VIRTUS IMPAVID,
[ I B )

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

ALEXANDRE DE ALMEIDA LOPES SEVERO

Validacao de método analitico, otimizagao de processo de extra¢ao e avaliacao da
adsorcao de resinas e argilas para extrato de Cassia angustifolia Vahl

RECIFE
2013



ALEXANDRE DE ALMEIDA LOPES SEVERO

Validacao de método analitico, otimizagao de processo de extragao e avaliacao da
adsorcao de resinas e argilas para extrato de Cassia angustifolia Vahl

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Inovagdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito para a obten¢do do Titulo de Mestre

em Inovagao Terapéutica.

Orientador: Prof. Dr. Pedro José Rolim Neto

RECIFE
2013



Catalogagao na fonte
Elaine Barroso
CRB 1728

Severo, Alexandre de Almeida
Validagao de metodo analitico, otimizagao de processo de extracao e
avaliacao da adsorcao de resinas e argilas para extrato de Cassia

anqustifolia Vahl/ Alexandrs de Almeida Severo— Recife: O Autor, 2013.

119 folhas : il., fig., tab.

Orientador: Pedro José Rolim Neto

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Ciéncias Biologicas, Inovacao
Terapeutica, 2013.

Inclui bibliografia, Apéndices e anexos

1. Plantas medicinais 2. Semna Alexandrina 3. Arbustos |,
Rolim Neto, Pedro José (orientador) Il. Titulo

613321 CDD (22.ed.) UFPE/CCB- 2013- 061




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR

Prof. Dr. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

VICE-REITOR

Prof. Dr. Silvio Romero de Barros Marques

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

Prof. Dr. Francisco de Souza Ramos

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Prof®. Dr*. Maria Eduarda Lacerda de Larrazéabal da Silva

VICE-DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Prof®. Dr”. Oliane Maria Correia Magalhies

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO
TERAPEUTICA

Prof®. Dr. Cesar Augusto Souza de Andrade

VICE- COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO
TERAPEUTICA

Prof®. Dr. Luiz Alberto de Lira Soares



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

AT, PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA
v v

Recife, de de 2013.

Titulo: Validacdo de método analitico, otimizagdo de processo de extracdo e avaliagdo
da adsorc¢ao de resinas e argilas para extrato de Cassia angustifolia Vahl.

Disserta¢dao de Mestrado defendida em de de 2013, cuja banca
examinadora foi constituida pelos seguintes professores:

Resultado:
( ) Aprovado ( )reprovado ( ) outro:

Obs.:

PRESIDENTE E EXAMINADOR INTERNO: Prof. Dr. Pedro José Rolim Neto
(Departamento de Ciéncias Farmacéutica da Universidade Federal de Pernambuco)

Assinatura;

EXAMINADOR INTERNO: Prof. Dr. José Lamartine Soares Sobrinho —
Programa de P6s — Graduagao em Inovagao Terapéutica — UFPE

Assinatura;

EXAMINADOR EXTERNO: Prof®. Dr”. Flavia P. Morais de Medeiros (Faculdade
Pernambucana de Saude).

Assinatura;




Dedico este trabalho aos meus pais, José
Severo e Dilma Lopes, pelo amor e apoio em
todos os momentos desta jornada.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Pedro Rolim, a quem tenho profundo respeito nao so6 pelo

trabalho, mas pela pessoa e amigo. Serei sempre grato pela oportunidade!

Ao meu pai, José Severo, pelos ensinamentos que, de alguma forma, me instigaram a buscar

sempre novos desafios. Obrigado!

A minha mée, Dilma Lopes, pelo amor incondicional e pelos esfor¢os desprendidos para a

formagao dos filhos. Mae, muito obrigado!

A toda minha familia, em especial aos meus irmaos, José Severo Neto ¢ Andréia Maria de

Almeida Lopes Severo, pelo apoio e amizade durante esta jornada.

A Universidade Federal de Pernambuco ¢ ao Programa de P6s-Graduacio em Inovacao
Terapéutica, que tem acolhido tdo bem todos nds pos-graduandos que acreditam em um pais

melhor por meio da pesquisa.

Ao Laboratério Lapon Quimica e Natural Ltda, pela enorme contribuicdo nas etapas de
validagdo do método analitico, de otimizagdo do extrato e nos estudos de adsorc¢do,

especialmente ao técnico e futuro quimico industrial Thiago Pessoa.

Ao Laboratorio de Tecnologia de Medicamentos — LTM ¢ a todos os seus integrantes

pela oportunidade da aprendizagem diaria, sempre com muita paciéncia e bom humor.

A todos que de forma direta ou indireta contribuiram para a realizacao deste trabalho.



RESUMO

Cassia angustifolia Vahl é um arbusto amplamente cultivado na India e largamente utilizado
como laxativo na constipagdo aguda e em casos em que a defecacdo com fezes moles ¢
aconselhavel, sendo empregado em formulagdes como pds, xaropes, comprimidos e capsulas.
Algumas destas formulacdes sdo preparadas a partir de derivados do extrato fluido, o que
torna fundamental para a qualidade e eficacia destas que este tenha seu processo de extragao
otimizado bem como o método analitico validado. Outras destas formulagdes, devido a
limitagcdes de tamanho e posologia precisam ser preparadas a partir de produtos concentrados
em ativos através de processos como a adsor¢do. Diante do exposto, o presente trabalho teve
como objetivo validar método analitico para quantificacdo de derivados hidroxiantracénicos
em senosideos B no extrato fluido; otimizar a extracao das folhas de Cassia angustifolia Vahl,
e avaliar diversas resinas e argilas como potenciais adsorventes em processos tecnologicos
para obten¢do de produtos farmacéuticos com alto teor de derivados hidroxiantracénicos. O
método analitico por espectrofotometria no visivel foi validado para os parametros
seletividade, linearidade (y = 0,815x + 0,0015; = 0,9997), precisao, exatidao e robustez,
onde todos os resultados atenderam as especificacdes da RE n° 899/2003 da ANVISA. O
estudo de otimizagdo da extracdo encontrou, empregando planejamento fatorial e metodologia
de andlise de superficie de resposta, as melhores condi¢des de processo (decocgcdo com
agitacdo + 15 g de C. angustifolia Vahl + etanol 60%). O estudo dos adsorventes indicou as
resinas como os melhores adsorventes frente as argilas. A avaliagdo dos parametros
termodinamicos para as resinas estudadas demonstrou que o processo de adsorcdo ¢
espontaneo (AG -), de natureza fisica (8 kJ mol'< AH < 25 kJ mol™) e favoravel (0 < Kr < 1
) para adsorver os derivados hidroxiantracénicos em uma monocamada (ajustado ao modelo
de Langmuir, com todos os r* > 0,9657), de modo que se pode concluir que estas sdo
potenciais adsorventes em processos tecnoldgicos para a obtengdo de produtos farmacéuticos

com alto teor de derivados hidroxiantracénicos.

Palavras-chave: Cassia angustifolia, Validagdo, Otimizacao de extra¢do, Adsor¢ao.



ABSTRACT

Cassia angustifolia Vahl is a bush cultivated widely in India and is widely used as a laxative
in acute constipation and in cases where the defecation with soft stool is desirable, being
employed in formulations such as powders, syrups, tablets and capsules. Some of these
formulations are prepared starting from derivatives of fluid extract, which makes it crucial to
the quality and effectiveness of this extraction process has its optimized and validated
analytical method. Other such formulations due to limitations of size and dose must be
prepared from concentrates active products by processes such as adsorption. Given the above,
the present study aimed to validate analytical method for quantification of derivatives
hidroxiantracénicos senosideos B in the fluid extract; optimize the extraction of the leaves of
Cassia angustifolia Vahl, and evaluate various resins and clays as potential adsorbents in
technological processes for obtaining pharmaceutical products with a high content of
derivatives hidroxiantracénicos. The analytical method for visible spectrophotometry was
validated for the parameters selectivity, linearity (y = 0,815x + 0,0015; r* = 0,9997),
precision, accuracy and robustness, where all results met the specifications of REn° 899/2003
of ANVISA. The optimization study found extraction, using factorial design and
methodology of response surface analysis, the best process conditions (agitation + decoction
with 15 g of C. angustifolia Vahl + ethanol 60%). The study of adsorbent resins indicated as
the best adsorbents. The evaluation of the thermodynamic parameters demonstrated that the
adsorption process is spontaneous (AG -), physical in nature (8 kJ mol™ < AH < 25 kJ mol™)
and favorable (0 < Kr <1) to adsorb derivatives hidroxiantracénicos in a monolayer (adjusted
to the Langmuir model with all r* > 0,9657). Thus, we can conclude that these are potential
adsorbents in technological processes for obtaining pharmaceutical products with a high

content of derivatives hidroxiantracénicos.

Keywords: Senna alexandrina, Validation, Optimization extraction, Adsorption.
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1. INTRODUCAO

Cassia angustifolia Vahl ¢ um arbusto alto, originario da Ardbia, ¢ também
conhecido juntamente com outras espécies do género Cassia como sene (WALTENBERG et
al, 2008). Atualmente, é produzida em larga escala na India, especialmente nos distritos de
Tinnevelly, Madurai e Tiruchirapally, sendo largamente utilizada como laxativo na
constipacao intestinal aguda e em casos em que a defecagdo com fezes moles ¢ aconselhavel,
como apos intervengdo cirdrgica no reto ou na area anal e antes ou depois de operagdo
abdominal (WICHTL, 2004).

Adicionalmente, o uso na constipagdo tem sua relevancia destacada na medida em
que este ¢ um problema muito comum em todo mundo, com prevaléncia média de 16%, e s
nos Estudos Unidos responde por mais de 2,5 milhdes de visitas médicas por ano,
contribuindo significativamente para a carga financeira do sistema de satde (MUGIE;
BENNINGA; DI LORENZO, 2011). No Brasil, ndo existem dados publicados de prevaléncia
na populagdo geral, no entanto, estudos no sul do pais indicam uma prevaléncia de cerca de
15% na populag¢io masculina e 35% na feminina (COLLET; ARAUJO; MADRUGA, 2010).

Entre os constituintes da folha da Cassia angustifolia, os derivados
hidroxiantracénicos (diantronas), presentes como glicosideos (senosideos) sdo relatados como
os compostos de importincia na atividade (ESCOPE, 2003). Os glicosideos
hidroxiantracénicos calculados como senosideo B representam nao menos que 2,5% do peso
da droga. A droga também contém cerca de 2-3% de mucilagem, flavonoide (particularmente
derivados do kaempferol), glicosideos naftalénicos, principalmente tinevelina glicosideo e
hidroximusicina glicosideo, assim como O6leo essencial consistindo principalmente em
monoterpenos e sesquiterpenos, fenil propanonas e acido palmitico (WICHTL, 2004).

O efeito laxativo das preparagdes de Cassia angustifolia é principalmente mediados
pela reinantrona, um metabdlito formado na flora intestinal a partir das diantronas
(WALTENBERG et al. 2008). As diantronas passam através do trato gastrointestinal superior
quase inalteradas e alcangam o ceco € o colo onde sdo transformadas em reinantrona, que
provavelmente por intermédio do 6xido nitrico, ativam o peristaltismo do colo, resultando nos
efeitos laxativos (KRUMBIEGEL; SCHULZ, 1993; RAIMONDI et al., 2002).

A Cassia angustifolia Vahl, portanto, pode ser extensivamente empregada em
formulacdes farmacéuticas, como pos, xaropes, comprimidos e capsulas (CHAUBEY;

VIRENDRA, 2001). No entanto, algumas destas formulagdes sdo preparadas a partir de
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derivados do extrato fluido, que infelizmente, na pratica, conforme estd descrito nos
compéndios ¢ de dificil preparacdo, necessitando de uma grande quantidade de solvente e de
etapas de evaporagdo, € nem sempre atinge as especificagdes requeridas, como uma boa
relagdo entre o teor de senosideos e o residuo seco. Isto torna fundamental para a qualidade e
eficacia destas formulacdes que este extrato fluido tenha seu processo de extracdao otimizado
bem como o método analitico validado. Outras destas formulagdes, porém, devido a
limitagdes de tamanho e posologia e a baixa quantidade de derivados hidroxiantracénicos
contidos no vegetal (BRASIL, 2010), precisam ser preparadas a partir de produtos ainda mais

concentrados em ativos, através de processos como a adsor¢ao.

O processo de adsor¢dao envolve o contato entre um so6lido e um fluido, originando
uma transferéncia de massa da fase fluida para superficie do solido e pode ser utilizados para
a obtengdo de produtos concentrados em um determinado ativo. O soluto nio se difunde no
solido, mas sim fica retido na superficie e/ou nos poros do mesmo como conseqiiéncia de
interacdes microscopicas com as particulas constitutivas do solido (RUTHVEN, 1997). Sao
incontdveis os materiais que podem ser utilizados em processos de adsor¢do, dentre estes,
resinas poliméricas estdo sendo aplicadas com grande intensidade para remover substancias
organicas e recuperar compostos (KYRIALOPOULOS et al., 2005), e as argilas também vém
sedo bastante utilizadas por apresentar grande capacidade de adsorcdo e uma alta area

superficial (MURRAY, 2000).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo validar método analitico
para quantifica¢do de derivados hidroxiantracénicos em senosideos B no extrato fluido;
otimizar a extracao das folhas de Cassia angustifolia Vahl; e avaliar diversas resinas e argilas
como potenciais adsorventes em processos tecnologicos para obtengao de produtos
farmacéuticos com alto teor de derivados hidroxiantracénicos, visando a melhoria e
padronizagdo destes processos, que servirdo de base para o desenvolvimento de

medicamentos a base de Cassia angustifolia com qualidade, seguranca e eficéacia.



2 Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar resinas e argilas como potenciais adsorventes em processos de obtencdo de
derivados hidroxiantracénicos a partir de extratos de Cassia angustifolia previamente

otimizados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar método de doseamento de derivados hidroxiantracénicos por espectrofotometria
no visivel, segundo a RE n° 899/2003 (ANVISA).

e C(aracterizar o material vegetal utilizado, usando metodologia padronizada pela
Farmacopéia Brasileira (2010);

e Otimizar o processo de extracdo da folha da Cassia angustifolia empregando
planejamento fatorial 23 (trés fatores e dois niveis), visando a melhoria e padronizacao do
processo.

e Avaliar resinas poliméricas e argilas como adsorventes de derivados hidroxiantracénicos

em extratos de Cassia angustifolia.



3 Revisao Bibliografica
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONSTIPACAO: UMA BREVE ABORDAGEM

A constipagdo ¢ caracterizada pela dificuldade de passagem das fezes, sensagdo de
evacuagao retal incompleta e por ser muito comum na comunidade em geral (CHOUNG et al,
2012). Podem ocorrer devido a fatores organicos, como obstru¢do mecanica, lesdo medular,
acidente vascular cerebral, mal de Parkinson, hipotiroidismo, diabetes e desordens
neurogénicas locais, mas a maioria dos casos sao atribuidos a disturbios funcionais sem uma
causa estrutural adjacente que poderia explicar os sintomas (PEPPAS et al, 2008).

A taxa de prevaléncia da constipacdo na populagdo mundial em geral varia entre
0,7% e 79%, com média de 16%. Em criangas, a taxa de prevaléncia varia entre 0,7% e
29,6%, com média de 12%. No género feminino, o aumento da idade, o nivel socioeconémico
e educacional parece afetar a prevaléncia da constipacio (MUGIE; BENNINGA; DI
LORENZO, 2011).

Estudos na populagdo geral da Europa e da Oceania encontraram uma prevaléncia
média de 17,1% para a populacdo européia e de 15,3% para a populacdo da Oceania, sendo
que em Sydney, na Austrélia, a taxa de prevaléncia chegou a 30,7% (PEPPAS et al, 2008).
Uma revisao sistematica de estudos na epidemiologia da constipagdo na América do Norte
encontrou varias taxas de prevaléncia entre 1,9%, a mais baixa, e 27,2%, a mais alta. Porém,
muitos dos estudos incluidos, reportaram taxas entre 12% e 19% (HIGGINS; JOHANSON,
2004).

Na China, um estudo realizado com 16078 chineses adultos concluiu que a
prevaléncia da constipacdo neste pais ¢ substancialmente menor quando comparada a paises
ocidentais, ficando em uma taxa de 6% para os homens e sendo mais prevalente nas mulheres,
com uma taxa de 8% (ZHAO et al, 2011).

No Brasil, ndo existem dados publicados de prevaléncia na populacao geral, no
entanto, estudos no sul do pais indicam uma prevaléncia de cerca de 15% na populacao
masculina ¢ 35% na feminina (COLLET; ARAUJO; MADRUGA, 2010). Estudos sobre a
prevaléncia da constipagdo em criangas em idade escolar no Brasil encontraram uma taxa de

prevaléncia de 28%, sem diferenca significante entre os sexos (SANT’ANNA et al, 1999).
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Um dado importante da relevancia deste problema ¢ que s6 nos Estados Unidos a
constipagdo responde por mais de 2,5 milhdes de visitas médicas por ano, contribuindo
significativamente para a carga financeira do sistema de saude (MUGIE; BENNINGA; DI
LORENZO, 2011). Também, as altas taxas de prevaléncia e as implica¢des sobre a qualidade
de vida e o estado de saude, fazem da constipagdo um dos maiores problema publico de satde
nos Estados Unidos (PEPPAS et al, 2008).

Quanto a etiologia da constipacdo, em um comunicado de 2005, especialistas
americanos listaram como as principais causas da constipacdo: uma dieta pobre, ingestao
insuficiente de liquido, maus habitos intestinais, falta de exercicio, abuso de laxantes, viagens,
repouso prolongado no leito, medicamentos e desequilibrios hormonais (GERIATRICS,
2005).

A constipagdo em mulheres também pode ser causada por uma regulacao negativa no
nivel das proteinas contrateis G e por um aumento da regulacdo de proteinas inibidores da
proteina G, provavelmente causada por uma super expressao dos receptores de progesterona
em células do musculo circular do colon (XIAO et al, 2005). Mais estudos ainda sdo
necessarios para se determinar a real implicagcdo de cada um dos fatores: consumo insuficiente
de fibras, ingestdo inadequada de liquidos, atividade fisica reduzida, efeitos colaterais de
medicamentos, hipotiroidismo, hormdnios sexuais ou obstru¢do por cancer, como fatores
etiolodgicos principais no desenvolvimento de constipagdo (LEUNG, 2007).

O tratamento da constipagdo pode ser através de terapias farmacologicas € nao
farmacologicas, que geralmente envolvem modificagdes na dieta e exercicios fisicos. O
objetivo do tratamento ndo farmacoldgico com ingestdo aumentada de fibra ¢ o aumento da
extracdo de agua para dentro do limen do intestino, aumentando assim o peso e o contetido de
agua nas fezes, embora este tratamento ndo tenha o mesmo efeito em todos os pacientes, pode
ser melhor indicado para aqueles pacientes que estdo internados, imdveis ou que recebem
medicamentos que provocam constipacdao. O aumento da ingestao de liquido como tratamento
por si s6 ndo tem sido indicado, mas pode beneficiar pacientes que estdo desidratados e ajudar
a prevenir a obstrucao gastrointestinal naqueles que tomam agentes expansores. A atividade
fisica pode ser um tratamento benéfico como parte de um programa total de gestdo do
intestino (FLEMING; WADE, 2010).

Além dos farmacos ministrados por via oral, enemas e supositérios ministrados por
via retal também sdo usados, normalmente em situacdo de emergéncia. Sao geralmente

considerados seguros, mas tém o potencial de gerar efeitos adversos, principalmente
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distarbios eletroliticos, além de que sdo de dificil administragio em pacientes com

comprometimento cognitivo ou deméncia (FLEMING; WADE, 2010).

Quadro 1- Principais terapias medicamentosas para a constipacgao.

TERAPIAS MEDICAMENTOSAS
CATEGORIA EXEMPLOS MECANISMO CONSIDERACOES
- Os laxativos salinos possuem
- Laxativos salinos: sabor mim.e P Etcientes com
sulfato de magnésio, problemas renais ndo devem utiliza-
hidréxido de los.
magnésio, fosfato de , s
sodio. o . —O§ agucares e alcodis ndo-
Agentes Retencdo hidrica medlada digeriveis poderri causar
0Smoticos _Aciicares ¢ dlcodis por osmose, que estimula o desconfc:rto' ou dlstepsag abdgmmal
nio-digeriveis: peristaltismo. e flatuléncia nos primeiros dias de
lactulose, sorbitol, tratamento.
manitol. - O polietilenoglicol ¢ utilizado em
- . associa¢do com os salinos para
- Polietilenoglicol evitar a transferéncia total de ions
através da parede intestinal.
Surfactantes anidnicos que
reduzem a tensdo
. Sais de docusato superficial das fezes de
Hidratantes e .o . R L. .
emolientes Ex docusato de modo a pf:rmltlr a mistura - Tém pouca eﬁgagla na maioria
focais sodio, (%(I)C}lsato de de substancias aquosas e dos casos de prisdo de ventre.
calcio.

gordurosas, o que amolece
as fezes e facilita a

defecacdo
-Derivados do
difenilmetano, Ex.:
. bisacodil - . o
Laxativos fenolftaleir;a' Ativacao das vias do oxido -Sdo0 os mais utilizados
estimulantes _Picossulfato (’16 nitrico/ GMP ciclico e ’
sodio: prostaglandinas/ AMP.
- Sene, Cascara
sagrada.
Estimula o reflexo . .
-Sumua ¢ o - Tegaserod: ainda necessita de
. peristaltico via neurdnios o .
Agonista - Tegaserod: maleato . avaliacdo de longo prazo (risco de
. aferentes intrinsecos na .
seletivo do de tegaserod . . eventos adversos cardiovasculares);
receptor da (Zelmac®): mucosa grastrointestinal.
. ’ Isto aumenta o conteudo . . .
serotonina-4 (5- . , - Prucaloprida: mais seletivo que o
. de fluido do c6lon como .
HTy) - Prucaloprida . ~ tegaserod (menos efeitos
um resultado da liberagdo .
de fons cloreto cardiovasculares).

Fontes: Pers (1983); Grider et al (1998); Jin ez al (1999); Attar ef al (1999); Johanson (2004); Kamm (2005); Brieje; Bosmans;
Van Daele (2001); Fleming; Wade (2010).
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Quadro 2 - Principais terapias nio medicamentosas para a constipacao.

TERAPIAS NAO MEDICAMENTOSAS
TERAPIA EFEITO RESULTADO
Nao tem o mesmo efeito em todos os

Aumento da extracdo de 4gua para

Ingestao , . . acientes. Melhor indicada para aqueles
& dentro do Iimen do intestino, pas - . para aque
aumentada de . , pacientes que estdo internados, imoveis ou
aumentando assim o peso e o contetido .
fibras , que recebem medicamentos que provocam
de agua nas fezes o
constipagao.
Aumento da Lo Por si so6 ndo tem muito efeito.
. - Aumento do volume de liquido no
ingestdo de ,
A limen
liquido
Fibras de Aumentar a frequéncia das Associado a outros agentes tem
. evacuagdes, 0 peso e por reduzir a demonstrado algum efeito.
Psyllium

consisténcia das fezes

Pode ser um tratamento benéfico como
parte de um programa total de gestdo do
intestino.

Aumento de mediadores que

Atividade fisica . By
aumentam os movimento peristalticos.

Fonte: Fleming; Wade (2010)

3.2 ESTADO DA ARTE DE Cassia angustifolia Vahl

Cassia ¢ um dos maiores géneros da familia Fabaceae constituido por mais de 600
espécies incluindo arvores, arbustos e ervas, distribuidas em regides tropicais e subtropicais
de todo o mundo. No Brasil, particularmente na Mata Atlantica, o género Cassia ¢ muito
comum, sendo algumas espécies muito utilizadas como plantas ornamentais devido a beleza
de suas flores (VIEGAS et al, 2006).

Segundo Viegas (2006), recentes revisdes na classificagdo botinica dos géneros
Cassia e Senna levaram a transposi¢ao taxonomica de espécies do género Cassia para o taxon
Senna. Com a separagdo das leguminosas em trés grupos distintos (subfamilias
Caesalpiniaceae, Mimosaceae ¢ Papilionaceae), o género Cassia, agora incluido em
Fabaceae (Leguminosae), diminuiu em tamanho; estudos de morfologia floral sustentam a
classificacdo inalterada de muitas espécies, muito embora varias Cassias ainda continuem
sendo descritas como sinonimias de sennas.

De acordo com a Associacdo Americana de Produtores de Ervas (AAPE), as espécies

Cassia angustifolia Vahl, e Cassia senna L. ou Cassia acutifolia Dellile, podem ser agrupadas
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em uma unica classificacdo, Senna alexandrina Mill, comumente chamada de sene
(WICHTL, 2004).

A USP (2012) e a Farmacopéia Européia classificam a Senna alexandrina Mill como
sinonimo de Cassia angustifolia Vahl ou Cassia acutifolia Dellile. Segundo a Farmacopéia
Portuguesa 9° edigdo (2010) a Cassia senna L. (C. acutifolia Delile), também ¢é conhecida
pelo nome de sene de Alexandria ou de Cartum, e a Cassia angustifolia Vahl ¢ conhecida pelo
nome de sene Tinnevelly ou da India. A Farmacopéia Brasileira 5* ed (2010) descreve a
Senna alexandrina Mill como a espécie fonte da droga vegetal Sene folha, em sua
monografia.

A Cassia angustifolia é originalmente da Arédbia, no entanto, ¢ cultivada em larga
escala na India, especialmente nos distritos de Tinnevelly, Madurai e Tiruchirapally; ja a
Cassia senna é nativa do norte e nordeste da Africa e cultivada no vale do Nilo (WICHTL,
2004).

Esta planta foi, primeiramente, usada medicinalmente por médicos arabes até o século
IX A.C e tem um longo histérico de uso na medicina tradicional arabe e européia,
principalmente como catértico. As folhas tém sido cultivadas e o chad administrado por seu

forte efeito laxativo (DERMARDEROSIAN, 2008).

3.2.1 Aspectos botanicos da espécie

Quanto a descri¢do botanica, a C. angustifolia ¢ um arbusto com cercade 1 a 1,5 m de
altura, com numerosas inflorescéncias racemosas amarelas, com flores zigomorfas pequenas
com cerca de 3 cm, o fruto (vagem) ¢ plano, com a impressdo das sementes claramente
visivel na casca, as folhas sdo paripinuladas, com foliolos ovado-lanceolado, os foliolos tém
apice agudo, obtuso, raro retuso ou retuso-mucronado e base aguda a obtusa, assimétrica,
margem levemente revoluta, cartdceos, quebradigos, verde claro, com face abaxial mais clara,
de 0,6 cm a 5,0 cm de comprimento e 0,2 cm a 1,0 cm de largura, lamina pilosa em ambas as
faces, tricomas tectores cOnicos, geniculados, em maior quantidade na face abaxial; venagao
camptdédroma-broquidodroma, as nervuras de maior ordem chegando até a margem e a
nervura principal proeminente na face abaxial, pecidlulo curto, normalmente curvo para a face

abaxial, com até 0,1 cm de comprimento e até 0,1 cm de largura; face adaxial cilindrica ou
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concava, com duas costelas laterais, face abaxial convexa; tricomas iguais aos da lamina,

antrorsos (WICHTL, 2004; FARM. BRAS. 5* Ed, 2010).

3.2.2 Fitoquimica

A fitoquimica do género Cassia tem sido extensivamente estudada, principalmente em

cerca de 30 espécies que vém sendo relatadas como fontes ricas de derivados fenolicos,

antracénicos e antraquindnicos, descritos como as substancias responsaveis pela atividade de

varias espécies deste género. Diversos estudos descrevem espécies de Cassia quanto as suas

indicagdes como laxativo, sendo que alguns

algumas espécies comprovaram também

hepatoprotetoras e antimaldricas (VIEGAS,

constituintes fitoquimicos da C. angustifolia.

estudos fitoquimicos e farmacologicos com

propriedades antibacterianas, antifungicas,

2006). O quadro 3 resume os principais

Quadro 3- Principais constituintes fitoquimicos da C. angustifolia.

CONSTITUINTE FITOQUIMICO REFERENCIA
Derivados antraquinénicos: principalmente glicosideos
diantrénicos (1,5% a 3%), senosideos A e B (reindiantronas), .
senosideos C e D (reinaloe-emodina heterodiantronas). Dermarderosian (2008)
Outros senosideos em menor quantidade.
Antraquinonas livres em pequena quantidade incluindo Dermarderosian (2008)

reina, aloe-emodina crisofanol e outros glicosideos.

Carboidratos: galactose, arabinose, raminose, manose,
frutose, glicose, pinitol e sacarose; galactomananas.

Chaubey; Viendra (2001)

Oleo essencial (~0,05% ): constituido de mono e

sesquiterpenos, fenilpropanos, acido palmitico e outros.

Schultze et al (1996)

vidalenolona.

Flavonoides: isorhamnetin, kaempferol, epi-catechin,

Langhari et al (2011)

crisofanico, acido salicilico.

Outros: saponinas, mentol, anetol, quercetina, acido

Khan; Sirivastava (2009); Schultze et
al (1996); Dermarderosian (2008).
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3.2.3 Farmacologia

C. angustifolia ¢ um potente laxativo, que tem seu uso no tratamento da constipagao
bem documentado, sendo um dos mais populares laxativos, principalmente em idosos
(DERMARDEROSIAN, 2008). Outros efeitos como a atividade hepatoprotetora
(SHANMUGASUNDARAM et al, 2010), a atividade antioxidante (LAGHARI et al, 2011), a
atividade antifingica (KHAN; SRIVASTAVA, 2009) e a atividade antidiabética
(SWANSTON et al, 1989) vém sendo estudados.

e Atividade laxativa

O efeito laxativo das preparagdes de Cassia angustifolia parece ser principalmente
mediados pela reinantrona, um metabdlito formado na flora intestinal a partir das diantronas
(WALTENBERG et al. 2008). As diantronas passam através do trato gastrointestinal superior
quase inalteradas e alcangam o ceco € o colo onde sdo transformadas em reinantrona, que
provavelmente por intermédio do 6xido nitrico, ativam o peristaltismo do colo, resultando nos
efeitos laxativos (KRUMBIEGEL; SCHULZ, 1993; RAIMONDI et al., 2002). A reinantrona
e outras antraquinonas apds serem metabolizadas pela flora intestinal, sdo absorvidas e sofrem
principalmente conjugacao com o acido glicuronico ou transformacao a derivados sulfatados
que sao excretados na urina e na bile (de WITTE; LEMLI, 1990).

Beubler et al (1988) estudaram se as prostaglandinas também estariam envolvidas na
mediacao dos efeitos dos senosideos em induzir a secre¢ao de fluido e de eletrolitos no colon
e verificaram que os extratos de sene foram capaz de inibir a absor¢ao de agua, sodio e cloreto
e aumentar a secre¢ao de potassio, além de estimular a liberacao de PGE, (prostaglandina E,),
no limen do colon. Eles mostraram ainda que a inibi¢do da biossintese das protaglandinas por
indometacina inibi de maneira dose-dependente os efeitos do sene, € que portanto os
senosideos exercem sua agdo laxante, pelo menos parcialmente, através da secre¢do de fluido
e eletrdlitos no colon mediada por estimulacdo da formagdao enddgena de PGE,. Além dos

efeitos mediados pelo oOxido nitrico e pelas prostaglandinas, a histamina liberada pela
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presenca de reina e reinantrona também pode esta implicada na mediacdo do efeito laxativo
(AUTORE et al, 1990).

Muitos estudos clinicos estao disponiveis discutindo o papel do sene na constipagao
(GODDING, 1988), inclusive na constipacao cronica (MISHALANY, 1989), e sua utilizagao
em idosos (PAHOR et al, 1995), pacientes psiquidtricos, pacientes com lesdo medular
(CORNELL et al, 1973) e na gravidez, onde ¢ o laxante estimulante de escolha (GATTUSO;
KAMM, 1994). Nos protocolos de tratamento do cancer, dados clinicos mostram que o sene
também pode ser usado para reverter a constipagdo causada pelo efeito colateral do uso de
analgésicos narcoticos (CAMERON, 1992). O sene afeta o tempo de transito intestinal (EWE
et al, 1993), e pode também ser indicado nos casos em que se deseja uma evacuacao do
intestino para a preparacao em exames de colonoscopia (ZIEGENHAGEN et al, 1992).

O quadro 4 resume as principais atividades farmacologicas da C. angustifolia.

Quadro 4 - Principais atividades farmacologicas da C. angustifolia

ATIVIDADE MECANISMO REFERENCIA
Mediado pela reinantrona
(formado na flora intestinal a Waltenberg et al, 2008;
partir das diantronas); Krumbiegel; Schulz, 1993;
Laxativa Mediado pelo 6xido nitrico Raimondi et al., 2002 ; Beubler
(GMP ciclico); et al, 1988; Autore et al, 1990.
Mediado pela PGE2 (AMP);

mediado pela Histamina liberada
Prote¢do da membrana dos
Hepatoprotetora hepatdcitos (terpendides,
flavondides e taninos).
Mediado por uma saponina
Antifingica triterpeno que inibe o Khan; Srivastava, 2009
crescimento flingico.
Provavelmente mediada pelos
Antioxidante flavondides e compostos Laghari, 2011
fenodlicos como a epicatequina.
Redugdo da absorgdo de
carboidratos no limen intestinal,
e provavelmente pelo efeito de
protecdo antioxidante de alguns
compostos que evitariam o
desenvolvimento da diabetes.

Ilavarasan et al, 2001;
Shanmugasundaram et al, 2010.

Antidiabética Al-adhal, 2009
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3.2.4 Toxicologia

¢ Citotoxidade e atividade mutagénica

Dados de um estudo in vitro usando trés diferentes testes (inativacdo de bactérias;
ensaio de mutagénese em bactérias — Mutoxiteste; teste de inibi¢do de crescimento) para
investigar a toxidade da C. angustifolia sugerem uma auséncia de potencialidade mutagénica
e citotoxidade desta planta (SILVA et al, 2004). Em outro estudo in vitro, Silva et al (2008)
avaliaram os efeitos genotoxicos e mutagénicos de extratos aquosos das folhas desta planta
por meio de quatro ensaios experimentais (inativa¢do de culturas de Escherichia coli,
inibicdo do crescimento bacteriano, teste de mutacdo reversa, quebra de cadeia de DNA do
DNA de plasmideos) e constataram auséncia de citotoxidade e mutagenicidade para as cepas
de E. coli, apesar de produzir quebra de fitas simples e duplas do DNA de plasmideos em
sistemas de células livres. O cha de C. angustifolia ndo tem agdo citotoxica estatisticamente
significativa in vitro, quando testado em células meristematicas de raiz de Allium cepa, que ¢é
um sistema-teste modelo empregado em avaliagdes de citotoxidade (PERON et al, 2008).
Vasiljevic et al (2010) também investigaram a citotoxidade in vitro do extrato aquoso das
folhas de C. angustifolia em varias concentragdes (0,1%, 0,01%, 0,001%, e 0,0001%),
utilizando células imortais de cancer cervical (HeLa), e constataram que os extratos testados

nao apresentam atividade citotoxica.

e Hepatotoxidade

Quanto a atividade hepatotoxica, Vitalone et a/ (2011) estudaram estes efeitos no
extrato das folhas, in vitro e in vivo, constatando que a citotoxidade s6 aparece quando a dose
estd muito acima daquela preconizada para uso em seres humanos, enquanto que em doses
normais ou até um pouco acima da recomendada ha auséncia de hepatotoxidade. Os extratos
das folhas da planta, mesmo em doses de 10 a 50 vezes maiores que as utilizadas em seres
humanos e administradas por um periodo de tempo considerado como ingestdo cronica, nao

afetam a morfologia nem as fungdes hepaticas em ratos, e in vitro a dose s ¢ citotdxica
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quando ¢ pelo menos duas mil vezes maior que aquela preconizada para seres humanos
(MAMMOLA et al, 2011). Hepatotoxidade grave devido o uso de C. angustifolia ¢ incomum
€ 0 uso cronico, mesmo por periodos muito longos (mais de dois anos), raramente pode ser

associado a trombose da veia porta (SOYUNCU; CETE; NOKAY, 2008).

e Gravidez e lactagdo

Em um estudo com ovelhas gravidas para saber sobre os efeitos dos senosideos na
motilidade uterina, estes ndo causaram nenhuma alteracdo significativa e a manutencdo da
gravidez foi normal em todos os animais (GARCIA-VILLAR, 1988). Admitindo um
metabolismo completo dos senosideos na mae, a quantidade de metabolitos (reina) excretados
no leite materno e ingerida pelo lactente ¢ cerca de mil vezes menor que a quantidade ingerida
pela mae; esta quantidade ¢ insuficiente para causar efeito no lactente (FABER; STRENGE,
1988). Gatuso & Kamm (1994) sugeriram, em uma revisdo realizada para avaliar os efeitos
adversos de drogas utilizadas no controle da constipagdo e da diarréia, que o sene deve ser o

laxativo estimulante de escolha na gravidez e lactagao.

e Pseudomelanose coli e cancer colorretal

Alguns estudos reportaram que o uso de sene por longo prazo poderia levar a um
quadro chamado de Pseudomelanose coli, com inflamagdo crénica da mucosa do cdlon,
acumulacdo de residuos melanicos (pigmentados) nos leucocitos, e apoptose do coélon,
resultando no aparecimento de estrias escuras com aparéncia de “pele de crocodilo” (MITTY
et al, 1997; BENAVIDES, 1997). No entanto, a lesdao pigmentada na pseudomelanose coli
associada com o uso de antrandides ¢ estdvel e desaparece rapidamente depois da
descontinuagdo do uso, sem efeitos como carcinogenicidade e genotoxidade (KRBAVCIC et
al, 1998). E importante observar que o uso cronico de laxativos ndo é o unico fator que pode
levar ao aparecimento de pseudomelanose colonica (BYERS et al, 1997).

Outros estudos, tém dado indicios de uma possivel associacdo entre os fatores:

aparecimento de pseudomelanose coli/ uso de laxantes contendo derivados antraquindnicos e
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aparecimento de cancer colorretal. Porém, um amplo estudo em mais de dois mil pacientes
com cancer colorretal, ndo encontrou associagdo entre estes fatores (NUSKO et al, 1997). Um
outro estudo mais recente, envolvendo mais de quinhentos pacientes, incluindo um grupo
controle, também nao encontrou, mesmo quando os laxativos contendo derivados
antraquinonicos eram usados por longo prazo, nenhum risco significativo para o
desenvolvimento de adenomas ou carcinomas (NUSKO et a/, 2000). Nascimbeni et a/ (2002)
realizaram um estudo em cinquenta e cinco pacientes com cancer de colon sigmoide e
também ndo encontraram nenhuma relagdo causa-efeito significativa do cancer colorretal com

constipacdo, laxantes contendo derivados antraquindnicos ou melanose coli.

e DLs e toxicologia dos senosideos

A DLsj para uma dose Unica de senosideos ¢ de aproximadamente 5.000 mg/ kg. A
morte ocorre provavelmente devido a uma extensa perda de agua e eletrdlitos seguida de
diarréia macica. Em estudos com doses subagudas em ratos (maximo de 20 mg/ kg) e caes
(méaximo de 500mg/kg), os senosideos ndo causaram toxicidade sistémica nem local. Em um
estudo de seis meses com ratos, os senosideos foram tolerados sem efeitos toxicos especificos

em doses acima de 100 mg/kg (MENGS, 1988).

3.3 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validagdo de método analitico ¢ a confirmagdo por exame e fornecimento de
evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sao
atendidos (SOUZA, 2005). O uso de ferramentas estatisticas adequadas tais como teste T
Student e F, andlise de variancia, regressdo linear entre outras, estdo indicadas para
demonstragdo dessa evidéncia objetiva da validade do método (BARROS et al, 2002).

Segundo o Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos (RE n°

899/2003-ANVISA), o objetivo da validagdao ¢ demonstrar que o método ¢ apropriado para a



32

finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa
de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos.

A validagao de metodologia analitica ¢ um aspecto vital da garantia da qualidade,
constituindo fundamental importincia para o controle de qualidade dos produtos

farmacéuticos, sendo parte das normas de Boas Praticas de Fabricagdo e Controle

(SOBRINHO et al, 2008).

3.4 PLANEJAMENTO FATORIAL E OTIMIZACAO DE PROCESSOS

Um experimento planejado ¢ um teste, ou série de testes, no qual sdo feitas mudangas
propositais nas variaveis de entrada de um processo, de modo a podermos observar e
identificar mudancas correspondentes na resposta de saida (MONTGOMERY, 2004). O
planejamento fatorial ¢ empregado para se obter as melhores condi¢des operacionais de um
sistema, realizando-se um niimero menor de experimentos quando comparado com o processo
univariado de otimiza¢do de processo. Ele pode ser usado para determinar que fatores
(variaveis) tém efeitos relevantes nas respostas e, também, como o efeito de um fator varia
com os niveis (diferentes valores de entrada) dos outros fatores. O planejamento fatorial
permite também medir as interagdes entre diferentes fatores, que sao a principal componente
de muitos processo de otimizagdao (BRASIL et al, 2007).

Normalmente, os planejamentos fatoriais sdo utilizados na varredura de fatores, para
a identificacdo dos fatores mais importantes que afetam o desempenho de um processo. Uma
vez identificado o subconjunto apropriado de variaveis, o proximo passo costuma ser a
otimizagdo do processo propriamente dita, ou seja, a determinagdo do conjunto de condi¢des
de operagdo para as varidveis do processo, que resulte no melhor desempenho do mesmo.
Uma metodologia de otimizacdo que ¢ provavelmente a mais utilizada e bem-sucedida,
baseada em experimentos planejados, e inicialmente aplicada nas industrias quimicas e de
processamento, ¢ a superficie de resposta. Trata-se de um conjunto de técnicas matematicas e
estatisticas Uteis na modelagem e na andlise em aplicagdes em que a resposta de interesse €
influenciada por diversas varidveis e o objetivo ¢ otimizar a resposta (MONTGOMERY,

2004).
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3.5 PROCESSOS DE ADSORCAO

O processo de adsor¢dao envolve o contato entre um solido e um fluido, originando
uma transferéncia de massa da fase fluida para superficie do sélido. O soluto nao se difunde
no so6lido, mas sim fica retido na superficie e/ou nos poros do mesmo como consequéncia de

interagdes microscopicas com as particulas constitutivas do s6lido (RUTHVEN, 1997).

Ainda, o processo de adsorcdo pode ser unimolecular/ monomolecular, isto €, pode
ocorrer numa Unica camada de moléculas ou multimolecular ocorrendo em diversas camadas

(TEIXEIRA et al., 2001; FREITAS, 2007).

O processo de adsor¢ao também pode ser de natureza fisica ou quimica. O processo de
natureza fisica ¢ caracterizado por forcas de interagdo fraca, tipo van der Waals, e o calor
liberado esta compreendido entre 8 a 25 kJ mol™ (TEIXEIRA et al., 2001). Enquanto que o
processo de natureza quimica ocorre por interacdes fortes, tipo ligagdo covalente. Neste
segundo, a energia ¢ mais alta, normalmente maior que 42 kcal mol™ (TEIXEIRA et al., 2001;
FREITAS, 2007). Algumas caracteristicas dos processos de adsor¢ao de natureza quimica e

fisica estdo descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Principais caracteristicas da adsorcao fisica e quimica

Adsorcao fisica Adsor¢io quimica

Interagdes reversiveis — forcas de van der Forgas  eletrostaticas e  ligacdes

Waals. covalentes.

Calor de adsorgdo: 8 a 25 kJ mol™. Calor de adsorgdo: 42 a 837 kJ mol™.
Pode ocorrer formacdo de mono ou Somente hd formagdo de monocamadas.
multicamadas.

Adsorvente quase ndo ¢ afetado. Adsorvente altamente modificado.

Fonte: Adaptado de Teixeira et al. (2001); Freitas (2007).
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A distribui¢do do adsorbato, entre a fase fluida e a fase adsorvida envolve um
equilibrio de fases, que ¢ governado pelo principio da termodindmica. Estes dados de

equilibrio sdo geralmente registrados na forma de isotermas de adsor¢ao (FREITAS, 2007).

Considerando que em um sistema contendo uma determinada quantidade de
adsorvente, a diferenga entre a quantidade inicial de adsorbato e a final na solucdo foi

adsorvida na superficie do adsorvente, ¢ possivel obter dados para isoterma (ALLEONI et al.,

1998).

3.5.1 Modelo de Langmuir

O modelo de Langmuir foi originalmente desenvolvido para representar a adsor¢ao em
monocamada sobre uma superficie ideal, e apresenta como principal vantagem permitir a
quantificagdo da capacidade de adsor¢do e avaliar a constante relacionada ao equilibrio

(FREITAS, 2007).

A 1soterma de adsor¢ao de Langmuir € talvez o mais conhecido de todos os modelos
que descrevem isotermas de adsor¢do, ¢ frequentemente usado para descrever a adsor¢ao de
um soluto a partir de uma solugdo liquida, este modelo apresenta a seguinte expressao:

__ qm-Kq.Ce
qe = 1+K,4.Co (1)

Onde q. ¢ a capacidade de adsor¢do no equilibrio (mg.g™), C. é a concentragdo de
equilibrio na fase liquida (mg.L™), qm ¢ a capacidade maxima de adsor¢io (mg.g") e K, é a
constante de adsorgdo de equilibrio (L.mg"). A equagdo de Langmuir pode ser descrita pela

forma linearizada (LANGMUIR, 1918).

1 1 1

—= = o

de qm-Kq.Ce dm

O efeito da forma isotérmica pode ser usado para predizer se um sistema de adsorcao ¢
"favoravel" ou "desfavoravel" tanto em sistemas de leito fixo bem como em processos em

batelada. Segundo Hall er al. (1966) as caracteristicas essenciais da isotérmica de Langmuir
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podem ser expressas em termos de um fator de separacdo ou pardmetro adimensional

constante de equilibrio Kg, que ¢ definido pela seguinte relagado:

1

K = 3)

1+K4.Co

Onde Ky ¢é um fator de separacdo adimensional, e C, concentracio inicial (mg L) e
K, ¢ a constante de Langmuir (mg L™). O pardmetro Ky indica a forma da isoterma de acordo

como mostrado na tabela 2:

Tabela 2 - Fator Ky e os tipos de isotermas

Valor de Kg Tipo da Isoterma
Kr>1 N3ao-Favoravel
Kr=1 Linear

0<Kg<1 Favoravel

Kr=0 Irreversivel

3.5.2 Modelo de Freundlich

O modelo de adsor¢do de Freundlich foi originalmente introduzido como uma
correlacdo empirica de dados experimentais, admitindo-se uma distribuicdo logaritmica de
sitios ativos (FREITAS, 2007).

A isoterma de Freundlich ¢ uma equagao empirica utilizada para descrever sistemas

heterogéneos. A equacao de Freundlich ¢ expressa como (equagao 4):

qe = KC" (@)

Onde Kf e n sdo constantes de Freundlich, Kf (mg.g-1) ¢ a capacidade de adsorc¢do
do adsorvente ¢ n um indicador se o processo de adsorcao ¢ favoravel. A magnitude do
expoente 1/n, da a indicagcdo do favorecimento do processo de adsorcdo. Valores de n >1
representam condic¢des favoraveis de adsor¢do. Quanto maior o valor de n mais energicamente

heterogéneos sdo os sitios de adsor¢dao em sua interpretacao (McKay, 1998).
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Para determinar os parametros de Freundlich, a forma linear da equagdo (equacdo 5)
pode ser usada para produzir um grafico de In (ge) versus In (Ce). Os valores de Kf e n sdo

calculados do coeficiente angular e linear respectivamente.

Inq, = InKy + (%) InC, (5)

3.5.3 Termodinamica do processo de adsor¢ao

O processo de adsor¢do ¢ um processo espontaneo, representado pela diminuigdo na
energia livre superficial do sistema, conhecida como energia livre de Gibbs, AG (FREITAS,
2007). Em processos de adsor¢do sdo necessarias consideragdes termodinadmicas para concluir
se o processo de adsorcdo ocorre de forma espontanea ou ndo. A energia livre de Gibb’s ¢ um
critério fundamental de espontaneidade. Reagdes ocorrem espontaneamente a uma dada
temperatura quando o valor de AG® ¢ negativo. Os parametros termodindmicos da energia

livre de Gibb’s para o processo de adsorc¢ao sao calculado utilizando a equagao 6:
AG® = —RT InK, (6)

Onde R ¢ a constante universal dos gases (8,314 J.mol-1K-1) e Ka ¢ a constante de
Langmuir obtida graficamente em uma dada temperatura (JING et al., 2010).

Jing et al. (2010) além da obten¢do de AG®, também verificou a entalpia e entropia
do processo de adsorcao de azul de metileno em rectorite.

As entalpias, AHO, e as entropias, AS0O, de adsorc¢ao sdo obtidas através da plotagem

dos valores das AG® versus a temperatura, T, através da equagdo 7:

AG® = AH® — TAS® (7)
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3.6 RESINAS POLIMERICAS

Atualmente existem varios tipos de resinas poliméricas e estes materiais vém sendo
cada vez mais utilizadas para se obter substdncias em diversos processos
(KYRIALOPOULOS et al., 2005).

As resinas Amberlite” da empresa Rohm and Haas Company® sdo polimeros solidos,
acrilicos alifaticos ou fenolicos, ndo i6nicos, em formato de granulos de tamanhos variados,
com propriedades adsortivas proprias de sua estrutura quimica macro reticular que apresentam
boa estabilidade quimica e mecéanica. Estes materiais tém larga aplicagdo na industria
alimenticia e farmacéutica e dependendo do tipo, sdo utilizadas para uma ampla gama de
processos de remog¢ao de compostos polares ou nao polares, para recuperacao de moléculas de
extratos de plantas, antibidticos, produtos de fermentagdo e outros (ROHM AND HAAS
COMPANY, 2006).

3.7 ARGILAS

Os meios adsorventes argilas caracterizam-se por serem empregados na forma de
pequenos cilindros, granulos, ou pequenas particulas. As particulas de adsorvente tém uma
estrutura muito porosa com muitos poros finos, constituindo os volumes de vazio até 50% do
volume total da particula (GEANKOPLIS, 1993).

A argila esmectitica apresenta grande capacidade de adsor¢do, por apresentar uma
alta area superficial (MURRAY, 2000). As esmectitas apresentam sua estrutura em camadas,
como espacos interlamelares, onde se alojam as moléculas de agua com os respectivos
adosorbatos. As esmectitas e outros grupos de argilominerais, apresentam duas folhas
tetraédricas em torno de uma centraloctaédrica, conhecidas como filossilicatos 2:1. Outra
designacao para as esmectitas ¢ baseada no tipo e na localizagdo dos cations na estrutura

composta pelos dtomos de oxigénios (MORGADO, 1998).
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4 Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas folhas de Cassia angustifolia Vahl, fornecida pela empresa
Santosflora Comércio de Ervas Ltda, Sdo Paulo- SP, Brasil, lote: SENTO01/1208, originaria do
nordeste indiano, colhida em fevereiro de 2010. As folhas foram coletadas inteiras em igual
estagio de desenvolvimento e com auséncia de depredacdo. O material vegetal fresco foi
lavado e posteriormente posto para secagem a sombra. Apos secagem, o material foi
pulverizado e tamisado para obtencdo de pd grosso, segundo especificagdo da Farmacopéia

Brasileira (2010).

4.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL VEGETAL

4.2.1 Analise granulométrica

A andlise da granulometria foi realizada em triplicata conforme a Farmacopéia
Brasileira 5° edi¢do (2010). Cerca de 25 g da amostra foram submetidos a passagem por
tamises, com aberturas de malha de 2 000, 850, 600, 425 pm, montados nesta ordem, com o
tamis de maior abertura sobre o de menor abertura. A tamisagao foi realizada a 60 vibragoes
por segundo durante 15 minutos em tamisador (Bertel). Em seguida, as fragdes retidas nos
tamises € no coletor foram pesadas. O percentual retido em cada tamis foi calculado
utilizando a equacao [8].

% Retida pelo tamis = % %X 100 (8)

2

Onde:

P1 =Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
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P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor
(em gramas);

100 = Fator de porcentagem.

4.2.2 Determinacgdo de dgua

A determinacdo de agua foi realizada em triplicata conforme a Farmacopéia
Brasileira 5* edi¢do (2010). Cerca de 5 g da amostra foram exatamente pesados em balanga
analitica (AND HR 200, capacidade maxima 210 £ 0,0001 g), e transferidos para pesa-filtro
tarado, previamente dessecado a 105 °C por 5 horas. A amostra foi entdo dessecada a 105 °C
por 5 horas, quando se observou peso constante. Foi utilizada nas dessecagdes a estufa
Marconi MA-033/1. A percentagem de dgua na amostra foi calculada de acordo com a

equacao [9].

% de dgua = S_SPC x 100 9)

Onde:
Pc = Peso da amostra ao atingir peso constante (em gramas)
5 = Massa da amostra inicial (em gramas)

100 = Fator de porcentagem

4.2.3 Identificacdo das amostras

A identificacdo das amostras foi realizada em triplicata conforme a Farmacopéia
Brasileira 5 edigdo (2010). Foi utilizada silica-gel GF254, com espessura de 250 pm, como
suporte, ¢ a mistura de acetato de etila, alcool n-propilico, dgua purificada e acido acético

glacial (40:40:30:1) como fase mével. Aplicou-se, separadamente, em forma de banda, 10 pL.
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da Solugdo (1) e 10 pL da Solugdo (2), recentemente preparadas. A Solugdo (1) foi preparada
a partir de 0,5 g da amostra em 5 mL de mistura de etanol e 4gua purificada (1:1), aquecida a
ebulicdo e filtrada. Para o preparo da Solugdo (2), foram dissolvidos separadamente 2,5 mg de
senosideo A e 2,5 mg de senosideo B em 1 mL de metanol e 1 mL de agua purificada. O
cromatograma foi desenvolvido e a placa removida para secar ao ar. Posteriormente, a placa
foi nebulizada com &cido nitrico a 25% e aquecida por 10 minutos a 120 °C. Ao esfriar, a
placa foi novamente nebulizada, desta vez com solu¢do de hidréxido de potassio a 5% (p/v),

até o aparecimento de manchas.

4.2.4 Determinagdo do teor de derivados hidroxiantracénicos

A determinacdo do teor foi realizada em triplicata conforme a Farmacopéia Brasileira
5% edi¢do (2010). Cerca de 0,15 g da amostra foram exatamente pesados em baldo de fundo
redondo com boca esmerilhada. Em seguida, foram adicionados 30 mL de dgua purificada, € o
conjunto foi pesado em balanca analitica. O conjunto pesado foi aquecido em manta de
aquecimento, sob refluxo, durante 15 minutos. Apds resfriamento, o conjunto foi novamente
pesado e o peso inicial foi restabelecido com agua purificada, e em seguida foi filtrado
desprezando-se os 10 mL iniciais. Exatamente 10 mL do filtrado foram transferidos para um
funil de separacao de 50 mL, onde foi adicionada uma gota de acido cloridrico 2 M e em
seguida lavado com trés por¢des de 5 mL de cloroférmio. A fase cloroférmica foi rejeitada. A
fase aquosa foi centrifugada durante 10 minutos a 2000 rpm. A seguir, 4 mL do liquido
sobrenadante foram transferidos para baldo de fundo redondo com boca esmerilhada. O pH da
solugdo foi ajustado para 7,0 a 8,0 com cerca de 80 pL de solugdo de carbonato de sodio a 5%
(p/v) e depois foram adicionados 8 mL de solucdo de cloreto férrico a 10,5% (p/v). Apods
adi¢do do cloreto férrico, o conjunto foi aquecido, sob refluxo e agitagdo, em banho-maria
durante 20 minutos. Foram adicionados 0,4 mL de acido cloridrico concentrado e o
aquecimento foi mantido por mais 20 minutos, agitando-se frequentemente, até dissolucao do
precipitado. Apos resfriamento, a solugdo foi transferida para funil de separagdo de 50 mL e
extraida com 10 mL e duas vezes de 7 mL de éter etilico, previamente utilizado para lavar o

baldo de fundo redondo. Os extratos etéreos foram reunidos e lavados com duas vezes de 10
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mL de dgua purificada. A camada etérea foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e o
volume completado com éter etilico. A solugdo amostra foi preparada evaporando-se 5 mL da
solucdo etérea, em banho-maria, até residuo, que foi entdo ressuspendido com 5 mL de
acetato de magnésio a 0,5% (p/v) em metanol. Imediatamente apds o seu preparo, a
absorvancia da solucdo amostra foi medida em espectrofotometro UV-Visivel (Micronal,
B582), em 515 nm, utilizando metanol para ajuste do zero. O teor de derivados
hidroxiantracénicos foi calculado como senosideo B, utilizando 240 como valor de

absorvancia especifica, segundo a equagdo [10].

__ Ax0,781

SB

(10)

m

Onde:

SB = derivados hidroxiantracénicos;
A = absorvancia da solu¢do amostra;

m = massa da amostra considerando a determinacao de 4gua.

4.3 VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE
DERIVADOS HIDROXIANTRACENICOS EM SENOSIDEOS B NO EXTRATO.

Para a wvalidagdo do método analitico para quantificacdio de derivados
hidroxiantracénicos em senosideos B no extrato fluido, foram avaliados os parametros:
seletividade, linearidade e intervalo, precisdo, exatiddo e robustez, de acordo com as normas
estabelecidas pela RE n°® 899 de 2003 (BRASIL, 2003). O presente estudo utilizou como

referéncia a monografia para extrato de sene da Farmacopéia Portuguesa 9* edi¢do (2010).

4.3.1 Reagentes e vidrarias

Os reagentes utilizados foram grau analitico: éter etilico P.A (Vetec®™), acido cloridrico
P.A (Vetec®), acido sulfurico P.A (Vetec®), iodeto de potassio P.A (Vetec®), sulfato de Ferro
Il P.A (Vetec®), bicarbonato de sodio P.A (Vetec®), amido P.A (Vetec®), metanol P.A
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(Vetec®, Synth®, Merck®™), acetato de magnésio P.A (Vetec™), senosideo B padrio
(Chromadex®, lote: 19159-08B), extrato padronizado de sene em 10% de derivados
hidroxiantracénicos expressos em senosideos B (Finzelberg®). As vidrarias volumétricas

foram calibradas pela empresa Teclabor”.

4.3.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no estudo foram balanga analitica AND® modelo HR 200;
aquecedor Quimis® modelo Q-261-2; estufa Marconi®; banho-maria Marconi®,

espectrofotdmetro UV-Vis Micronal® modelo B582.

4.3.3 Preparagao das solugdes

Eter etilico isento de peroxidos: foi misturado 1000 mL de éter etilico P.A com 20 mL de uma
solucdo de 30 g de sulfato de ferro (II) em 55 mL de 4gua purificada e 3 mL de &cido
sulfarico P.A. Continuou-se agitando até que uma pequena amostra ndo mais produzisse uma
cor azul apos ser misturada com um volume igual de solugdo de iodeto de potassio 2% (p/v) e
0,1 mL de amido SI (solugdo indicadora) que foi preparada no dia do uso da seguinte forma:
foi triturado 1 g de amido com 10 mL de 4gua purificada fria e despejado lentamente, sob
agitacdo constante, em 200 mL de dgua purificada recentemente fervida. A mistura foi fervida
até se obter um fluido translicido e pouco denso. Deixou-se sedimentar € somente o liquido

sobrenadante limpido foi utilizado.

Acido cloridrico diluido: 20 g de 4cido cloridrico P.A foram diluidos em 4gua purificada até

completar o volume de 100 mL.

Solu¢do de cloreto férrico: 105 g de cloreto férrico reagentes foram diluidos em &agua

purificada até completar o volume de 1 litro.
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Solucdo de acetato de magnésio: 5 g de acetato de magnésio foram diluidos em metanol até

completar o volume de 1 litro.

Solucao padrdo a 0,5% de senosideos B: foi dissolvido 1 g de Senosideos B padrdao em 200

mL de dgua purificada.

Extrato de sene (matriz vegetal): foi preparado utilizando-se 30 g de extrato padronizado de
sene (10% de derivados hidroxiantracénicos expressos em senosideos B) diluidos em liquido
extrator (60% v/v etanol/ 4gua purificada) até completar o volume de 1000 mL, para a
obtencdo da matriz vegetal no teor equivalente a do extrato fluido (0,3% de derivados

hidroxiantracénicos expressos em senosideos B).

4.3 .4 Seletividade

Este ensaio foi determinado pela andlise em triplicata de amostras contendo todos os
excipientes (alcool/dgua 60%) do extrato fluido de sene exceto a planta (matriz vegetal),
identificadas como “placebo”, e pela analise em triplicata de amostras do placebo adicionado
do padrdo de referéncia senosideos B na concentracdo de 0,3% para comprovar auséncia de
interferéncia dos demais componentes da formulagdo no doseamento dos derivados
hidroxiantracénicos expressos em senosideos B. A concentragdo média e o desvio padrao
foram calculados tanto para as amostras de placebo quanto para as amostras do placebo

adicionado do padrao.

e Analise das amostras do placebo

O procedimento abaixo foi repetido para todas as amostras analisadas (triplicata),
estando também representado no fluxograma da figura 1.
1. Num baldo de 100 mL foram introduzidos 3,4 g do placebo, dissolvidos em agua
purificada, e o volume foi completado para 100,0 mL com o mesmo solvente. A

solugdo foi filtrada e os primeiros 10 mL de filtrado foram rejeitados;
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Foram colocados 20,0 mL de filtrado num funil de decantagdo de 150 mL. Foi
adicionado 0,1 mL de acido cloridrico diluido (preparado conforme descrito no item
4.3.3) e agitou-se 3 vezes com 15 mL de éter etilico de cada vez. Deixou-se separar as

camadas e rejeitou-se a camada etérea.

0,10 g de bicarbonato de sodio foi adicionado a camada aquosa e esta foi agitada
durante 3 min. Centrifugou-se e colocou-se 10 mL do sobrenadante num baldo de

fundo redondo e colo esmerilado de 100 mL.

20 mL de solugdo de cloreto férrico 105 g/L foram entdo adicionados e misturados. O
baldo foi colocado em banho de agua e aquecido com refluxo durante 20 min tendo o
cuidado de manter o nivel da 4gua do banho sempre acima do nivel da solu¢ao do

baldo.

3 mL de 4cido cloridrico P.A foram adicionados e continuou-se a aquecer durante 30

min, agitando frequentemente, até dissolug¢do do precipitado.

A mistura foi arrefecida e transferida para um funil de decantacao onde foi agitada 3
vezes com 25 mL de éter etilico de cada vez com o qual, o baldo foi previamente

lavado.

As solugdes etéreas foram reunidas e lavadas 2 vezes com 15 mL de 4gua purificada

de cada vez.

As camadas etéreas foram colocadas num baldo volumétrico e o volume completado

com éter para 100,0 mL.

Foram entdo evaporados a secura, com precaugdo, 10,0 mL desta solug¢ao e o residuo

dissolvido em 10,0 mL de solu¢do de acetato de magnésio a 5,0 g/LL em metanol.

A absorvancia foi determinada em 515 nm utilizando metanol como liquido de

compensagao.

O teor foi calculado por cento em derivados hidroxiantracénicos, calculados em
senosideos B, usando a férmula [11], onde 4 = absorvancia em 515 nm e m = massa
em gramas:

AX4,167
m

(11)
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e Analise das amostras placebo + padrao

As amostras do placebo adicionadas do padrio foram analisadas em triplicata
conforme descrito acima para as amostras do placebo, apenas adicionando-se a mais 3,4 mL
da diluicdo da solugdo padrao de senosideos B preparada (equivalente a 10,2 mg de derivados

hidroxiantracénicos em senosideos B) logo ap6s a adi¢ao do placebo.

A dilui¢do da solugdo padrio de senosideos B (0,5%) foi realizada da seguinte forma:
transferiu-se 6 mL da solucdo padrdo de senosideos B para 03 baldes volumétricos de 10 mL

e completou-se os volumes com agua, para se obter a solu¢ao com concentragao de 0,3%.

4.3.5 Linearidade e intervalo

A linearidade e o intervalo foram determinados com a andlise de regressao linear pelo
método dos minimos quadrados dos pontos médios de 3 (tré€s) curvas com 7 (sete) pontos de
50%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 150% equivalentes a 0,15; 0,24; 0,27; 0,30; 0,33; 0,36;
0,45% de senosideos B. O coeficiente de correlacdo foi obtido a partir da média de trés curvas
de sete concentracoes diferentes. O intervalo estudado foi de 50% a 150% da concentragdo em

analise, sendo que cinco concentracdes estdo entre 80 a 120%.

e Preparacao das amostras

1. Foram transferidos 3 mL da solucdo padrio de senosideos B para 03 baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua purificada, para a

solucdao com concentragao média de 0,15% (equivalente a 15 mg de senosideos B).

2. Foram transferidos 4,8 mL da solucdo padrio de senosideos B para 03 baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua purificada, para a

solucao com concentragao média de 0,24% (equivalente a 24 mg de senosideos B).
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3. Foram transferidos 5,4 mL da solucdo padrio de senosideos B para 03 baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua purificada, para a

solucdao com concentragao média de 0,27% (equivalente a 27 mg de senosideos B).

4. Foram transferidos 6 mL da solucdo padriao de senosideos B para 03 baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua purificada, para a

solugdo com concentragdo média de 0,3% (equivalente a 30 mg de senosideos B).

5. Foram transferidos 6,6 mL da solucdo padrio de senosideos B para 03 baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua purificada, para a

solucdo com concentragao média de 0,33% (equivalente a 33 mg de Senosideos B).

6. Foram transferidos 7,4 mL da solugdo padrio de senosideos B para 03 baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua purificada, para a

solugdo com concentragdo média de 0,37% (equivalente a 37 mg de Senosideos B).

7. Foram transferidos 9 mL da solugdo padrao de senosideos B para 03 baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua purificada, para a

solugdo com concentragdo média de 0,45% (equivalente a 45 mg de Senosideos B).

8. Foram colocados 3,4 mL de cada diluicdo preparada (equivalente a 5,1; 8,16; 9,18;
10,2; 11,22; 12,24; 15,3 mg de senosideos B) em um baldo de 100 mL, onde foram
dissolvidos em agua purificada ¢ o volume completado para 100,0 mL. A solugdo foi
filtrada e os primeiros 10 mL de filtrado foram rejeitados. As etapas seguintes seguiram o

procedimento ja descrito anteriormente no item 4.3.4.

O fluxograma da figura 2 representa esta etapa de preparacao das amostras.
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Figura 2 — Fluxograma do procedimento de preparaciio das amostras para linearidade e intervalo.
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4.3.6 Precisao

A precisao foi determinada nos niveis de repetibilidade e precisdao intermediaria. A
repetibilidade foi realizada por determinagdes da concentragdo em 06 (seis) amostragens
diferentes utilizando a metodologia analitica de doseamento dos derivados
hidroxiantracénicos expressos em senosideos B, descrita no item 4.3.4. A precisdo
intermediaria foi determinada em dois dias diferentes por dois analistas diferentes em
amostragem triplicata.

A amostra utilizada foi o extrato de sene (concentragdo teorica de 0,3% derivados
hidroxiantracénicos expressos em senosideos B).

Para a precisdo foi calculado o desvio padrao relativo ou coeficiente de variagdo
(CV%), nao se admitindo valores superiores a 5% de acordo com a RE n° 899 de 2003

(ANVISA, 2003)
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4.3.7 Exatidao

A exatiddo foi realizada em triplicata, utilizando os pontos dentro do intervalo linear,
50%, 100% e 150% equivalentes a 0,15, 0,3 e 0,45% de derivados hidroxiantracénicos
expressos em senosideos B, pelo método de adigdo de padrao, no qual se adiciona quantidades
conhecidas do analito (padrdo de referéncia) ao extrato. Em seguida, cada amostra foi
analisada em triplicata e foram avaliados através do teste ¢ Student, comparando-se os

resultados em relagdo ao valor tedrico definido para cada concentracio analisada.

e Preparacdo da solugdo a 40% do extrato de sene: Diluiu-se a 40% o extrato de sene com 0s
excipientes (etanol/dagua 60%), para se obter um equivalente a 0,12% de derivados

hidroxiantracénicos expressos em senosideos B.

e Diluicdes da solugdo padrdo de senosideos B a 0,5%:

1. Transferiu-se 0,6 mL da solu¢do padrao de senosideos B para 03 baldes volumétricos de
10 mL e completou-se os volumes com dgua purificada, para a solugdo com concentracao

média de 0,03% (equivalente a 3 mg de senosideos B).

2. Transferiu-se 3,6 mL da solugdo padrao de senosideos B para 03 baldes volumétricos de
10 mL e completou-se os volumes com agua purificada, para a solugdo com concentragao

média de 0,18% (equivalente a 18 mg de senosideos B).

3. Transferiu-se 6,6 mL da solu¢do padrdo de senosideos B para 03 baldes volumétricos de
10 mL e completou-se os volumes com dgua purificada, para a solu¢do com concentracao

média de 0,33% (equivalente a 33 mg de senosideos B).
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e Analise das amostras

1.  Num baldo de 100 mL foram introduzidos 3,4 mL da solugdo a 40% do extrato de sene
(equivalente a 4,08 mg de derivados hidroxiantracénicos expressos em senosideos B),
foram adicionados 3,4 mL da diluicdo do padrao preparada (1,02; 6,12 ou 11,22 mg de
senosideos B), dissolvido em dgua e depois o volume foi completado para 100,0 mL. A

solucgdo foi filtrada e os primeiros 10 mL de filtrado foram rejeitados.

As etapas seguintes para a analise destas amostras (itens 2 ao 11) seguiram o procedimento ja

descrito anteriormente no item 4.3.4.

4.3.8 Robustez

O ensaio foi determinado a partir da variagdo dos seguintes pardmetros: variando o
tempo de aquecimento com refluxo (15, 20 e 25 minutos), variando a temperatura ambiente
(23, 25 ¢ 27 °C), tempo para a separacao da camada etérea (3, 5 e 10 minutos) e diferentes

fabricantes de metanol (Synth®, Vetec® e Merck®).

4.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXTRATIVAS POR SOLUCOES
HIDROETANOLICAS

4.4.1 Planejamento experimental

O planejamento experimental foi realizado em duas etapas. A primeira foi realizada
utilizando-se um planejamento fatorial completo 2° adicionado ponto central, com o objetivo
de determinar quais fatores sdo significativos (p < 0,05) na obtengdo das melhores respostas
para a realizacdo de um novo planejamento. Apos a triagem dos fatores com o planejamento

fatorial, uma anélise de superficie de resposta empregando planejamento composto central foi
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realizada para se obter as melhores condigdes operacionais com melhor relacdo entre as

respostas SB/RS (teor de derivados hidroxiantracénicos em senosideo B/ residuo seco).

Os fatores e os niveis estudados foram: A - massa de planta utilizada nos niveis 10,
12,5 e 15 g (respectivamente 1, 0 e -1); B - concentracdo da solugdo hidroetanolica nos niveis
40, 50 e 60% (respectivamente 1, 0 e -1); e C - método de extracdo nos niveis maceragao e

decoccdo com agitagdo (respectivamente 1 e -1).

Cada ensaio realizado durante os dois planejamentos foi obtido de forma aleatéria com
o objetivo de evitar que fatores indesejaveis contaminem os efeitos investigados. E o

tratamento estatistico dos dados foi realizado utilizando o software MINITAB® 14.

4.4.2 Preparagao dos extratos

M¢étodo 1 : maceragao (modificada)
A quantidade de amostra da planta (10, 12,5 ou 15 g) foi macerada com 100 mL do

solvente extrativo (solugdo hidroetanolica 40, 50 e 60%) durante 2 dias.
M¢étodo 2: decocgdo com agitagao (decocgao modificada)

A quantidade de amostra da planta (10, 12,5 ou 15 g) foi aquecida em aquecedor
Quimis® modelo Q-261-2, com 100 mL do solvente extrativo (solugdo hidroetandlica 40, 50

ou 60%) a uma temperatura de 60 °C, durante 30 minutos, com agitador magnético.

4.4.3 Avaliacdo das respostas

Determinagdo do residuo seco:

Foram transferidos 2 mL de extrato para placa de Petri previamente pesada, os quais
foram evaporados até secura em banho-maria Marconi® BMO1 e, posteriormente, dessecados
em estufa Marconi® MA-033/1 a 105 °C, por 3 horas. Apds dessecar, a amostra foi esfriada

em dessecador, sobre pentoxido de fosforo. Apds esfriar, a amostra foi pesada em balanga
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analitica AND® —HR 200. O residuo seco foi calculado em porcentagem sobre o volume

inicial (2 mL).
Determinacao do teor de derivados hidroxiantracénicos nos extratos:

O teor de derivados hidroxiantracénicos calculados em senosideos B, foi determinado

conforme método validado (item 4.3).

4.5 ESTUDOS DE ADSORCAO

4.5.1 Meios adsorventes

Os meios adsorventes usados neste estudo foram: as argilas Tonsil terrana 580 FE®,
Tonsil supreme 182 FF® e Tonsil supreme 180 FF® fornecidas pela empresa Siid Chemie do
Brasil Ltda; e as resinas poliméricas Amberlite XAD7HP®, XAD761® ¢ XADI1180N®
fornecidas pela empresa ROHM and HAAS Company' ™.

e Argila Tonsil Terrana 580 FF

A argila Tonsil terrana 580 FF®, ¢ uma argila esmectitica natural com elevada
capacidade de adsor¢do e suas caracteristicas sdo apresentadas na tabela 3. Possui diversas
aplicagdes como agente adsorvente, desde re—refino de 6leos lubrificantes e isolantes com
alto conteudo de materiais pigmentados de natureza asfaltica e resinosa, até a remogdo de

metais e compostos de produtos vegetais (SUD CHEMIE DO BRASIL LTDA, 2011).
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Tabela 3 - Caracteristicas da argila Tonsil terrana 580 FF

Caracteristicas

Especificacoes

Massa Especifica Aparente (Kg. m™)

Velocidade de Filtracao (s)
Acidez Livre (% H,SOy)
Umidade (% H,0)

Perda ao fogo a 950° C (%)

Si0(%op/p)
AL O3 (%p/p)
Fe, O3 (%p/p)
MgO (%p/p)
CaO (%p/p)
Ti0; (%op/p)
K>0 (%p/p)
NayO(%p/p)

700-800
Maximo 60
Isenta
4,0-12,0
8,0-16,0
40,0 - 60,0
12,0 -22,0
4,0-8,0
1,0-8,0
1,0 -8,0
0,4-3,0
1,8-4,8
0,0-3,0

e Argila Tonsil supreme 182 FF

Fonte: Sud Chemie do Brasil Ltda (2011)

A argila Tonsil supreme 182 FF®, ¢ uma argila esmectitica natural com elevada

capacidade de adsor¢do e suas caracteristicas sdo apresentadas na tabela 4. Possui diversas

aplicagdes como agente adsorvente na remocao de compostos de produtos vegetais (SUD

CHEMIE DO BRASIL LTDA, 2011).

Tabela 4 - Caracteristicas da argila Tonsil supreme 182FF

Caracteristicas

Especificacoes

Massa Especifica Aparente (Kg. m™)

Velocidade de Filtracao (s)
Acidez Livre (% H,SO,)
Umidade (% H,0)

Perda ao fogo a 950° C (%)
Si02(%p/p)

ALOs (Y%p/p)

Fe, 05 (%p/p)

MgO (%p/p)

CaO (%p/p)

TiO, (%p/p)

K>0 (%op/p)

Na,O(%p/p)

520 - 620
Maximo 60
Maximo 60
5,0-15,0
8,0-16,0
55,0-70,0
9,0 -18,0
3,0-6,0
0,8—-3,5
0,8—-3,5
0,6-1,6
0,9-2,5
0,0-0,8

Fonte: Sud Chemie do Brasil Ltda (2011)
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e Argila Tonsil supreme 180 FF

A argila Tonsil supreme 180 FF®, ¢ uma argila esmectitica natural com elevada
capacidade de adsor¢do e suas caracteristicas sdo apresentadas na tabela 5. Possui diversas
aplicagdes como agente adsorvente na remoc¢ao de compostos de produtos vegetais (SUD

CHEMIE DO BRASIL LTDA, 2011).

Tabela 5 - Caracteristicas da argila Tonsil supreme 180FF

Caracteristicas Especificacdes
Massa Especifica Aparente (Kg. m™) 520 - 620
Velocidade de Filtracao (s) Maximo 60
Acidez Livre (% H,SO,) Maximo 1,0
Umidade (% H,0) 5,0-15,0
Perda ao fogo a 950° C (%) 8,0-16,0
Si02(%p/p) 60,0 — 75,0
ALOs (%p/p) 8,0-16,0
Fe, 05 (%p/p) 2,0-5,0
MgO (Yop/p) 0,8-2,2
CaO (%p/p) 0,5-2,0
Ti0, (%p/p) 0,7-1,3
K0 (%p/p) 0,7-1,4
Na,O(%p/p) 0,0-0,3

Fonte: Sud Chemie do Brasil Ltda (2011)

e Amberlite XAD7HP

A Amberlite XAD7HP® é um adsorvente polimérico produzido pela ROHM and
HAAS Company, em forma de granulos brancos insoluveis. E um polimero acrilico alifatico
ndo i6nico que tem suas propriedades adsortivas derivadas de sua estrutura macro reticular
(figura 3). Devido a sua natureza alifatica, o adsorvente polimérico Amberlite XAD7HP pode

adsorver uma ampla gama de compostos nao polares ou polares de sistemas liquidos, sendo
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bem utilizado na recuperagdo de moléculas de extratos de plantas. Suas propriedades fisicas

estdo descritas na tabela 6 (ROHM and HAAS Company, 2006).

Figura 3 - Estrutura quimica da Amberlite XAD7HP.
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Fonte: ROHM and HAAS Company (2006)

Tabela 6 - Propriedades fisicas da Amberlite XAD7HP

Propriedade

Forma fisica
Tamanho de particula
Contetdo de finos
Area superficial
Porosidade

Coeficiente de uniformidade

Graos brancos translucidos
0,56-0,71 mm

< 0,300 mm = maximo 7%
>380 m~.g"

>0,50 mL.mL"'

>2,0

Fonte: ROHM and HAAS Company, 2006
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e Amberlite XAD761

A Amberlite XAD761® ¢ um adsorvente polimérico produzido pela ROHM and
HAAS Company, ¢ uma resina fendlica altamente porosa, em forma granular, desenvolvida
para remover substancias organicas de solugdes por adsor¢cdo. Tem larga aplicagdo na
industria alimenticia e farmacéuticas para adsor¢ao de uma ampla gama de substincias

vegetais como alcaldides, corantes, flavorizante, antocianinas e outros. Suas propriedades

fisicas estdo descritas na tabela 7 (ROHM and HAAS Company, 2008).

Tabela 7 - Propriedades fisicas da Amberlite XAD761

Propriedade

Forma fisica Graos brancos translucidos
Tamanho de particula 0,56-0,71 mm

Conteudo de finos < 0,300 mm = maximo 7%
Area superficial >380 m~.g"

Porosidade > 0,50 mL.mL"
Coeficiente de uniformidade >2,0

Fonte: ROHM and HAAS Company, 2006

e Amberlite XAD 1180N

A Amberlite XAD 1180N® ¢ um adsorvente polimérico produzido pela ROHM and
HAAS Company, em forma de granulos brancos insoliiveis. E um polimero acrilico alifatico
ndo i6nico que tem suas propriedades adsortivas derivadas de sua estrutura macroreticular
(figura 4). Devido as caracteristicas de sua estrutura, este adsorvente pode adsorver uma

ampla gama de compostos ndo polares ou polares de sistemas em solu¢do, sendo bem
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utilizado na adsor¢do de moléculas organicas de extrato de plantas, antibidticos e produtos de

fermentagdo. Suas propriedades fisicas estdo descritas na tabela 8 (ROHM and HAAS

Company, 2007).

Figura 4 - Estrutura quimica da Amberlite XAD 1180N.
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Fonte: ROHM and HAAS Company (2007)

Tabela 8 - Propriedades fisicas da Amberlite XAD 1180N

Propriedade

Forma fisica
Tamanho de particula
Conteudo de finos
Area superficial
Porosidade

Coeficiente de uniformidade

Graos brancos translucidos
0,35-0,60 mm

< 0,250 mm = maximo 5%
> 450m°.g"

> 1,4 ccl/g

<L,8

Fonte: ROHM and HAAS Company, 2006
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4.5.2 Lavagem das resinas poliméricas

Pela recomendacao técnica do fabricante da resina, a lavagem das resinas visa a
remogao de sais de cloreto de sddio e carbonato de s6dio que sdo adicionados a resina para
impedir o crescimento de bactérias (ROHM and HAAS Company, 2006, 2007 ¢ 2008). O
processo de lavagem da resina constitui uma etapa do inicio do estudo da adsor¢do. A
lavagem desse material visa eliminar possiveis interferentes e/ou contaminantes presentes na
resina, além de garantir que os sitios adsortivos estejam livres para facilitar a impregnagao
com o adsorvato. Em literaturas foram encontrados diversos processos de lavagem das
resinas Amberlite, utilizando véarios solventes tais como agua, etanol, 4cido cloridrico entre

outros (TEIXEIRA, 2001; FREITAS, 2007).

Para verificar qual o melhor processo de lavagem das resinas poliméricas, para cada
resina foi testada o desempenho da adsor¢do dos derivados hidroxiantracénicos apds trés

diferentes tipos de lavagem:

1. Lavagem de 20 g de cada resina com 100 mL de 4gua purificada, mantendo em
contato o solvente e a resina por 10 minutos. A dgua de lavagem foi desprezada e o
procedimento foi repetido duas vezes;

2. Lavagem de 20 g de cada resina com 100 mL de acido cloridrico 0,1 mol.L”,
mantendo em contato o solvente e a resina por 10 minutos. O solvente da lavagem foi
desprezado e o procedimento foi repetido duas vezes;

3. Lavagem de 20 g de cada resina com 100 mL de etanol 96° GL, mantendo em contato
o solvente e a resina por 10 minutos. O solvente da lavagem foi desprezado e o

procedimento foi repetido duas vezes.

Ap6s o procedimento de lavagem acima, cada resina foi filtrada e mantida em
dessecador por 48 horas. Em seguida, foi realizado o processo de adsor¢ao utilizando 10 g de
resina, 100 mL de extrato de sene e 60 minutos de agitacdo. O sobrenadante foi analisado
apos o tempo de contato e o teor de derivados hidroxiantracénicos determinado de acordo

com método descrito no item 4.3.
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4.5.3 Ensaios de adsorcao

Os ensaios de adsor¢do foram realizados em um béquer com capacidade volumétrica
de 200 mL, onde foi introduzida a massa do adsorvente junto com o volume de extrato fluido
padronizado de sene. O contato entre o extrato e o adsorvente foi realizado através de agitacao
com agitador magnético (QUIMIS®, Q261). Depois de determinado periodo de tempo,
interrompia-se a agitacdo e procedia-se a retirada de amostra do liquido sobrenadante para

quantificagdo dos derivados hidroxiantracénicos conforme método (item 4.3).

4.5.4 Estudo do tempo de contato

O estudo de tempo de agitacao foi realizado variando o tempo de 10 a 60 minutos em
intervalos de 10 minutos utilizando uma massa de 10 g do adsorvente e volume de 100 mL do
extrato de sene conforme método descrito no item 4.5.3. Apos cada intervalo de tempo
retirava-se a amostra do sobrenadante para a quantificagdo dos derivados hidroxiantracénicos
determinado de acordo com método descrito no item 4.3. Cada ensaio foi realizado em

triplicata.

4.5.5 Estudo de planejamento fatorial do processo de adsor¢ao

O planejamento experimental foi realizado utilizando-se um planejamento fatorial
completo 2° com a adigdo de ponto central, com o objetivo de determinar quais fatores sdo

significativos (p < 0,05) na adsorcao dos derivados hidroxiantracénicos de extrato fluido
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padronizado e em quais niveis obtém-se as melhores respostas. A resposta estudada no
planejamento foi a porcentagem da quantidade adsorvida de derivados hidroxiantracénicos.
Foram realizados 6 planejamentos utilizando os mesmos fatores e niveis s6 alterando o tipo

do adsorvente.

Os fatores e os niveis estudados foram: A — quantidade de extrato nos niveis 75, 100 e
125 mL (respectivamente -1, 0 e +1); B — quantidade do adsorvente nos niveis 5, 10 e 15 g
(respectivamente -1, 0 e +1); e C — tempo de agitacdo nos niveis 50, 60 e 70 minutos

(respectivamente -1, 0 e +1).

Cada ensaio realizado foi obtido de forma aleatéria e em duplicata com o objetivo de
evitar que fatores indesejaveis contaminem os efeitos investigados. E o tratamento estatistico

dos dados foi realizado utilizando o software MINITAB® 14.

4.5.6 Isotermas de adsorcao

Para gerar os dados experimentais das isotermas de adsor¢do utilizou-se quantidades
conhecidas de adsorvente que foram colocadas em contato com o adsorbato em um tempo de

contato pré-definido e temperatura constante.

Foram realizadas determinacdo das isotermas de adsor¢do para cada adsorvente
utilizando as melhores condi¢des de adsor¢do obtidas no estudo dos fatores através de

planejamento fatorial, as isotermas foram determinadas em 3 temperaturas (25, 30 e 35°C).

A quantidade de derivados hidroxiantracénicos no equilibrio, q. em mg. g'l, em cada
béquer foi calculada pela equagdo 12:

_ Vi(Co=Ce)
m

qe (12)

Onde V ¢ o volume do extrato fluido de sene utilizado (mL), Cy é a concentracdo inicial de
derivados hidroxiantracénicos, C. ¢ a concentragdo (mg/mL) obtida no equilibrio e m ¢ a

massa de adsorvente utilizada. A variagdo de . para aplicagdo das isotermas foi na
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concentragdo inicial de derivados hidroxiantracénicos, através de preparacdo de extratos
diluidos no solvente etanol/ d4gua 60% v/v, nas seguintes proporcdes de extrato por solvente:
100:0; 90:10; 80:20; 70:30 60:40 e 50:50. Estas dilui¢des foram correspondentes as
concentragcdes iniciais de 3,0; 2,7; 24; 2,1; 1,8; e 1,5 mg/mL de derivados

hidroxiantracénicos.

Para todos adsorventes foram aplicados os modelos linearizados das isotermas de
Langmuir e Freundlich (equagdo 2 e 5, respectivamente) que foram calculados utilizando os
softwares MINITAB® 14 ¢ o Microsoft Excel®. A partir dos dados obtidos das isotermas de
Langmuir foram calculados os parametros de equilibrios de adsor¢do para cada adsorvente
utilizando a equagdo 6 para calcular a energia livre de Gibb’s e a equagdo 7 através da
andlise do grafico plotado da energia livre de Gibb’s versus a temperatura para obten¢ao da
entropia e entalpias de adsor¢do. Onde, o coeficiente angular representa a varia¢do de entalpia

e coeficiente linear corresponde a entropia do sistema.
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5 Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO MATERIAL VEGETAL

A caracterizagdo da matéria-prima ¢ algo primordial no ambito farmacéutico,
principalmente quando se trata de material vegetal, e esta foi realizada por meio de andlise
granulométrica, determina¢do de &gua, métodos cromatograficos e teor de ativos,
preconizados pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). A analise granulométrica em
triplicata mostrou que nas trés analises 100% das particulas do p6 passaram pelos tamises
com abertura nominal de malha de 2000 pm e 850 pm, e pelo menos 50% ficaram retidas no
tamis com abertura nominal de 425 pm, o que estd em conformidade com a especificacdo de
“p6 grosso”, segundo a descrigdo farmacopéica (BRASIL, 2010). A especificagdo da
granulometria do pd ¢ importante no processo de extragdo, pois a area superficial das
particulas sofre influéncia desta, no entanto, um pdé muito fino ndo ¢ desejado uma vez que
pode favorecer a formagdo de aglomerados que podem acabar prejudicando a extragdo. A
determinagdo de 4gua apresentou todos os resultados abaixo de 10% e um resultado médio de
7,5%, em conformidade com o teor maximo de 10 % determinado na monografia da planta. O
cromatograma obtido com a solugdo 1 (amostra) apresentou duas manchas de coloracao
castanho avermelhadas similares em tamanho e coloragdo as manchas obtidas com a solugdo 2
(padrdes) referentes ao senosideo B (Rf aproximadamente 0,2) e ao senosideo A (Rf
aproximadamente 0,4), demonstrando a presenca dos marcadores para a planta (figura 5). O
doseamento dos ativos se apresentou em conformidade com o preconizado pela monografia
faramcopéica da planta, com o resultado médio de 2,8% de derivados hidroxiantracénicos
expressos em senosideo B, e todas as analises condizentes com o minimo de 2,5%
preconizado, assegurando a qualidade para estes marcadores. Estes resultados para a

caracterizacdo da matéria-prima vegetal foram agrupados na tabela 9.
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Figura 5- Identificacdo da Cassia angustifolia por CCD

Senosideo A

Senosideo B

Tabela 9 - Resultados da caracterizacio do material vegetal (folhas de C. angustifolia)

Analise

Resultado

Andlise granulométrica
Determinacao de agua
CCD

Teor de ativos

100% das particulas < 850 pm e 50% > 425 pm

7,5%

Duas manchas castanho avermelhadas com Rf 0,2
(senosideo B) e 0,4 (senosideo A)

2,8% de derivados hidroxiantracénicos expressos em
senosideo B.
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5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.2.1 Seletividade

Os resultados obtidos para a seletividade estdo agrupados na tabela 10. A comparacao
da andlise das amostras placebo e placebo mais padrdo mostrou que os excipientes do
extrato de sene ndo interferem na quantificacdo de derivados hidroxiantracénicos expressos

em senosideos B.

Tabela 10 — Resultados da seletividade do método

PLACEBO + PADRAO PLACEBO

ANALISE (%) (%)

1? Analise 0,302 0,000
2" Analise 0,301 0,000
3? Analise 0,302 0,000
Concentraciao Média 0,3017 0,0000
DESVPAD 0,0006 0,000
CV% 0,20 0,00

5.2.2 Linearidade e intervalo

Os resultados do estudo da linearidade estdo agrupados na tabela 11, bem como a

média dos pontos estudados.
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Tabela 11 - Dados da curva média de calibracdo para determinacio da linearidade do método.

CONCENTRACAO Abs (515nm)

MEDIA %V cvo,
TEORICA (%) Curval Curva2 Curva3 Pad
0,150 0,124 0,126 0,126 0,125 0,0009 0,75
0,240 0,194 0,197 0,197 0,196 0,0014 0,72
0,270 0,227 0,221 0,215 0,221 0,0049 2,22
0,300 0,249 0,246 0,248 0,248 0,0012 0,50
0,330 0,265 0,273 0,271 0,270 0,0034 1,26
0,360 0,295 0,292 0,295 0,294 0,0014 0,48
0,450 0,371 0,368 0,370 0,370 0,0012 0,34

Os resultados dos pontos das trés curvas de linearidade foram plotados na figura 6 (x,
y), a concentracdo teorica de derivados hidroxiantracénicos expressos em senosideos B do
extrato de sene no eixo X e a absorvancia a 515 nm no eixo Y. Pelo método dos minimos
quadrados obteve-se a seguinte equagdo da reta y = 0,8158x + 0,0015.

A analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados demonstrou um
coeficiente de correlagdo R? = 0,9997 valor que comprova a linearidade do método, e os
0,0003 dos valores sdo explicados pelos residuos (figura 7). O grafico dos residuos mostra

que o modelo esta bem ajustado, indicando uma distribui¢do linear e aleatoria dos dados.



Figura 6 - Linearidade do método verificando a regressio das trés curvas
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Figura 7 - Grafico dos residuos da absorvancia (515 nm).
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5.2.3 Precisdo

e Repetibilidade
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O resultados da repetibilidade estdo agrupados na tabela 12.

Tabela 12 - Resultados da repetibilidade.

PREPARACAO DA AMOSTRA

Amostra Concentracao de derivados
hidroxiantracénicos expressos em
senosideos B (%)
1 0,301
2 0,303
3 0,308
4 0,309
5 0,301
6 0,306
Média 0,3045
Desv. Pad 0,0035
CV% 1,14

Observando-se os resultados, podemos dizer que o método tem uma boa

repetibilidade, visto que o coeficiente de variacdo foi de 1,14% que ¢ inferior ao especificado

pela Resolucao RE n°® 899 de 2003 (ANVISA, 2003) que especifica o limite do coeficiente de

variacao em 5,0%.
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e Precisdo intermediaria

A precisdo intermedidria foi realizada em dias diferentes e com analistas diferentes,
utilizando a concentracdo teorica de 0,3% de derivados hidroxiantracénicos expressos em
senosideos B. Seus resultados estdo agrupados na tabela 13. As tabelas 14, 15, 16 e 17
mostram os valores dos tratamentos estatisticos por analise de varidncia (ANOVA) obtidos na

precisdo intermediaria.

Tabela 13 - Resultados da precisdo intermedidria entre dias realizada por analistas diferentes.

Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Concentracao Teorica
0,300 0,305 0,305 0,301
de 0,3%
0,309 0,307 0,306 0,305
0,308 0,300 0,309 0,309
Média 0,3058 0,3041 |0,3066 0,3049
DP 0,0050 0,0037 |0,0022 0,0035
CV% 1,63 1,22 0,72 1,16

Tabela 14 - Avaliacdo da precisido intermediaria do analista 1 em diferentes dias de acordo com ANOVA.

Fonte da variacio SO gl MQ F valor-P  F critico
Analista 1

Entre dias 0,000004377 1 0,000004377 0,2274 0,65836 7,7086
Dentro dos grupos 0,000077002 4 0,000019251

Total 0,00008138 5




71

Tabela 15 Avaliacio da precisdo intermediaria do analista 2 em diferentes dias de acordo com ANOVA.

Fonte da variacdo SO gl MQ F valor-P  F critico
Analista 2
Entre dias 0,000004343 1 0,000004343  0,500551  0,51830 7,7086

Dentro dos grupos 0,000034708 4 0,000008677

Total 0,000039052 5

Tabela 16 Avaliacio da precisdo intermedidria entre analistas no primeiro dia de acordo com ANOVA.

Fonte da variacio Y gl MQ F valor-P  F critico

Primeiro dia
Entre Dias e Analistas 0,000000952 1 0,000000952 0,0640 0,81275 7,7086
Dentro dos grupos 0,00005951 4  0,00001488

Total 0,00006046 5

Tabela 17 Avaliacio da precisio intermediaria entre analistas no segundo dia de acordo com ANOVA.

Fonte da variacio SO gl MQ F valor-P F critico

Segundo dia
Entre Dias e Analistas  0,00000097 1 0,00000097  0,0742  0,79883  7,7086
Dentro dos grupos 0,00005220 4 0,00001305

Total 0,00005317 5

O estudo da precisao intermedidria do método entre ensaios demonstrou que nao ha
diferengas estatisticas entre as amostras pesquisadas individualmente em pequeno intervalo de
tempo, tanto para dias quanto para analista de acordo com ANOVA considerando um

intervalo de confianga de 95%.
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A ANOVA indicou que ndo houve diferenca significativa entre as diferentes analises

realizadas na avaliagdo da precisdo intermedidria do método. Sendo o método considerado

preciso.

5.2.4 Exatidao

A determinag¢do da exatidao foi realizada no mesmo dia com trés concentracdes

diferentes de (baixa, média e alta) 0,15%; 0,3%; 0,45% de derivados hidroxiantracénicos

expressos em senosideos B pela adi¢ao do padrao de referéncia ao extrato diluido.

Tabela 18 - Resultados da exatidio do método.

Concentracio Tedrica

AMOSTRA A 40%

+

AMOSTRA A 40%

+

AMOSTRA A 40%

+

(%) 1,02 mg PADRAO | 6,12 mg PADRAO | 11,22 mg PADRAO

(50%) (100%) (150%)

1* Anilise 0,152 0,301 0,452

2* Anilise 0,151 0,303 0,453

3" Anilise 0,154 0,302 0,450

Concentracio Média 0,1523 0,3020 0,4517

DESVPAD 0,00153 0,00100 0,00153

CV (%) 1,00 0,33 0,34

EXATIDAO(%) 101,56 100,67 100,37
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Tabela 19 Determinacio dos resultados estatisticos
da exatidido de acordo com o teste t de Student.

t tabelado

Percentual | t calculado
50% 2,646
100% 3,464
150% 1,890

4,303

A exatidao do método foi comprovada pelo estudo de trés concentragdes diferentes

(50%, 100%, 150%). O estudo estatistico aplicado foi o t Student o qual demonstrou que os

“t” calculados, respectivamente 2,646; 3,464; 1,89 foram menores que o t tabelado, 4,303,

comprovando que ndo houve diferenca significativa entre as médias das trés concentragdes

analisadas com o nivel de confianga de 95%, sendo o método considerado exato.

5.2.5 Robustez

e Avalia¢do da robustez variando o tempo de aquecimento

A tabela 20 mostra a avaliacdo da robustez variando o tempo de aquecimento com

refluxo. Para o pardmetro avaliado, verificou-se estatisticamente através da ANOVA

(andlise de variancia) que ndo ha diferenca significativa entre os resultados. Obtendo-se

um Fcalculado = 0,232 menor que o Ftabelado = 5,1432, o método apresenta-se robusto,

ndo existindo, em um nivel de 95% de confianca, variagdo estatistica fora dos padrdes

exigidos quanto a varia¢do do tempo de aquecimento com refluxo.
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Tabela 20 Avaliacido da robustez variando o tempo de aquecimento com refluxo.

Tempo de aquecimento com Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

refluxo Concentraciao (%) Concentracio (%) Concentracio (%)

15 minutos 0,292 0,302 0,305

20 minutos 0,293 0,297 0,297

25 minutos 0,300 0,291 0,292
Média 0,2948 0,2967 0,2977

Desv pad 0,00433 0,00539 0,00637
CV(%) 1,47 1,82 2,14

e Avaliagdo da robustez variando a temperatura do ambiente

A tabela 21 mostra a avaliagdo da robustez variando o pardmetro temperatura
ambiente. Para o parametro avaliado, verificou-se estatisticamente através da ANOVA que
nao ha diferenca significativa entre os resultados. Obtendo-se um Fcalculado = 0,395 menor
que o Ftabelado = 5,1432, o método apresenta-se robusto, ndo existindo, em um nivel de 95%

de confianga, variagdo estatistica quanto a variagao da temperatura ambiente.

Tabela 21 Avaliaciio da robustez variando a temperatura do ambiente.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Temperatura ambiente Concentracido (%) Concentracao (%) Concentracio (%)

23 °C 0,295 0,299 0,299
25°C 0,302 0,297 0,293
27°C 0,294 0,307 0,309
Média 0,2968 0,3011 0,3003
Desv pad 0,0047 0,0053 0,0081

CV(%) 1,59 1,77 2,69
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e Avaliagdo da robustez variando o tempo para a separacao da camada etérea

A tabela 22 mostra a avaliacdo da robustez variando o parametro tempo para a
separacao da camada etérea. Para o parametro avaliado, verificou-se estatisticamente através
da ANOVA que nao hé diferenga significativa entre os resultados. Obtendo-se um Fcalculado
= 0,005 menor que o Ftabelado = 5,1432, o método apresenta-se robusto, ndo existindo, em
um nivel de 95% de confianca, variacdo estatistica quanto a variagdo do tempo para a

separacao da camada etérea.

Tabela 22 Avaliacio da robustez variando o tempo para a separacio da camada etérea.

Tempo para a separaciio da camada Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

etérea Concentracio (%) Concentracao (%) Concentracio (%)

3 minutos 0,299 0,301 0,302

5 minutos 0,309 0,306 0,297

10 minutos 0,291 0,295 0,302
Média 0,3000 0,3004 0,3004

Desv pad 0,0091 0,0053 0,0027
CV (%) 3,04 1,75 0,91

e Avaliagdo da robustez variando os fabricantes de metanol

A tabela 23 mostra a avaliacdo da robustez variando o pardmetro fabricantes de
metanol. Para o parametro avaliado, verificou-se estatisticamente através da ANOVA que nao
ha diferenca significativa entre os resultados. Obtendo-se um Fcalculado = 0,113 menor que o
Ftabelado = 5,1432, o método apresenta-se robusto, ndo existindo, em um nivel de 95% de

confianga, variacdo estatistica quanto a varia¢do do fabricante de metanol.
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Tabela 23 Avaliacido da robustez variando os fabricantes de metanol

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Diferentes fabricantes de Metanol

Concentracio (%) Concentracao (%) Concentracio (%)

Synth 0,302 0,296 0,304
Vetec 0,292 0,299 0,298
Merck 0,309 0,309 0,293
Média 0,3009 0,3011 0,2987
Desv pad 0,0084 0,0069 0,0053
CV(%) 2,79 2,28 1,79

5.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXTRATIVAS POR SOLUCOES
HIDROETANOLICAS

A otimizagdo das condigdes de operacdo do processo extrativo foi realizada
primeiramente seguindo um planejamento fatorial composto central 2° para uma selegio dos
fatores significativos. Os valores da determinacdo de residuo seco (RS) e derivados
hidroxiantracénicos expressos em senosideo B (SB) dos extratos obtidos das folhas de C.

angustifolia e os resultados para cada variacdo observada estao descritos na tabela 24.
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Tabela 24 Planejamento fatorial completo 2* com pontos centrais.

O valor de SB e RS (%) corresponde ao resultado experimental

Experimentos A B C SB (%) RS (%)
1 -1 1 1 0,310 3,80
2 -1 1 -1 0,290 3,75
3 0 0 -1 0,295 4,05
4 1 -1 1 0,287 4,12
5 1 1 1 0,335 4,15
6 -1 -1 1 0,275 3,79
7 0 0 -1 0,293 4,00
8 1 -1 -1 0,288 4,11
9 0 0 1 0,284 3,98
10 1 1 -1 0,318 4,15
Niveis
Fatores -1 0 1

A: Quantidade de planta 10¢g 125¢ I5¢g

B: Concentragdo de etanol 40% 50% 60%

C: Método de extragdo Maceragdo = 00o------ Decocgdo

A figura 8b mostra a curva da distribuicdo de probabilidade normalizada para os
efeitos padronizados para a resposta senosideo B (SB), para se avaliar cada fator e suas
interagdes no processo de extracdo das folhas de C. angustifolia. Este grafico ¢ dividido em
duas regides, a com porcentagem inferior a 50%, onde os fatores e interacdes apresentam
coeficientes negativos e a regido com porcentagem acima de 50%, onde os fatores e as
interacdes apresentam coeficientes positivos.

Na figura 8a ¢ apresentado o grafico de Pareto dos efeitos padronizados em p = 0,05.
Todos os efeitos padronizados estdo em valores absolutos. Todos os efeitos para a resposta
SB que apresentaram valores maiores que 12,71 (p = 0,05), que se localizam a direita da linha

tracejada, foram significativos.



Figura 8 - Probabilidade normal e grafico de Pareto para a resposta SB.
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Analisando-se os graficos da figura 8, pode-se dizer que a concentracao da solugao

hidroetanolica foi a variavel mais importante do processo global da extracdo. O valor positivo

de seu coeficiente significou que a extra¢do foi favorecida em valores da concentragdo de

solugd@o hidroetandlica proximo a 60%. Desta forma a passagem do nivel inferior para o nivel

superior na concentracao de etanol na solug¢do extrativa influencia positivamente no teor de

senosideos B (SB). A quantidade de planta utilizada também favoreceu a extracdo de SB de

maneira positiva.

A figura 9a e 9b mostra, respectivamente, o grafico de Pareto dos efeitos padronizados

em p = 0,05 e a curva da distribuicdo de probabilidade normalizada para os efeitos

padronizados para a resposta residuo seco (RS).
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Figura 9 - Probabilidade normal e grafico de Pareto para a resposta RS.
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Analisando-se os graficos da figura 9, pode-se dizer que a quantidade de massa da
planta (fator A) utilizada na preparagdo dos extratos foi a varidvel mais importante do
processo global da extracdo para a resposta residuo seco (RS). O valor positivo de seu
coeficiente significou que o teor de RS foi favorecido em valores da quantidade de planta
proximo a 15 g. Desta forma a passagem do nivel inferior para o nivel superior da quantidade
de planta influencia positivamente o teor de RS.

Entre os fatores principais, a passagem do nivel inferior para o nivel intermediario na
massa da planta, proporcionou um aumento tanto no teor de derivados hidroxiantracénicos
expressos em senosideo B (SB) quanto no residuo seco (RS). Assim, o aumento na massa de

planta influencia positivamente no teor de SB e no RS.
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Apbs realizagdo da triagem dos fatores utilizando o planejamento fatorial completo 2°,
uma analise de superficie de resposta empregando planejamento composto central foi
realizada de acordo com os experimentos descritos na tabela 25, para se obter as melhores
condigdes operacionais com melhor relacdo SB/RS. Os niveis dos fatores escolhidos foram
ajustados, baseados no experimento prévio de planejamento fatorial descrito acima, usando o
método de extragdo por decoccdo, pois apesar do método de extracdo ndo ser um fator
significativo no processo, a decoc¢do apresentou melhor resultado geral (tabela 24) além de
possuir um tempo de preparo menor. Os novos niveis avaliados da massa de planta e
concentracgdo de solucao hidroetanolica estao descritos na tabela 25.

Na figura 10a, ¢ mostrada a superficie de resposta senosideos B (SB) em fun¢do da
quantidade de planta e concentracao da solugdo hidroetandlica. Foi observado que a massa da
planta entre 17,5 e 20 g ndo apresentou efeito significativo na extragdo de SB, ocorrendo
provavelmente saturagdo quando esta relagdo ¢ extrapolada, ndo havendo mais aumento do
teor de SB. Na figura 10b, ¢ apresentada a curva de contorno da resposta (SB) para a
quantidade de planta versus concentragdo da solucdao hidroetandlica. Foi observado que os
melhores resultados ocorreram em maiores concentragdes, proximo a 60% da concentracao de

etanol no nivel central do fator quantidade da planta, confirmando os dados da figura 10a.



Tabela 25- Analise de superficie de resposta
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Anailise de superficie de resposta empregando planejamento composto central contendo 13 experimentos e

2 fatores (Q,, C.). O método de extrag¢io foi decoc¢iio com agitacio

Experimentos A B SB RS

1 0 0 0,3250 4,21

2 0 -1 0,3330 4,20

3 -1 1 0,3270 4,12

4 -1 0 0,3250 4,11

5 0 0 0,3230 4,18

6 0 1 0,3270 4,15

7 1 0 0,3250 4,41

8 0 0 0,3250 4,21

9 1 -1 0,3300 4,43

10 -1 -1 0,3383 4,10

11 1 1 0,3210 4,10

12 0 0 0,3230 4,22

13 0 0 0,3250 4,19

Niveis
Fatores -1 0 1

A: Quantidade de planta 15¢g 175¢ 20¢g
B: Concentragdo de 60% 65% 70%

etanol
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Figura 10 - Superficie de resposta e curvas de contorno para senosideos B (SB)

0,335
sg 0:330

0,325

0,320

Na tabela 26, ¢ apresentada a analise de regressdo da superficie de resposta para a
extracdo de senosideos B (SB). Apenas a concentragdo da solugdo hidroetandlica (Ce) e Ce’
foram significativas (p< 0,05). Todos os demais fatores ndo foram significativos, pois
apresentaram probabilidade maior que 0,05. O coeficiente de correlacio ao quadrado (R?) foi
de 94,9%. O aumento da concentragdo da solucdo hidroetandlica ndo significou em um
aumento do teor de SB sendo, seus maiores valores proximos ao nivel -1, como observados na

curva de contorno da figura 10b.
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Tabela 26- Andlise de regressdo da superficie de resposta para senosideos B (SB).
P- probabilidade, SE- erro padrio do coeficiente.

Os valores dos coeficientes sao dados em unidades codificadas.

Termo Coeficiente SE Coeficiente P

Constante 0,324438 0,000854 0,000
A -0,002383  0,000840 0,250
B -0,004383  0,000840 0,007
A*A -0,000033  0,001238 0,980
B*B -0,008824  0,001238 0,005
A*B 0,001500 0,001070 0,594

S =0,002058 R*=94,9%

Analisando-se a figura 10 e os dados da tabela 26, pode-se concluir que a faixa 6tima
de massa da planta adicionada para a extracdo de senosideos B (SB) ¢ de 15 g. A quantidade
extraida de SB aumenta com a concentragdo da solu¢do hidroetandlica, podendo ser expressa

pela Equagio: SB = 0,324438 -0,004383C, - 0,008824C.%. (R*= 94,90%).

A andlise da superficie de resposta com relagdo ao residuo seco obtido no extrato
fluido preparado esta apresentada na figura 11a e 11b e a analise de regressao da superficie de

resposta para a extragao de residuo seco (RS) na tabela 27.



Figura 11- Superficie de resposta e curvas de contorno para residuo seco (RS)
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Tabela 27 - Analise de regressio da superficie de resposta para residuo seco (RS).
P- probabilidade, SE- erro padrio do coeficiente.

Os valores dos coeficientes sao dados em unidades codificadas.

Termo Coeficiente SE Coeficiente P

Constante 4,20828 0,01803 0,000
A 0,10167 0,01772 0,001
B -0,06000 0,01772 0,012
A*A 0,03603 0,02612 0,210
B*B -0,04897 0,02612 0,103
A*B -0,08750 0,02171 0,005

S=0,04341 R*=98,3%

Através das andlises realizadas nos dois graficos da figura 11 (a, b) e da tabela 27
pode-se observar que ha um aumento significativo no teor de residuo seco obtido nos extratos
preparados com o aumento da quantidade de planta utilizada na preparacao (M). Sendo sua
relagdo demonstrada pela equagdo: RS = 4,20828 + 0,10167M - 0,1971M.Ce. (R*= 98,30%).

Os resultados obtidos com o deslocamento dos niveis, para a resposta residuo seco
(RS) mostraram que ao aumentar a quantidade de planta utilizada na preparacdo do extrato
fluido de sene houve um aumento do teor de RS. No entanto, o aumento na quantidade de
planta ndo se faz necessario, pois 0 aumento ocorre apenas no teor de residuo seco (RS), nao
acontecendo o mesmo para o teor de senosideos B (SB), diminuindo assim a relacdo de
SB/RS. Desta forma, com base nos dois planejamentos estatisticos de experimentos realizados
pode-se estabelecer as seguintes condi¢des operacionais: 0 método extrativo que apresentou
melhor resultado foi o de decoccdo com agitacdo; a quantidade de planta utilizada na

preparacao dos extratos foi de 15 g; e a concentragdo de etanol de 60%.



5.4 ESTUDOS DE ADSORCAO

5.4.1 Lavagem das resinas poliméricas
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Os resultados obtidos (tabela 28) no estudo da lavagem das resinas poliméricas

demonstraram que o melhor resultado em termos de adsor¢do apds a lavagem foi utilizando a

lavagem com 4gua purificada por 10 minutos em agitacdo por 3 vezes, apresentando

porcentagens da quantidade adsorvida de derivados hidroxiantrancénicos de 35,2; 37,2; 38,1%

para as resinas Amberlite XAD 761, XAD 7HP ¢ XAD 1180N, respectivamente. Mediante

estes resultados todas as analises de adsor¢do foram realizadas com a lavagem da resina

polimérica com agua purificada e posterior secagem por 48 horas em dessecador contendo

silica gel.
Tabela 28 - Resultados do estudo da lavagem das resinas poliméricas.
LAVAGEM RESINA RESULTADOS (%) MEDIA (%) Desv. Pad.
XAD761 35,6 35,0 35,1 35,2 0,2625
. XADTHP 37,2 36,9 37,5 37,2 0,2449
Agua Purificada
XAD1180N 38,5 37,8 38,0 38,1 0,2944
XAD761 26,2 25,8 25,5 25,8 0,2867
HC1 0,1 mol.L" XADT7HP 22,1 22,4 21,9 22,1 0,2055
XADI1180N 21,7 22,8 22,7 22,4 0,4967
XAD761 26,0 26,4 26,7 26,4 0,2867
ETANOL XADTHP 27,0 27,3 26,9 27,1 0,1700
XAD1180N 24,5 24,3 24,0 24,3 0,2055




5.4.2 Estudo do tempo de contato
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O grafico da quantidade adsorvida média de derivados hidroxiantracénicos versus o

tempo de agita¢do (figura 12) mostrou que os maiores valores da quantidade adsorvida para

os adsorventes Amberlite XAD 7HP e Amberlite XAD 761, foram apds 60 minutos de

agitacdo. Ja os adsorventes Amberlite XAD 1180N e as argilas apresentaram resultados

maiores apds 50 minutos de agitagao.

Figura 12 - Gréafico do estudo do tempo de agitacdo no processo de adsorcio.
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5.4.3 Estudo dos fatores do processo de adsor¢ao
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—6—XAD 761

—i—XAD 7HP

== XAD 1180N
=>¢=TONSIL SUPREME 580 FF
=3#=TONSIL TERRANA 182 FF
=©—TONSIL SUPREME 180 FF

O estudo dos fatores, utilizando a metodologia de planejamento fatorial 2° com ponto

central, no processo de adsor¢ao mostrou que um aumento nos niveis nao afetou a quantidade

adsorvida de derivados hidroxiantracénicos para todos os adsorventes. Os resultados, assim

como a matriz de planejamento, estao apresentados na tabela 29.
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Tabela 29 - Resultados do planejamento fatorial para os adsorventes

Fator Quantidade adsorvida media (%)/ Desvio Padrio

A B C XAD Desv. XAD Desv. XAD Desv. Tonsil Desv. Tonsil Desv. Tonsil Desv.
7THP Pad. 761 Pad. 1180N Pad. 180 FF Pad. 580 FF Pad. 182 FF Pad.

-1 1 1 43,74 0,095 54,99 0,018 56,20 0,098 27,13 0,047 27,61 0,098 27,25 0,012
-1 1 -1 34,50 0,086 39,32 0,097 50,57 0,091 26,95 0,049 26,96 0,076 26,89 0,015

1 1 -1 37772 0,045 40,53 0,085 58,21 0,015 26,91 0,015 27,25 0,072 26,98 0,019
-1 -1 1 42,34 0,054 36,51 0,081 52,18 0,018 27,05 0,009 26,91 0,025 26,50 0,091
0 0 0 39,80 0,051 37,51 0,071 36,08 0,091 26,98 0,072 28,05 0,049 27,15 0,011
-1 -1 -1 54,19 0,018 4294 0,011 57,00 0,082 26,87 0,035 25,45 0,092 26,12 0,072
1 1 1 25,26 0,016 39,32 0,011 48,97 0,073 26,89 0,012 27,15 0,091 26,96 0,045
1 -1 1 51,18 0,023 42,14 0,013 35,31 0,049 26,97 0,019 27,08 0,007 26,85 0,076

1 -1 -1 3531 0,012 33,70 0,079 60,22 0,041 26,96 0,087 26,85 0,005 26,98 0,012

Através da andlise estatistica, em um nivel de significancia de p < 0,05, dos efeitos
para cada resposta obtida de cada adsorvente pode-se observar que apenas para a resina
polimérica Amberlite XAD 1180N algum fator mostrou efeitos significativos, sendo este o
fator C (tempo de agitagdo), mostrando um efeito negativo, demonstrando assim que uma
diminui¢do na quantidade do tempo de agita¢ao utilizada melhorou o processo de adsorgao
dos derivados hidroxiantracénicos e também a interacdo do tempo de agitacdo com os outros
fatores. A Amberlite XAD 1180N, além disto, foi a resina que apresentou melhor resultado de
adsorcdo, apresentando resposta de 60,22%. A tabela 30 apresenta os efeitos principais e
secundarios e o valor de p calculado para cada efeito. Valores de p calculados para cada efeito

menores que 0,05 sdo considerados efeitos significativos.



Tabela 30 - Efeitos principais e secundarios
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XAD XAD XAD  Tonsil 180 Tonsil 580 Tonsil 182
7JHP 761  1180N FF FF FF
_ . Efeito 6,325 4517 331 -0,0675 0,3500 0,2525
A*A  pcalculado 0,544 0,505 0,070 0,929 0,738 0,550
B*B  Efeito 10,450 4,718 231 0,0075 0,6700 0,4075
pcalculado 0,354 0489 0,129 0,992 0,539 0,369
C*C  Efeito 0,200 4,118  -834 0,0875 0,5600 0,1475
pcalculado 0,984 0,540 0,012 0,909 0,602 0,718
A*B  Efeito 1,305 2,713 3,52 -0,0725 -0,4350 -0,3525
pcalculado 0,895 0,677 0,063 0,924 0,681 0,425
A*C  Efeito 1,505  -0,502  -8,74 -0,0925 -0,4950 -0,2225
pcalculado 0,879 0,937 0,011 0,904 0,642 0,594
B*C  Efeito 1,810 3,113 6,53 -0,0075 -0,2850 -0,0225
pcalculado 0,855 0,635 0,019 0,992 0,784 0,955

A avaliagdo dos efeitos foi analisada através do grafico de Pareto dos efeitos

padronizados em p = 0,05 (figura 13). Todos os efeitos padronizados estdo em valores

absolutos. Todos os efeitos para a resposta quantidade adsorvida que apresentaram valores

maiores que 4,303 (p = 0,05), que se localizam a direita da linha tracejada, foram

significativos.
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Figura 13 - Graficos de Pareto dos efeitos padronizados para cada adsorvente.
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As melhores condi¢des de adsor¢do para cada adsorvente para a resposta estudada

estdo apresentadas na tabela 31.

Tabela 31 - Melhores combinacdes de niveis dos fatores no processo de adsorc¢ao

Adsorvente XAD 7THP XAD 761 XAD Tonsil 180  Tonsil 580  Tonsil
1180N FF FF 182 FF

Quantidade de 75 mL 75 mL 125 mL 75 mL 100 mL 75 mL

extrato (A)

Quantidade do S5¢g I5¢g S5¢g I5¢g 10g I5¢g

adsorvente (B)

Tempo de 50 min. 70 min. 50 min. 70 min. 60 min. 70 min.

agitacdo (C)

Estas condi¢des foram utilizadas para a determinagdo das isotermas de adsor¢do para
verificar qual melhor adsorvente assim como o estudo termodindmico do processo. Outra
observacao realizada dos resultados obtidos com o planejamento fatorial ¢ que a quantidade
adsorvida de derivados hidroxiantracénicos nas resinas poliméricas apresentaram maiores

resultados comparados com as argilas.

5.4.4 Estudos termodinamicos do processo de adsor¢ao

e [sotermas de adsor¢do

O estudo das isotermas de adsorcao das resinas poliméricas foi realizado nas melhores
combinagdes do processo adsortivo obtido no estudo do planejamento fatorial (tabela 31).
Devido aos baixos valores da quantidade de adsorcdo obtidos com as argilas ndo foram
realizados os estudos termodindmicos do processo de adsor¢do para as argilas.

Aplicando o modelo de Langmuir aos dados experimentais obtidos para cada resina
polimérica estudada nas diferentes temperaturas, figura 14, 15 e 16, foram obtidos os
parametros do modelo g, e K,. Os pardmetros de Langmuir foram obtidos com o software
Microsoft Excel®, com aplicagdo direta dos dados experimentais a equagdo 2. A tabela 32

apresenta os valores obtidos dos parametros de Langmuir para as resina poliméricas.
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Figura 14 - Isotermas de Langmuir para a Amberlite XAD 7HP
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Figura 15 - Isotermas de Langmuir para a Amberlite XAD 761
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Figura 16 - Isotermas de Langmuir para a Amberlite XAD 1180N
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Tabela 32 - Pardmetros das isotermas de Langmuir para a adsor¢do de derivados hidroxiantracénicos em
diferentes temperaturas.

Adsorvente Temperatura 25°C 30°C 35°C
gm (Mmg/g) 21,99 26,72 17,71
K. (L/g) 9,26 9,22 7,02
XAD THP P 0,9737 0,9874 0,9761
Kr 0,035 0,035 0,045
qm (mg/g) 25,26 30,78 22,16
K. (L/g) 9,71 9,39 7,62
XAD 761 P 0,9801 0,9875 0,9719
Kr 0,033 0,034 0,042
qm (Mmg/g) 46,72 47,19 44,52
XAD 1180N K, (L/g) 13,07 11,20 10,07
r’ 0,9657 0,9664 0,9717
Kr 0,025 0,029 0,032

Os valores dos parametros obtidos do modelo de Langmuir nas diferentes
temperaturas mostraram que o processo de adsor¢do ¢ favoravel a adsor¢do dos derivados
hidroxiantracénicos, pois todos os valores de pardmetro adimensional do modelo de
Langmuir, Kr, ficaram entre 0 e 1. Os maiores valores da quantidade maxima de adsor¢ao, g,
para todas as resinas ocorreram na temperatura de 30°C, apresentando valores de 47,19; 30,78
e 26,72 mg/g para as resinas XAD 1180N, XAD 761 e XAD 7HP, respectivamente. O maior
valor de qn, foi para a resina Amberlite XAD 1180N confirmando os resultados j& obtidos no
planejamento experimental. O modelo de isotermas de Langmuir se ajustou bem aos
processos apresentando valores dos coeficientes de correlagao proximos de 1, desta forma a
adsorcdo do adsorvato no adsorvente ocorreu apenas como uma monocamada sobre a
superficie do adsorvente.

Os mesmos dados experimentais também foram ajustados ao modelo da isoterma de
Freundlich linearizada (equagao 5). Os graficos das isotermas de Freundlich linearizada estao
apresentados nas figuras 17, 18, 19, através da analise da equacdo da reta linearizada obteve-
se os parametros K¢ e n para cada resina. A tabela 33 apresenta os valores dos pardmetros do

modelo de isoterma de Freundlich obtidos nas diferentes temperaturas estudadas.
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Tabela 33 - Parametros das isotermas de Freundlich para a adsorcdo de derivados hidroxiantracénicos em
diferentes temperaturas.

Adsorvente Temperatura 25°C 30°C 35°C
K¢ (mg/g) 5,53 4,84 6,30
n 0,36 0,38 0,41
XAD 7HP
1 0,9224 0,9359 0,9075
K¢ (mg/g) 5,14 4,80 11,04
XAD 761 n 0,36 0,36 0,34
1’ 0,9324 0,9182 0,9318
K¢ (mg/g) 4,02 3,05 4,63
XAD 1180N n 0,34 0,35 0,34
1 0,9271 0,9036 0,9251

Nas figuras 17, 18 e 19 estdo os graficos das isotermas de adsor¢ao de Freundlich para

as resinas poliméricas.

Figura 17 - Isotermas de Freundlich para a Amberlite XAD 7HP
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Figura 18 - Isotermas de Freundlich para a Amberlite XAD 761
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Figura 19 - Isotermas de Freundlich para a Amberlite XAD 1180N
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A aplicacdo do modelo de Freundilich aos dados experimentais ndo se mostrou
ajustado adequadamente, resultado que pode ser observado pela falta de ajuste do modelo nos
graficos das isotermas de Freundlich e pelos valores obtidos dos coeficientes de regressao
linear obtidos nas diferentes temperaturas. Este resultado confirma uma adsorgdo
monocamada previsto pelo modelo de Langmuir, ja que o ajuste ao modelo de Freundlich

propde uma adsor¢do multicamada sobre a superficie do adsorvente.
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e FEstudo termodinamico

Os valores da energia livre de Gibb’s (AG), variacdo de entalpia e a entropia obtidos a
partir da constante K; do modelo de Langmuir para as diferentes temperaturas estudadas,
estdo apresentados na tabela 34. A variacdo de entalpia (AH) e a entropia foram obtidas
através do coeficiente linear e coeficiente angular dos graficos da AG versus a temperatura

para cada resina.

Tabela 34 - Parametros termodinAmicos para a adsorcao das resinas poliméricas

Adsorvente  Temperatura (°C) AH (kJ mol™™)  AS (kJ mol™) AG (kJ mol™)

25 -6,39

30 -6,49
XAD 7HP 24,39 - 0,047

35 -5,78

25 -6,53

30 -6,54
XAD 761 21,31 -0.044

35 ’ -6,03

25 -7,38
XAD 1180N 30 23,15 -0,049 -7,05

35 -6,85

Os valores da variacdo de entalpia para todas as resinas apresentaram valores
correspondentes a processos de adsor¢do fisica, ou seja, os derivados hidroxiantracénicos sao
adsorvidos na superficie através de forcas fracas de Van der Walls. A energia livre de Gibb’s
para todas as resinas nas diferentes temperaturas estudadas apresentaram valores negativos o
que confirma a facilidade no processo de adsor¢do e espontaneidade com alta preferéncia
pelos derivados hidroxiantracénicos. Outra observagao dos valores de AG ¢ que ocorreu um
decréscimo de -AG com o aumento da temperatura o que demonstra que a adsor¢do nao ¢

mais favoravel em temperaturas mais altas.
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Os resultados dos pardmetros termodinamicos para as resinas estudadas se mostraram
bastante semelhante, todas as resina tiveram valores de AH positivos com valores
correspondentes a adsorcdo fisica ¢ AG negativos demonstrando a espontaneidade do

processo de adsorcao nestes adsorventes estudados.



98

6 Conclusao
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6. CONCLUSAO

A caracterizacao do material vegetal utilizado na otimizagdo do processo de extragao,
foi condizente com a monografia farmacopé€ica para os parametros: analise
granulométrica, determinacdo de 4gua, cromatografia em camada delgada e

determinagdo de derivados hidroxiantracénicos.

O método analitico por espectrofotometria no visivel atendeu aos parametros
requeridos pela legislacdo vigente, apresentando a confiabilidade requerida,
mostrando-se, dessa forma, como uma alternativa segura e de baixo custo para o

doseamento de derivados hidroxiantracénicos no extrato fluido.

A otimizacao do processo extrativo mostrou de forma racional uma alternativa rapida
e viavel para a preparacao de extratos fluidos de C. angustifolia, que inclusive, devido
a boa relagdo SB/ RS, poderdo ser utilizados na preparacdo de outros derivados como

0 extrato seco.

O estudo do processo de adsor¢do dos derivados hidroxiantracénicos mostrou que as
resinas poliméricas foram melhores adsorventes frente as argilas, sendo a resina
Amberlite XAD 1180N a que apresentou melhor resultado dentre todos os adsorventes
estudados. Através da avaliacdo dos pardmetros termodindmicos o processo de
adsor¢do das resinas demonstrou ser espontdneo, de natureza fisica e favoravel para
adsorver os derivados hidroxiantracénicos em uma monocamada, de modo que estes
sdo potenciais adsorventes em processos tecnoldgicos para obtencdo de produtos

farmacéuticos com alto teor de derivados hidroxiantracénicos.
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7. PERSPECTIVAS

e Avaliar técnicas de desor¢do para obtengdo de produtos com alto teor de derivados
hidroxiantracénicos.

e Caracterizar produto obtido da desorcao.

e Realizar estudos para transposi¢do dos processos de adsorcdo da escala de bancada
para escala industrial.
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APENDICES

APENDICE A — Resumo do Artigo intitulado “Otimizagdo das condi¢des de extragio de
senosideos B por solugdes hidroetandlicas das folhas de Cassia angustifolia Vahl empregando

planejamento fatorial” submetido a Revista de Ciéncias Farmacéuticas Bésica e Aplica.

APENDICE B — Resumo do artigo intitulado “Avaliagio de resinas e argilas como
adsorventes de derivados hidroxiantracénicos em extrato de Cassia angustifolia vahl” a ser

submetido a Revistas Brasileira de Plantas Medicinais.
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RESUMO

Cassia angustifolia Vahl ¢ um arbusto alto, originarios da Ardbia, amplamente
cultivado na India e largamente utilizado como laxativo na constipagdo aguda e em casos em
que a defecacgdo ¢ aconselhavel, como apo6s intervengdo cirurgica antes ou depois de operacao
abdominal, sendo empregado na forma de pds, xaropes, comprimidos e capsulas. Como estas
formulagdes geralmente sdo preparadas a partir de derivados do extrato liquido, torna-se
fundamental para a qualidade e eficacia que este tenha seu processo de extracdo otimizado. O
presente trabalho teve por objetivo determinar as melhores condi¢des de extragdo, por
solucdes hidroetanolicas, das folhas de Cassia angustifolia, empregando planejamento fatorial
completo com ponto central 2° (trés fatores e dois niveis) onde os niveis dos fatores foram
codificados como -1 (baixo), 0 (ponto central) e 1 (alto), e metodologia de superficies de
respostas, para avaliar a influéncia do solvente, da quantidade de planta e do método de
extragdo sobre o teor de derivados hidroxiantracénicos expressos em senosideo B (SB) e sobre
o residuo seco (RS) nos extratos liquidos preparados. Foram realizados planejamentos
experimentais completos, sendo um realizado pelo deslocamento dos niveis, apds a analise do
primeiro planejamento. Apos a analise da superficie de resposta do planejamento com os
niveis deslocados encontrou-se a faixa de melhor extracdo dos derivados hidroxiantracénicos
expressos em senosideo B com a melhor relagdo SB/RS, utilizando o solvente etanol/agua a

60% V/V, 15 gramas da planta, e extragdo com aquecimento e agitagao.

Palavras-chave: Planejamento Fatorial, Extragdo, Cassia angustifolia, Otimizacao de Processo
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RESUMO

Cassia angustifolia Vahl é um arbusto amplamente cultivado na India e largamente utilizado
como laxativo na constipagdo aguda e em casos em que a defecacdo com fezes moles ¢
aconselhavel, sendo empregado em formula¢des como pos, xaropes, comprimidos e capsulas.
Algumas destas formulagdes, devido a limitagdes de tamanho e posologia precisam ser
preparadas a partir de produtos concentrados em ativos através de processos como a adsorcao.
Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar diversas resinas e argilas
como potenciais adsorventes em processos tecnoldgicos para obtengdo de produtos
farmacéuticos com alto teor de derivados hidroxiantracénicos. O estudo dos adsorventes
indicou as resinas como os melhores adsorventes frente as argilas. A avaliagao dos parametros
termodindmicos demonstrou que o processo de adsorcao ¢ espontdneo (AG -), de natureza
fisica (8 kJ mol'< AH < 25 kJ mol™) e favoravel (0 < Kr < 1 ) para adsorver os derivados
hidroxiantracénicos em uma monocamada (ajustado a0 modelo de Langmuir, com todos os r°

>0,9657).

Palavras-chave: Cassia angustifolia, resinas, argilas, adsorg¢ao.
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ANEXO A — Submissao do artigo de otimizagdo da extracdo para a Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Bésica e Aplicada.

Revista de Ciencias Farmaceéuticas
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