitos minimos de qualidade. A avaliagdo das propriedades tecnoldgicas dos
adjuvantes farmacotécnicos serve como auxiliar na identificacdo dos mesmos e tem influéncia
determinante na qualidade do produto final (SONAGLIO et al., 2001). Os resultados obtidos

sdo observados na tabela 9 e estdo de acordo com as especificacdes oficiais.

Tabela 9 - Caracterizacdo fisico-quimica e tecnologica dos adjuvantes farmacéuticos

empregados na obtengdo do granulado

Ensaios Aerosil®200 Talco Especificagcoes™
pH yx£s(CV %) 4,4+0,1305(2,96) | 7,28+0,15(2,01) De acordo
PD (%)y £s (CV %) 2,12 £0,096 (4,50) | 2,57 +0,12 (4,86) De acordo

db (g/ml) 0,0443 0,4547 De acordo

dc (g/ml) 0,0575 0,7395 De acordo
FH 1,298 1,6265 De acordo
iC (%) 24,69 38,51 De acordo

PD = Perda por dessecagdo; db = densidade bruta; dc = densidade compactada; FH = Fator de Hausner; IC =
Indice de compressibilidade.
*Kibbe (2000).
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5.5 VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS QUANTITATIVOS EMPREGADOS
NO CONTROLE DE QUALIDADE.

Embora os métodos quantitativos empregados neste trabalho estejam contemplados na
Farmacopéia Brasileira (2003), ¢ necessario verificar sua validade para determinar os teores
das substancias marcadoras nos produtos intermediarios, ja que substancias adicionadas

podem interferir no desempenho dos mesmos.

5.5.1 Determinacio do teor de polifendis totais

5.5.1.1 Curva de calibragdo do pirogalol

Para validacio do método de determinacdo de polifendis totais foi empregado o
pirogalol como padrdao, haja vista ser a substancia utilizada pela metodologia descrita na
Farmacopéia brasileira (2003). Foi realizado um espectro de varredura da solugdo padrao de
pirogalol encontrando-se um pico de absor¢do em 740 nm. Diante desta observagdo foram
realizadas leituras em 740 ¢ 691 nm visto que a metodologia farmacopéica preconiza este
ultimo comprimento de onda para as leituras espectrofotométricas.

As tabelas 10 e 11 apresentam a absorvancia média correspondente ao pirogalol,
relativa a cada uma das diluicdes da solu¢do padrdo, com leituras em 740 e 691 nm,
respectivamente. A precisao do método, avaliada em termos de repetibilidade, forneceu um
coeficiente de variagdo percentual médio (CV %) obtido para cada um dos comprimentos de
onda analisados de 1,38 % e 1,31 %, respectivamente, encontrando-se dentro do limite
aceitavel pela literatura oficial que ¢ de 5 %.(BRASIL, 2003).

A representacdo grafica das curvas de calibragdo e as equagoes das retas determinadas
através do célculo da regressao linear sdo mostradas nas figuras 8 ¢ 9. O resultado obtido
indica a linearidade do método, com coeficiente de correlagdo (r) de 0,9966 ¢ 00,9982,
respectivamente. Este dado permite que se faga uma previsdo de um parametro em fun¢ao do
outro, no caso, a correlacdo linear entre a absorvancia da amostra e sua concentragdo. A

legislacao (RE n.899, 2003) estabelece como critério minimo aceitavel o valor de r = 0,99.
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Tabela 10 Valores obtidos das curvas de calibragdo de pirogalol (740 nm)

Concentracao Absorvancia Concentracao obtida
(ng/ml) xEs (CV %)* (ng/ml)
2,4 0,3675 £ 10,0030 (0,82) 2,33
3,2 0,5003 £ 0,0050 (1,00) 3,23
4 0,6322 £0,0111 (1,75) 4,12
4,8 0,7191 £0,0158 (2,19) 4,71
5,6 0,8493 £ 0,0095 (1,12) 5,59
*Qs valores representam resultados de amostras em triplicata
Y = 0,02240 + 0,14782 X
r = 0,99660
0.9
08
0,7
0.6
§ 0,5
x
® 03
0.2
0,0 e Regressio

00 05 10 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 95% confianca

concentragdo (ug/ml)

Figura 8 - Curva de calibragio do pirogalol (740 nm) e intervalos de confianga

Tabela 11 Valores obtidos das curvas de calibragdo de pirogalol (691 nm)

Concentracao Absorvancia Concentracao obtida
(ng/ml) x 18 (CV %)* (ng/ml)
24 0,3451 £ 0,0044 (1,27) 2,37
3,2 0,4691 £+ 0,0043 (0,92) 3,23
4 0,5877 £ 0,0055 (0,94) 4,06
4,8 0,6845 +0,0133 (1,94) 4,80
5,6 0,8119 £0,0119 (1,47) 5,62

*Qs valores obtidos representam resultados de amostras em triplicata

59
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Y =0,00508 + 0,14364 X
r=0,99822

abosrvancia

f e Regressdo
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 95% confianga

concentragao (ug/ml)

Figura 9 - Curva de calibragdo do pirogalol (691 nm)

Os resultados do tratamento estatistico (tabelas A.1 e A.2, anexos) sobre os valores
experimentais obtidos das curvas de calibracdo através da analise da variancia indicam que a
regressdo ¢ valida visto o F calculado ser maior que o F critico tabelado. Além disso, ao
examinar os residuos (erros) produzidos pelo modelo, comprovou-se o ajuste do modelo
linear ao verificar a condi¢ao de F calculado menor que o F critico tabelado.

A eficiéncia da regressdo foi calculada através do coeficiente de determinagdo (r?) que
apresentou um valor de 0,9932 e 0,9964 para as leituras realizadas em 740 e 691 nm,
respectivamente. Este dado revela que o modelo consegue explicar 99,32 % e 99,64 % da
variacdo em torno da média, confirmando a linearidade do método.

As figuras A.1.1 e A.2.1 (anexos) trazem a representacdo grafica dos residuos contra
os valores observados das andlises. Os residuos estdo distribuidos de modo aleatdrio
demonstrando que o erro ndo ¢ sistematico. Os valores observados em funcao dos valores
esperados, bem como a distribuicdo normal, estdo dispostos nas figuras A.1.2 e A.1.3; A2.2e
A.2.3 (anexos), para cada um dos comprimentos de onda analisados.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) encontrados para as leituras
realizadas em 740 nm foram de, respectivamente, 0,29 ¢ 0,95 pg/ml. Para leituras realizadas
em 691 nm foram encontrados os respectivos valores de 0,21 e de 0,69 pg/ml. Comparando-
se os resultados obtidos das leituras nos dois comprimentos de onda observam-se diferencas
significativas entre os limites de quantificacdo (p<0,05) nao apresentando, porém,

significancia para os limites de detec¢ao.
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Para a determinagdo do teor de taninos deve-se realizar uma varredura
espectrofotométrica para estabelecer o melhor comprimento de onda de absorvancia para o
material analisado

5.2.1.2 Teste de recuperacao

Os resultados do teste de recuperagdo do método podem ser observados na tabela 12

indicando a exatidao e sensibilidade do método.

Tabela 12- Valores experimentais do teste de recuperacao do pirogalol obtidos

na fracdo EPA
Padrio adicionado | Recuperaciao (%) 740 nm | Recuperacio (%) 691 nm
(ng/ml) x s (CV %)* x s (CV %)*
2 102,45 + 3,14 (3,07) 103,57 +£3,33 (3,22)
3 103,02 £+ 3,59 (3,49) 102,13 +£2,65 (2,60)
4 97,02 £ 1,01 (1,04) 97,89 £ 1,66 (1,70)

*Qs valores obtidos representam resultados de amostras em triplicata

5.2.2 Determinacio do teor de Metilxantinas

5.2.2.1 Curva de calibragao da cafeina

A tabela 13 apresenta a absorvancia média correspondente a cafeina, relativa a cada
uma das dilui¢des da solugdo padrao. O coeficiente de variagdo percentual médio (CV %)
obtido foi de 0,78 encontrando-se dentro dos limites aceitdveis pela literatura oficial
(BRASIL, 2003) atendendo ao requisito de precisdo adequada.

A representacdo grafica das curvas de calibragdo determinadas através do calculo da
regressao linear e a equagdo da reta, estdo indicadas na figura 10. O coeficiente de correlagao
(r) determinado foi de 0,9999 indicando a linearidade do método.

A eficiéncia da regressdo foi calculada através do coeficiente de determinagdo (r?) que
apresentou um valor de 0,9998,0u seja, o modelo consegue explicar 99,98 % da variacdo em

torno da média, confirmando a linearidade do método.
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Tabela 13 - Valores médios de absorvancia obtidos da curva de calibragao de cafeina

Concentracio (ug/ml) Absorvancia Concentracio obtida
¥ s (CV %)* (ng/ml)
5 0,2226 + 0,0036 (1,62) 4,99
10 0,4563 + 0,0047 (1,03) 10,05
15 0,6773 + 0,0057 (0,84) 14,91
20 0,912 +0,0017 (0,19) 20,06
25 1,136 + 0,0026 (0,23) 24,98

*Qs valores representam a média e o desvio padrdo de amostras em triplicata

Y =-0,0012 + 0,04551 X
r=0,99992

1.4

1,2

1,0

0,8

0,6

absorvancia

0,4

0,2

e Regressdo

0,0 ;
0 5 10 15 20 25 30 95% confianga

concentragao (pug/ml)

Figura 10. Curva de calibracdo de cafeina

Os resultados do tratamento estatistico (tabelas A 3, anexos) sobre os valores
experimentais obtidos das curvas de calibracdo através da analise da variancia demonstram a
validade da regressdo visto que o F calculado ¢ maior que o F critico tabelado. Da mesma
forma, ao examinar os residuos (erros) produzidos pelo modelo, comprovou-se o ajuste do
modelo linear quando foi verificada a condi¢ao de F calculado menor que o F critico tabelado.

A figura A.3.1 (anexos) traz a representagao grafica dos residuos contra os valores
observados das analises. Os valores observados em fungdo dos valores esperados e a curva de
distribuicdo normal estdo dispostos na figura A.3.2 e A.3.3 (anexos), respectivamente.

A menor concentragdo de cafeina que pode ser detectada pelo método (LD) ¢ de 0,18

ug/ml. A menor concentracdo de cafeina que o método pode quantificar (LQ) é de 0,59

ug/ml.
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5.2.2.2 Teste de recuperagao
De acordo com a tabela 14, os resultados obtidos do teste de recuperagdao do método
variaram entre 98,16 e 98,73 % de recuperacdo. Andrade (1996) obteve resultados

semelhantes com recuperacao entre 98,53 e 103,60 %, indicando a exatidao do método.

Tabela 14 - Valores obtidos do teste de recuperagdo da cafeina na fracdo EPA

Padrao adicionado Padrao recuperado Recuperacio (%)
(ng/ml) (ng/ml) xts (CV %)*

5 4,94 98,73 £ 3,49 (3,54)

10 9,82 98,16 £ 1,31 (1,34)

15 14,77 98,49 £ 1,53 (1,55)

*Qs valores representam a média ¢ o desvio padrdo de amostras em triplicata.

5.5.3 Curva de calibracio da fracio EPA

Assumindo-se que o EPA constitui o componente ativo presente na formulacdo do
granulado, a sua completa dissolu¢do implica na dissolucdo das substancias constituintes
ativas.

A interferéncia dos adjuvantes na formulacdo foi verificada através de
espectrofotometria de varredura das solugdes preparadas com a fragdo EPA e com o
granulado. Os picos de absorvancia observados ocorreram em 740 nm tanto para fragdo EPA
quanto para o GRA (figuras 11 e 12) constatando-se que os adjuvantes ndo interferem na
leitura dos componentes ativos presentes no granulado.

A tabela 15 apresenta a absorvancia média correspondente as curvas de calibragdo da
fragdo EPA. O coeficiente de varia¢ao percentual (CV %) médio obtido para estas andlises foi
de 1,61 %, atendendo a legislagao (BRASIL, 2003).

Da observagao dos resultados obtidos constata-se que a linearidade do método ocorre
no intervalo de concentragdao entre 0,288 e 0,672 ug/ml. A equagdo da reta foi determinada

empregando-se, além destas, outras 3 concentragdes intermedidrias.
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Figura 11 — Espectro de varredura de solug@o contendo 0,192 pg/ml da fracdo EPA
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Figura 12 — Espectro de varredura de solugdo contendo 0,4 pg/ml de granulado

A representacdo grafica das curvas de calibragdo e a equagdo da reta determinada
através do calculo da regressao linear sdo observadas na figura 13 e indicam a linearidade do
método com coeficiente de correlagdo (r) de 0,9978.

As andlises estatisticas confirmam a linearidade do método (tabela A.4, anexos). A
representacao grafica dos residuos em fun¢ao dos valores observados, os valores esperados
contra os valores observados, bem como, a curva de distribuicdo normal, sdo demonstrados

nas figuras A.4.1, A.4.2 e A.4.3 (anexos), respectivamente.
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Tabela 15 — Valores obtidos das curvas de calibragao da fracao EPA

Concentracio Absorvancia Concentracao obtida
(ng/ml) X £s (CV %)* (ng/ml)
0,192 0,2309 +£ 0,0051 (2,23) 0,187
0,288 0,3085 + 0,0065 (2,09) 0,283
0,384 0,3946 + 0,0056 (1,41) 0,389
0,48 0,4697 + 0,0041 (0,87) 0,481
0,576 0,5508 + 0,0090 (1,64) 0,581
0,672 0,6203 £ 0,0115 (1,86) 0,666
0,768 0,6898 £ 0,011 (1,57) 0,752
0,864 0,7727 + 0,0089 (1,15) 0,854
0,96 0,8186 + 0,015 (1,79) 0,911
1,056 0,8863 + 0,013 (1,45) 0,994

*Qs valores obtidos representam resultados de amostras em triplicata

Y=0,07887 + 0,81233 X
r=0,9978

1,0

absorvancia

0,0 e Regressio
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 95% confianga

concentragao (ug/ml)

Figura 13 - Curva de calibracdo da fragdo EPA

O limite de detec¢dao observado ¢ de 0,03 ug/ml e de quantificagdao, 0,09 pug/ml. A
tabela 16 apresenta os valores do teste de recuperagdo da fracdo EPA obtidos no granulado.

Os resultados permitem inferir que a forma intermediaria (GRA) possui o mesmo
comportamento, no tocante ao doseamento de polifendis totais, que a fragdo EPA. A taxa de

recuperagao da fracdo EPA no granulado implica na exatidao do método.
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Tabela 16 - Valores obtidos do teste de recuperagao da fragdo EPA

Padrao adicionado Padrao recuperado Recuperacio (%)
(ng/ml) (pg/ml) X E£s (CV %)*
4,8 4,718 98,07 £ 1,94 (1,99)
6,0 5,93 98,77 £ 1,31 (1,33)
7,2 7,32 101,72 £ 1,53 (1,50)

*Qs valores representam a média e o desvio padrdo de amostras em triplicata.

O comportamento linear das curvas admite a utilizacdo da metodologia para a

avaliacdo quantitativa do granulado.

Os resultados da validacdo dos métodos utilizados para quantificagdo das substancias

marcadoras e da fragao EPA estdo dispostos na tabela 17.

Tabela 17 — Indices obtidos na validagdo dos métodos de quantificagéo

Requisito Cafeina Pirogalol Pirogalol EPA
(740 nm) (691 nm)

Linearidade (r) 0,9999 0,9966 0,9982 0,9978
Intervalo (pg/ml) 5-25 2,4-5,6 2,4-5,6 0,288-0,672
Exatidao (R %) 98,46 100,83 101,19 99,52
Precisdo (CV %) 0,78 1,38 1,31 1,61
LD* (ng/ml) 0,18 0,29 0,21 0,03
LC** (ug/ml) 0,59 0,95 0,69 0,09

*limite de detecgdo; **limite de quantificacdo

Durante o desenvolvimento do trabalho observou-se que fatores tais como, o emprego

de diferentes lotes de reagentes, a temperatura de armazenamento dos mesmos, bem como, a

padronizagdo da vidraria utilizada, o tempo e a velocidade de agitagdo durante a complexacao

da fragdo tanante com o po6 de pele, podem interferir nos resultados. Deste modo evidencia-se

a necessidade de controle das condigdes analiticas para que os resultados sejam reprodutiveis.

Para implantacao em grande escala da tecnologia discutida neste trabalho, deverao ser

realizadas analises que garantam a reprodutibilidade do método.
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6. CONCLUSOES

A matéria prima vegetal atende as especificagdes estabelecidas pela Farmacopéia

Brasileira atestando sua identidade e integridade.

Os extratos obtidos (EBPC e EPA) mantiveram as caracteristicas da planta no que se

refere a presenga das substincias marcadoras.

O granulado obtido (GRA) demonstrou, preliminarmente, possuir
propriedades tecnologicas favoraveis ao envase ou a compressao e estabilidade

frente as condi¢des de armazenamento em relagao ao teor de umidade.

O perfil de dissolucdo do granulado caracterizou a forma farmacéutica
como sendo de liberacao imediata e manteve as caracteristicas originais da

fracdo EPA no que se refere aos teores das substancias marcadoras.

Os métodos analiticos empregados atenderam aos requisitos da legislagao
demonstrando especificidade, linearidade, sensibilidade, exatidao, precisao e

robustez para o intervalo indicado.

A metodologia empregada na determinagao de teores de metilxantinas e

de taninos ¢ adequada para aplicar no controle de qualidade do granulado.
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Anexo la

Tabela A.1 - Andlise da variancia das absorvancias determinadas para as curvas de

calibracdo de pirogalol (740 nm)

Fontes de Soma Gl Média F calculado | F tabelado
variagao quadratica quadratica
Regressao linear | 0,419539 1 0,419539 1900,020* 4,67
Residuos 0,002871 13 0,000221
Falta de ajuste 0,001877 3 0,000625 6,29%%* 6,55
Erro puro 0,000994 | 10 0,000099
Total 0,422410 | 15

Variagao explicada: 99,32 %

Variacdo maxima explicavel: 99,76 %

* significativo para a< 0,05; **Nao significativo para o< 0,01
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Figura A.1.1 — Distribui¢@o dos residuos observados da andlise das curvas de

calibragdo de pirogalol (740 nm)
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Anexo 2a

Tabela A.2 - Andlise da variancia das absorvancias determinadas para as

curvas de calibracao de pirogalol (691nm)

Fontes de Soma Gl Média F calculado F tabelado
variacao quadratica quadratica
Regressao 0,396152 | 1 0,396152 3651,038* 4,67
linear
Residuo 0,001411 | 13 0,000109
Falta de ajuste | 0,000636 | 3 0,000212 2,74%* 3,71
Erro puro 0,000774 | 10 0,000077
Total 0,397563 | 14

Variagdo explicada: 99,64 %

Variacdo maxima explicavel: 99,80 %

* significativo para o< 0,05; **ndo significativo para o< 0,05
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Figura A.2.1 — Distribuicdo dos residuos observados da analise das curvas de

calibragdo do pirogalol (691 nm)
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Tabela A.3 - Andlise da variancia das absorvancias determinadas para as curvas de

calibracao da cafeina

Fontes de Soma gl Média F calculado | F tabelado
variagao quadratica quadratica
Regressao linear | 1,553598 1 1,553598 80114,12* 4,67
Residuos 0,0002521 | 13 0,000019
Falta de ajuste | 0,0000968 | 3 0,000032 2,08%* 3,71
Erro puro 0,000155 10 | 0,000015
Total 1,55385 14

Variagdo explicada: 99,98 %

Variacdo maxima explicavel: 99,99 %

*significativo para a< 0,05; **ndo significativo para a< 0,05
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Figura A.3.1 — Distribui¢@o dos residuos observados da analise das curvas de

calibragdo da cafeina
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Figura A.3.3 — Curva de probabilidade normal da analise das curvas de calibragao da

cafeina.



Anexo 4a

Tabela A.4 - Andlise da variancia das absorvancias determinadas para as curvas de

calibragdo da fracao EPA

Fontes de Soma gl Média F calculado F tabelado
variagao quadratica quadratica
Regressao 0,182442 | 1 0,182442 2909,87* 4,67
linear
Residuo 0,001782 | 13 0,000137
Falta de ajuste | 0,001175 | 3 0,0003917 6,46%* 6,55
Erro puro 0,000607 | 10 0,000061
Total 0,183257 | 14
Variacao explicada: 99,55 %
Variagdo maxima explicavel: 99,67 %
*significativo para o< 0,05; **ndo significativo para o< 0,01
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Figura A.4.1 — Distribui¢do dos residuos observados da andlise das curvas de

calibragdo da fracao EPA



Anexo 4b
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Figura A.4.2 — Correlagdo entre os valores esperados e observados das curvas de

calibragdo da fracdo EPA
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