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Pdés Graduacao em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos

Ata da 3532 (trecentésima quinquagésima terceira) Tese de Doutorado da aluna do Programa
de Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Geovana Quixabeira Leite,
candidata ao Titulo de “Doutora” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos na area de con-
centracdo Farmacoquimica.

As quatorze horas (14h00) do dia nove de fevereiro do ano dois mil e vinte e trés (09/02/2023),
em ambiente virtual de videoconferéncia através do aplicativo Google Meet,
link: https://meet.google.com/emn-hxhw-pbh, reuniram-se em carater de Solenidade Publica
os membros da Comissdo designada para examinar a aluna Geovana Quixabeira Leite,
candidata ao Titulo de “DOUTORA” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos na area de
concentracdo Farmacoquimica. Foram componentes da Banca Examinadora os
pesquisadores Fernando Henrique Andrade Nogueira, Ph.D em Ciéncias Farmacéuticas,
Alecksandra Vieira Lacerda, Ph.D em Ecologia e Recursos Naturais, Jodo Augusto Oshiro
Junior, Ph.D em Ciéncias Farmacéuticas, Maria de Fatima Vanderlei de Souza, Ph.D em
Quimica Orgénica e Rui Oliveira Macédo, Ph.D em Quimica Analitica. Sendo o primeiro,
integrante do corpo docente da Universidade Federal do Rio Grande do Norte; o segundo,
integrante do corpo docente da Universidade Federal de Campina Grande; o terceiro,
integrante do corpo docente do Centro Universitario Facisa; e os demais, integrantes do corpo
de pesquisadores da Universidade Federal da Paraiba. Dando inicio aos trabalhos, o
Presidente da Banca, professor Rui Oliveira Macédo, apés declarar os objetivos da reuniao,
apresentou a candidata Geovana Quixabeira Leite, a quem concedeu a palavra para que
dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado “Desenvolvimento
tecnoldgico e caracterizacdo da droga vegetal e dos extratos vegetais obtidos de Ziziphus
Jjoazeiro (Juazeiro)”. Apés discorrer sobre o referido tema durante cerca de cinquenta minutos,
a candidata foi arguida pelos Examinadores na forma Regimental. Em seguida, passou a
comissao, em carater secreto, a proceder a avaliagao e julgamento do trabalho, concluindo
por atribuir-lhe o conceito APROVADA. Em face da aprovacgao, declarou o Presidente, achar-
se a examinada Geovana Quixabeira Leite, legalmente habilitada a receber o Titulo de
“DOUTORA” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, na Area de Concentracao
Farmacoquimica, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direito,
a expedi¢ao do Diploma que a mesmo faz jus. Nada mais havendo a tratar, foi lavrada a
presente ata que é abaixo assinada pelos membros da Comisséao e pelo(a) discente.
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LEITE, G. Q. DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO E CARACTERIZACAO DA DROGA
VEGETAL E DOS EXTRATOS VEGETAIS OBTIDOS DE Ziziphus joazeiro Mart. (Juazeiro). Tese.
Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa -PB, 2023.

RESUMO

O Ziziphus joazeiro Mart. é arvore tipica do Nordeste brasileiro, com ampla distribuicéo
no bioma Caatinga, popularmente conhecida como juazeiro. Em virtude do alto teor de
saponinas presentes, o juazeiro € uma espécie de grande interesse para uso medicinal e
para as industrias produtoras de cosméticos, porém vem sofrendo intenso extratismo
vegetal. O objetivo deste estudo foi padronizar os extratos hidroalcdolicos e secos por
nebulizacdo dos individuos jovens coletados em diferentes periodos de cultivo e
individuo adulto, bem como aplicar no fitocosmético gel dentifricio, buscando obter uma
fonte alternativa de matéria-prima vegetal de interesse para a industria farmacéutica e
cosmeética preservando a espécie. Os extratos hidroalcdolicos dos individuos jovens e
adulto foram obtidos por maceracao em escala piloto, posteriormente, secos por aspersdo
utilizando o spray dried apresentando rendimento acima de 85%. Os método analiticos
para quantificacéo de saponinas- taninos e saponinas foram validados utilizando a técnica
espectrofotometria UV-Vis no comprimento de onda de 460 nm. Os parametros avaliados
seguiram a legislacéo vigente brasileira demonstrando a boa sensibilidade, precisdo e
robustez do método analitico, confirmando a adequabilidade para analises de rotina. Os
dados mostram que o conteldo do marcador majoritario presente no individuo jovem
cresce em funcdo do tempo, sendo a concentracdo de saponinas nos extratos do juazeiro
do individuo jovem, apds dezoito meses de cultivo, maior que o do individuo adulto. Com
base nisso, foi desenvolvida uma formulacdo de gel dentifricio a base de juazeiro 2,5%
utilizando o extrato seco do individuo jovem. Realizaram-se ensaios de controle de
qualidade e estudo de estabilidade preliminar durante 90 dias do gel dentifricio,
observando auséncia de alteracdes nas propriedades organolépticas e pH. Desta forma, a
droga vegetal proveniente dos individuos jovens do Z. joazeiro Mart. representa uma
excelente alternativa como insumo ativo farmacéutico na producgdo de fitocosméticos,

além de reduzir consideravelmente o extrativismo predatorio vegetal da espécime.

Palavras- chaves: Caatinga - Plantas Medicinais - Metabdlitos Secundéario - Validagdo

Analitica - Método Colorimétrico - Formulagéo



LEITE, G. Q. TECHNOLOGICAL DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF THE
VEGETABLE DRUG AND THE VEGETABLE EXTRACTS OBTAINED FROM Ziziphus joazeiro
Mart. (Juazeiro). Thesis. Federal University of Paraiba. Jodo Pessoa — PB, 2023.

ABSTRACT

Ziziphus joazeiro Mart. is a shrubby tree found in the Brazilian Northeast, with wide
distribution in the Caatinga biome, popularly known as juazeiro. Due to its high content
of saponins, the species is of great interest for medicine and cosmetics. The aim of this
study was to standardize the hydroalcoholic and dry extracts by nebulization of young
individuals collected in different periods of cultivation and adult individual, as well as to
apply in phytocosmetic toothpaste gel, seeking to obtain an alternative source of vegetable
raw material of interest to the pharmaceutical and cosmetic industry preserving the
species. The hydroalcoholic extracts of young and adult individuals were obtained by
pilot-scale macerated, subsequently dry by spray using dried spray presenting yield above
85%. The analytical methods for quantification of saponins- tannins and saponins were
validated using the UV-Vis spectrophotometry technique at 460 nm wavelength. The
validated parameters followed the brazilian current legislation demonstrating the good
sensitivity, accuracy and robustness of the analytical method, confirming the suitability
for routine analysis. The data show that the content of the majority marker present in the
young individual grows as a function of time, and the concentration of saponins in the
extracts of the juazeiro of the young individual, after eighteen months of cultivation,
higher than that of the adult individual. Based on this, a 2.5% juazeiro-based toothpaste
gel formulation was developed using the dry extract of the young individual. Quality
control assays and preliminary stability study were performed during 90 days of
toothpaste gel, observing the absence of changes in organoleptic properties and pH. Thus,
the plant drug from young individuals of Z. joazeiro Mart. represents an excellent
alternative as an active pharmaceutical input in the production of phytocosmetics, besides

considerably reducing the plant predatory extraction of the specimen.

Keywords: Medicinal Plants - Secondary Metabolitos - Analytical Validation -

Colorimetric Method - Formulation
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1 INTRODUCAO

A Caatinga trata-se do Unico Bioma exclusivamente brasileiro com ampla
biodiversidade, entretanto, possui baixo interesse para pesquisa e conservagdo, sendo o
terceiro bioma brasileiro que mais sofre degradacdo (SOUZA; ARTIGAS; LIMA, 2015).

O processo de desertificacdo da Caatinga ocorre pela pratica comum de
extrativismo predatorio que causa danos irreversiveis na biodiversidade da flora, alem de
acelerar a eros&o do solo e consequentemente gerar reducio na fertilidade (ARAUJO;
SOUSA, 2011; REIS et al.,2021). Entre as espécies de alta incidéncia no Nordeste
brasileiro e que sdo vulneraveis a desertificacdo destaca-se 0 Ziziphus joazeiro
(CORDEIRO et al., 2015).

Os Ziziphus joazeiro Mart. (recentemente classificado como Sarcomphalus
joazeiro Mart.) sdo arbustos que pertencem a familia das Rhamnaceae, popularmente
conhecida como “jud”, “juazeiro”, “joazeiro”, “jua-babdo” (HAUENSCHILD et al.,2015;
ANDRADE et al., 2019; SOUZA et. al., 2015). Caracterizado por sua capacidade de
resistir a longos periodos de seca, 0 Z. joazeiro Mart. permanece como arbusto verde,
chegando a viver até 100 anos (SILVA et al. 2016; REGO, 2019).

Estudos realizados com os extratos das folhas e cascas avaliando os aspectos
fitoquimicos desta populacdo, demonstraram a presenca de inimeros metabdlitos
secundaria, entre eles: saponinas, flavonoides, fendis, esteroides e triterpenoides
(NASCIMENTO; TORRES; MARQUES, 2016; BRITO et al., 2015). Em virtude do alto
teor de saponinas presentes tanto na casca como na folha, o juazeiro tem sido utilizado na
medicina popular para tratamento de seborreia e problemas gengivais, sendo de forte
interesse para fabricacdo de xampus, tonicos capilares e produtos para higiene bucal
(REGO, 2019).

Entretanto, o crescimento lento na fase adulta, ndo ultrapassando a marca de 1
metro por ano, além do extrativismo predatorio que pode levar a extingao da espécie, sdo
fatores que limitam a utilizagdo do juazeiro como insumo farmacéutico vegetal
(NASCIMENTO et al., 2020).

A extensa da biodiversidade da flora brasileira, associada ao consideravel
conhecimento da populacdo quanto o uso das plantas com finalidades medicinais,
representa um forte aliado para o desenvolvimento das inddstrias farmacéuticas de
fitomedicamentos e fitocosméticos (HASENCLEVER et al., 2017).
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O uso de fitocosméticos, ou seja, cosméticos que possuem como ingrediente ativo
farmacéutico um produto de origem animal ou vegetal, vem crescendo
significativamente, em virtude da busca da populacdo por um estilo de vida mais natural
e a crenca equivocada de que sdo produtos mais seguros. Entretanto, os cosméticos a base
de plantas devem seguir etapas de producdo que compreendem os estudos de pré-
formulacdo, desenvolvimento da preparacdo e estabilidade, assegurando a eficacia e
seguranga do produto final (ISAAC et al. 2008; AHMED et al. 2022;
MAHOMOODALLY; RAMJUTTUN, 2016).

Diante do potencial do juazeiro para industria de cosmético e visando oferecer
alternativas que reduzam o extrativismo predatorio do Z. joazeiro Mart., 0 presente estudo
objetivou realizar caracterizacdo fisico- quimica dos individuos jovens do joazeiro
coletados em diferentes estagios de crescimento, correlacionando com as propriedades do
individuo adulto. E posteriormente, desenvolver uma preparacdo farmacéutica de

fitocosmético tecnologicamente elaborada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SEMIARIDO BRASILEIRO E O BIOMA CAATINGA

O Semiarido brasileiro abrange todos os estados da regidao Nordeste, bem como
os estados de Minas Gerais e Espirito Santo, situados na regido Sudeste do Brasil.
Caracteriza-se pelo baixo indice de precipitacdo pluviométrico, com valores inferiores a
800 mm/ano, além do indice de aridez de Thornthwaite inferior a 0,50. Avaliando o déficit
hidrico todos os dias do ano, observa-se valores superiores a 60%
(SUPERINTENDECIA, 2021).

A regido citada anteriormente possui aspectos marcantes quanto a singularidade
e heterogeneidade das condigbes climaticas, topograficas, do solo e da vegetacao.
Entretanto, a caracteristica de maior destaque do semidrido trata-se do clima, possuindo
um regime pluviométrico com duas esta¢des bem marcantes: o inverno de curta duracéo
e 0 verdo de longa duragdo (MENDES, 1986). De acordo com Cavalcanti (2012), os
longos periodos de seca séo atribuidos ao fendmeno natural EI Nifio que gera prejuizos
consideraveis a populacédo da regido.

Os efeitos provenientes das oscilagdes climaticas nas bacias hidrograficas do
semiarido causam alteracOes significativas nos solos, o que gera impacto consideravel
nos processos agricolas e, consequentemente, na economia e qualidade de vida da
populacdo. Tal fato demonstra a urgéncia do desenvolvimento de estudos norteadores de
propostas que venham a contribuir com a gestdo ambiental das areas predispostas aos
processos de desertificacdo (LIMA; MAGALHAES, 2019; GARCIA et al., 2019).

Além dos fatores climaticos, as acdes humanas contribuem consideravelmente
para 0 processo de desertificacdo da vegetacdo, em virtude de exploracdo agricola
desenfreada e de forma inadequada. O cultivo agricola desordenado é datado desde o
periodo colonial brasileiro e mantém-se até a atualidade mesmo com a publicacéo da Lei
n° 12.651/2012, que dispde sobre a protecdo de vegetacdo nativa, sendo o semiarido
brasileiro uma area de preservacdo permanente (SOUZA; RODAL, 2010).

Segundo Travassos et al. (2013) poucas a¢des governamentais sdo implantadas
para frear o processo de desertificacdo da vegetacdo do semiarido, visualizando-se
politicas publicas com baixo investimento financeiro e mé gestdo organizacional dos
autores envolvidos. Entre os Biomas presentes nessa regido delimitada pela

Superintendéncia, cabe-se destacar o Bioma Caatinga com distribuicdo geografica
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exclusivamente brasileira e extensa biodiversidade bioldégica (MARENGO, 2008;
SAMPAIO et al., 2003).

Segundo dados publicados pelo Ministério do Meio Ambiente (2017), a
Caatinga ocupa uma faixa territorial superior a 826 mil km? que corresponde ao
equivalente de 12% do territdrio nacional, possuindo mais de 45% da sua area desmatada
no ano de 2011. Além disso, o baixo interesse para fins de pesquisas, investimento e
desvalorizacédo, fazem dele o menos conhecido da América do Sul (ANA, 2014).

O referido Bioma possui como caracteristica marcante a presenca de florestas
secas e vegetacdo arbustiva. Além disso, nos periodos de secas prolongas visualiza-se 0s
troncos e galhos na cor branco acinzentado em virtude da perda das folhas, tal fato da
origem o nome Caatinga, que do Tupi significa caa= mata e tinga= branca (SENA, 2011;
TABARELLI et al.,2018)

Registros apontam que a Caatinga vem sofrendo extensivo processo de
desertificacdo ao longo dos anos por agdes do homem ao realizar atividades agropastoris
e extrativistas com finalidade econdmica, 0 que causa impacto social, financeiro e
ambiental significativo (MARMONTEL; RODRIGUES, 2015; LACERDA; BARBOSA;
BARBOSA, 2007).

De acordo com Guedes et al. (2012) o estudo da composicéo e estrutura das
espécies endémicas da Caatinga contribui para o conhecimento dos aspectos ecolégicos,
fornecendo dados que podem facilitar o manejo e a utilizacéo sustentavel, além de prover
elementos para o desenvolvimento do Semiarido brasileiro (PAUPITZ, 2010).

O conhecimento etnobotanico representa uma promissora fonte de informagdes
para o desenvolvimento de produtos naturais. Vale salientar que o uso das espécies
endémicas da caatinga com finalidade medicinal séo relatados desde o inicio do processo
de exploracdo (TEIXEIRA, 2016). Segundo Drumond et al. (2000) muitas espécies sdo
utilizadas pela comunidade local como produtos medicamentosos e de higiene pessoal,
sendo explorado as folhas, cascas, frutos e raizes.

2.3 PRODUCAO VEGETAL

O termo producdo esta vinculado a tecnologia, automacao e mao de obra utilizados
para a obtencdo de produtos acabados. Assim, voltado para producgédo vegetal, pode-se
observar que estd relacionado também as propriedades potenciais da planta e sua

capacidade de responder a estimulos ambientais (SANAR, 2019).
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Segundo dados fornecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, o agronegocio é um dos grandes responsaveis pelo desenvolvimento da
economia brasileira, participando de até 24% do Produto Interno Bruto (PIB) (MAPA,
2017).

Entretanto, um dos grandes desafios enfrentados na producéo vegetal diz respeito
a sustentabilidade com reducdo de custos, além de aumentar a produtividade e a
rentabilidade. Entre as subareas da producéo vegetal cabe-se destacar: fertilidade do solo,
fruticultura, génese do solo, grandes culturas, manejo de pragas e plantas daninhas,
melhoramento genético, microbiologia do solo, nutricdo das plantas, producdo de
sementes e outros (UCEFF, 2019).

2.4 PLANTAS MEDICINAIS

Uma das mais antigas formas de praticas médicas da humanidade trata-se da
utilizacdo de plantas com finalidade medicinal para tratamento, cura e prevencao de
doencas. Nos dias atuais ainda é frequente a utilizacdo de plantas medicinais, em especial
no contexto de populacbes carentes ou de dificil acesso a centros de satude (JUNIOR,;
PINTO, 2005; MACIEL; PINTO; JUNIOR, 2002).

Os conhecimentos adquiridos com as experiéncias obtidas por meio do uso das
plantas medicinais séo passados de geragdo para geragéo, gerando dados que configuram
uma importante fonte de obtencdo de novos compostos bioativos para tratamento de
doencas. Outro fator que causa a aceitabilidade do uso de plantas medicinais pela
populacdo diz respeito a crenca equivocada sobre a inexisténcia de reacBes adversas e
toxicidade por serem de origem natural (SILVA; ALMEIDA, 2020; GROSS et al., 2019).

A grande biodiversidade vegetal do territorio brasileiro configura um potencial
estimulante para o desenvolvimento da pratica de utilizacdo de plantas com fins
medicinais. Além disso, outro fator relevante trata- se dos incentivos governamentais do
Ministério da Saude através da publicacdo da Portaria n® 971 em 03 de Maio de 2006, que
incluiu o uso de plantas medicinais e fitoterapia como Politica Nacional de Préaticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL,
2014; BRASIL, 2006).

Inimeros estudos divulgados na literatura reportam a utilizacdo de espécies
vegetais da regido Nordeste para tratamento de doencas (MARREIROS et al., 2015;
NASCIMENTO- JUNIOR et al., 2021; VIRGINIO et al., 2018; ALVES; MEIRELES;
LEMOS, 2017; RODRIGUES; ANDRADE, 2014; MOSCA; LOIOLA, 2009).
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Entre as arvores tipicas do Nordeste brasileiro, utilizada na medicina popular com
ampla distribuicdo no Bioma Caatinga, cabe-se destacar o género Ziziphus que pertence

a familia das Rhamnaceae, sendo popularmente conhecida como “jua”, “juazeiro”,

“joazeiro”, “jua-babdo” (ANDRADE et. al., 2019; SOUZA et. al., 2015).

2.5 Ziziphus joazeiro consideracdes gerais
A familia das Rhamnaceae possui cerca de 58 géneros e 900 espécies com vasta

distribuicdo nas regides tropicais, podendo ocorrer também em algumas regides de clima
temperado. No Brasil, por sua vez, apresenta 13 géneros e 48 espécies dessa familia nos
diferentes biomas (LIMA E GIULIETTE, 2014).

As plantas do género Ziziphus pertencente a familia das Rhamnaceae e possuem
distribuicdo cosmopolita, sendo catalogadas mais de 58 espécies pertencentes a esse
género. Entre elas, cabe destacar o Ziziphus joazeiro Mart. com forte impacto
socioecondmico encontrado nos paises da América do Sul, em especial Brasil e Paraguai
(The List Plant, 2013; MAAINDEN et. al., 2019).

As arvores do Z. joazeiro Mart. na fase adulta podem atingir até 16 metros de
altura com tronco reto ou tortuoso, apresentando bastantes ramos separados. As folhas,
por sua vez, possuem formado ovalado ou eliptico, medindo cerva de 3 a 10 centimetros
de comprimento (cm) por 2 a 6 cm de largura. As flores apresentam-se com pequenas
dimensGes de coloracdo amarelo- esverdeada (CARVALHO, 2007).

As folhas e frutos configuram- se como um recurso valioso nos periodos de seca
do Nordeste brasileiro por serem utilizados para alimentar os animais. Além disso, a casca
possui alto teor de saponinas gerando formacdo de espuma com pouca quantidade de
agua, servindo na producdo de sabdo e produtos de higiene pessoal (ARAUJO et al.
2015).

Conhecido quanto o uso popular, o juazeiro tem aplicacdo para o tratamento de
tosse, asma, febre, males intestinais, gengivite, complicacBes fungicas com surgimento
de dermatites e micoses, sendo as partes mais utilizadas a casca, entrecasca e folhas
preparados na forma de lambedor, xarope ou chd (MAGALHAES; BANDEIRA;
MONTEIRO, 2020; CRUZ et al., 2007).

Um levantamento etnofarmacoldgico realizado por Oliveira (2015) no municipio
de Cuité (Paraiba), buscou identificar quais plantas eram mais citadas para o tratamento

de micoses superficiais. Os dados mostraram que mais de 74% dos 116 individuos
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entrevistados, na faixa etaria de 14 a 84 anos, apontaram 0 juazeiro como primeira
escolha.

Rego (2019) desenvolveu um estudo na cidade de Serra Verde, estado do
Pernambuco, com a finalidade de investigar a utilizacdo do juazeiro na comunidade local.
Os dados obtidos apontam que 82% dos entrevistados utilizavam o juazeiro com
finalidade terapéutica, sendo a raspa a parte mais citada para a producdo de xarope

antitussigeno.

2.5.1 Atividades biologicas descritas para a espécie

Brito et al. (2014) utilizaram um p0 liofilizado partindo do extrato hidroalc6olico
proveniente das folhas do Z. joazeiro Mart. para proceder com os ensaios farmacoldgicos.
Os autores avaliaram atividade antioxidante, antimicrobiana, antiparasitaria e
citotoxicidade.

Melo et al. (2012) obtiveram os extratos hidroalcéolicos obtidos das partes
aéreas do Z. joazeiro Mart.: casca do caule, folhas e frutos por maceracdo durante 7 dias
e posteriormente, avaliaram utilizaram o método de difusdo em &gar para investigar a
atividade antimicrobiana dos extratos contra leveduras, microorganismos gram-positivo,
gram-negativo e Mycobacterium bovis. O estudo observou que o extrato hidroalcoolico
proveniente da casca do caule possuia maior atividade antimicrobiana quando comparada
as outras partes aéreas do Z. joazeiro Mart, apresentando atividade frente a Bacillus

subtilis, Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa.

2.5.2 Atividade antifungica
Um estudo avaliou a atividade antifangica dos extratos aquosos do Z. joazeiro

Mart frente a cinco espécies de fungos patégenos: Candida albicans (ATCC18804),
Candida guilliermondii (ATCC6260), e estirpes clinicas de Trichophyton rubrum,
Candida guilliermondii, Fonsecaea pedrosoi e Cryptococcus neoformans. Os autores
observaram que apenas 0 extrato aquoso obtido por infusdo apresentava significativa
atividade antifangica, podendo ser justificado com base na parte da planta utilizada para
obtencéo do extrato (CRUZ et al. 2007).
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2.5.3 Atividade antiparasitaria
Ao analisar a atividade antiparasitaria dos extratos salinos da folha do Z. joazeiro

Mart. sob ovos de parasitas gastrointestinais de caprino verificou-se uma capacidade de
inibicdo de eclosdo dos ovos de forma dose- dependente. Os ovos foram incubados a 27
°C por 24horas em pocos contendo solucdo salina de Z. joazeiro Mart. em diferentes
concentragdes: 20,28; 10,14; 5,07; 2,53 mg/mL, sendo a maior concentracdo avaliada a

que causou maior porcentagem de inibicéo de ecloséo dos ovos (BARBOSA, 2019).

2.5.4 Avaliagdo toxicologica
Em um estudo, avaliou-se o potencial toxicoldgico das solugdes salinas da folha

do Z. joazeiro Mart. O ensaio foi conduzido em pocos contendo nauplios eclodidos de
Artemia salina, 100 pL de solucdo de cultivo de A. salina e 400 pL das solucGes salinas
de Z. joazeiro Mart. em diferentes concentracfes. O estudo visualizou uma concentragéo
letal média (CL50) de 10,14mg/mL que é superior a concentracdo do farmaco que induz
metade do efeito maximo, sugerindo que a referida concentracdo pode ser utilizada no
esquema terapéutico para A. salina (BARBOSA, 2019).

2.5.5 Atividade do potencial mutagénico
O extrato glicélico proveniente da casca do Z. joazeiro Mart. foi utilizado para

avaliacdo da sua capacidade mutagénica (castrogenicidade/aneugenicidade) por meio do
método de micronudcleos em medula 6ssea de camundongos. O estudo foi conduzido
avaliando-se 0s animais ap0s 24- 48horas de exposicdo ao controle positivo
(doxorrubicina e N-nitroso-N-etilureia), controle negativo (15 mM NaCl), bem como
apos o tratamento com o extrato glicdlico. A auséncia de mutagenicidade e toxicidade foi
observada nos ensaios de antimutagenicidade, sugerindo que os compostos fitoquimicos
presentes no Z. joazeiro Mart. reduzem a mutagenicidade ocasionada pela doxorrubicina
(BORIOLLO et al., 2014).

Por sua vez, Resende et al. (2009) avaliaram a capacidade mutagénica e
antimutagénica dos extratos hidroalcéolicos do Z. joazeiro Mart. Os autores utilizaram
seis grupos experimentais de camundongos: 500, 1000, 1500 e 2000 mh/Kg; 2000mg/Kg
+ 50mg/Kg N-Nitroso-N-ethylurea (NEU); 2000mg/Kg + 5mg/Kg Doxorrubicina
(DXR). Além dos controles negativos (NaCl 0,9%) e controle positivo (NEU; DXR). A
avaliacdo dos eritrocitos policromaticos micronucleados sugeriu a auséncia do potencial
mutagénico e uma discreta tendéncia antimutagénica dos extratos quando associado com

doxorrubicina.
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2.5.6 Constituintes quimicos
Um estudo realizado por Higuchi et al. (1984) realizou o isolamento e

caracterizagdo dos metabolitos secundarios presentes na casca do Ziziphus joazeiro Mart.
Os autores identificaram a presenca de trés saponinas triterpénicas inéditas que possuiam
como diferencas principais a porcao glicidica. A jujubogenina foi a primeira saponina
isolada, que esta ligada a - D- glicopiranose ( molécula de glicose), a-L-arabinofuranose
e a-L-arabinopiranose. As outras duas moléculas de saponinas isoladas e caracterizadas
foram uma jujubogenina ligada a uma porc¢éo glicidica que apresenta a porcdo glicona
monosulfatada, a 4’°’-O-sulfato, e uma jujubogenina com a porcad glicona disulfatada
(3”’,4”°’-di-O-sulfato).

Em seguida, um estudo desenvolvido por Barbosa-Filho, Trigueiro e
Bhattacharyya (1985) investigou os metabdlitos secundarios presentes na casca do caule
apos extracdo utilizando cloroférmio e metanol. Os pesquisadores avaliaram a fracdo
cloroférmica por meio da técnica de cromatografia liquida em coluna e a fracdo
metandlica por cromatografia em gel de filtragdo. Os processos extrativos isolaram da
casca do caule do Z. joazeiro Mart. acido oleandico, &cido betulinico e uma saponina que
guando submetida a hidrdlise acida fornecia lactona ebilin.

Kato et al. (1997) seguindo as etapas do processo de extracdo, isolamento e
purificacdo conseguiram identificar lupeol, acido betulinico, cafeina e estearato de
glicerila das cascas do caule do Z. joazeiro Mart. utilizando técnicas espectroscopicas
convencionais e cromatografia.

Em 1999, um novo estudo foi desenvolvido visando realizar investigacao
fitoquimica da casca do caule do Z. joazeiro Mart. As rapas das cascas foram submetidas
a subsequentes etapas de percolagdo com n-hexano, diclorometano, metanol e metanol:
agua (70:30), e posteriormente analisadas por cromatografia em coluna. O estudo
identificou a presenca de 3 compostos ja conhecidos (acido betulinico, ursélico e
alfitélico) e 3 novos compostos, sendo eles: acido betulinico 7-3-O-(4-hidroxibenzoiloxi),
acido betulinico 7-B-O-(4-hidroxi-3’-metoxibenzoiloxi) e &cido betulinico 27-O-(4-
hidroxi-3’-metoxibenzoiloxi). Em seguida, 0os mesmos autores isolaram da casca 4
saponinas triterpénicas, sendo 3 delas inéditas na literatura (SCHUHLY et al., 1999;
SCHUHLY et al., 2000).

Ao longo do tempo, as pesquisas fitoquimicas dos metabdlitos secundarios
presentes no Z. joazeiro Mart. eram direcionadas para as cascas do caule. Entretanto,

estudos preliminares foram evoluindo ao longo dos anos visando identificar e caracterizar
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0s metabolitos presentes nas folhas, frutos e sementes. Silva (2018) realizou um paralelo
comparativo entre os extratos metanolicos provenientes das folhas e caules dos individuos
jovens e adultos, utilizando cromatografia em camada delgada. O autor identificou a
presenca de saponinas, mono e sesquiterpenos, e esteroides em todas as partes analisadas.
Além disso, visualizou que apenas as folhas apresentavam flavonoides, assim como,
apenas o caule da parte adulta possuia derivados de acido cinamico e cumarinas.

Seguindo as analises preliminares, Melo et al. (2012) investigou o perfil
fitoquimico dos extratos etandlicos das folhas, frutos e caule. Os autores identificaram a
presenca de saponinas, terpenos, esteroides na casca e alcaloides, saponinas, taninos,
terpenos e esteroides na folha.

Brito et al. (2014) preparam um extrato hidroalcdolico das folhas do Z. joazeiro

Mart. por maceracdo e, em seguida, realizaram a caracterizacdo fitoquimica para
determinar a presenca metabolitos secundarios baseando-se em leituras colorimétricas e
formacéo de precipitados. Posteriormente, quantificaram a composi¢do dos constituintes
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de fotodiodo.
A triagem fitoquimica verificou a presenca de saponinas, flavonoides, taninos e fendis no
extrato hidroalcoolico das folhas do Z. joazeiro Mart. A analise quimica por meio de
cromatografia liquida revelou a presenca de &cido galico, catequina, acido clorogénico,
acido cafeico, acido elagico, epicatequina, rutina, isoquercetina, quercetina e canferol.

2.6 CONTROLE DE QUALIDADE DE MATERIA-PRIMA VEGETAL

O controle de qualidade das matérias-primas e preparacGes farmacéuticas € um
conjunto de procedimentos que devem ser realizados ndo somente no produto acabado,
bem como durante todo o processo de producdo (PINTO, 2014).

No processo de producdo de medicamentos fitoterapicos € imprescindivel manter a
integridade quimica dos metabdlitos secundarios, fim de garantir a eficacia terapéutica.
Aspectos como granulometria dos poés, técnicas de secagem, sistemas de solventes
influenciam consideravelmente na estabilidade e qualidade do produto final obtido
(CUINICA; MACEDO, 2019).

Na literatura diversos estudos reportam a utilizacdo de métodos analiticos para
auxiliar no desenvolvimento tecnoldgico e avaliagdo da qualidade de matérias-primas
vegetais com potencial atividade terapéutica comprovada (CARTAXO- FURTADO et
al., 2019; ANDRADE et al., 2019b; GUIMARAES et al, 2018; LEITE et al., 2017;
PEREIRA et al., 2017).
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Fernandes e colaboradores (2018), realizaram o controle de qualidade das folhas
Spondias dulcis fornecendo informagOes acerca de identificacdo e caracterizagdo
fitoquimica do material vegetal para futuros estudos no que desrespeito ao
desenvolvimento de um novo fitoterapico.

Cuinica e Macedo (2019) avaliaram a influéncia dos processos tecnoldgicos para
obtencdo de farmacos da planta medicinal Urtica dioica L. Os autores investigaram a
influéncia de dois diferentes processos de secagem para obtencdo dos extratos secos:
spray-dried e estufa. Além disso, avaliaram as caracteristicas tecnoldgicas das amostras
em diferentes tamanhos de particulas utilizando termogravimetria, analise térmica
diferencial e cromatografia gasosa acoplada. O estudo evidenciou que 0s extratos secos
por aspersédo levaram maior tempo para que houvesse 5% de degradacéo, caracterizando
uma maior estabilidade. O inverso foi visualizado para aqueles que possuiam menor

tamanho de particula, havendo degradacdo mais rapida.

2.6. Processos de secagem
Os extratos secos possuem maior estabilidade quimica, fisico-quimica e

microbioldgica, além de maior concentracdo dos metabolitos secundéarios, se comparados
aos extratos liquidos. Além disso, possuem como vantagens a facilidade de padronizagéo
e adequacdo para o desenvolvimento de formas farmacéuticas tais como comprimidos,
capsulas, granulados, pomadas, géis, ou como produto intermediario (CORDEIRO,
2000).

Os compéndios oficiais descrevem que 0s extratos secos sao preparacoes solidas
com caracteristicas pulverulentas ou granuladas, provenientes da evaporacdo dos
solventes presentes nos extratos de plantas medicinais, com adi¢do ou ndo de adjuvantes.
Entre as principais técnicas utilizadas para obtengdo dos extratos secos tem-se a
liofilizacdo, evaporacao rotativa e por spray-dryer (RUNHA et al., 2001; SILVA et al.,
2012).

2.6.1 Secagem por aspersao e aplicacdo em plantas medicinais
A secagem por aspersao caracteriza-se por promover a secagem das amostras no

estado fluido por meio de altas temperaturas transformando-as em pd, sendo também
denominada de secagem por atomizacao ou por nebulizacéo.
O processo de secagem consiste basicamente em 5 etapas caracteristicas. A

primeira etapa trata-se da preparacdo da amostra que normalmente encontra-se
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concentrada para ser inserida no secador por aspersdo. Posteriormente, a etapa de
aspersao, onde seleciona-se as condi¢Ges necessarias de operacdo para realizacdo da
terceira etapa que consiste na introducédo do liquido no atomizador para entrar em contato
com o ar quente. A quarta e quinta etapa fundamentam-se na secagem do material e em
seguida a separacdo com auxilio do ciclone (SOUZA et al.,2013).

Algumas variaveis influenciam significativamente o rendimento do produto
seco, sendo elas: temperatura de entrada do ar de secagem, bem como a vazéo do ar e do
liquido, além da pressdo de atomizacdo. Por outro lado, alguns pardmetros podem ser
modificatos pelo analista visando otimizacdo do processo, tais como temperatura de saida
do ar e 0 tamanho da goticula gerada (CAL; SOLLOHUB,2010).

A secagem por aspersdo representa uma estratégia vantajosa para industria
farmacéutica na producdo de matéria-prima e desenvolvimento de farmacos por se tratar
de uma operacdo versatil, simples e robusta (RE et al., 2007). Por meio dessa tecnologia
pode-se ter um maior controle no tamanho da particula gerada, grau de cristalidade, bem
como a umidade e solvente residual (PATIL et al., 2016).

A tecnologia de secagem por nebulizacdo tem sido usada com frequéncia na
producdo de extratos seco a partir de extratos fluidos provenientes de drogas vegetais
(SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2007).

Um estudo realizado por Ravazoli (2019) obteve extrato seco a partir das folhas
de Mouriri pusa Gardner (Melastomataceae) e posteriormente realizou a caracterizacdo
selecionando flavonoides como marcadores de interesse. O autor avaliou a influéncia do
fluxo de alimentacg&o, concentracdo do adjuvante farmacéutico e temperatura de entrada
no rendimento, umidade e concentracdo dos flavonoides. Ao final concluiram que uma
temperatura de entrada de 160°C com 50% de aerosil e fluxo de alimentacdo de
6mL/minutos obtinha um extrado seco com rendimento superior a 75% e teor de
flavonoides de 0,71%.

Junior et al. (2006) partiu de um extrado fluido de Symphytum officinale L. para
obter um extrato seco por aspersao e posteriormente, realizou caracterizacdo fisico-
quimica utilizando técnicas termigravimetrica, espectrofotométrica e cromatografica. Os
autores identificaram que a melhor concentragdo do adjuvante farmacéutico
hidroetilcelulose era de 1,5%, além de visualizar que o processo de secagem nao interferia
nos constituintes do extrato seco quando comparado com o extrato fluido.

Vasconselos et al. (2005) avaliou a influencia da temperatura de entrada e

concentracdo do adjuvante farmacéutico, didxido de silicio coloidal, na obtencdo dos
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extratos secos de Schinus terebinthifolius Raddi. Os autores identificaram que a medida
que se aumentava a temperatura de entrada e a concentracdo do adjuvante farmacéutico
ocorria uma redugdo na umidade residual e consequentemente, na higroscopicidade. Ao
final do estudo, estabeleceram que 140°C e 30% de didxido de silicio coloidal

representavam as condicdes ideias, obtem extratos com rendimento superior a 70%.

2.7 Validagédo de Métodos Analiticos
De acordo com a resolugéo vigente no Brasil, a RDC n° 166, publicada em 24 de

Julho de 2017, a validagdo de um método analitico refere-se a uma avaliagdo sistematica
por meio de ensaios que objetiva garantir que o método proposto apresenta conformidade
aos requisitos ao qual se destina (BRASIL, 2017).

Entre os parametros analiticos que devem ser avaliados para garantir a validacdo
do método tem-se a seletividade, linearidade e intervalo, efeito da matriz, precisdo que se
subdivide em repetibilidade e precisdo intermediaria, exatiddo, robustez, limites de
quantificacdo e deteccdo, e o teste de adequabilidade do sistema (RIBANI et al., 2004;
ICH, 2005 ; HAECKEL; SONNTAG, 2012; BONFILIO et al., 2012; BRASIL, 2017).

A seletividade caracteriza-se pela capacidade do método analitico identificar e
quantificar o analito de interesse na presenca de outros constituintes da amostra analisada,
quer seja impureza, produto de degradacdo ou até mesmo outros compostos que fazem
parte da matriz (BRASIL, 2017).

O poder de obter uma resposta analitica diretamente proporcional a concentracao
do analito de interesse presente na amostra trata-se da lineraridade, que deve ser avaliada
também quanto os coeficientes de determinacdo e correlacdo, homoscedasticidade e
distribuicdo dos residuos. Por meio da equacéo da reta gerada com o modelo de regressao
linear pode-se calcular os limites de detecgdo e quantificacdo ( BRASIL, 2017; ICH,
2005).

Os limites de deteccdo e quantificacdo representam a menor concentragdo que o
analito de interesse pode ser detectado e quantificado, respectivamente. Como mecionado
anteriormente, podem ser estimado utilizando as informacdes provenientes do parametro
da linearidade, tais como inclinacdo da curva e o desvio. Entretanto, faz-se necessério
andlises experimentais para confirmacdo dos valores encontrados (RIBANI et al.,2004;
BRASIL, 2017; AMARANTE et al.,2001).
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Conforme a legislacdo brasileira vigente, o pardmetro da precisdo mede a
proximidade dos resultados gerados com amostras independentes que podem ser
analisadas em dias consecutivos por diferentes analistas. A precisdo subdivide-se em
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (BETZ; BROWN; ROMAN,
2011; SILVA et al., 2014). A repetibilidade avalia a proximidade dos resultados em um
curto intervalo de tempo com analises realizadas em um mesmo dia, j& a precisdo
intermediaria avalia as variagdes existentes quando muda-se 0 ambiente ou o analista. A
reprodutibilidade, por sua vez, é recomendada quando realiza-se transferéncia de
tecnologia entre diferentes laboratérios (BRASIL, 2017).

A medicdo entre concentracdo teorica e concentra¢do experimental expressa em
porcentagem de recuperacdo trata-se da avaliacdo do parametro da exatiddo. A resolucéo
preconiza que seja realiza em trés niveis de concentracdo ( baixo, médio e alto) com
adicdo de uma concentracdo conhecida da substancia quimica de referéncia (BRASIL,
2017).

Por fim, o parametro da robustez pode ainda ser avaliado na etapa inicial de
desenvolvimento do método, visto que ele avalia a capacidade do método analitico em
resistir a pequenas mudancas ocasionadas deliberadamente. Algumas modificacbes sao
sugeridas pela legislacdo brasileira, tais como mudanca de pH, fluxo de fase movel,
modificag¢do nos fornecedores do reagentes, entre outros (BRASIL, 2017).

2.7.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel
Segundo a Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo, as técnicas espectrofotométricas

fundamentam-se na absorcdo de energia eletromagnética por moléculas, que sofre
influéncia da concentracdo presente na amostra e das estruturas quimicas relacionadas.
Essas técnicas sdo caracterizadas com base na frequéncia da energia eletromagnética
aplicada, podendo ser ultravioleta, visivel e infravermelho. As regides do ultravioleta
(UV) e do visivel (Vis) apresentam faixas de comprimento de onda de energia
eletromagnética entre 100-380 nanométro e 380-780 nanométros, respectivamente
(BRASIL, 2019).

A espectrofotometria de absor¢do UV-Vis possui ampla aplicacdo em
laboratdrios de analises fisicas, quimicas, bioldgicas e farmacoldgicas, além de apresentar

como caracteristicas vantajosas marcantes a facilidade de operagdo, obtencdo de
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resultados confiaveis e de facil interpretacdo, bem como ser utilizado para analises
quantitativas (GALO; COLOMBO, 2009).

Paralelamente, vale salientar que a literatura reporta inimeros estudos com a
aplicacdo da espectrofotometria UV-Vis na realizacdo do controle de qualidade e
determinacéo de metabolitos secundarios presentes em drogas vegetais, extratos fluidos
e secos (MARQUES et al., 2012; SOUSA et al., 2007; SILVA et al., 2013; VIGO et al.,
2003).

Gomes et al. (2021) desenvolveu uma metodologia analitica de quantificacao de
equivalente de acidos tanicos por espectrofotometria Uv-Vis em extratos hidroalcoolicos
de folhas de Syzygium cumini L. Skeels. Os autores selecionaram o comprimento de onda
de 706nm para conduzir as analises dos parametros de seletividade, linearidade, limites
de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez. Ao final do estudo,
conseguiram propor a metodologia avaliada como adequada para padronizacdo e
caracterizacdo de drogas vegetias.

Em um outro estudo, foi proposta uma metodologia analitica de quantificacao
de taninos presentes nas partes aéreas e periderme do caule de Sideroxylon obtusifolium
(Roem. & Schult.) T. D. Penn por espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel.
Os autores seguiram a validacdo do método analitico com base nos parametros
preconizados pela legislacdo vigente no Brasil, RDC n° 166/2017, e obtiveram resultados
satisfatorios, propondo uma metodologia rapida e de facil interpretacdo para
quantificacdo do metabdlito secundario em diferentes partes da planta utilizando
espectrofotometro UV-Vis (GOMES et al., 2021).

2.7.2 Saponinas e método espectrofotometrico para quantificacao
As saponinas representam uma importantissima classe de metabolitos

secundarios presentes no reino vegetal em virtude de suas atividades biologicas e
capacidade de formar espuma em solucdes aquosas (SCHENKEL et al.,2003). Elas
podem ser classificadas em dois grupos conforme a natureza do esqueledo da porcao
aglicona, sendo saponinas esteroidais e triterpénicas, com ampla distribuicdo nas
angiospermas mono e dicotiledéneas, respectivamente (SPARG; LIGHT; STADEN,
2004).

O nucleo terpendide é sintetizado pela via do acido mevaldnico a partir da
unidade do isopentenildifosfato, sendo a quantidade do nimero de carbonos norteador
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para classificacdo, aqueles com 10 carbonos séo classificados como monoterpenos, 15
carbonos sesquiterpenos e 30 carbonos os triterpenos. Tanto as saponinas triterpénicas,
como as esteroidais, sdo derivadas do precursor comum, o oxidoesqualeno de 30
carbonos. Entretanto, as saponinas esteroidais possuem trés grupos metil a menos que as
triterpénicas, possuindo apenas 27 carbonos (VINCKEN et al., 2007).

Dentre as inumeras atividades das saponinas descritas na literatura, cabe-se
destacar a atividade imunomodulatoria, anti-inflamatoria, antibacteriana, antioxidade e
citotoxica (POTHIARAJ et al.,2022; CHANG et al., 2023; WEI et al., 2022).

Paralelamente, vale salientar que as saponinas possuem como propriedade
marcante a capacidade de desenvolver espuma quando adicionadas em solugdes aquosas,
em virtude da presenca de uma porcao aglicona apolar e um agulcar polar (BISWAS;
DWIVEDI, 2019). Com base nas inumeras aplicacGes reportadas, bem como a
abundancia nas espécies vegetais, as saponinas sdo de grande interesse para a industria
farmacéutica, de alimentos e cosméticos (MOSES et al., 2014; WYKOWSKI, 2012).

O procedimento prévio a quantificacdo de saponinas presentes em material
vegetal trata-se da verificacdo da formacdo de espumas. Inicialmente, deve-se adicionar
o material em um tubo de ensaio contendo agua destilada e realizar agitacao vigorosa por
2 minutos. Havendo o surgimento de espuma persistente na superficie do liquido por 15
minutos, pode-se inferir que ha presenca de saponinas no material vegetal analisado
(NCUBE et al., 2011). Métodos espectrofotométricos e cromatograficos sdo utilizados
rotineiramente para realizacdo da quantificacdo de saponinas (CHEOCK; SALMAN;
SULAIMAN et al., 2014) .

Os métodos espectrofotométricos apresentem como vantagens a simplicidade e
facilidade de realizacdo, além de fornecer resultados rapidos e com baixo custo, sendo
possivel determinar o conteldo total de saponinas presentes em matrizes vegetais por
meio do ensaio acido sulfdrico- vanilina (LI et al., 2010).

O principio bésico do ensaio acido sulfurico-vanilina caracteriza-se pela reacdo
de oxidacdo da vanilina com as saponinas, enquanto que o acido sulfdrico atua como
oxidante que ao final do processo reacional ira desenvolver a coloragdo roxa (LI et al.
2010; HIAIL; OURA; HAKAIJIMA, 1976). Alguns estudos apontam a utilizacdo de outro
agente para atuar como oxidante no meio reacional, sendo o mais utilizado o acido
percldrico (CHEN et al., 2007; LI et al., 2010; WU et al.,2001). Entretanto, a literatura

ndo aponta uma padronizacdo quanto o tempo e temperatura para desenvolvimento do
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processo reacional, bem como os padrées, reagentes e comprimento de onda que devem
selecionados.

A literatura aponta outro método espectrofotométrico para determinacdo de
saponinas em material vegetal, 0 método hemolitico (BARVE; LADDHA; JAYAKUMA,
2010). O fundamento baseia-se na reacdo de um reagente de sangue com as saponinas
presentes no material analisado, liberando oxi-hemoglobina no meio reacional que é
responsadvel por desenvolvimento de coloragdo caracteristica mensurdvel no
espectrometria (HABICHT et al.,2011)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar a droga vegetal e 0 insumo ativo farmacéutico proveniente do individuo jovem

do Ziziphus joazeiro Mart. e sua aplicagdo no produto farmacéutico tecnoldgico

elaborado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar e pulverizar as drogas vegetais pulverizadas dos individuos novos em
diferentes estagios de crescimento, bem como o individuo adulto fornecidas pela
Fundacdo de Apoio a Biotecnologia e Inovacdo Tecnologica em Saude do
municipio de Serra Branca- Paraiba;

Obter os extratos hidroalcdolicos dos individuos jovens e adulto pela técnica de
maceracao;

Realizar caracterizacao fisico- quimica dos extratos hidroalcoolicos;
Desenvolver e validar metodologia de quantificagdo de saponinas- taninos e
saponinas totais por espectrofotometria UV/Vis;

Correlacionar o contetdo do marcador majoritario no individuo jovem com o da
espécime adulta;

Obter os extratos secos dos individuos jovens e adulto por spray dried.
Determinar o contetido de saponinas por espectrofotometria UV/Vis;

Propor uma preparacdo farmacéutica de gel dentrificio a base de Ziziphus joazeiro
Mart.;

Determinar o contetdo do marcador majoritdrio no gel dentrificio por

espectrofotometria UV/Vis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS
A Tabela 01 apresenta a lista de reagentes utilizados durante o desenvolvimento

e validagdo dos métodos analiticos para quantificacdo de saponinas e taninos presentes
no Z. joazeiro Mart.

Tabela 1 - Lista de substancias quimicas e reagentes utilizados no estudo.

Reagentes/Substancias Lote Fornecedor Aplicacao
Formagdo do complexo
Acetato de Sodio 27220 Alphatec tanino-proteina
Reacdo de quantificacdo de
Acido Sulfurico PMA067115 Qhemis saponinas e taninos
Formagdo do complexo
Albumina Humana 20% 2564825 GSL Behring tanino-proteina
Formagdo do complexo
Cloreto de Sodio 2005004R Neon tanino-proteina
Reacdo de quantificacdo de
Diosgenina (SQR)* SLBV7807 Sigma saponinas e taninos
Obtencéo dos extratos
Etanol 49050 Quimidrol
Reacdo de quantificacdo de
Metanol 00217986 Qhemis saponinas e taninos
Reacdo de quantificacdo de
Vanilina 36356 Neon saponinas e taninos

* SQR substancia quimica de referéncia
As matérias-primas utilizadas para o desenvolvimento da preparacdo
farmacéutica, gel dentifricio, estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2- Matérias-primas utilizadas no desenvolvimento das formulagdes propostas do
estudo.

Classe Terapéutica ou Classificacdo Adjuvante

Extrato Seco Z. joazeiro Ingrediente Ativo Farmacéutico
Carboximetilcelulose Geleificante, Espessante
Glicerina Umectante

Lauril Sulfato de Sédio Tensoativo

Sacarina Sédica Edulcorante

Oléo Essencial Alecrim Flavorizante

Pimenta

Os excipientes farmacéuticos utilizados para o desenvolvimento da formulagéo
propostas foram selecionados baseados na preparacdo farmacéutica descrita no

Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira, 22 edicdo. A formulacdo selecionada
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para incorporacgéo do extrato seco de Z. joazeiro Mart. foi gel dentifricio, sendo realizadas
modifica¢bes que melhor atendessem as caracteristicas tecnoldgicas do produto final.

A preparagdo farmacéutica desenvolvida seguiu os parametros preconizados pela
RDC n° 301, de 21 de Agosto de 2019, que dispde das diretrizes gerais de Boas Préaticas

de Fabricacdo de Medicamentos.

4.2 METODOS

O desenvolvimento do presente estudo seguiu baseando- se no processo de
producdo representativo e reprodutivo de um lote de producdo em escala ampliada, ou
seja, a producéo dos lotes de extratos do Ziziphus joazeiro Mart. foram realizados em
escala piloto, buscando avaliar de forma criteriosa as caracteristicas e a qualidade dos
produtos obtidos. Além disso, foi possivel determinar pontos criticos durante todo o

processo de desenvolvimento e producéo.

4.2.1 Obtencdo do Material Vegetal

As drogas vegetais pulverizadas foram fornecidas pela Fundacdo de Apoio a
Biotecnologia e Inovacdo Tecnoldgica em Saude (FUNBITS). Os individuos jovens do
Ziziphus joazeiro foram coletadas no Sitio Queimada, municipio de Serra Branca (7° 30’
16,66" S 36° 42' 01,00" O), situado no estado da Paraiba, com a primeira coleta realizada
em Marco de 2020 e as subsequentes respeitando um intervalo de seis meses entre elas,
até completar dezoito meses. A fim de realizar um paralelo comparativo do teor de
saponinas presentes nos individuos jovens e adulto de Ziziphus joazeiro Mart., foi
realizada coleta do individuo adulto na mesma regido citada anteriormente.

A FUNBITS forneceu os Lotes 01, 02, 03 e Adulto nos periodos contantes na
Tabela 3.

Tabela 3 — Nomenclatura adotada para diferenciacdo dos materiais vegetais e a respectiva
data de coleta.

DATA DA COLETA MATERIAL VEGETAL
Margo/2020 LOTEO1
Agosto/2020 LOTEO02

Fevereiro/2021 LOTEQ3

Margo/ 2021 ADULTO




38

Apobs a coleta, o material vegetal foi higienizado com hipoclorito de sédio a 2,5%
por 10 minutos e em seguida lavado com agua destilada, objetivando a retirada de
materiais estranhos. Posteriormente, o material vegetal foi seco em estufa de circulagdo
de ar com temperatura controlada de 40 £ 2 °C por trés dias. Apds a secagem, foi triturado
usando moinho de facas.

Um exemplar foi coletado pela Doutora Azenate Campos Gomes, que atua na
FUNBITS, para realizacdo da identificacdo e confecgdo da exsicata. Uma espécime foi
identificada pela bidloga Maria do Ceo R. Pessoa, Universidade Federal de Paraiba, e
uma exsicata esta depositada no herbario Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da
Paraiba, Brasil, sob namero JPB 66.863. A pesquisa foi registrada no Sistema Nacional
de Gestdo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
com o numero A24ADFB.

4.2.2 Obtencao dos extratos hidroalcoo6licos

Foram obtidos extratos hidroalco6licos a 10% para cada um dos materiais vegetais
do Z. joazeiro Mart. coletados. Trés quilogramas do material vegetal foram submetidos
ao processo extrativo por maceracdo em 30 litros de solucdo hidroalcodlica a 50% (etanol
50%) por cinco dias consecutivos a temperatura ambiente, sob agitacdo esporadica.
Posteriormente, as solugdes obtidas foram filtradas utilizando algodéo e papel filtro com
auxilio de uma bomba a vacuo.

Os extratos hidroalcoodlicos tanto do individuo jovem como do adulto foram
caracterizados seguindo os métodos descritos na Farmacopeia Brasileira (2019). As
analises realizadas foram a determinagdo do pH, densidade relativa e determinacdo do
residuo seco. Ja para a validacdo dos métodos analiticos procedeu-se utilizando o extrato

hidroalc6olico Lote 01.

4.2.2.1. Determinacéo do pH

Previamente a determinacdo do pH das soluc6es hidroalcodlicas dos individuos
jovens e adulto, foi realizada a calibracdo do potencidometro utilizando solugdes tampao
de pH 4,0 e 7,0. As medicGes foram conduzidas em triplicata.

4.2.2.2 Determinacgdo da Densidade Relativa
A densidade foi determinada utilizando o método do picndmetro. Inicialmente
realizou-se a calibragéo da vidraria limpa e seca, onde foram encontradas as massas para

0 picndmetro vazio e dele contendo adgua destilada. Em seguida, foi transferida a amostra
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e obtido o peso. Os valores reais de massa s@o obtidos pela diferenca do picnémetro cheio
e vazio. A densidade relativa foi obtida pela razdo entre a massa da amostra e a massa da
agua.

4.2.2.3 Determinacao do Residuo Seco

As determinaces de residuo seco dos extratos hidroalcoolicos foram conduzidas
utilizando aproximadamente 2,0 mL dos extratos pesados em céapsulas de porcelana. As
capsulas foram conduzidas a estufa da Nova Etica (modelo 400/1ND) por 2 horas & 105
°C. Transcorrido o tempo estabelecido, as amostras foram encaminhadas para o
dessecador até o resfriamento completo. Posteriormente, foi realizado a pesagem. Os

resultados foram expressos em porcentagem (m/v).

4.2.3 Quantificacdo dos metabdlitos secundarios presentes no Z. joazeiro

Um levantamento bibliografico realizado por Maaiden e colaboradores (2019)
apontou que os principais metabdlitos secundarios presentes no Z. joazeiro Mart. tratam-
se de alcaloides, saponinas, compostos fendlicos e flavonoides, sendo as saponinas o
marcador majoritario da espécie. O método colorimétrico vanilina-acidificada vem sendo
0 mais empregado para quantificacdo de saponinas em plantas medicinais.

Entretanto, diversos estudos reportados na literatura demonstraram a
aplicabilidade do ensaio colorimétrico vanilina- acidificada para quantificacdo de taninos
e saponinas (PALACIOS et al. 2021; MONTEIRO et al. 2005; BROADHURST, JONES,
1978; SURESH et al.,2021; MOHLAKOANA, MOTEETEE, 2021). Visando obtencao
de resultados mais precisos e robustos quanto ao conteddo de cada marcador avaliado,
aplicamos a estratégia de formacdo de complexo taninos-proteinas para retirada dos
taninos presentes e quantificacdo inequivoca das saponinas.

Desta forma, foram desenvolvidos e validados 2 métodos de quantificacdo dos
metabolitos secundarios encontrados no Z. joazeiro Mart., sendo eles: saponinas-taninos
e saponinas. Paralelamente, pode-se determinar o conteido de taninos por uma proposta
de quantificacdo indireta.

O métodos propostos foram validados seguindo as orientacdes da International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) guidelines Q2(R1) e a RDC n° 166, publicada em
24 de julho de 2017.
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4.2.3.1 Validacédo do método de quantificacdo de Saponinas- Taninos

As saponinas presentes no extrato foram quantificadas pelo ensaio colorimétrico
vanilina- sulfirica (SURESH et al.,2021). As rea¢fes ocorrem em um tubo de ensaio:
utilizando 0,6 mL da solucdo hidroalcodlica de Z. joazeiro Mart., 100 pL de vanilina a
4%, previamente dissolvida em solucdo metandlica, e 2500 pL de acido sulfarico 64%.
Posteriormente, os tubos foram homogeneizados e levados ao banho-maria & 60 °C por
20 minutos. Em seguida, o volume foi completado para 4 mL com solu¢édo hidroalcodlica
50 % (etanol:dgua) e realizada a leitura no espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento
de onda de 460nm.

O mesmo preparo de amostra com as respectivas concentraces de vanilina e
acido sulfarico foi utilizado para obtencdo das reacGes com a solucdo padrdo de

diosgenina e o branco.

4.2.3.1.1 Seletividade

A avaliagdo do parametro da seletividade foi conduzida pelo método de varredura
na regido de 380 a 800 nm tanto do padrdo de diosgenina na concentra¢do de 2,0 pg/mL
como do extrato hidroalcodlico Lote 01 de 3,0 pg/mL, visando selecionar o comprimento
de onda mais favoravel ao desenvolvimento do método de quantificacdo e que seja
identificado o sinal analitico caracteristico das saponinas. A seletividade do método
analitica serd demonstrada por comparacdo entre os dados espectrais de varredura da

substancia quimica de referéncia e da solucéo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart.

4.2.3.1.2 Linearidade

A construcdo da curva analitica foi realizada com os valores de absorbancia
referentes a concentracdo de saponinas- taninos na regido de 460 nm presente nas
solucBes do padrdo de diosgenina e do extrato hidroalcodlico do Z. joazeiro Mart. em
diferentes niveis de concentracdo com cada ponto determinado em triplicata.

Os cinco niveis de concentracdo para a construcao da curva analitica do padrao de
diosgenina foram 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; e 8,0 ug/mL e para 0s niveis para o extrato
hidroalcodlico Lote 01 foram 1,13; 2,15; 3,00; 3,80; 4,50; 5,71; € 6,09 pg/mL.

Os dados de linearidade foram avaliados utilizando o calculo de regressao linear,
realizado pelo método dos minimos quadrados através do software GraphPad Prism
versdo 5.01 (GraphPad Software Inc.). Além disso, os pardmetros de coeficiente de

determinagéo (r?), intercepto do eixo Y e a distribuicio residuos também foram avaliados.
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4.2.3.1.3 Efeito da Matriz
O pardmetro do efeito da matriz foi avaliado através da construgdo da curva

analitica da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. fortificada com 2 pg/mL de
diosgenina nos mesmos niveis de concentracdo utilizados para avaliacdo da linearidade
da solucédo hidroalcodlica de Z. joazeiro Mart., sendo as determinacdes realizadas em
triplicata. Os dados de absorbancias foram utilziados para construgcdo das curvas
analiticas para avaliacdo do paralelismo das retas e dos coeficientes angulares.

4.2.3.1.4 Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo

A determinacdo dos limites através dos parametros fornecidos pela curva analitica
das amostras do extrato e do padréo foram calculados por meio das equagdes 1 e 2 para 0
LD e LQ, respectivamente (BRASIL, 2017).

LD= 33*c (1)

Onde, IC trata-se da inclinac¢ao da curva analitica e o refere-se ao desvio padréo
do intercepto com o eixo Y (BRASIL, 2017).

4.2.3.1.5 Precisdo (Repetibilidade e Precisdo Intermediaria)

A avaliacdo do parametro da precisdo foi realizado utilizando a solugéo
hidroalcodlica de Z. joazeiro Mart. referente a concentragdo nominal de 3,00 pg/mL.
Foram efetuadas 6 medicGes por dia, em trés dias consecutivos, de amostras
independentes, em um mesmo laboratério, referentes a avaliacdo dos parametros de
repetibilidade e precisdo intermediaria.

Os dados foram expressos em conteldo de saponinas-taninos em porcertagem,
desvio padréo e desvio padrdo relativo (DPR). Posteriormente, os resultados foram
avaliados estatisticamente pelo método t de Student com nivel de significancia de 0,05
(valor de p) para identificar possiveis variancias entre o contetdo de saponinas-taninos

determinado em dias consecutivos.
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4.2.3.1.6 Exatiddo

O pardmetro da exatiddo foi avaliado pela medicdo da porcentagem de
recuperacdo dos resultados obtidos para construcdo da curva analitica da solucdo
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. fortificada com 2 pg/mL da solucdo padrdo de
diosgenina. As amostras foram analisadas de forma independente em 3 niveis de
concentragdes (baixo, médio e alto) conduzidas em triplicata.

A concentragdo nominal de 3,0 pg/mL da curva analitica foi selecionada como o
ponto médio (100%), o nivel baixo com concentracédo de 2,15 pg/mL e 3,8 ug/mL como
nivel de concentracdo alto. As porcentagens de recuperacdo foram calculadas pela
relacdo entre as concentragdes de saponinas-taninos obtidas experimentalmente e as
concentragdes tedricas nas solucbes hidroalcodlicas fortificadas. Os resultados foram
expressos em porcentagem de recuperacdo e DPR. Além disso, as médias foram
submetidos a andlise estatistica t Student para verificar se houve diferenca

estatisticamente significativa entre os diferentes niveis de concentragdes.

4.2.3.1.7 Robustez

No presente estudo, o parametro da robustez foi conduzido atraves da realizacdo
de pequenas mudancas deliberativas no volume das solugdes de vanilina (90 e 110 uL) e
acido sulfurico (2400 e 2600 pL) adicionados ao meio reacional. Os dados encontrados

foram expressos em concentracdo e desvio padrao relativo.

4.2.4 Validacdo parcial do método de quantificacdo de saponinas- taninos: solucéo
hidroalcodlica do Z. joazeiro LOTE 02, LOTE 03 e ADULTO.

O método colorimétrico proposto para quantificacdo de saponinas-taninos no
extrato hidroalcodlico do Z. joazeiro Mart. foi validado como descrito anteriormente
utilizando a solucdo hidroalcéolica obtida com o individuo jovem Lote 01. A partir disso,
os dados da validacdo do método foram utilizados para anélise dos Lote 02, 03 e Adulto,
conduzindo uma validacdo parcial para confirmar a reprodutibilidade do método em
amostra diferentes do Z. joazeiro Mart.

Seguindo as exigéncias preconizadas pela RDC n° 166 de 24 de Julho de 2017, a
validacao parcial de um metodo analitico deve apresentar pelo menos os parametros de
seletividade, precisdo e exatiddo. Assim, o presente estudou conduziu-se a validagéo

parcial por meio da avaliacdo dos pardmetros da seletividade, linearidade, precisdo e



43

exatidao utilizando as solucdes hidroalcoolicas do Z. joazeiro Mart. Lote 02, Lote 03 e

individuo adulto.

4.2.4.1 Seletividade

A confirmacdo da auséncia de interferentes na regido de quantificacdo das
saponinas- taninos foi conduzida por meio da avaliagcdo do parametro da seletividade. As
condigBes analiticas foram realizadas conforme descrito no item da seletividade da

validacdo do método analitico.

4.2.4.2 Linearidade

Conforme reportado anteriormente, o pardmetro da linearidade avalia a
capacidade do método em obter respostas analiticas diretamente proporcionais a
concentracdo do metabdlito secundario. A Tabela 4 apresenta as respectivas
concentragOes utilizadas para construcdo da curva analitica das amostras de Z. joazeiro
Mart. Lote 02, Lote 03 e adulto.

Tabela 4 — Niveis de concentracGes utilizados para construgdo da curva analitica das
amostras dos individuos jovens e adulto do Z. joazeiro Mart.
Niveis de Concentracéo (ug/mL)

1 2 3 4 5
Lote 02 1,60 1,97 2,30* 2,60 2,70
Lote 03 2,04 2,5 2,93* 3,4 3,8
Adulto 1,59 1,94 2,20* 2,53 2,80

* concentracdo nominal de saponinas-taninos, estabelecida como o 100%.

Cada ponto selecionado foi determinado em triplicata e com os valores de
absorbancia obtidos realizou- se a construcdo da curva analitica. Os resultados foram
avaliados conforme estabelecido na legislacdo vigente brasileira e estatisticamente
utilizando o ANOVA.

4.2.4.3 Precisdo (Repetibilidade e Precisdo Intermediaria)

As analises foram conduzidas com a solucdo hidroalcoolica na concentracéo
nominal (100%) estabelecida por meio da avaliacdo do parametro da linearidade e
construgdo da curva analitica dos Lotes 02 e 03, bem como para o individuo adulto. Foram

realizadas 6 medicOes por dia, em 3 dias consecutivos, e 0s dados expressos em
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concentracdo e desvio padrdo relativo. Os resultados foram avaliados estatisticamente por
meio do ANOVA.

4.2.4.4 Exatiddo

A exatiddo foi verificada a partir de 15 determinacGes que contemplam o intervalo
linear do método analitico proposto. Em cada estagio de concentragdo da amostra, foi
adicionado uma concentracéo referente a 2,0 pg/mL da solucdo padrdo de diosgenina e
realizada a reacdo colorimétrica. Seguindo a resolucdo vigente brasileira, selecionou- se
a concentracdo nominal como nivel médio e um ponto abaixo e outro acima para 0s
respectivos niveis baixo e alto de concentracdo. Os dados da exatiddo foram expressos
pela porcentagem de recuperacdo da concentracdo conhecida de diosgenina adicionada a

solucdo hidroalcoodlica e o DPR.

4.2.5 Controle de qualidade: Correlagdo do teor de saponinas-taninos presente nos
diferentes lotes de droga vegetal

A determinacdo do conteddo de saponinas-taninos em miligrama por grama de
droga vegetal (mg/g) procedeu de maneira semelhante ao parametro da precisdo. Foram
realizadas 6 medicdes por dia, em trés dias consecutivos, das solucdes hidroalcodlicas do
Z. joazeiro Mart. do individuo jovem nos diferentes estagios de coleta e do individuo
adulto. A equacdo da reta utilizada para quantificacdo do contetdo de metabdlitos

secundarios foi aquela determinada na validacdo do método analitico.

4.2.6 Desenvolvimento do método analitico para quantificacdo de saponinas totais

Como descrito anteriormente, o método colorimétrico vanilina-acidificada para
quantificacdo de saponinas apresenta vasta aplicabilidade na quantificacdo de taninos. No
presente estudo, objetivando a quantificacdo inoguivoca do contetdo de saponinas
realizou-se um tratamento prévio das solucdes hidroalc6olicas. O método analitico para
quantificacdo de saponinas foi validado semelhante ao método saponinas-taninos,

utilizando a solucéo hidroalcoolica do Lote O1.

4.2.6.1 Formacao do complexo tanino-proteina
A formacdo do complexo baseou- se na metodologia de Hagerman e Butler

descrita por Mole e Waterman (1987).
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Preparou-se uma solucéo estoque de 100 mL contendo a mesma propor¢éo de
tampado acetato 0,2M e cloreto de sédio 0,17M e adicionou 0,5 mL de albumina humana
20%. Posteriormente, o pH da solucéo estoque foi ajustado para 4,9 por se tratar do ponto
isoelétrico da proteina.

Em um tubo de ensaio, adicionou o extrato e a solucdo previamente preparada
contendo tampao acetato e albumina humana. As amostras foram centrifugadas a 4 °C por
15 minutos em uma rotacdo de 2500 rpm. O sobrenadante coletado foi utilizado para

desenvolver e validar o método de quantificacdo das saponinas totais.

4.2.6.2 Selecdo e otimizagdo das condi¢Oes analiticas

Visando selecionar as melhores condicGes analiticas foram testadas duas variaveis
para avaliar a efetividade da formacgédo do complexo tanino- proteina: o volume da solucéo
tampdo contendo albumina e o volume de extrato empregado na reacao.

Inicialmente o volume do extrato foi mantido fixo e variou-se o volume da solucéo
tamp&o com a albumina em 5 niveis diferentes, na faixa de 800 a 1300 pL, realizando a
leitura para obtencdo da absorbancia no espectrofotbmetro UV-Vis, seguindo as
condicdes analiticas descritas no método analitico validado. Apds selecionado o melhor
volume da solucdo tampédo com base nos dados das absorbancias obtidas, variou- se o
volume do extrato em 6 niveis diferentes (800- 1300 L) e realizou-se as leituras.

4.2.6.3 Preparacdo de amostras e padrao

A solucdo padrdo de diosgenina para validacdo do método analitico foi preparada
pesando 50 mg do padréo e diluindo para 50 mL de etanol em um baldo volumétrico,
obtendo uma solucdo de trabalho com concentragdo de 5 mg/mL. A solugédo
hidroalcodlica de trabalho do Z. joazeiro Mart. referente ao Lote 01 (coletada ap6s seis
meses de cultivo) foi preparada partindo do sobrenadante obtido no processo de
complexacdo taninos- proteinas. Retirou- se uma aliquota de 1 mL de sobrenadante e

completou o volume para 10 mL em um baldo volumétrico com etanol: agua (50:50).

4.2.6.4 Validacao do método analitico de quantificagdo de saponinas
4.2.6.4.1 Seletividade

O paréametro de seletividade estd intimamente relacionado com a confiabilidade
do método analitico. O método de varredura foi aplicado, sendo realizado um scan na
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regido de 380 a 800 nm para identificar os sinais analiticos caracteristicos de saponinas

na solucgdo padrdo de diosgenina e solucéo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart.

4.2.6.4.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através do modelo de regressédo linear, utilizando o
método dos minimos quadrados para construcdo das curvas analiticas em triplicatas para
solucdo hidroalcodlicado Z. joazeiro Mart. (0,88, 1,96, 2,34, 2,80, 3,0, 3,40 € 4,21 pg/mL
de saponinas-taninos) no comprimento de onda de 460 nm. A faixa de trabalho e a curva
analitica da solucdo padrédo de diosgenina empregada na validacdo do método analitico
de saponinas foi a mesma obtida na validacdo do método de quantificacdo de saponinas-
taninos Lote 01. O ajuste dos dados ao modelo de regressdo, a distribuicdo de residuos, o

coeficiente de correlacdo foram avaliados.

426.43LDelLQ

O limite de deteccdo trata-se da menor quantidade do analito de interesse que pode
ser detectada nas condicOes analiticas do método proposto. O limite de quantificacdo por
sua vez corresponde a menor quantidade que pode ser quantificada de forma precisa
(BRASIL, 2017). Os valores do limite de deteccdo e quantificacdo foram estimados
utilizando os dados do desvio padrdo do intercepto e inclinacdo da curva analitica obtidos

no parametro da linearidade (Equacfes 1 e 2).

4.2.6.4.4 Preciséo

Foram efetuadas 6 medicGes por dia, em 3 dias consecutivos, para avaliacdo da
repetibilidade precisdo intermediaria, sendo as andlises realizadas em trés dias
consecutivas, no mesmo laboratério. Os resultados foram expressos em DPR e o conjunto
de dados avaliados pelo teste t Student, visando identificar a existéncia de variacdes

estatisticamente significativas.

4.2.6.4.5 Efeito da Matriz

O parametro do efeito da matriz foi avaliado atraves da construgdo da curva
analitica da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. fortificada com 2 pg/mL de
diosgenina nos mesmos niveis de concentracdo utilizados para avaliacdo da linearidade,

sendo as determinacdes realizadas em triplicata. As inclinagcbes das curvas foram
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comparadas estatisticamente para identificar possiveis diferencas, bem como o
paralelismo das retas para evidenciar auséncia de interferentes dos constituintes da matriz
(BRASIL, 2017).

4.2.6.4.6 Exatiddo

A avaliagdo do pardmetro da exatiddo foi medida pela porcentagem de
recuperacdo dos resultados obtidos para construcdo da curva analitica da solucdo
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. fortificada com 2 pg/mL da solucdo padrdo de
diosgenina. Assumindo a concentracdo central da curva analitica de 2,8 pg/mL como o
nivel médio (100%), um nivel baixo (81%) e um nivel alto (118%). Os dados da exatiddo
foram expressos pela porcentagem de recuperacdo da concentragdo conhecida de
diosgenina adicionada a solucdo hidroalcodlica e DPR. Além disso, os dados foram
submetidos a andlise estatistica t Student para verificar se houve diferenca

estatisticamente significativa.

4.2.6.4.7 Robustez

O parametro de robustez € avaliado através da capacidade de resisténcia do
método a mudancas deliberativas (BRASIL, 2017). No estudo em questao, a robustez foi
determinada causando mudancas discretas no volume de vanilina (90 e 110 uL) e &cido
sulfurico (2400 e 2600 pL) adicionados no meio reacional. Os resultados foram expressos

em conteddo em porcentagem e DPR.

42.7 VALIDACAO PARCIAL DO METODO DE QUANTIFICACAO DE
SAPONINAS TOTAIS: Solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 02,
LOTE 03 e ADULTO.

Assim como para 0 método de quantificacdo de saponinas- taninos, a quantificacao
de saponinas totais nos diferentes lotes do individuo jovem e adulto foi conduzida através

da validacdo parcial do método analitico.

4.2.7.1 Seletividade
A avaliacdo do parametro da seletividade do método proposto foi conduzido
conforme descrito no item “Seletividade” objetivando identificar auséncia de

interferéncias na faixa de quantificacdo selecionada para o método analitico.
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4.2.7.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através do modelo de regresséo linear, utilizando o
método dos minimos quadrados para construcdo das curvas analiticas em triplicatas as
solucgdes hidroalcdolicas do Z. joazeiro Mart. (concentracfes descritas na Tabela 5), no
comprimento de onda de 460 nm. O ajuste dos dados ao modelo de regressdo, a

distribuicdo de residuos, o coeficiente de correlacdo foram avaliados.

Tabela 5 — Niveis de concentracdes utilizados para constru¢do da curva analitica do
método saponinas das amostras dos individuos jovens e adulto do Z. joazeiro Mart.
Niveis de Concentragéo (ug/mL)

1 2 3 4 5
Lote 02 1,69 2,07 2,43* 2,58 2,92
Lote 03 2,37 2,79 3,23* 3,70 4,12
Adulto 1,24 1,75 1,89* 2,16 2,35

* concentracdo nominal de saponinas, referente a 100%

4.2.7.3 Preciséo (Repetibilidade e Preciséo Intermediaria)

Foram realizadas 6 medicOes por dia, em trés dias consecutivos, da solugédo
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. na concentragdo nominal, referente ao ponto central
da curva analitica. Posteriormente, os dados obtidos foram expressos em concentracéo e

DPR, bem como analisando pelo método estatistico ANOVA.

4.2.7.4 Exatidao

A avaliacdo da exatiddo procedeu com a adicdo de 2,0 ug/ mL da solucdo do
padrdo de diosgenina nos cinco diferentes niveis de concentracdo da solucdo
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. previamente estabelecido no pardametro da
linearidade. Os dados obtidos foram expressos em forma de porcentagem de recuperacao

da concentracdo do padréo adicionado e DPR.

4.2.7 Controle de qualidade do contetdo de saponinas totais presentes no Ziziphus
joazeiro Mart. e correlacéo entre os diferentes periodos de coleta.

O conteudo de saponinas presentes nos individuos jovens dos diferentes intervalos
de coleta (Lote 01, Lote 02 e Lote 03) e do individuo adulto foi determinado de forma
semelhante ao parametro da precisdo da validacdo do método analitico. As solugdes

hidroalcodlicos foram analisados em 3 dias consecutivos e os valores de absorbancia
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transformados em concentracdo de saponinas em miligrama por grama de material
vegetal (mg/g) utilizando a equacéo da reta (y= 0,2004x +0,0181) obtida na avaliacdo do
parametro da linearidade. Os dados das concentragdes de saponinas (mg/g) presentes nos
individuos jovens e adulto foram utilizados para correlacionar a concentracdo do

metabolito secundario em funcdo do crescimento do Ziziphus joazeiro Mart.

42.8 PROPOSTA DE QUANTIFICAQAO INDIRETA DE TANINOS
PRESENTES NO Z. joazeiro Mart.

A determinacéo do contetdo de taninos presentes no Z. joazeiro Mart. conduziu-
se por quantificacdo indireta. Com o conhecimento da concentracdo de saponinas-taninos
e saponinas em miligrama por grama de droga vegetal, pode- se inferir a concentracéo de
taninos aplicando a Equacéo (3). A concentracdo de taninos encontra foi referente as 18

medicdes realizadas em trés dias consecutivos de analises.

[Taninos] = [ SaponinasTaninos] — [Saponinas Totais] (3)

4.2.9 OBTENCAO DO EXTRATO SECO

Os extratos secos dos individuos jovens foram obtidos por nebulizacdo em um
spray dryer industrial modelo SD 5.0 (Labmag do Brasil Ltda) contendo 20% (m/m) do
dioxido de silicio coloidal, calculado baseado nos dados encontrados na massa de residuo
seco. O spray dryer operou com bico injetor n° 5 apresentando 2,0 milimetro de didmetro
interno e fluxo de ar de 55 Litros/minuto. Controlou-se também a temperatura de entrada
em 140 °C e a temperatura de saida em 68 °C, bem como a vaz&o do soprador 3,5 m¥/min.

As amostras do produto tecnoldgico obtido foram armazenadas em frascos
hermeticamente fechados no dessecador, em sala de armazenamento propicia com
temperatura ambiente controlada, devidamente protegidas da luz e umidade. O
rendimento do processo de secagem foi determinado apds a nebulizacdo dos extratos
hidroalcodlicos do Z. joazeiro Mart. nos diferentes estagios de crescimento e do individuo

adulto. Os dados foram obtidos utilizando a Equacéo 4.
(4) Rendimento (%) = — x 100
2

Onde:
m: massa do extrato seco obtido em gramas
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m2 massa teorica do extrato seco baseado no residuo seco com adigdo do adjuvante.

4.2.9.1 Quantificacdo do contetdo de saponinas totais no extrato seco de Z. joazeiro
Mart.

A determinacdo do conteldo de saponinas presentes nos extratos secos do Z.
joazeiro Mart. LOTEOL1 foi realizada de forma semelhante as analises conduzidas com a
solucdo hidroalcoolica. Pesou- se, aproximadamente, 250 mg do extrato seco do Z.
joazeiro Mart. e solubilizou em 25 mL de solucdo hidroalcodlica 50%. Em virtude da
presenca do dioxido de silicio coloidal necesséario durante o processo de secagem, as
solugbes foram filtradas utilizando filtro HEPA e posteriormente, utilizadas para

realizacdo da remocao de taninos e reacao colorimétrica vanilina- acidificada.

4.2.9.1.1 Linearidade

A curva analitica da solucdo padrdo de diosgenina utilizada na quantificacdo de
saponinas em extrato seco foi a mesma utilizada na validacdo do método analitico para o
extrato hidroalcdolico.

O parametro da linearidade do extrato seco proveniente do individuo jovem Lote
01 foi avaliado em 8 concentracdes com determinacdes em triplicata. A faixa de trabalho
de quantificacdo variou de 0,58 a 3,30 pg/mL. Posteriormente, o conjunto de dados

obtidos foram avaliados seguindo as recomendacdes preconizadas pela RDC n° 166/2017.

4.2.9.1.2 Preciséo

Foram realizadas 6 determinacdes por dia, em 2 dias consecutivos, de amostras
independentes na concentragdo nominal, previamente selecionada no parametro da
linearidade. Os resultados foram expressos em concentracéo e desvio padréo relativo, e
em seguida submetidos a andlise estatistica visando identificar o nivel de significancia do
conjunto de dados encontrados.

A Tabela 6 apresenta os niveis de concentracdo para avaliacdo do parametro da
precisao para as amostras de individuo jovem do Z. joazeiro Mart. Os resultados obtidos

passaram pelo mesmo tratamento de dados descritos anteriormente.
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Tabela 6 — Niveis de concentracdes utilizados para avaliacdo da precisdo do método
saponinas dos extratos secos dos individuos jovens do Z. joazeiro Mart.
Niveis de Concentracéo (ug/mL)

Lote 01 0,69*
Lote 02 2,69*
Lote 03 1,90*

* concentracdo nominal de saponinas, referente a 100%

4.2.9.1.3 Determinacdo do contetdo de saponinas em miligrama por grama de extrato
Seco

A determinacdo do contetdo de saponinas procedeu conforme o parametro da
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria). Utilizou-se a equacdo da reta
y=0,2007x+ 0,0182 para obtencdo da concentragédo de saponinas em miligrama por grama

de extrato seco por aspersao do Z. joazeiro Mart., individuo jovem.

4.2.10 DESENVOLVIMENTO DE PREPARAQ@ES FARMACEUTICAS
4.2.10.1 Preparo da formulacéo base gel dentifricio e incorporacdo do extrato seco de
Z. joazeiro Mart.

A formulacdo do gel dentifricio foi realizada no laboratério de Controle de
Qualidade do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos, com as respectivas
matérias-primas e concentracdes descritas na Tabela 7.

Tabela 7- Lista de substancias e suas respectivas concentracdes utilizadas no preparo do
gel dentifricio.

Matéria-Prima Porcentagem
Extrato Seco Z. joazeiro 2,5%
Carboximetilcelulose 4%
Lauril Sulfato de Sddio 2%
Sacarina Sodica 0,1%
Glicerina 20%
Oléo Essencial Alecrim Pimenta gsp
Agua Purificada gsp 100 g

Inicialmente foram pesados os ingredientes isoladamente nas suas respectivas
propor¢oes. Durante o preparo do gel as misturas dos componentes da formulagdo foram

divididas em duas fases, fase A e fase B.
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O extrato seco de Z. joazeiro Mart. apresenta em sua composi¢cdo o excipiente
farmacéutico didxido de silicio coloidal, que possui como caracteristica marcante a baixa
solubilidade. Desta forma, preparou-se uma solu¢cdo aquosa de Z. joazeiro Mart. a 2,5%
e posteriormente realizou a filtracdo utilizando filtro de seringa PES com diametro de 25
mm e 0,45 um de poro, visando remocao do excipiente.

O preparo da fase A ocorreu com auxilio de gral e pistilo, dispersando a
carboximetilcelulose em glicerina e reservou. J& o preparo da fase B se deu com a
solubilizacdo da sacarina em agua e posteriormente, adicionou o lauril sulfato de sédio
sob agitacdo branda. A etapa subsequente foi verter o conteldo da fase B sobre a fase A
com agitacdo moderada e adicionar a solugdo aquosa filtrada do extrato seco de Z.
joazeiro e completou-se o volume com &gua purificada.

Apbs o preparo da formulacao gel dentifricio contendo Z. joazeiro Mart. foram

realizados testes de controle de qualidade.

4.2.10.2 Controle de Qualidade

Os ensaios analiticos realizados para verificagdo das conformidades do gel
dentifrico a base de Z. joazeiro Mart. foram avaliacdo das caracteristicas organolépticas
e determinacdo de pH, bem como avaliacdo da influéncia da temperatura e rotacdo. Os
resultados obtidos sdo de carater informativo para nortear o desenvolmento da

formulacdo, ndo apresentando valores de referéncia padronizados.

4.2.10.2.1 Determinacéo das caracteristicas organolépticas
A avaliacdo das propriedades organolépticas do gel foi realizada através de
observacOes visuais das caracteristicas macroscopicas da formulacdo levando-se em

consideracdo o aspecto, cor e odor.

4.2.10.2.2 Determinacéo de pH
O potenciémetro foi previamanete calibrado com a solucdes tampéo de pH 4,0 e
7,0. Inicialmente, pesou- se 1 grama do gel dentifricio e diluiu em 10 mL de agua

destilada. Em seguida, realizou-se as medic¢des em triplicata.

4.2.10.2.3 Teste de Estresse Térmico
A fim de identificar de forma acelerada possiveis instabilidades da formulacéo, a

amostra foi submetida a condicGes extremas de temperatura. Aproximadamente 5 g do
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gel foi pesado e submetido a condic¢des de aquecimento de 40, 50, 60 °C com tempo de
permanéncia em cada temperatura de 30 minutos. Em cada uma das etapas de

aquecimento realizou- se inspe¢do visual do gel dentifricio.

4.2.10.2.4 Determinacdo da resisténcia a centrifugacéao

O ensaio de determinacdo da resisténcia a centrifugacdo permite a obtencgéo de
resultados auxiliares de triagem sobre a estabilidade do produto testado, em virtude da
condicdo extrema de agitacdo empregada. Para a realizacéo do teste, empregou-se 5 g do
gel dentifricio, em triplicata e centrifugou-se a 3000 rpm por 30 min em temperatura
ambiente. Posteriormente, procedeu-se a avaliagdo da andlise macroscépica, para a

verificacdo da ocorréncia de instabilidade fisica, como separacdo de fases ou cremeacéo.

4.2.10.2.5 Estabilidade preliminar

O estudo de estabilidade preliminar possui como objetivo fornecer dados
auxiliares de triagem que permitem otimizacdo das caracteristicas farmacotécnicas da
preparacdo farmacéutica, bem como ajustes tecnoldgicos, sendo uma etapa
importantissima no desenvolvimento de novas formulacGes ou aprimoramento das
existentes. O presente estudo realizou como ensaios preliminares de estabilidade os ciclos
de aquecimento e resfriamento em temperaturas brandas, bem como avaliacdo em

condi¢des ambientais que simulam o armazenamento em prateleiras.

4.2.10.2.6 Ciclos de aquecimento e resfriamento

A formulacdo foi submetida a duas condi¢cdes de temperatura, sendo elas: em
estufa a 45 = 2 °C e geladeira a 8 + 2 °C. Em cada uma das temperaturas a amostra
permaneceu por 24 horas, sendo realizados ciclos intercalados de aquecimento e
resfriamento com duracédo total de 12 dias. Transcorridas as 24 horas na temperatura

determinada, avaliou- se as caracteristicas organolépticas.

4.2.10.2.7 Condic¢des ambientais de temperatura

O gel dentifricio a base de Z. joazeiro Mart. foi armazenado em condigdes de
temperatura controlada a 25 £ 0,5 °C por 90 dias, a contar da data de manipulacéo da
preparacdo farmacéutica. Foram previamente selecionados os tempos de 0, 7, 15, 30, 60
e 90 dias para avaliacdo das caracteristicas macroscopicas, afim de identificar possiveis

alteracOes nas propriedades organolépticas e pH.
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4.2.10.2.8 Determinacdo do contetido de saponinas presentes no gel dentifricio a base de
Z. joazeiro Mart.

Aproximadamente 2 g do gel dentifricio (0,75 mg de saponinas) foi pesado e
transferido para um baldo volumétrico de 50 mL e dissolvido em acido sulfdrico 0,1 N
para obter uma concentragdo de 15 pg/mL de saponinas. Posteriormente, a amostra foi
tratada para remog&o dos taninos e realizada a reacdo colorimétrica. Foram realizadas 6
determinacg6es por dia, em 2 dias consecutivos, e os resultados expressos em miligrama

de saponinas por grama de gel.
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5 RESULTADOS

A qualidade, seguranca e eficicia dos fitomedicamentos e fitocosméticos estdo
intimamente relacionadas a padronizacdo dos processos de obtencdo dos extratos
vegetais. A otimizacdo do processo de extracdo de substancias quimicas em materiais
vegetais sofre alteracdes em virtude das variagdes de inimeros fatores, tais como a técnica
de extracdo, os parametros que podem ser modificados e o tipo de solvente empregado
(VASCONSELOS et al., 2005; ZANNOU et al., 2022).

Utilizou drogas vegetais produzidas e fornecidas pela Estacdo Experimental da
FUNBITS com rastreabilidade nas informagOes da producdo vegetal no que se refere a
origem, manejo e tempo de producéo vegetal no campo. Com a droga vegetal padronizada
se selecionou a técnica de extracdo por maceracdo em fungdo da adaptacdo tecnoldgica
viavel para o material vegetal do Z. joazeiro Mart., utilizando como solvente extrator uma
solucdo hidroalcodlica 50% (etanol:dgua). A mistura de solventes empregada justifica-
se pela influéncia da polaridade no processo de extracdo dos metabdlitos secundarios de
interesse, em especial as saponinas que sdo encontrados em elevada concentracdo na
espécime estudada (SANTOS et al., 2011).

A Tabela 8 apresenta os dados referentes a caracterizacdo fisico- quimica dos

extratos hidroalcodlicos do Z. joazeiro Mart..

Tabela 8 — Dados obtidos da caracterizacao fisico- quimica do extrato hidroalcodlico do
Z. joazeiro Mart.

Lote 01 Lote 02 Lote 03 Adulto
6,08 6,38 6,58 6,25
pH
Densidade 0,9346 0,9529 0,9504 0,9435
Relativa
(g/mL) (n=3)
Residuo Seco 1,8409 1,8261 1,8267 1,8475

A determinacdo da densidade relativa e do residuo seco compreendem parametros
importantissimos para o processo de secagem do extratos hidroalcodlicos, fornecendo

dados relacionados a massa das solugdes extrativas vegetais.
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5.1 VALIDAGAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICAGAO DE
SAPONINAS- TANINOS POR UV-VIS: LOTE 01

As andlises dos compostos naturais presentes nos materiais vegetais representa
uma grande dificuldade analitica por se tratar de matrizes complexas com uma infinidade
de metabolitos secundarios. Assim, faz- se necessario considerar a natureza da matriz e
as caracteristicas fisico-quimicas dos analitos de interesse para garantir a exceléncia do
desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos (SILVA; JORDAN- SINISTERRA;
LANCAS, 2018). Os metodos analiticos validados no presente estudo seguiram a RDC
n° 166/2017 vigente no Brasil.

5.1.1 Seletividade

A avaliacdo da seletividade deve ser a primeira etapa a ser realizada no
desenvolvimento do método, visto que esse parametro demonstra a capacidade do método
analitico em determinar o analito de interesse na presenca de impurezas ou outros
constituintes da matriz (RIBANI et al., 2014).

O presente estudo realizou a andlise da seletividade utilizando o método
espectrofotométrico de varredura que compreendeu do comprimento de onda de 380 nm
a 800 nm. Os espectros referentes a varredura da solucdo do padrdo de diosgenina e a
solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01 estdo apresentados nas Figuras 5 e

6, respectivamente.

Figura 1 - Espectro UV- Vis da solugéo padréo de Diosgenina.
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A RDC n° 166/2017 preconiza o uso de substancias quimicas de referéncia (SQR)

na avaliacdo do parametro da seletividade com finalidade comparativa entre as respostas
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analiticas geradas da SQR e do analito de interesse presente na amostra. Como
demonstrado na Figura 5, o espectro da solucgdo do padréo de diosgenina apresentou duas
bandas de absorcéo. O primeiro deles com maior intensidade na regido de 420 a 480 nm
e 0 segundo entre 550 e 610 nm. Sinais analiticos semelhantes foram visualizados no

espectro da solucéo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. (Figura 6).

Figura 2 - Espectro UV- Vis da solucéo hidroalcodlico do Z. joazeiro Mart. LOTE 01.

Absorbancia
o
b

0.0

300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

N&o hé& na literatura uma padronizacdo quanto o padrdo e o comprimento de onda
selecionado para a quantificacdo de saponinas utilizando o ensaio colorimétrico vanilina-
sulfurica. Segundo dados publicados, diversos fatores, tais como o solvente utilizado, o
controle de temperatura e o tempo reacional interferem na intensidade da coloragéo
desenvolvida e consequentemente, nos valores do contetdo de saponinas encontrados
(CHEOK et al., 2014; SURESH et al., 2021; LE et al., 2018).

Desta forma, baseado nos dados obtidos por meio da varredura, foi selecionado o
comprimento de onda de 460 nm para dar seguimento aos préximos parametros da
validacdo do método espectrofotométrico, em virtude da maior intensidade do sinal

analitico gerado.

5.1.2 Linearidade

A linearidade do método analitico foi avaliada utilizando-se da curva analitica
construida com os valores da concentracdo da solugcdo da SQR e da solug&o hidroalcodlica
do Z. joazeiro Mart. e seus respectivos valores de absorbancia (Tabela 9 e Tabela 11,

respectivamente).
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O metodo aplicado para encontrar o melhor ajuste do conjunto de dados foi a
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados. Ao selecionar o modelo de
regressédo linear para explicar a variavel resposta, alguns pardmetros estatisticos devem
ser verificados, tais como a homocedasticidade e a normalidade de distribuicdo dos
residuos (MALAMAN; AMORIM, 2017).

Tabela 9 — Concentracdes da SQR e suas respectivas absorbancias para construcéo da
curva analitica do método de quantificacdo de saponinas-taninos.
Concentracao de Diosgenina Replicata Absorbéancia

(ug/mL)

0,5

0,1694
0,0984
0,0978
0,2345
0,2212
0,2194
0,4182
0,4001
0,4218
0,8029
0,8066
0,8135
1,6265
1,6435
1,6128

N
WNNPFP WNPFPWNPEP,PWONPFPOWDN -

A curva analitica da SQR utilizando os dados descritos na Tabela 9 esta

representada na Figura 7.

Figura 3 — Curva analitica da solugdo padrdo de diosgenina.
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Os dados de regressao obtidos para as 3 curvas analiticas com os diferentes niveis

de concentragéo estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Equacdes da reta e os respectivos coeficientes de determinacéo (r2) obtidos
com a construcao da curva analitica da SQR.

Curva Analitica Equacao da Reta Coeficiente de Determinacédo
1 y=0,196x + 0,042 0,9987
2 y=0,2048x — 0,0009 0,9996
3 y=0,2004x + 0,012 0,9998

O coeficiente de determinacdo explica 0 modelo de regresséo linear aplicado,
tendo em vista que os valores de r? variam de 0 a 1, quanto mais proximo de 1 maior seré
a capacidade de explicacdo, ou seja, melhor sera o ajuste do modelo de regresséo aplicado
para 0 conjunto de dados avaliados (MALAMAN; AMORIM, 2017; CHEIN, 2019).
Como apresentado na Tabela 10, os valores de r? para as trés curvas de calibragdo da SQR
estédo acima de 0,99, demonstrando o bom ajuste do modelo.

Conforme relatado anteriormente, além do coeficiente de determinacdo, a
distribuicdo de residuos do modelo deve ser avaliada. A Figura 8 apresenta o grafico de

distribuicdo de residuos do conjunto de dados da SQR.

Figura 4 — Gréafico de distribuicdo de residuos baseado nos valores da curva analitica da
SOR.
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Os residuos apresentaram-se de maneira aleatéria, ndo tendenciosa, com a grande
maioria dos pontos em torno de zero e auséncia de pontos discrepantes, estando de acordo
com o preconizado para caracterizagdo de um bom ajuste do modelo (NUNES; NETO;
FREITAS, 2019). A equacdo da reta da solucdo padrdo de diosgenina utilizada para
conducéo do parametro da linearidade para solucdo hidroalcéolica do Z. joazeiro Mart.
Lote 01 foi reta y= 0,2005x + 0,0176.
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A Tabela 11 reporta as concentracdes da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro
Mart. LOTE 01 que compreende o intervalo de 1,13 a 6,09 pg/mL e suas respectivas
absorbancias. A Figura 9 apresenta a representacdo grafica da curva analitica contruida

com os valores de absorbancia nas respectivas concentracoes.

Tabela 11 — ConcentracGes da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01 e
suas respectivas absorbancias para construcdo da curva analitica do meétodo de
quantificacdo de saponinas-taninos.

Concentracao de Z. Replicata Absorbéncia
joazeiro (pg/mL)

0,2460
0,2391
0,2445
0,4589
0,4401
0,4504
0,6191
0,6231
0,6261
0,7774
0,7781
0,7821
0,9150
0,9179
0,9261
1,1625
1,1598
1,1665
1,2437
1,2332
1,2440

1,13

2,15

3,01

3,8

4,5

571

6,09
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Figura 5 — Representacdo grafica da curva analitica para avaliacdo do pardmetro de

linearidade da solucéo hidroalcodlica de Z. joazeiro Mart. LOTE 01.
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O conjunto de dados avaliado pelo método dos minimos quadrados apresentou um

bom ajuste do modelo, além do coeficiente de determinacdo superior a 0,99. A curva
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analitica obtida (Figura 9) com os valores de absorbancia demonstrou que no intervalo de
concentracdo de 1,13 a 6,09 pg/mL a resposta analitica é diretamente proporcional ao teor
do metabolito secundéario presente na amostra. Desta forma, a equagao da reta obtida foi
y= 0,2006x + 0,0175. A distribuicdo de residuos dos dados das leituras da solucédo
hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. apresentaram-se dentro da normalidade, de forma

aleatoria e ndo tendenciosa (Figura 10).

Figura 6- Gréfico de distribui¢do de residuos baseado nos valores da curva analitica da
solucéo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart.
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5.1.3 Precisdo (Repetibilidade e Precisdo Intermediaria)

O pardmetro da precisdo foi avaliado por meio do calculo do desvio padrdo
relativo (DPR) dos teores obtidos nos trés dias consecutivos de analises. A Tabela 12
mostra o conjunto de dados para avaliacdo da precisdo (repetibilidade e precisao

intermediaria) da solucdo hidroalcoodlica do Z. joazeiro Mart.
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Tabela 12 — Valores de absorbancia e teor das saponinas-taninos na solucéo
hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01.

Dia 01 Dia 02 Dia 03

Amostra Abs Teor % Abs Teor % Abs Teor %

1 0,9629 100,69 0,9241 96,56 0,9534 99,68
2 0,9736 101,83 0,9367 97,90 0,9625 100,65

3 0,9518 99,51 0,9143 95,52 0,9537 99,71

4 0,9846 103,00 0,9418 98,44 0,9499 99,31

5 0,9540 99,74 0,9534 99,68 0,9327 97,47
6 0,9821 102,73 0,9418 98,44 0,9606 100,44

Média (n= 6) 101,25 Média (n=6) 98,26  Média(n=6) 99,54

DPR 1,47 DPR 1,54 DPR 1,13

Média (n = 18) 98,28
DPR =1,55

Segundo a RDC n° 166/2017, os critérios de aceitacdo do parametro da precisao
estdo baseados nas caracteristicas do método proposto, bem como na concentracdo do
analito de interesse e na complexidade da matriz. Os valores do teor de saponinas- taninos
presente na solucéo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTEOQ1, nos 3 dias consecutivos
de anélises, estiveram entre 95 — 100% e o DPR foi de 1,55%.

A Instrucdo Normativa n° 4, de 18 de Junho de 2014, aponta que o coeficiente de
variacdo aceito ndo pode ser superior a 15 % e o conjunto de dados deve ainda ser
submetido a analise pelo teste t Student para comparacao das médias obtidas. Os teores
das 18 medicdes, referente aos 3 dias consecutivos de analises, foram analisadas e nao
apresentram diferencas estatisticamente significativas, sendo o valor do tcaiculado Mmenor
gue 0 teritico € P > 0,050.

Assim, 0 método colorimétrico proposto para quantificacdo de saponinas-taninos
em solucdo hidroalcoolica apresentou boa precisao.

5.1.4 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

As concentragfes referentes aos limites de deteccdo e quantificagdo foram
determinadas baseando-se nos dados encontrados com a avaliacdo do parametro da
linearidade, utilizando nas equacdes descritas pela RDC n° 166/2017. Desta forma, o
método proposto possui como LD 0,20 pg/mL e LQ 0,62 pg/mL. Entretanto, trata- se de

valores norteadores que devem ser verificados analiticamente para confirmagéo.
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5.1.5 Efeito da Matriz

O efeito da matriz foi conduzido por meio da comparacao das curvas de calibracéo
obtidas de forma semelhante ao pardmetro da linearidade, com 0s mesmos niveis de
concentracdes e quantitativo de repetices. A primeira curva analitica foi a da solugédo
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01 e a segunda curva a da solucdo
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. fortificada com 2 pg/mL da SQR.

A Figura 11 apresenta o paralelismo das retas das curvas de calibracdo da solucéo
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01 e da solucéo hidroalcodlica fortificada com
SQR. O teste t Student foi aplicado para comparar as inclinagdes das curvas de calibragéo
com significancia estabelecida a 5%, ou seja, o valor de P maior que 0,05. Avaliando os
valores de tcaiculado iNferiores ao do teritico, pode-se inferir que as curvas séo consideradas
equivalentes, indicando que os efeitos da matriz complexa ndo interferem na
quantificagdo do analito de interesse (P = 0,72) (LAVRA et al., 2008).

Figura 7—- Representacdo grafica das curvas de calibracdo para avaliacdo do efeito da
matriz no método de quantificacdo de saponinas-taninos.
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A proximidade entre os coeficientes angulares da solucdo hidroalcodlica e da
mesma fortificada com o padrdo, bem como o paralelismo das retas corroboram a
auséncia de influéncia da matriz complexa na detec¢cdo adequada e quantificacdo do
analito de interesse, demonstrando a boa seletividade e especificidade do método analitico
na faixa de trabalho selecionada (BERTOLDI et al., 2016).

5.1.6 Exatidao
Determinou-se 0 conteudo de saponinas-taninos presentes na solucdo

hidroalcoolica fortificada com a substancia quimica de referéncia na concentracao de 2
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pg/mL. Os valores de recuperacdo para cada nivel avaliado e 0 DPR estdo expressos na
Tabela 13.

Assim como para 0 pardmetro da precisdo, os critérios de aceitacdo da exatiddo
variam conforme o analito de interesse e a matriz avaliada. As porcentagens de
recuperacdo obtidas ficaram, aproximadamente, entre 100 e 105% e o DPR inferior a
1,5%.

Tabela 13 — Porcentagem de recuperacdo e DPR do padrdo adicionado a solucgédo
hidroalcoolica para avaliacdo do parametro da exatidao.

Nivel Concentracéo Concentracéo Média DPR
% Esperada Recuperada Recuperagéo
pg/mL pg/mL %
Baixa 71,42 4,15 4,35 105,03 0,70
Média 100 5,01 5,07 101,21 1,14
Alta 126,24 5,80 5,87 101,23 0,71

A avaliacdo da normalidade dos dados proporciona uma descri¢do detalhada da
amostra, sendo necessario levar em consideracdo o tamanho amostral para selecionar o
método estatistico. Os valores de recuperacdo avaliados em triplicada para cada nivel de
concentragdo de solucdo do Z. joazeiro Mart. foram comparados estatisticamente e nio
demonstram diferenca estatistica, visto que o valor de P foi superior a 0,05 e tcaiculado<
teritico. POde-se inferir que 0 método espectrofotométrico proposto apresenta exatiddo para

quantificacdo de saponinas- taninos (MIOT, 2017).

5.1.7 Robustez
A avaliacdo do pardmetro da robustez foi desenvolvida com pequenas mudancas

no volume de vanilina e &cido sulfarico no meio reacional, visando avaliar a capacidade
do método em resistir a mudancas deliberativas que podem ocorrer nas rotinas de anéalise.
Por meio da avaliacdo da robustez, algns pontos susceptiveis do método analitico podem
ser identificados e dessa forma, realizada a monitorizacéo criteriosa (LEITE, 2018). As
Tabelas 14 e 15 apresentam os dados obtidos referentes as variacdes de vanilina e acido

sulfurico, respectivamente.
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Tabela 14- Resultados obtidos para seis experimentos, variando concentracdo de
valinina, realizados para avaliagdo da robustez do método analitico para quantificacdo de

saponinas- taninos.

n Absorbancia Teor Média
% DPR
1 0,6130 98,62
2 0,6253 100,66
90 pL 3 0,6050 97,30 97,91
(condicéo variavel) 4 0,6032 97,00 1,53
5 0,6042 97,16
6 0,6016 96,73
1 0,6293 101,32
2 0,6171 99,30
100 pL 3 0,6228 100,24 100,31
(condicao variavel) 4 0,6277 101,05 0,81
5 0,6181 99,46
6 0,6241 100,46
1 0,6383 102,81
2 0,6071 97,64
110 pL 3 0,6365 102,51 100,74
(condicao variavel) 4 0,6182 99,48 1,92
5 0,6257 100,72
6 0,6289 101,25

Avaliando os valores dos teores e os DPR referentes a variagdo da vanilina no

meio reacional, pode-se inferir que o método mostrou-se bastante robusto para

quantificacdo de saponinas- taninos por espectofotométria na regido do UV-Vis.

A Tabela 15 apresenta os valores de absorbancias e teores encontrados com a

modificacdo do volume de &cido sulfarico no meio reacional.
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Tabela 15- Resultados obtidos para seis experimentos, variando concentracdo de acido
sulfarico, realizados para avaliagdo da robustez do método analitico para quantificacdo
de saponinas- taninos.

n Absorbancia Teor Média
% DPR
1 0,6265 100,86
2 0,6028 96,93
2400 pL 3 0,6070 97,63 98,59
(condicao variavel) 4 0,6032 97,00 2,48
5 0,6012 96,67
6 0,6362 102,46
1 0,6193 99,66
2 0,6271 100,95
2500 pL 3 0,6128 98,59 99,75
(condicdo variavel) 4 0,6277 101,05 1,32
5 0,6081 97,81
6 0,6241 100,46
1 0,6067 97,58
2 0,6237 100,39
2600 pL 3 0,6088 97,94 99,66
(condicao variavel) 4 0,6297 101,39 1,60
5 0,6279 101,09
6 0,6189 99,60

Dados reportados na literatura apontam cada vez mais a necessidade de um design
experimental robusto, que sdo desenvolvidos durante a avaliacdo do parametro da
robustez, para atender as exigéncias regulatorias devido as diversas alteracfes que podem
vir a ocorrer durante o processo de fabricacdo de um produto, podendo estar associado ao
préprio processo ou caracteristicas do material analisado (GOETZ et al., 2019; GOETZ
et al.,2021; EIFLER; SCHLEICH, 2021; STRICKER; LANZA, 2014).

52 VALIDAQAO PARCIAL DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO
DE SAPONINAS- TANINOS POR UV-VIS: LOTE 02, LOTE 03 e Adulto

A validacdo parcial do método analitico foi desenvolvida segundo preconizado
pela RDC n° 166/2017, avaliando os parametros da seletividade, linearidade, precisao e
exatiddo das solugdes hidroalcodlicas do Z. joazeiro Mart. LOTE 02, LOTE 03 e
ADULTO.

5.2.1 Seletividade
A Figura 12 apresenta o dado espectral referente a varredura no comprimento de
onda de 380 a 800 nm para avaliacdo do parametro da seletividade. Pode-se observar que
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0S mesmos sinais analiticos caracteristicos visualizados na solucdo da SQR e Na solu¢édo
hidroalcoodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01 durante a validagdo do método analitico
para quantificacdo de saponinas-taninos por espectrofotometria, também foram
visualizados na solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 02, LOTE 03 e
individuo ADULTO (Figura 12).

Conforme reportado anteriormente, o grafico espectral da SQR foi utilizado com
finalidade comparativa entre ele e o da solu¢do hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart.
visando identificar similiraridades e divergéncias dos sinais analiticos. Como pode ser
identificado na Figura 12, os espectros das solucdes hidroalcoolicas dos individuos

jovens e adulto apresentaram similaridade nos sinais analiticos gerados.

Figura 8- Espectro UV- Vis da solucédo hidroalcoodlico do Z. joazeiro Mart. o LOTE 02
(A), LOTE 03 (B) e Adulto (C).
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Desta forma, pode- se inferir que o método analitico possui boa capacidade de

identificacdo e quantificacdo das saponinas-taninos no comprimento de onda de 460 nm.

5.2.2 Linearidade

De acordo como método validado utilizando a solugdo hidroalcoolico do Z.
joazeiro Mart. LOTE 01, a faixa trabalho para quantificagdo de saponinas- taninos na
solucéo hidroalcodlica analisada compreende de 1,13 a 6,09 pg/mL. A equacdo da reta
do método validado foi utilizada para quantificacdo dos metabolitos secundarios

presentes nos individuos jovens e adulto.
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A RDC n° 166/2017 ndo preconiza a avaliagdo do parametro da linearidade nas
validagOes parciais de métodos analiticos. Entretanto, neste estudo foi conduzido as
andlises de linearidade tanto dos individuos jovens (Lote 02 e Lote 03) como do individuo
adulto, objetivando confirmar a janela de quantificacdo proposta e determinar as
concentracdes para avaliacdo dos demais parametros da precisao e exatiddo. A Tabela 16
apresenta os valores de concentracdes e suas respectivas absorbancias para curva analitica
do LOTE 02.

Tabela 16- Concentracdes da solucdo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. LOTE 02 e
suas respectivas absorbancias para construcao da curva analitica.

Concentracéao de Z. joazeiro Replicata Absorbéancia
(Hg/mL)

0,3321
0,3361
0,3471
0,4110
0,4165
0,4119
0,4683
0,4782
0,4869
0,5394
0,5382
0,5380
0,5955
0,6088
0,5898

1,60

1,97

2,29

2,59

2,89

W NP WONPFPF WNE WONPFE WDN -

A Figura 13A demonstra a representacdo grafica da curva analitica construida
com o conjunto de dados apresentados na Tabela 16. Além disso, pode-se observar o

gréfico de distribuicdo de residuo (Figura 13B ).
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Figura 9— A) Representacdo grafica da curva analitica para avaliacdo do parametro da
linearidade da solugdo hidroalcoodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 02. B) Representacado
gréfica da distribuicdo de residuos.
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O coeficiente de correlacdo para a curva analitica foi de 0,9980, comprovando- se
a linearidade do método segundo RDC n° 166/2017. Encontrou-se uma regressao
estatisticamente significativa, pois o F de significancia obtido pela avaliagdo do ANOVA
foi de 1.46143E-15, sendo menor que o nivel de significancia adotado (o = 0,05). Os
dados estatisticos corroboram para rejeicdo da hipdtese nula (BRASIL, 2017; SANTOS;
PINTO, 2017).

Tabela 17— Resultados do ANOVA para avaliacdo da regressdo linear com amostras de
Z. joazeiro Mart. Lote 02.

Parémetro avaliado Resultados
Coeficiente de Determinacao 0,9960
Coeficiente de Correlacdo 0,9980
F de significancia 1.46143E-15
NUmero de Pontos 15

A inspecdo visual do grafico de dispersdo de residuos reportado na Figura 13 B)
apontam para uma distribuicdo normal com dispersdo muito préxima a reta tracada,
demonstrando a independéncia dos residuos (SILVA, 2017; JACOBI; SOUZA;
PEREIRA,2002). Apds avaliacdo estatistica criteriosa dos dados, pode- se inferir a
relagdo de linearidade observada na faixa de concentracdo avaliada para a solucdo
hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. Lote 02.

A Tabela 18 demonstra os valores de concentracGes e as respectivas absorbancias
das analises da solucdo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. Lote 03 realizadas em
triplicata para cada nivel de concentragdo. Os dados obtidos foram analisados por meio

de regressao linear pelo méetodo dos minimos quadrados.
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Tabela 18— Concentra¢Ges da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 03 e
suas respectivas absorbancias para construcdo da curva analitica.
Concentracao de Z. joazeiro Replicata Absorbéancia

(ug/mL)

0,4144
0,4391
0,4300
0,5161
0,5121
0,5342
0,5981
0,6088
0,6123

0,7058
0,6834
0,7077

0,7679
0,7789
0,7945

2,04

2,50

2,93

3,40

3,80
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A Figura 14 A) apresenta a representacdo grafica da curva analitica construida
utilizando os valores descritos na Tabela 18. Por sua vez, a Figura 14 B) demonstra a
distribuicdo de residuos dos pontos avaliados pelo método dos minimos quadrados.

O grafico de dispersdo de residuos apresentado na Figura 14 B) foi plotado com
as concentracdes em funcdo dos residuos para avaliar a relacdo de linearidade entre a
variavel dependente e independente,a fim de identificar possiveis pontos atipicos
JACOBI; SOUZA; PEREIRA,2002). Nota-se na faixa de concentragdo avaliada uma
dispersdo de residuos de forma independente e ndo tendenciosa, indicando que ndo

houveram alteracdes na linearidade e homoscedasticidade.
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Figura 10 — A) Representacdo grafica da curva analitica para avaliacdo do parametro da
linearidade da solugdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 03; B) Representagdo
gréfica da distribuicdo de residuos.

Juazeiro Lote 03 Juazeiro Lote 03

107 A) 0.029 B)

0.8 ¢ ¢
a 0.014 ¢ R
2 s 3
g 067 ° .
.E 0.00— - S
§ 0.4+ Y
< -0.01- ¢ ¢ .

0.2 .

®
0.0 T T T T 1 -0.02 T T T T 1
1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 1.5 20 2.5 3.0 35 4.0
Concentragao (ug/mL) Concentragao (ug/mL)

Os resultados foram avaliados também quanto as variaveis: coeficiente de
determinacdo, coeficiente de correlacdo e os coeficientes lineares e angulares. Os
coeficientes de determinacdo encontrados nas curvas analiticas determinadas em
triplicata foram superiores a 0,99, estando de acordo com a lesgilacédo vigente no Brasil
(BRASIL, 2017).

Além disso, com a anélise de variancia (ANOVA) foi possivel concluir que a
regressdo € estatisticamente significativa a um nivel de significancia de 5%,
demonstrando a boa linearidade na faixa avaliada (DEVENS;JUNIOR, SILVA, 2006).

Tabela 19— Resultados do ANOVA para avaliacdo da regresséo linear com amostras de
Z. joazeiro Mart. Lote 03.

Paréametro avaliado Resultados
Coeficiente de Determinacéo 0,9939
Coeficiente de Correlacdo 0,9969
F de significancia 1.12E-14
NUmero de Pontos 15

A avaliacdo da relacéo de linearidade com solucéo hidroalcoolica do Z. joazeiro
Mart. individuo Adulto procedeu em uma faixa de quantificacdo entre 1,58 e 2,80 pug/mL,
sendo as determinages realizadas em triplicata, obtendo 15 pontos de absorbancia. Os

valores dos dados referentes ao ensaio da linearidade estdo reportados na Tabela 20.
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Tabela 20 — Concentracdes da solugdo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. ADULTO e
suas respectivas absorbancias para construcao da curva analitica.
Concentracao de Z. joazeiro Replicata Absorbéancia

(ug/mL)

0,3346
0,3321
0,3394
0,4045
0,4119
0,4046
0,4556
0,4638
0,4566
0,5123
0,5371
0,5371

0,5717
0,5766
0,5821

1,59

1,94

2,20

2,53

2,8

W NP WONPFPEWDNDNE ONE DN

A Figura 17 A) e B) demonstra as representacdes graficas da curva analitica e

distribuicéo de residuos.

Figura 11 — A) Representacdo grafica da curva analitica para avaliacdo do parametro da
linearidade da solucdo hidroalcoodlica do Z. joazeiro Mart. ADULTO; B) Representacao
gréfica da distribuicdo de residuos.
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Por meio da avaliacdo da distribuicao de residuos, pode-se observar o conjunto de
pontos proximos a reta tragada no eixo X, referente a concentracéo do analito de interesse.
Concluindo- se que ha uma constancia na variancia do erro das variaveis analisadas.

Paralelamente, os dados foram avaliados pelo método ANOVA e os resultados
estdo expressos na Tabela 21. Encontrou- se um coeficiente de determinacéo e correlagédo
superiores a 0,99, estando em conformidade com o preconizado pela legislacdo vigente e
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dados publicados na literatura, explicando o bom ajuste dos resultados ao modelo de
minimos quadrados. Além disso, a regressdo foi considerada estatisticamente
significativa com valor de F inferior ao nivel de significancia estabelecido (BRASIL,
2017; PRUNZEL et al., 2016; VASCONSELOS et al, 2010; CAETANO;
FAGUNDES;GOMES, 2018).

Tabela 21— Resultados do ANOVA para avaliagéo da regressao linear com amostras de
Z. joazeiro Mart. Adulto.

Parémetro avaliado Resultados
Coeficiente de Determinacéo 0,9948
Coeficiente de Correlacdo 0,9974
F de significancia 4.16E-15
NUmero de Pontos 15

5.2.3 Preciséo (Repetibilidade e Precisao Intermediaria)

Com base nas informagdes obtidas na avaliagdo da linearidade, selecionou-se a
concentracdo nominal (100%) para conduzir as analises da repetibilidade e precisdo
intermediaria. As amostras independentes foram analisadas em 3 dias consecutivos,
somando 18 medic¢des. Os resultados da solucdo hidroalcéolica do Z. joazeiro Mart.
LOTE 02 estdo expressos em concentragédo e desvio padréo relativo (Tabela 22).

Tabela 22 - Valores de absorbancia e teor das saponinas-taninos na solucdo
hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. LOTE 02.

Dia 01 Dia 02 Dia 03
Amostra Abs Teor % Abs Teor % Abs Teor %
1 0,4815 100,99 0,4802 101,12 0,4767 99,96
2 0,4868 102,16 0,4783 100,32 0,4812 100,95
3 0,4759 99,78 0,4771 100,06 0,4768 99,99
4 0,4823 101,18 0,4709 98,69 0,4749 99,58
5 0,4770 100,02 0,4767 99,96 0,4813 100,97
6 0,4910 103,08 0,4709 98,69 0,4803 100,74
Média (n= 6) 101,20 Média (n= 6) 99,81 Média (n=6) 100,36
DPR 1,13 DPR 0,87 DPR 0,54

Média (n = 18) 100,46
DPR = 1,05
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As 6 determinacdes de Z. joazeiro Mart. Lote 02 na concentracdo nominal
estabelecida através do parametro da lineraridade, referente a avaliacdo da capacidade de
repetibilidade do método, apresentaram uma média de concentracdo de 101,20% e DPR
de 1,13%. O contetdo de saponinas-taninos nas 18 determinacdes foi de 100,46% com
um DPR inferior a 1,05%, comprovando que o método analitico proposto apresenta boa
precisdo intermediaria. Dados semelhantes foram encontrados por Qu e colaboradores
(2022) na quantificacdo de saponinas triterpénicas em frutos de Panax notoginseng por
cromatografia liquida.

Além disso, as médias dos contetdos de saponinas- taninos foram comparadas por
meio do ANOVA, néo sendo identificada diferenca estatisticamente significativa dos
pares (valor de p =0,073).

A concentracdo nominal selecionada para conducéo da avaliacdo da repetibilidade
e precisdo intermediaria com solucédo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. Lote 03 foi de
2,93 pg/mL. Foram realizadas 18 determinag0es em 3 dias consecutivos e os dados estéo
reportados na Tabela 23.

Tabela 23- Valores de absorbancia e teor das saponinas-taninos na solugédo
hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. LOTE 03.

Dia 01 Dia 02 Dia 03

Amostra Abs Teor % Abs Teor % Abs Teor %

1 0,5915 97,65 0,5883 97,11 0,5871 96,91

2 0,5886 97,17 0,5954 98,32 0,5982 98,80
3 0,5906 97,51 0,5918 97,71 0,6123 101,20
4 0,5937 98,04 0,6024 99,51 0,5984 98,84

5 0,5925 97,83 0,6068 100,27 0,5981 98,79
6 0,5931 97,93 0,5923 97,79 0,6088 100,60

Média (n= 6) 97,69 Média (n= 6) 98,45 Média (n= 6) 99,19

DPR 0,32 DPR 1,22 DPR 1,54

Média (n = 18) 98,44
DPR= 1,22

Para a solucdo hidroalcéolica do Z. joazeiro Mart. Lote 03, a média do contetdo
de saponinas- taninos nos trés dias consecutivos de analises (n =18) foi de 98,44 e 0 DPR
de 1,22%. Comparando as médias do contetdo de saponinas- taninos referente aos trés

dias consecutivos de analises, encontrou-se um F menor que o valor de F critico. Desta
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forma, pode- se inferir que a variancia das amostras referentes a avaliagdo do parametro
da repetibilidade e precisdo intermediaria sdo semelhantes (GOMES et al., 2021).

A avaliacdo da precisdo do contetido de saponinas-taninos presentes na solucao
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. ADULTO foi realizada em 3 dias consecutivos (n=
18) na concentracdo nominal referente ao 100% da faixa de trabalho estabelecida no
parametro da linearidade (4,49 pug/mL). Os resultados das 18 medigOes foram expressos
em teor e DPR, estando apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 - Valores de absorbancia e teor das saponinas-taninos na solucéo
hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. ADULTO.

Dia 01 Dia 02 Dia 03

Amostra Abs Teor % Abs Teor % Abs Teor %

1 0,4563 99,42 0,4568 99,54 0,4556 99,28
2 0,4632 100,99 0,4668 101,81 0,4638 101,13

3 0,4708 102,71 0,4506 98,13 0,4566 99,49
4 0,4578 99,78 0,4629 100,93 0,4662 101,68
5 0,4691 102,34 0,4586 99,95 0,4562 99,40
6 0,4634 101,04 0,4692 102,36 0,4647 101,34
Média (n= 6) 101,05 Média (n= 6) 100,45 Média (n= 6) 100,39

DPR 1,19 DPR 1,41 DPR 1,00

Média (n = 18) 100,63
DPR =1,25

Os DPRs encontrados na avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria
apresentaram valores inferiores a 2,00%, sinalizando que ndo ha grande variacdo entre as
médias do conteudo de saponinas-taninos na solucao hidroalcéolica do Z. joazeiro Adulto
(LIMA; NUNES; NETO, 2004).

Os conteudos de saponinas-taninos das dezoito determinacGes foram comparados
por andlises estatistica a nivel de significancia de 5%, obtendo um valor de p de 0,65 e
valor de Fcalculado< Fcritico, inferindo- se uma distribuicdo normal. Observando as
avaliacdes do coeficiente de variacdo, bem como a anélise estatistica, conclui- se que o
método possui boa repetibilidade e precisdo intermediaria.

A Tabela 25 reporta o compilado de informacg6es dos resultados estatisticos do
parametro da precisdo para as analises das solucdes hidroalcoolicas do Z. joazeiro Mart.

dos individuos jovens e do individuo adulto.



76

Tabela 25- Resultados Estatisticos da avaliacdo da precisdo ( repetibilidade e precisdo
intermedidria) dos individuos jovens e adulto do Z. joazeiro Mart.

Amostra F calculado F critico valor de p
Lote 02 3,1225 3,6823 0,073
Lote 03 2,6081 3,6823 0,1066
Adulto 0,4387 3,6823 0,6528

Pode- se observar pelos resultados de F calculado maior que o F critico, bem como
o valores de p superiores a 0,05, que os resultados ndo apresentam diferencas

estatisticamente significativas.

5.2.4 Exatidao

O pardmetro da exatiddo foi desenvolvido utilizando os mesmos niveis de
concentracdo previamente estabelecidos para construcdo da curva analitica e
posteriormente, adicionou-se na solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. uma
concentracdo de 2,0 pg/mL da SQR. As determinagdes para cada nivel de concentragdo
foram conduzidas em triplicata. As Tabelas 26, 27 e 28 apresentam os dados referentes
aos niveis de concentragfes empregados, a concentracdo esperada e recuperada, bem
como as médias de recuperacao e o DPR para a solugdo hidroalcéolicas do Z. joazeiro

Mart. Lote 02, Lote 03 e Adulto, respectivamente.

Tabela 26— Porcentagem de recuperacdo e DPR do padrdo adicionado a solucdo
hidroalcoolica Z. joazeiro Mart. LOTE 02 para avaliacdo do pardmetro da exatiddo.

Nivel Concentracao Concentracéo Média DPR
% Esperada Recuperada Recuperagéo
pg/mL pg/mL %
3,99 100,58
Baixa 92,55 3,97 4,06 102,27 0,68
4,02 101,28
4,38 102,23
Média 100 4,29 4,39 102,33 0,27
4,41 102,89
4,54 105,84
107 4,59 4,62 100,70 2,29
Alta

4,63 101,04




77

Tabela 27— Porcentagem de recuperacdo e DPR do padrdo adicionado a solugédo
hidroalcoolica Z. joazeiro Mart. LOTE 03 para avaliacdo do parametro da exatid&o.

Nivel Concentracao Concentracao Recuperagao DPR
% Esperada Recuperada %
pg/mL pg/mL
4,59 102,14
Baixa 85,32 4,5 4,59 102,07 0,65
4,64 103,26
5,01 101,75
Média 100 4,93 5,08 103,19 0,79
5,02 101,83
5,54 102,61
Alta 116,04 5,40 5,45 101,04 0,89
5,53 102,65

Tabela 28— Porcentagem de recuperacdo e DPR do padrdo adicionado a solugéo
hidroalcodlica Z. joazeiro Mart. ADULTO para avaliacdo do parametro da exatidao.

Nivel Concentracao Concentracao Média DPR
% Esperada Recuperada Recuperagéo
pg/mL pg/mL %
4,02 102,17
Baixa 93,80 3,94 4,05 102,98 0,39
4,02 102,09
4,26 101,59
Média 100 4,20 4,34 103,51 0,86
4,27 101,67
4,58 101,07
Alta 107,85 4,53 4,56 100,81 0,66
4,63 102,35

Comprovou- se a exatiddo do método analitico para quantificacdo de saponinas-
taninos em solucdes hidroalcoolicas por meio da avaliacdo da porcentagem de
recuperacdo e 0os DPRs. Os dados obtidos demonstram uma boa porcentagem de
recuperacdo para os trés niveis de concentracdes (baixo, médio e alto) exigidos pela
legislacdo vigente com valores proximos a 100% (BRASIL,2017). Os baixos valores de

DPR encontrados demonstram uma reduzida dispersédo do contetdo recuperado.

5.2.5 Controle de qualidade da droga vegetal e correlacéo do conteddo de saponinas-
taninos entre os individuos jovens e adulto

A determinagdo do conteddo de saponinas- taninos em miligrama por grama
(mg/g) do material vegetal foi conduzida de forma semelhante a avaliagdo do pardametro
da precisdo das soluc@es hidroalcodlicas do Z. joazeiro Mart. referentes aos individuos

jovens e o individuo adulto. As andlises foram realizadas em 3 dias consecutivos com 6
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determinacfes da concentracdo nominal do Z. joazeiro Mart. Os dados obtidos estdo

apresentados na Tabela 29.

Tabela 29— Conteudo de saponinas- taninos em mg/g de material vegetal do Z. joazeiro
Mart. referente aos individuos jovens e adulto.

SAPONINAS-TANINOS (mg/g)

n amostral LOTE 01 LOTE 02 LOTE 03 ADULTO
1 1,97 3,14 3,81 2,91
2 2,02 3,18 3,80 2,95
3 2,00 3,10 3,81 3,01
4 2,03 3,15 3,83 2,92
5 2,00 3,11 3,82 3,00
6 2,00 3,21 3,83 2,96
7 2,00 3,15 3,79 2,91
8 1,95 3,12 3,84 2,98
9 2,01 3,11 3,82 2,87
10 1,98 3,07 3,89 2,95
11 2,00 3,11 3,92 3,00
12 2,01 3,07 3,82 2,90
13 2,00 3,11 3,79 2,97
14 1,98 3,14 3,86 2,91
15 2,03 3,11 3,95 2,98
16 2,02 3,10 3,86 2,91
17 2,01 3,14 3,86 2,97
18 2,00 3,13 3,93 3,03
MEDIA 2,00 3,13 3,85 3,01

A Figura 16 apresenta o grafico do contetdo de saponinas- taninos presentes nos
individuos jovens, sendo possivel visualizar um maior valor no individuo jovem coletado
apos dezoito meses de cultivo. Realizando um paralelo comparativo dos teores dos
metabolitos secundarios investigados, observa- se o conteddo do individuo adulto

semelhante ao do individuo jovem coletado ap6s doze meses.
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Figura 12 — Representacdo grafica do conteddo de saponinas-taninos nos diferentes
estagios de crescimento.

Concentracdo Saponinas— Taninos

A investigacao sobre a producao de metabdlitos secundarios é de grande relevancia
para a padronizagdo dos extratos de plantas medicinais. De acordo com levantamento
realizado por Gobbo e Neto (2007), existem inumeros fatores que alteram
significativamente a taxa de producdo dos metabolitos secundarios, desde a idade e fase

do desenvolvimento até o ciclo dia/noite.

5.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE SAPONINAS POR UV-Vis

Como relatado anteriormente, a literatura aponta inimeros estudos sobre a
aplicacdo do método colorimétrico vanilina- acidificada para quantificacdo de taninos e
saponinas. Assim, visando uma melhor padronizacdo dos extratos hidroalcodlicos fez- se
necessario realizar a remoc¢do dos taninos presentes na solucdo hidroalcoolico do Z.
joazeiro Mart. para que houvesse uma quantificacdo precisa e robusta do contetudo de
saponinas da droga vegetal.

Os taninos sdo compostos fendlicos de elevado peso molecular produzidos por
meio do metabolismo secundario das plantas, estando intimamente relacionados aos
mecanismos de defesa. Uma das mais descritas propriedades quimicas dos taninos trata-
se da capacidade de formacdo de complexos insollveis em dgua com macromoléculas
(proteinas e carboidratos), gelatinas e alcaléides (MONTEIRO et al.,2005; COSTA et
al.,2008; OLIVEIRA; BERCHIELLLI, 2007; MORAIS, 2019).

Seguindo a metodologia proposta por Hagerman e Butler (1978) e descrita por
Mole e Waterman (1987), algumas adaptacGes foram realizadas para formacgdo do
complexo insoltvel dos taninos presentes na solucéo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart.

com albumina humana em pH 4,9. A Figura 17 aponta as capturas de imagens apos a
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formacéo do complexo tanino-proteina das solugdes hidroalcélica do Z. joazeiro referente

aos individuos jovens e adulto.

Figura 13- Captura imagem do processo de complexacdo de taninos —proteinas presentes
nas solugdes hidroalcodlicas do Z. joazeiro Mart. usando albumina humana.

FONTE: Autoria prépria, 2023.

As capturas de imagens apresentadas na Figura 17 mostram que a formacao do
complexo tanino-proteina ocorreu de maneira intensa, sendo possivel a visualizacdo de
forma macroscdpica. Além disso, o sobrenadante demonstrou um aspecto limpido com
auséncia de sinais interferentes visiveis a olho nu. Entretanto, a formagdo da complexo
sofre influéncia de inumeros fatores associados as caracteristicas tanto do metabolito
secundario como da proteina. Entre os fatores de alta relevancia estao o sitio de ligacao,
peso molecular, polaridade e o ponto isoelétrico da proteina (OLIVEIRA; BERCHIELLI,
2007).

Buscando a melhor selecdo das condicBes analiticas para desenvolvimento e
validacdo do método de quantificacdo do conteudo de saponinas, fez-se necessario
investigar a influéncia das variacbes do volume de albumina humana e da solucdo

hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. durante o processo de formacdo do complexo.

5.3.1 Selecdo e Otimizacdo das condigdes analiticas

Inicialmente, investigou-se o melhor volume de albumina humana que deveria
estd presente no meio reacional. Para isso, utilizou- se um volume fixo da solucéo
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTEOL a 10% (1000 pL) e variou os valores de

albumina humana. A Tabela 30 mostra os volumes de albumina utilizados para sele¢édo
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da melhor condicéo analitica e os respectivos valores de absorbancia obtidos por meio da

leitura da reagéo vanilina- acidificada realizada com o sobrenadante.

Tabela 30 — Volumes de albumina e as respectivas absorbancias para selecdo e
otimizac&o das condigbes analiticas do método de quantificacéo.

Albumina Replicata Absorbancia
(119)

800

0,5829
0,5804
0,5807
0,4003
0,4145
0,4005
0,3792
0,3975
0,3925
0,4151
0,4267
0,4187
0,4949
0,4931
0,4946

1000

1100

1200

1300
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Os volumes de albumina para realizagdo do processo de complexagao dos taninos
com a proteina compreenderam de 800 a 1300 pL, sendo possivel visualizar que 0s
valores de absorbancia decaem nos 3 pontos iniciais e posteriormente, voltam a subir. A
partir disso, pode- se inferir que com o volume de 1100 pL da albumina humana houve o
maior numero de interagdes com as hidroxilas fenélicas dos taninos presentes na solucao
hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. e consequentemente, restando no sobrenadante
analisado apenas as saponinas disponiveis. O aumento do sinal da absorbancia com o
volume da albumina de 1200 pL sugere uma saturacdo dos sitios de ligacdes dos taninos
com as proteinas, levando a um aumento desse no meio reacional.

Assim, o volume de 1100 pL da albumina humana foi selecionando para
desenvolvimento e validacdo do método analitico para quantificacdo do conteudo de
saponinas presentes nas solucées hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart.

Apo6s avaliagdo da influéncia do volume da albumina durante o processo de
complexacdo, o volume de solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. foi variado em
uma faixa que compreendeu de 800 a 1300 pL, mantendo fixo o volume de 1100 uL da
albumina humana. A Tabela 31 mostra os resultados encontrados variando o volume da

solucéo hidroalcodlica da droga vegetal.
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Tabela 31 — Concentracéo de extrato e as respectivas absorbancias do sobrenadante para
avaliar o complexo tanino — proteina.
Extrato Replicata Absorbancia
(ML)

0,4679
0,4426
0,4464
0,4898
0,4868
0,4721
0,4904
0,4824
0,4893
0,4945
0,4991
0,4999
0,5050
0,5342
0,5027
0,5000
0,5200
0,5350

800

900

1000

1100

1200

1300
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Analisando os dados demonstrados na Tabela 24 observa-se que 0s volumes de
900, 1000 e 1100 pL utilizados da solucéo hidroalcoo6lica apresentram, aproximadamente,
0s mesmos valores de absorbancia. Logo, conclui-se que as interacOes realizadas entre
taninos- proteinas sdo quantitativamente semelhantes. Portanto, o volume de solucédo
hidroalcodlico selecionado para tratamento prévio a validacdo do método analitico de

quantificacdo do contetido de saponinas presentes no Z. joazeiro Mart. foi de 1000 pL.

5.3.2 Validacdo Do Método Analitico Para Quantificacdo De Saponinas Por Uv-Vis:
LOTE 01

A validacdo do método analitico foi realizada utilizando o sobrenadante da
solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTEOL, seguindo as exigéncias
preconizadas pela RDC n° 166/2017, atualmente vigente no Brasil. Os parametros
avaliados foram a seletividade, linearidade, limites de detec¢do e quantificacdo, efeito da
matriz, preciséo, exatiddo e robustez. A substancia quimica de referéncia utilizada foi o
padrdo Diosgenina, da Sigma. As condi¢fes analiticas, bem como os critérios de
aceitacdo, foram idénticos ao método validado saponinas- taninos em solucéo

hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart.
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Vale salientar que a conducdo da validacdo do método para quantificacdo de
saponinas por UV-Vis ocorreu utilizando como amostra o sobrenadante da solucgéo

hidroalcdolica do Z. joazeiro Mart.

5.3.2.1 Seletividade

O espectro de varredura do sobrenadante da solugéo hidroalcodlica do individuo
jovem Lote 01 (Figura 18) apds remocao dos taninos estd apresentado na Figura 18. Os
dados espectrais apresentaram dois sinais analiticos: o primeito entre o comprimento de
onda de 400 e 480 nm e o segundo entre 550- 650 nm, conforme visualizado no espectro
da SQR.

Figura 14 — Espectro UV-Vis da solucéo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01.
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Pode- se observar no espectro de absor¢do que a remocao dos taninos presentes
na solucédo hidroalcdolica causa uma reducdo visivel na intensidade dos sinais analiticos
gerados em virtude da remocéo de taninos pelo processo de complexa¢do com a albumina.
Entretanto, a faixa de 420 a 480 nm permanece como a regido de maior intensidade de
absorbancia gerada. Portanto, selecionou- se o comprimento de onda de 460 nm para

quantificacdo de saponinas presentes no Z. joazeiro Mart.

5.3.2.2 Linearidade

Os dados da linearidade da SQR analisados na validagdo do método analitico para
quantificacdo de saponinas-taninos foi utilizado também para a validacdo do método de
quantificacdo do conteddo de saponinas.

A faixa de concentragdo de trabalho da SQR compreende de 0,5 a 8,0 pg/mL,
desta forma, as concentragdes selecionadas para avaliacdo do pardmetro da linearidade

com o sobrenandante solucéo hidroalcoodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01 foram 0,88,
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1,96, 2,34, 2,80, 3,0, 3,40 e 4,21 pg/mL. Os resultados de absorbancias para as respectivas

concentragdes estdo descritos na Tabela 32.

Tabela 32 — ConcentracGes da solucdo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. LOTE 01 e
suas respectivas absorbancias para construcao da curva analitica.
Concentracéao de Z. joazeiro Replicata Absorbéancia

(Mg/mL)

0,1965
0,1989
0,1877
0,3985
0,4199
0,4144
0,4777
0,4938
0,4926
0,5644
0,5919
0,5798
0,6140
0,6360
0,6108

0,7039
0,7031
0,6868

0,8725
0,8598
0,8556

0,88

1,96

2,34

2,80

3,4

4,21
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Os dados apresentados na Tabela 32 foram utilizados para construcéo da curva

analitica e do grafico de distribuicdo de residuos demonstrados na Figura 19.

Figura 15 — A) Representacdo gréafica da curva analitica para avaliacdo do pardmetro da
linearidade da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro LOTE 01; B) Representacao grafica
da distribuicdo de residuos.
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O conjunto de dados obtidos foi avaliado por regressdo linear, pelo método dos
minimos quadrados, visando identificar o melhor ajuste do modelo analitico. O
coeficiente de determinacéo (r?) foi adequado, acima de 0,99, para a equacéo da reta y=
0,2004x + 0,0181. A distribuicdo de residuos apresentou- se de forma aleatoria e ndo
tendenciosa, com os pontos préximos ao eixo zero e auséncia de discrepancia (Figura 19
B). Infere- se a boa relacdo de linear entre a concentracdo de saponinas presentes na

solucdo hidroalcdolica e o sinal analitico gerado (BRASIL, 2017).

5.3.2.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados baseando- se nas
equacOes propostas pela RDC n° 166/2017 que estima a utilizacdo dos valores do
coeficiente angular e coeficiente linear da equacao da reta construida para avaliacdo da
linearidade. Os valores de LD e LQ encontrados para a solucdo hidroalcodlica do Z.
joazeiro LOTE 01 foram 0,09 e 0,28 pg/mL, respectivamente. Por meio disso, pode-se
inferir que a menor concentracéo selecionada da faixa de trabalho (0,88 pg/mL) encontra-

se acima do LD e LQ do método analitico proposto.

5.3.2.4 Efeito da Matriz
Os coeficientes angulares obtidos com a avalicdo do parametro da linearidade
forma utilizados para conducdo do efeito da matriz e os dados submetidos a analise

estatistica. A Figura 20 apresenta a representacdo grafica do paralelismo das retas.

Figura 16 - Avaliagéo do efeito da matriz complexa usando o paralelismo das retas da
solucdo hidroalcodlica de Z. joazeiro Mart. e da mesma fortificada com solucdo padrédo
de diosgenina.
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Os coeficientes angulares da solugéo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. obtidos
em triplicata foram 0,2039, 0,1983 e 0,1991 e para a solucdo fortificada foram 0,1950,
0,2008 e 0,2020, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas quando avaliados
pelo teste t Student, visto que o valor do t teste (t calculado = 0,3015 ) foi inferior ao valor
esperado (t critico = 4,3026). Desta forma, o paralelismo das retas foi determinado,

confirmando ndo haver interferéncia da matriz complexa no método proposto (Figura 20).

5.3.2.5 Preciséo

As determinacdes do conteido de saponinas foram conduzidas por amostras
independentes do sobrenadante da solugdo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. em trés
dias consecutivos. Os dados de repetibilidade e precisdo intermediaria apresentaram uma
boa porcentagem de recuperacdo com valores proximos a 100%, bem como um baixo
desvio padrdo relativo com valores inferiores a 2,5%. Pode- se inferir que o método
analitico possui boa capacidade de quantificacdo em um curto espaco de tempo ao avaliar
a repetibilidade e sob condigdes ponteciais ao avaliar a precisdo intermediaria
(MADMON et al., 2023).

Tabela 33 — Valores de absorbancia e teor das saponinas na solugdo hidroalcoodlica do Z.
joazeiro Mart. LOTE 01.

Dia 01 Dia 02 Dia 03
Amostra Abs Teor % Abs Teor % Abs Teor %
1 0,5659 97,62 0,5501 94,81 0,5572 96,07
2 0,5876 101,49 0,5709 98,51 0,5684 98,07
3 0,5680 98,00 0,5734 98,96 0,5799 100,12
4 0,5600 96,57 0,5549 95,66 0,5765 99,51
5 0,5532 95,36 0,5586 96,32 0,5594 96,46
6 0,5819 100,47 0,5672 97,85 0,5689 98,10
Média (n= 6) 98,25 Média (n= 6) 97,02 Média (n= 6) 98,06
DPR 2,36 DPR 1,71 DPR 1,63
Média (n = 18) 97,78
DPR=1,90

Os valores do teor de saponinas dos diferentes dias de analises foram submetidos a
analise de variancia objetivando identificar variacGes estatisticamente significativas. Os

dados demonstraram um Fcalculado < F critico e o valor de p superior a 0,05,
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demonstrando ndo haver diferencas entre os conteddos de sapopinas quantificados nos

diferentes dias.

5.3.2.6 Exatidéo

Conforme demonstrado na Tabela 34 as medi¢des da exatiddo apresentaram
porcentagem de recuperacdo para os trés niveis proximos a 100% e o DPR inferior a
1,5%. Aplicando o teste t Student observou que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os dados, apresentando nivel de confianga superior a 95%.

Tabela 34 — Porcentagem de recuperacdo e DPR do padrdo adicionado a solugéo
hidroalcodlica Z. joazeiro Mart. LOTE 01 para avaliacdo do parametro da exatiddo.

Nivel Concentracéao Concentracgéo Recuperacéo DPR %
% Esperada Recuperada %
pg/mL pg/mL
Baixo 81 4,34 4,40 101,45 1,00
Médio 100 4,80 4,83 100,79 0,97
Alto 118 5,40 5,45 100,93 1,12

5.3.2.7 Robustez

A avaliagdo do parametro da robustez foi conduzida com pequenas mudancas
deliberativas no volume de vanilina (90 e 110 pL) e &cido sulfdrico (2400 e 2600 pL) no
meio reacional utilizando a concentracdo nominal da solucdo hidroalcodlica do Z.
joazeiro Mart. LOTE 01. A Tabela 35 mostra os dados de absorbancia, teor e DPR obtidos

quando realizada varia¢do do volume de vanilina.
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Tabela 35 - Resultados obtidos para seis experimentos, variando concentracdo de valinina, realizados para
avaliacdo da robustez do método analitico para quantificacdo de saponinas.

n Absorbéncia Teor Média
% DPR
1 0,5830 100,67
2 0,5753 99,30
90 pL 3 0,5550 95,68 99,01
(condicao variavel) 4 0,5932 102,49 2,43
5 0,5642 97,32
6 0,5716 98,64
1 0,5893 101,79
2 0,5871 101,40
100 pL 3 0,5728 98,85 100,70
(condicé@o nominal) 4 0,5877 101,51 1,34
5 0,5881 101,58
6 0,5741 99,08
1 0,5983 103,40
2 0,5871 101,40
110 puL 3 0,5965 103,07 102,35
(condicao variavel) 4 0,5982 103,38 1,01
5 0,5857 101,15
6 0,5889 101,72

Analisando os resultados apresentados na Tabela 35, pode-se observar que os

valores do contetdo de saponinas apresentaram-se na faixa de 98- 104%, havendo um

unico ponto com teor de 95%. Além disso, os DPR encontrados foram inferior a 2,5%,

demonstrando que ha baixa dispersédo entre os dados encontrados.

A Tabela 36 apresenta os resultados encontrados ao variar o volume de éacido

sulfarico no meio reacional.
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Tabela 36 - Resultados obtidos para seis experimentos, variando concentracdo de acido
sulfarico, realizados para avaliagdo da robustez do método analitico para quantificacdo
de saponinas.

n Absorbancia Teor Média
% DPR
1 0,5965 103,07
2 0,5828 100,63
2400 pL 3 0,5987 103,47 101,58
(condicéo variavel) 4 0,5832 100,70 1,89
5 0,5712 98,57
6 0,5962 103,02
1 0,5893 101,79
2 0,5871 101,40
2500 pL 3 0,5728 98,85 100,70
(condic@o nominal) 4 0,5877 101,51 1,34
5 0,5881 101,58
6 0,5741 99,08
1 0,5867 101,33
2 0,5637 97,23
2600 pL 3 0,5788 99,93 100,01
(condicao variavel) 4 0,5897 101,86 1,61
5 0,5779 99,76
6 0,5789 99,94

5.4 Validacéo Parcial do Método Analitico de quantificacdo de saponinas por UV-
Vis: LOTE 02, LOTE 03 E ADULTO

Assim como para a quantificagdo de saponinas-taninos nas solugdes
hidroalcoolicas do Z. joazeiro Mart. foi realizado validacdo parcial do método, a
quantificacdo de saponinas nos individuos jovens e adulto foi conduzida por meio da
validagdo parcial avaliando os pardmetros da seletividade, linearidade, precisdo
(repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatidao.

5.4.1 Seletividade

A Figura 21 reporta os graficos espectrais referente a varredura no comprimento
de onda entre 380 e 800 nm das amostras do Z. joazeiro Mart. individuo jovem e individuo
adulto.

Comparando os dados espectrais obtidos com as amostras citadas e 0 espectro de
varredura da SQR, bem como do sobrenadante da solucéo hidroalcéolica do Z. joazeiro
Mart. Lote 01, pode- se inferir através de uma inspecao visual a similaridade dos sinais
analiticos gerados e auséncia de interferentes no comprimento de onda selecionado para

quantificacéo.
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Figura 17 — Espectro UV-Vis da solucéo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 02,

LOTE 03 e Adulto.
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acOes da reta que explica a relagcdo de linearidade entre

a resposta analitica do equipamento e a concentracdo do analito de interesse, foi utilizado

0 modelo de regressdo linear

determinados em triplicata comp

simples. Os cinco niveis de concentracfes foram

reendendo o intervalo de concentragéo estabelecido na

validacdo do método analitico proposto.

A Tabela 37 reporta as

hidroalcoolica do Z. joazeiro Ma

concentracdes e respectivas absorbancias da solucdo

rt. Lote 02 utilizados para construcdo da curva analitica.
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Tabela 37 — ConcentracGes da solucdo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. LOTE 02 e
suas respectivas absorbancias para construcao da curva analitica.

Concentracao de Z. joazeiro
(Hg/mL)

Replicata Absorbéancia

1,69

2,07

2,43

2,58

2,92

0,3375
0,3651
0,3654
0,4233
0,4383
0,4362
0,4972
0,5086
0,5089
0,53%4
0,5386
0,5257
0,6025
0,6074
0,6034

W NP WONPFPEWDNDNE ONE DN

A Figura 22 mostra a representacao grafica da curva analitica obtida com os dados

apresentados na Tabela 37 e o gréfico de distribuicdo de residuos.

Figura 18 — A) Representacdo gréafica da curva analitica para avaliacdo do pardmetro da
linearidade da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 02; B) Representacao

gréafica da distribuicdo de residuos.
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O método utilizado para analisar a relacdo entre as variaveis independentes e

dependentes (concentracdo e resposta analitica, respectivamente) foi o modelo de

regressdo linear simples por meio do método dos minimos quadrados ordinarios que

possui como objetivo utilizar técnicas matematicas para otimizar o ajuste do modelo. O

coeficiente de determinagdo encontrado foi adequado com base no preconizado pela

legislagdo vigente, acima de 0,99 (BRASIL,2017). Além disso, observando a distribuicdo
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de residuos apresentada no grafico exposto na Figura 22 B pode-se concluir uma
distribuicdo aleat6ria, com o0s pontos proximos ao eixo central.

Assim, infere-se que 0 método analitico apresenta bom ajuste do modelo, havendo
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de saponinas na faixa de
trabalho de 1,69 a 2,92 pg/mL.

Tabela 38 — Resultados do ANOVA para avalia¢do da regresséo linear com amostras de
Z. joazeiro Mart. Lote 02.

Parémetro avaliado Resultados
Coeficiente de Determinacéo 0,9949
Coeficiente de Correlacdo 0,9974
F de significancia 3,72177E-15
NUmero de Pontos 15

A linearidade foi analisada por meio da curva analitica construida com os valores
de concentracdes da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 03 e seus
respectivos valores de absorbancia (Tabela 39). O método de regressao linear para avaliar

0 ajuste adequado do modelo foi 0 minimos quadrados.

Tabela 39 — ConcentracGes da solugdo hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart. LOTE 03 e
suas respectivas absorbancias para construcdo da curva analitica.
Concentracéo Replicata Absorbéancia

(Mg/mL)

0.4899
0.4932
0.4986
0.5767
0.5898
0.5627
0.6713
0.6573
0.6682
0.7604
0.7558
0.7598
0.8443
0.8373
0.8499

2.37

2.79

3.23

3.7

4.12
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A curva analitica para a saponinas presentes na solucdo hidroalcodlica do Z.
joazeiro Mart. LOTE 03, construida com os dados da Tabela 39, esta apresentada na

Figura 23.

Figura 19 — A) Representacdo grafica da curva analitica para avaliacdo do parametro da
linearidade da solugdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. LOTE 03; B) Representagdo

gréafica da distribuicdo de residuos.
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A equacdo da reta obtida foi y=0,2x + 0,0192 com coefieciente de determinagéo
(r?) de 0,9974 considerado adequado por estar acima de 0,99, como preconizado pela
legislacdo vigente (BRASIL, 2017). Os residuos (Figura 23 B) apresentaram distribuicao

normal, ndo havendo discrepancia de pontos para as extremidades dos eixos.

Tabela 40 — Resultados do ANOVA para avaliacdo da regresséo linear com amostras de
Z. joazeiro Mart. Lote 03.

Paréametro avaliado Resultados
Coeficiente de Determinacéo 0,9970
Coeficiente de Correlacdo 0,9985
F de significancia 1,6E-15
NUmero de Pontos 15

Os dados da linearidade referentes a solugdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart.
ADULTO estdo expressos na Tabela 41. As andlises foram realizadas em triplicata para

0s cinco niveis de concentraces.



94

Tabela 41— Concentragdes da solugdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. ADULTO e
suas respectivas absorbancias para construcdo da curva analitica.

Concentracao Replicata Absorbéncia
pg/mL

0.2671
0.2668
0.2691

0.3179
0.3062
0.3164

0.3928
0.4074
0.3915

0.4489
0.4535
0.4536

0.4908
0.495
0.485

1.24

1.47

1.89

2.16

2.35
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A construcdo da curva analitica (Figura 24 A) foi realizada com os resultados
apresentados na Tabela 41, além disso utilizou- se o conjunto de dados para avaliacao da

distribuicédo de residuos.

Figura 20 — A) Representacdo grafica da curva analitica para avaliagdo do parametro da
linearidade da solucdo hidroalcodlica do Z. joazeiro Mart. ADULTO; B) Representacao
grafica da distribuicdo de residuos.
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Baseado nos requisitos estabelecidos pela RDC n° 166/2017, o método para
quantificacdo de saponinas apresenta boa linearidade, sendo o coeficiente de
determinacéo superior a 0,99 e a distribuicdo de residuo aleatoria e ndo tendenciosa.
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Tabela 42 — Resultados do ANOVA para avalia¢do da regresséo linear com amostras de
Z. joazeiro Mart. Adulto.

Parametro avaliado Resultados
Coeficiente de Determinacéo 0,9965
Coeficiente de Correlacdo 0,9982
F de significancia 3,63E-15
NUmero de Pontos 15

5.4.3 Preciséo (Repetibilidade e Precisao Intermediaria)

Foram conduzidas 18 determinacdes de amostras independentes na concentracao
nominal, em trés dias consecutivos, para a solucao hidroalcoolica do Z. joazeiro Mart.
Lote 02, Lote 03 e Adulto. Os resultados da avaliagdo da repetibilidade e preciséo
intermediaria do Z. joazeiro Mart. nos individuos jovens e adulto estdo expressos nas

Tabelas 43, 44 e 45, respectivamente.

Tabela 43 — Valores de absorbancia e teor das saponinas na solugédo hidroalcodlica do Z.
joazeiro Mart. LOTE 02.

Dia 01 Dia 02 Dia 03
Amostra Abs Teor % Abs Teor % Abs Teor %
1 0,4981 98,54 0,5041 99,73 0,4972 98,36
2 0,5018 99,27 0,5017 99,25 0,5086 100,62
3 0,4952 97,96 0,5146 101,82 0,5089 100,68
4 0,5044 99,79 0,5064 100,19 0,5105 101,00
5 0,5065 100,21 0,5084 100,58 0,5089 100,68
6 0,5080 100,50 0,4975 98,42 0,5065 100,21
Média (n= 6) 99,38 Média (n=6) 100,00 Média (n=6) 100,26
DPR 0,97 DPR 1,16 DPR 0,96

Meédia (n = 18) 98,88
DPR=1,05
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Tabela 44 — Valores de absorbancia e teor das saponinas na solugéo hidroalcoodlica do Z.
joazeiro Mart. LOTE 03.

Dia 01 Dia 02 Dia 03

Amostra Abs Teor % Abs Teor % Abs Teor %

1 0,6520 97,96 0,6682 100,40 0,6613 99,36
2 0,6713 100,87 0,6573 0,9876 0,6773 101,78
3 0,6727 101,08 0,6599 99,15 0,6699 100,66
4 0,6645 99,84 0,6674 100,28 0,6705 100,75
5 0,6568 98,68 0,6874 103,30 0,6579 98,85
6 0,6557 0,9852 0,6637 99,72 0,6660 100,07
Média (n= 6) 99,49 Média (n=6) 100,27 Média (n=6) 100,24

DPR 1,31 DPR 1,61 DPR 1,04

Média (n = 18) 100,00
DPR=1,31

Tabela 45 — Valores de absorbancia e teor das saponinas na solugéo hidroalcoodlica do Z.
joazeiro Mart. ADULTO.

Dia 01 Dia 02 Dia 03

Amostra Abs Teor % Abs Teor % Abs Teor %

1 0,3895 98,17 0,3928 99,01 0,3892 98,10
2 0,3889 98,02 0,4074 102,71 0,4004 100,94

3 0,4025 101,47 0,3915 98,68 0,3965 99,95
4 0,3949 99,54 0,3938 99,26 0,3998 100,79
5 0,4066 102,51 0,3974 100,18 0,4024 101,45
6 0,3958 99,77 0,3915 98,68 0,4089 103,10
Média (n= 6) 99,91 Média (n= 6) 99,75 Média (n= 6) 100,73

DPR 1,78 DPR 1,55 DPR 1,64

Média (n = 18) 100,24
DPR =1,67

A RDC n° 166/2017 preconiza que o desvio padréo relativo para avaliacdo da
precisdo deve apresentar critério de aceitacdo justificado pela concentracdo do analito de
interesse, a matriz de amostra, bem como o método analitico proposto. Os individuos
jovens e adulto do Z. joazeiro Mart. apresentaram valores de DPR inferiores a 2%, tanto

na conducéo da repetibilidade, como na precisao intermediaria (BRASIL, 2017).
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Os valores dos contetdos de saponinas em porcentagem dos 3 dias consecutivos
foram submetidos a anélise de variancia, a fim de identificar variagdes entre os conteldos
obtidos. A Tabela 46 apresenta os resultados da avaliagdo estatistica.

Tabela 46 - Resultados Estatisticos da avaliacdo da precisdo ( repetibilidade e precisdo
intermedidria) dos individuos jovens e adulto do Z. joazeiro Mart.

Amostra F calculado F critico valor de p
Lote 02 1,1311 3,6823 0,3493
Lote 03 0,6481 3,6823 0,5370
Adulto 0,5760 3,6823 0,5740

Os resultados estatisticos apontam para auséncia de variancia estatisticamente
significativa, com valores de F calculado inferior a F critico, bem como valor de p >0,05.
Inferindo- se um método preciso na faixa de trabalho selecionada.

5.4.4 Exatidao
As Tabelas 47, 48 e 49 reportam os valores de porcentagem de recuperacéo e o DPR
das amostras de Z. joazeiro Mart., individuo jovem e adulto, nos diferentes niveis de

concentragdes preconizados pela legislacdo vigente brasileira.

Tabela 47— Porcentagem de recuperacdo e DPR do padrdo adicionado a solugéo
hidroalcodlica Z. joazeiro Mart. LOTE 02 para avaliacdo do parametro da exatiddo.

Nivel Concentragdo Concentracdo Recuperagdo MEDIA
% Esperada Recuperada % DPR
pg/mL pg/mL
2.55 99.23
Baixo 85.18 2.57 2.61 101.72 101.01
2.62 102.09 1.53
2.98 101.72
Médio 100 2.93 2.99 102.32 102.54
3.03 103.58 0.92
3.51 102.76
Alto 120.16 3.42 3.51 102.87 103.00

3.53 103.37 0.31
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Tabela 48 — Porcentagem de recuperacdo e DPR do padréo adicionado a solugéo
hidroalcodlica Z. joazeiro Mart. LOTE 03 para avaliacdo do parametro da exatiddo.

Nivel Concentracéo Concentracao RECUPERACAO  Média
% Esperada Recuperada % DPR
ug/mL pg/mL
2.90 101.05
Baixo 85 2.87 291 101.45 102,17
2.98 104.02 1,58
3.39 103.30
Médio 100 3.29 3.45 104.88 103,67
3.38 102.84 1,02
3.75 100.75
Alto 115.77 3.73 3.72 99.89 101,25
3.84 103.11 1,64

Tabela 49— Porcentagem de recuperacdo e DPR do padrdo adicionado a solucdo
hidroalcodlica Z. joazeiro Mart. ADULTO para avaliacdo do parametro da exatidao.

Nivel Concentracéo Concentracéo Recuperagéo MEDIA
% Esperada Recuperada % DPR
pg/mL pg/mL
1.77 102.23
Baixo 84.35 1.74 1.79 102.92 101.83
1.74 100.34 1.31
2.10 106.96
Médio 100 1.97 1.98 100.78 104.29
2.07 105.11 3.04
243 101.90
Alto 128.57 2.39 2.46 102.95 102.69
2.46 103.22 0.67

Assim como para o0 parametro da precisao, o critério de aceitacdo da exatiddo de

um método analitico deve ser justificado baseando- se na concentracdo do analito de
interesse, a matriz analisada e o nivel de complexidade do método analitico que se deseja
validar. Os extratos hidroalc6olicos representam uma matriz complexa em virtude da
infinidade de metabdlitos secundérios presentes (BRASIL, 2017).

As determinacdes independentes do conteudo de saponinas dos individuos jovens
e adulto apresentaram média de porcentagem de recuperacgéo,nos diferentes niveis, entre
101 e 104% e o DPR% inferiores a 5,00. Dessa forma, o metodo analitico
espectrofotométrico demonstrou adequada exatiddo para quantificacdo de saponinas em

espécie de Z. joazeiro Mart.
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5.4.5 Controle de qualidade da droga vegetal e correlagdo do contetdo de saponinas
entre os individuos jovens e adulto

A determinacdo do conteddo de saponinas em miligrama por grama de droga
vegetal foi conduzida de forma semelhante ao pardmetro da precisdo. As amostras
independentes foram analisadas em trés dias consecutivos e o0s resultados foram
calculados utilizando a equacgéo da reta proveniente da linearidade. Os resultados em mg
de saponinas/ g de droga vegetal estdo expressos na Tabela 50.

Tabela 50 - Conteido de saponinas em mg/g de material vegetal do Z. joazeiro Mart.
referente aos individuos jovens e adulto.

SAPONINAS (mg/q)

n amostral LOTEO1L LOTEO02 LOTEO3  ADULTO
1 1,24 1,60 2,17 1,24
2 1,26 1,61 2,18 1,23
3 1,28 1,59 2,15 1,28
4 1,24 1,62 2,12 1,25
5 1,27 1,62 2,12 1,29
6 1,26 1,63 2,11 1,26
7 1,24 1,62 2,13 1,25
8 1,27 1,61 2,13 1,29
9 1,22 1,65 2,16 1,24
10 1,26 1,62 2,16 1,25
11 1,25 1,63 2,23 1,26
12 1,27 1,59 2,15 1,24
13 1,24 1,59 2,14 1,23
14 1,26 1,63 2,19 1,27
15 1,24 1,63 2,17 1,26
16 1,27 1,64 2,17 1,27
17 1,24 1,63 2,13 1,28
18 1,26 1,62 2,16 1,30
MEDIA 1,25 1,62 2,15 1,26

Pode-se observar que o conteudo de saponinas aumenta em funcéo do tempo, sendo
a maior concentracao visualizada ap6s 18 meses de cultivo. Além disso, ap0s o paralelo
comparativo do contetdo do marcador em individuos jovens e adultos, infere-se que o
individuo adulto possui conteldo de saponinas menor que o individuo jovem apo6s 12

meses de cultivo (Figura 25).
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Figura 21 - Representacdo grafica da influéncia do tempo de cultivo no contetdo de
saponinas nos extratos de Z. joazeiro Mart.
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Um estudo realizado por Vigo e colaboradores (2003) investigou a influéncia da
sazonalidade e de trés diferentes processos de secagem no conteudo de saponinas das
raizes de Pfaffia glomerata (Spreng). Observou- se que o teor de saponinas apresentava
maior quantidade nos periodos coletados no inverno se comparado com as demais
estacdes. Além disso, constatou- se que o processo de secagem ao sol forneceu maior teor
de extrativos e saponinas quando relacionado ao contetdo identificado nos processos de
secagem em estufa e na sombra.

Os individuos adultos, tanto casca como folha do Z. joazeiro Mart., apresentam
conteddo de saponinas significativo, sendo descrito na literatura a casca a parte de maior
relevancia e utilizacdo, chegando a apresentar o dobro do teor equiparado com as partes
aéreas (REGO, 2019; NASCIMENTO et al, 2020). Os valores encontrados no presente
estudo apontaram que o conteido de saponinas dos individuos jovens apds doze meses
de cultivo foram superiores ao do individuo adulto, confirmando a alternativa vantajosa
para preservacdo da espécie e realizagdo de desenvolvimento tecnolégico de maneira
sustentavel sem que haja perda da biodiversidade local. Dessa forma, conclui- se que o
individuo jovem LOTE 03 representa uma alternativa vegetal satisfatdria para ingrediente

ativo farmacéutico.

5.5 QUANTIFICAQAO INDIRETA DO CONTEUDO DE TANINOS PRESENTES NO
Ziziphus joazeiro Mart. INDIVIDUOS JOVENS E ADULTO

A capacidade de complexacéo de taninos com proteina possui ampla divulgacao na
literatura, representando uma estratégia analitica para quantificacdo de taninos, desde que

a amostra seja submetida a um pré-tratamento com remocéao dos interferentes.
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Gomes e colaboradores (2021) desenvolveram e validaram uma metodologia
analitica rapida e robusta para quantificacdo simultdnea de polifendis e taninos em
solugdes hidroalcoolicas de Syzygium cumini L. ap6s a remocéo de taninos utilizando
caseina. A concentracdo de taninos totais foi determinada através da diferenca entre o
conteddo de polifendis totais e fenois residuais (sobrenadante ap0s precipitacdo de
taninos com proteinas).

O presente estudou aplicou a mesma metodologia matematica para quantificacdo
de taninos totais em amostras de solucdo hidroalcéolica de Z. joazeiro. Os valores
expressos nas Tabelas 29 e 50 representam a concentracdo de saponinas-taninos e
saponinas totais em miligrama por grama de drogra vegetal, aplicando- se a equagao (4)
obteve a concentracdo de taninos em mg/g de drogra vegetal nos individuos jovens e

adulto. Os resultados estdo apresentados na Tabela 51.

Tabela 51- Concentracdo de taninos em mg/g de drogra vegetal nos individuos jovens e
adulto do Z. joazeiro Mart.

TANINOS (mg/g)

n amostral LOTE 01 LOTE 02 LOTE03 ADULTO
1 0,73 1,54 1,64 1,74
2 0,76 1,57 1,62 1,79
3 0,73 1,52 1,66 1,79
4 0,78 1,53 1,71 1,73
5 0,73 1,49 1,70 1,77
6 0,74 1,58 1,72 1,77
7 0,76 1,53 1,67 1,73
8 0,68 1,51 1,71 1,75
9 0,79 1,46 1,66 1,69
10 0,73 1,45 1,73 1,77
11 0,75 1,48 1,69 1,73
12 0,73 1,48 1,67 1,82
13 0,76 1,52 1,65 1,74
14 0,72 1,51 1,67 1,75
15 0,79 1,48 1,79 1,72
16 0,75 1,46 1,69 1,77
17 0,77 1,51 1,73 1,70
18 0,74 1,51 1,77 1,73
MEDIA 0,75 1,51 1,69 1,75

Como pode ser observado, o conteddo de taninos ndo apresenta diferenca

significativa entre os individuos jovens coletado apds doze e dezoite meses de cultivo.
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Espirito- Santo e colaboradores (1999) avaliaram a influéncia da sazonalidade,
disponibilidade de 4gua e sexo da planta na concentragdo de taninos em arbustos dioicos
Baccharis dracunculifolia. Os pesquisadores identificaram um aumento na concentracao
de taninos nos meses de novembro a maio, caracteristicos de verdo. Entretanto, ndo
conseguiram visualizar diferencas no contetdo do metabolito frente ao sexo da planta e
disponibilidade de &gua, sugerindo que fatores como fenologia e luminosidade podessem
afetar a producéo de taninos pela espécime.

Monteiro e colaboradores (2005) avaliaram a correlagéo entre o contetido de taninos
e altura e diametro de 3 plantas medicinais presentes no bioma Caatinga, ndo sendo
confirmada a hipotese estudada. Porém, identificaram que a casca do caule em duas das
trés espécies estudadas apresentava maior concentracdo de taninos.

5.6 OBTENCAO E RENDIMENTO DOS EXTRATOS SECOS

O extrato seco representa uma excelente alternativa como insumo ativo
farmacéutico para producdo de fitocosméticos e fitoterapicos, em virtude da sua elevada
estabilidade fisica, quimica e microbioldgica, maior concentracdo dos metabolitos
secundarios e facilidade de adequacdo para inumeras formas farmacéuticas. O presente
estudo selecionou a técnica de secagem por aspersdo em escala industrial por obter pos
com maior uniformidade e granulometria homogénea (OLIVEIRA;PETROVICK, 2010;
SOUZA, C et al. 2015).

A utilizacdo do didxido de silicio coloidal como adjuvante farmacéutico no
processo de secagem justifica-se pela capacidade de fornecer extratos secos com maior
estabilidade e maiores rendimentos em virtude das suas propriedades fisico- quimicas.
Um estudo realizado por Trindade e colaboradores (2020) avaliou a influéncia das
variacdes de proporc¢des entre o extrato seco de Muirapuama (Ptychopetalum olacoides
Benth) e aerosil durante o processo de secagem, visualizando que o maior rendimento
encontrado foram nas condi¢cbes em que havia maior concentracdo do adjuvante
farmacéutico.

O rendimento dos extratos secos dos individuos jovens e adulto apresentaram
valores significativos entre 86 e 93%, em virtude da alta eficiéncia térmica e completa
secagem fornecida nos secadores industriais. A literatura aponta que o processo de
secagem, bem como o rendimento, sdo influenciados pela utilizacdo de secadores de
pequena escala, limitando- se a um rendimento de até 70% (AL-KHATTAWI et al.,
2018).
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5.6.1 Metodo analitico de quantificacdo de saponinas em extrato seco de Z. joazeiro

O método analitico para quantificagdo das saponinas presentes no extrato seco do
Z. joazeiro Mart., individuos jovens e adulto, foi aplicado seguindo o método validado
para quantificacdo de saponinas no extrato hidroalcoolica. Os ensaios realizados no
método analitico foram a linearidade e construcdo da curva analitica para observar a
proporcionalidade da resposta analitica na faixa de trabalho, bem como repetibilidade e
precisdo intermediaria para identificar a capacidade do método em obter resposta precisas

com variagdes de dias de andlises.

5.6.1.2 Linearidade e Curva Analitica

A equacdo da reta da SQR foi utilizada para obter os valores de concentracdo de
saponinas no sobrenadante do extrato seco do Z. joazeiro Mart. Os dados obtidos estéo
apresentados na Tabela 52 .

Tabela 52 - Concentragdes da solucdo do extrato seco do Z. joazeiro Mart. LOTE Ol e
suas respectivas absorbancias para construcdo da curva analitica.

Concentracéo de Replicata Absorbancia
Z. joazeiro (ug/mL)

0,1288
0,1329
0,1389
0,1578
0,1526
0,1590
0,1775
0,1707
0,1797
0,1888
0,1992
0,1975
0,3123
0,3555
0,3294
0,5235
0,5399
0,5387

0,6780
0,6802
0,6830

0.58

0.69

0.78

0.88

1.57

2.57

3.30

W MNP WONEFE WNE WONPFPEP WODNE ONEFE DN

Aplicando um ANOVA no conjunto de dados reportados na Tabela 52, pode-se

observar o F de significancia infinitamente inferior ao valor estabelecido. Além disso, 0s
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coeficientes de determinacéo e correlacao superior a 0,99 como preconizado na legislacédo
brasileira (BRASIL, 2017).

Com os resultados estatistico demonstrando o0 bom ajuste do modelo de regressao
linear, utilizou- se as concentracfes da faixa de trabalho e as respectivas absorbancias

para construcdo da curva analitica reportada na Figura 26.

Figura 22 — A) Representacdo gréafica da curva analitica para avaliacdo do pardmetro da
linearidade do extrato seco do Z. joazeiro Mart. LOTE 01; B) Representacao grafica da
distribuicao de residuos.
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5.6.1.3 Preciséo (Repetibilidade e Preciséo Intermediaria)
As Tabelas 53, 54 e 55 apresentam os valores de absorbancia e os respectivos teores

obtidos para avaliacdo do parametro da repetibilidade do método analitico.

Tabela 53 - Valores de absorbancia e teor das saponinas no extrato seco do Z. joazeiro
Mart. LOTE 01.

DIA1 DIA 2
Amostra ABS TEOR % ABS TEOR
%
1 0,1537 97,84 0,1526 97,05
2 0,1600 102,39 0,1536 97,77
3 0,1592 101,81 0,1561 99,57
4 0,1552 98,92 0,1514 96,18
5 0,1590 101,67 0,1506 95,60
6 0,1531 97,41 0,1526 97,05

Média(n=6) 100,01 Média (n=12) 98,61
DPR 2,20 DPR 2,31
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Tabela 54 - Valores de absorbancia e teor das saponinas no extrato seco do Z. joazeiro
Mart. LOTE 02.

DIA1 DIA2
Amostra ABS TEOR % ABS TEOR
%
1 0,5621 107,48 0,5565 106,44
2 0,5462 104,54 0,5480 404,87
3 0,5488 105,02 0,5507 105,37
4 0,5596 107,02 0,5610 107,28
5 0,5589 106,89 0,5468 104,65
6 0,5646 107,94 0,5435 104,04
Média(n=6) 106,48 Média (n=12) 105,96
DPR 1,29 DPR 1,25

Tabela 55- Valores de absorbancia e teor das saponinas no extrato seco do Z. joazeiro
Mart. LOTE 03.

DIA1 DIA 2
Amostra ABS TEOR % ABS TEOR
%

1 0,3821 96,96 0,3958 100,61
2 0,3928 99,81 0,4055 103,19
3 0,3822 96,98 0,3870 98,26
4 0,3812 96,72 0,3982 101,24
5 0,3944 100,23 0,4044 103,78
6 0,3867 98,18 0,3921 99,62
Média(n=6) 98,15 Média (n=12) 101,12

DPR 1,57 DPR 2,07

Os dados reportados nas tabelas acima apontam a precisa capacidade do método
analitico para determinacdo do conteido de saponinas em extrato seco. Visualizando- se

valores de desvio padrdo relativo inferiores da 2,5%.

5.6.1.4 Determinacdo do contetdo de saponinas no extrato seco do Z. joazeiro : individuo
jovem e adulto

A determinagdo do conteudo de saponinas nas amostras de extrato seco do Z.
joazeiro Mart. foi conduzidas de forma semelhantes ao parametro da precisdo, realizando
dezoito medicbes em trés dias consecutivos. A equacdo da reta y=0,2007x+0,0182
proveniente da validacdo parcial foi utilizada para quantificacdo do metabolito de
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interesse. A Tabela 56 apresenta os valores de saponinas em miligrama por grama de

extrato seco.

Tabela 56 - Concentracdo de saponinas em mg/g de extrato seco nos diferentes lotes do
Z. joazeiro Mart.
n amostral Lote 01 Lote 02 Lote 03

[Saponinas mg/g]  [Saponinas mg/g] [Saponinas mg/g]

1 4,50 9,63 15,10
2 4,70 9,37 15,53
3 4,68 9,41 15,61
4 4,55 9,59 15,30
5 4,67 9,58 15,67
6 4,48 9,67 16,08

Analisando os dados apresentados na Tabela 57, pode- se observar que a
concentracdo de saponinas em miligrama por grama de extrato seco aumenta em funcgéo
do tempo de cultivo do Z. joazeiro Mart., comportamento idéntico ao observado na
quantificacdo do marcador no extrato hidroalc6olico. Além disso, nota- se que houve uma
concentracdo da solugdo , acarrentando no aumento do contetdo de saponinas, tal fato
explica- se pelo processo de secagem por aspersao.

O uso de extrato seco como ingrediente ativo farmacéutico na producdo de
medicamentos e cosméticos desperta grande interesse nos centros de pesquisa e
indUstrias. Ribeiro e colaboradores (2022) desenvolveram um estudo com extrato seco de
Passiflora nitida Kunth objetivando realizar a caracterizacdo fisico- quimica e aplicacao
em formulagdes cosméticas. Os autores proporam parametros para realizacao do controle
de qualidade que atendessem os parametros farmacopeicos.

O mapeamento do contetdo de saponinas nos extratos secos do Z. joazeiro Mart.,
individuo jovem e adulto, representa uma grande estratégia tecnoldgica para obtencdo de
ingrediente ativo farmacéutico proveniente de droga vegetal, garantido que o conteudo
do marcador majoritario de interesse apresenta- se na concentracdo desejada para

desenvolvimento de fitomedicamentos e fitocosméticos.

5.7 DESENVOLVIMENTO DE PREPRACOES FARMACEUTICAS
Inmeros estudos reportados na literatura apresentam as saponinas como

marcador majoritario presente no Ziziphus joazeiro Mart., sendo amplamente utilizada na
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medicina popular para confeccdo de produtos de higiene pessoal em virtude das suas
propriedades. Baseado nos dados preliminares da concentracdo das saponinas nos
diferentes lotes de Z. joazeiro Mart. cultivados no municipio de Serra Branca, foi proposta
uma preparacao farmacéutica com finalidade dentifricio.

O ingrediente ativo farmacéutico previamente selecionado para incorporacdo no
gel dentifricio foi o extrato seco do Z. joazeiro Mart. obtido do material vegetal ap6s
dezoito meses de cultivo (Lote 03), dado o maior contetido de saponinas presente quando

comparado ao Lote 01 e Lote 02.

5.7.1 Desenvolvimento do gel dentifricio e controle de qualidade da preparacao
farmacéutica

Os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes sdo preparacdes
compostas por substancias de origem natural ou sintética, para uso externo, destinadas a
proteger ou manter o bom estado das diversas partes do corpo (BRASIL, 2015). Segundo
a Farmacopeia Brasileira, 6% edicdo, os géis sdo preparacdes semissolidas que possuem
um adjuvante farmacéutico denominado de agente geleificante responsavel por conferir
firmeza a uma solucéo ou dispersdo coloidal (BRASIL, 2019).

O gel dentifricio desenvolvido no presente estudo apresentou como agente
geleificante um polimero derivado de celulose, a carboximetilcelulose, conferindo a
formulacéo a caracteristica de gel hidrofilico (LOPES;LOBO;COSTA, 2005). Com base
no formulario nacional da farmacopeia brasileira, a concentracdo ideal do derivado de
celulose, a carboximetilcelulose ,seria de 2%. Entretanto, observou-se alta fluidez da
preparacdo sendo necessario utilizar 4% do agente geleificante para melhoria das
propriedades tecnologicas.

A Figura 27 apresenta as capturas de imagens obtidas durante o processo de
desenvolvimento e otimizacdo da preparacdo farmacéutica, pode-se observar que na
Figura 27 B o gel por possuir menor concentragéo do agente geleificante demonstra em
suas caracteristicas macroscopicas um aspecto de maior fluidez com presenca de bolhas.
Desta forma, o aumento da concentracdo da carboximetilcelulose para 4% (Figura 27C)

justifica-se para obter otimizacdo na apresentacdo do gel.
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Figura 23 - Captura de imagens da preparacdo do gel dentifricio a base de Z. joazeiro.
A) Gel base ; B) Gel a base de Z. joazeiro Mart. com 2% de agente geleificante; C) Gel a

FONTE: AUTORIA PROPRIA, 2022.

Paralelamente, vale salientar que a formulacdo descrita na literatura apresenta
como conservante o propilparabeno da classe dos parabenos, extensamente utilizado em
preparacGes cosméticas por seu espectro ampliado de atuacdo e baixo custo. Visando
obter uma formulagdo com menor quantidade de compostos sintéticos e tendo em vista
a potencial atividade antimicrobiana e antioxidante do Z. joazeiro Mart., o propilparabeno
foi retirado da formulacdo. Entretanto, tal modificacdo representa uma proposta
inovadora, sendo necessario estudos complementares de estabilidade de longa duracédo e
crescimento microbiano antes da comercializacio (FERNANDES et al., 2013;
GONCALVES; NAGATA; PERALTA-ZAMORA, 2020; ANDRADE et al., 2019z;
ANDRADE et al., 2019b; SILVA et al., 2022; RIBEIRO et al., 2013).

Apo6s um levantamento realizado na literatura ndo foi possivel identificar nenhum
trabalho que apresentasse a concentracdo de saponinas presente em preparagdes
farmacéuticas com finalidade de higienizacao bucal. Contudo, um estudo realizado por
Caetano (2014) apontou a incorporacdo de até 5% de extrato seco em preparagédo de gel
dentifricio.

O estudo de pré-formulagédo conduzido para identificar a concentracgdo ideal de Z.
joazeiro Mart. para incorporar no gel dentifricio foi realizado avaliando as caracteristicas
macroscopicas da preparagdo. As concentracdes de 2,5 e 5,0% foram testadas e observou-
se que 2,5 gramas de extrato seco para 100 gramas do gel base obtinha uma preparacédo
farmacéutica com melhores caracteristicas visuais e maior facilidade para incorporacéo a
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base. Os ensaios de controle de qualidade foram conduzidos utilizando a formulagédo de

gel dentifricio a base de Z. joazeiro Mart. 2,5%.

5.7.2 Controle de qualidade do gel dentifricio

Com base na RDC n° 07 de 10 de Fevereiro de 2015, o gel dentifricio classifica-
se como um produto de higiene pessoal Grau 1, possuindo caracteristicas elementares que
ndo necessita inicialmente de comprovacao e informacdes detalhes acerca do modo de
uso e restricdes. Tal classificagdo norteia os processos de regulamentacdo, rotulagem e
ensaios que devem ser realizados para obtencédo da preparacao farmacéutica.

Nos ensaios de estresse térmico e resisténcia a centrifuga as amostras sao
submetidas a condicOes excessivas de calor e agitagdo com finalidade de acelerar o
aparecimento de possiveis condi¢des de instabilidade, tais como precipitacdo, turvagédo
ou separacdo de fase. As amostras ndo apresentaram alteracfes nas caracteristicas
macroscopicas em ambos 0s ensaios, permanecendo com consisténcia homogénea e
aspecto firme, sugerindo a existéncia de estabilidade fisica (FRIEDRICH et al., 2007).

Entretanto, esses resultado preliminares ndo fornecem informacbes quanto a
estabilidade de longa duracdo. Por isso, faz- se necessario a realizacdo de ensaios
complementares de estabilidade acelerada com os ciclos de aquecimento e resfriamento,

bem como avalia¢do durante o armazenamento em condi¢Ges ambientais de temperatura.

5.7.2.1 Estudo de Estabilidade Preliminar

O presente estudou desenvolveu dois ensaios caracteristicos de estabilidade
preliminar do gel dentifricio. No primeiro deles, a preparacdo foi submetida a 12 ciclos
de 24 horas nas condicdes de aquecimento em estufa (6 ciclos de 24 horas) e resfriamento
(6 ciclos de 24 horas). Apos transcorrido o ciclo de 24 horas, as caracteristicas
organolépticas foram avaliadas e ndo foram identificadas alteracfes macroscopicas na
preparagdo farmacéutica.

O segundo estudo de estabilidade preliminar conduzido foi a avaliacdo das
caracteristicas macroscopicas e organolépticas, bem como o pH da preparacdo
farmacéutica ao longo do tempo de 90 dias. A Tabela 57 apresenta 0s resultados
preliminares do estudo de estabilidade do gel dentifricio avaliado em condigdes de

temperatura ambiente, simulando o0 armazenamento do produto em ambiente doméstico.
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Tabela 57 - Resultados obtidos durante o estudo de estabilidade em condicdes
ambientais.

Tempo (dias)

0 7 15 30 60 90
Caracteristicas Translicido
Organolépticas Amarelo- Esverdeado * * * * *
Odor Caracteristico
pH 6,95 6,87 6,85 6,83 6,80

* Auséncia de alteracOes

As caracteristicas macroscopicas foram visualizadas quanto a cor, odor, aspecto e
textura. No tempo 0, imediatamente ap0s a manipulacao, o gel dentifricio apresentou- se
com coloracdo translicida amarelo- esverdeado, semelhante ao extrato seco por aspersao,
e odor caracteristico do flavorizante alecrim pimenta. Nos demais pontos de observacao,
ndo houveram alteracdes macroscopicas e organolépticas. A avaliacdo das caracteristicas
desse parametro representa uma grande relevancia para o produto final e,
consequentemente, aceitacio do consumidor (CENTURIAO et al., 2021).

A determinacgéo do pH mede o potencial hidrogenionico e caracteriza a formulagao
quanto a acidez, neutralidade e alcalinidade (VOGEL et al., 2022). O gel dentifricio a
base de Z. joazeiro apresentou pH proximo a neutralidade durante os 90 dias de
armazenamento em prateleira, demonstrando a auséncia de processos de degradacgéo e

oxidativos.

5.7.2.2 Determinacgdo do conteudo de saponinas no gel dentifricio a base de Z. joazeiro
Mart.

A determinacdo do contetido de saponinas no gel dentifricio procedeu- se utilizando
a equacao da reta proveniente da avaliacdo do parametro da linearidade utilizando o
sobrenadante do extrato seco do Z. joazeiro Mart. Foram realizadas 12 medic¢des, em dois
dias consecutivos, e os resultados foram expressos em concentragéo (Tabela 58 ).

Os dados apresentados na Tabela 58 demonstram boa precisdo do método para

quantificacdo de saponinas presentes no gel dentifricio a base de Z. joazeiro Mart.
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Tabela 58 - Concentracdo de saponinas em miligrama por grama de gel dentifricio.

n amostral DIA 01 DIA 02
[Saponinas mg/g]  [Saponinas mg/g]
1 15,25 15,27
2 15,56 15,17
3 15,35 15,09
4 15,42 15,12
5 15,49 15,25
6 15,50 15,20

A verificacdo dos metabdlitos secundarios presentes em formulacGes a base de
plantas medicinais, representa um pardmetro importantissimo para o controle de
qualidade, visto que esses compostos influenciam consideravelmente na qualidade,
eficacia e seguranca do produto desenvolvido.

Caieiro e Marcucci (2010) avaliaram a composicdo quimica de formulagdes
comerciais a base de Ginko biloba L. utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Por meio da anélise de fingerprint os autores identificaram a presenca de derivados de

quercetina e canferol nas amostras analisadas.
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6 CONCLUSAO

O estudo da producdo vegetal do Ziziphus joazeiro Mart. Lotes 01, 02 e 03

referentes aos individuos jovens, forneceu informacdes relevantes quanto a utilizacdo dos

individuos jovens como material vegetal para obtencéo de ingrediente ativo farmacéutico.

O processo de secagem por aspersdo das solugdes hidroalcoolicas do Z. joazeiro
Mart. em escala ampliada mostrou-se satisfatorio, apresentando uma porcentagem

de rendimento superior a 85%.

A adaptacdo da proposta de complexacdo de proteinas e taninos utilizando
albumina humana demonstrou ser uma excelente estratégia para quantificacéo de
saponinas de forma inequivoca usando o método colorimétrico vanilina-

acidificada.

Os métodos analiticos validados e validados parcialmente para quantificacdo dos
metabdlitos secundarios, saponinas- taninos e saponinas, atenderam as
especificacbes preconizadas na legislacdo brasileira, podendo ser aplicado em

analises laboratoriais rotineiras.

O contetdo de saponinas nos Lotes 02 e 03 referentes aos individuos jovens apds
12 e 18 meses de cultivo foram superiores ao quantificado no individuo adulto,
representando excelentes candidatos a insumo ativo farmacéutico, foernecendo

contribui¢des significativas para industria de fitomedicamentos e fitocosméticos.

O gel dentifricio a base de Z. joazeiro Mart. 2,5% apresentaram estabilidade
preliminar quando subsmetidos a estresses térmico e agitacdo vigorosa. Além
disso, quando avaliado em condigdes de prateleira por 90 dias, permaneceram
com pH e propriedades organolépticas inalteradas demonstrando boa composicao
da preparagdo. Entretanto, faz- se necessario estudos complementares de

estabilidade.
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