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RESUMO

Drogas vegetais encapsuladas vém sendo utilizadas no tratamento ou prevencao de
doencas associadas ao estresse oxidativo, o que se atribui a presenca de compostos
bioativos. O hibiscus € um exemplo de droga vegetal, pertencente ao género de plantas
da familia Malvaceae, que possui beneficios relacionados a saude, conferidos pela
existéncia de compostos fendlicos que atuam como agentes antioxidantes. Muitos
trabalhos quantificam o teor e caracterizam o perfil fendlico de amostras de hibisco in
natura, entretanto, apesar da grande utilizacdo das capsulas, até o presente momento
nado se encontra trabalhos explorando essa matriz. Uma avaliacdo de compostos
bioativos em capsulas de hibisco comercializadas em Salvador-Bahia, foi realizada com
o0 emprego de ferramentas quimiométricas e analise de Metodologia de Superficie de
Resposta (RSM) Box-Behnken, para entendimento da relacdo entre as variaveis: volume
do meio, pH do meio e volume de eluente, sendo 333 mL, 2 e 2 mL, as respectivas
condicdes otimizadas da dissolucao. Através de testes fisicos, verificou-se que a maioria
das cépsulas atende aos critérios preconizados pela Farmacopeia brasileira e que 0s
Teores de Fendlicos Totais (TPC) encontrados variam de 3.579 mgEgAg/100g a 4.947
mgEgAQg/100g. Empregando-se a extracdo em fase sélida (SPE) ap6s a dissolucao,
constatou-se um aumento na sensibilidade da técnica de andlise, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjos de diodo (HPLC-DAD), sendo
possivel identificar a presenca de 13 compostos fendlicos: acidos galico, protocatecuico,
clorogénico, cafeico, sinringico, p-cumarico, ferulico, elagico e trans-cinamico, bem como
catequina, vanilina, rutina e naringenina. Ferramentas de analises exploratdrias dos
dados, como Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) e Anélise de Componentes
Principais (PCA), demonstraram a formacao de dois grupos presentes entre as amostras

e a influéncia de alguns analitos na separagao.

Palavras-chave: capsulas, hibisco, quimiometria, Box-Behnken, compostos fendlicos.



ABSTRACT

Encapsulated plant drugs have been used in the treatment or prevention of diseases
related to oxidative stress, which is attributed to the presence of bioactive compounds.
Hibiscus is an example of a plant drug, belonging to the genus of plants of the Malvaceae
family, which has health-related benefits, conferred by the existence of phenolic
compounds that act as antioxidant agents. Many quantify the content and characterize
the phenolic profile of Hibiscus Exhibition in natura, however, despite the wide use of
capsules, until now, there are no works exploring this matrix. An evaluation of bioactive
compounds in hibiscus capsules in Salvador-Bahia, was carried out using chemometric
tools and analysis of Response Surface Methodology (RSM) Box-Behnken, to
understand the relationship between the variables: volume of the medium, pH of the
medium and eluent volume, being 333 mL, 2 and 2 mL, according to optimized tolerance
conditions. Through physical tests, it was confirmed that most capsules meet the criteria
recommended by the Brazilian Pharmacopoeia and that the Total Phenolic Contents
(TPC) found range from 3,579 mgEqAg/100g to 4,947 mgEgAg/100g. Using the
transmission in continuous phase (SPE) after the exciting one, an increase in the
sensitivity of the analysis technigue, the High Performance Liquid Chromatography with
diode array detector (HPLC-DAD), was verified, making it possible to identify the
presence of 13 phenolic compounds: gallic, protocatechuic, chlorogenic, caffeic,
synringic, p-coumaric, ferulic, ellagic and trans-cinnamic, as well as catechin, vanillin,
rutin and naringenin. Exploratory data analysis tools, such as Analysis of Hierarchical
Clusters (HCA) and Principal Component Analysis (PCA), created the formation of two

groups present in the sample and the influence of some analytes in the separation.

Keywords: capsules, hibiscus, chemometrics, Box-Behnken, phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

Drogas vegetais sdo partes de uma planta que apés processo de colheita,
estabilizacdo e se necessario secagem, podem ser consumidas na integra,
seccionadas, trituradas ou pulverizadas, estas possuem compostos bioativos,
substancias quimicas que desempenham determinada acéo terapéutica (BRASIL,
2014). Suas propriedades medicinais estdo sendo associadas principalmente a
presenca de vitaminas e sais minerais e compostos biologicamente ativos como
flavonoides e catequinas (BRAIBANTE et al., 2014). Esta sendo cada vez mais
frequente a incorporac@o desses ingredientes naturais na indastria de alimentos
funcionais, além de nutracéuticos e farmacéuticos (GOMEZ-ALDAPA et al., 2019a;
MOURA et al., 2019; SAYAGO-AYERDI et al., 2021), visando o fornecimento de
antioxidantes, a insercao dietética de vitaminas, minerais, carboidratos, proteinas,
acidos graxos essenciais e ndo essenciais para promo¢do da saude humana
(DHAR et al., 2015).

Aos antioxidantes atribui-se efeitos benéficos a salde na prevencédo de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo, um dos fatores que atuam por
exemplo, no desenvolvimento e progressao do diabetes mellitus (LIN et al., 2016;
PILLAI; MINI, 2016), dessa forma, com o0 seu consumo, verifica-se uma menor
incidéncia de doencas cronicas, como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e
dislipidemias (SAYAGO-AYERDI et al., 2021). Nos vegetais, os antioxidantes
principais sdo os polifendis, estes tém sido propostos como suplementos
alimentares eficientes também para o controle da hiperglicemia e complicacées
macrovasculares, como hipertensdo e microvasculares ligadas a degradacéo
oxidativa celular (LIN et al., 2016).

Um género de plantas da familia Malvaceae, o Hibiscus, vem se destacando
enquanto fonte de compostos bioativos, este é um género de plantas que possui
cerca de 300 espécies distribuidas por todo o mundo, principalmente em regides
tropicais e subtropicais (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; COELHO; AMORIM,
2019; SIM; NYAM, 2021; TAPEC et al., 2021; NGUYEN et al., 2022). Na América
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do Sul ocorrem cerca de 40 espécies da secdo Furcaria, que caracterizam-se pela
presenca de flores grandes e com cores vibrantes, sendo muito aplicada para
ornamentagdo de jardins (COELHO; AMORIM, 2019), no Brasil, o género esta
representado por cerca de 33 espécies, 25 com ocorréncia em todas as regides
brasileiras e 19 concentrando-se na regido Centro-Oeste, incluindo o Hibiscus
radiatus Willd (Figura 1A), H. acetosella Welw. ex Hiern (Figura 1B), H. sabdariffa
L (Figura 1C) e H. cannabinus (Figura 1D), sendo que as trés primeiras apresentam
cultivo ornamental, as duas Ultimas aplica¢des alimenticias e a Ultima na producdo
de fibras (COELHO; AMORIM, 2019).

Figura 1 Flores de Hibiscus dos géneros: A) radiatus Willd; B) acetosella Welw; C)
sabdariffa L.; e D) cannabinus.

Fonte: (RYU et al., 2017; CORDEIRO, 2022; DUENAS-LOPEZ, 2022; GBIF
SECRETARIAT, 2022; FLORES, 2023).
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Popularmente conhecido como Roselle, o Hibiscus sabdariffa L., € uma
planta herbacea e arbustiva, muito utilizada na producdo de alimentos,
principalmente bebidas, chés, geleias, e como corante alimentar na fabricacéo de
vinho e biscoitos, possuindo célices ricos em antioxidantes, revelando efeitos
antibacterianos, anti-inflamatorios, anticancerigenos e anti-hipertensivos devido a
presenca dos compostos bioativos, tais como acidos fendlicos, antocianinas e
carotenoides (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; SIM; NYAM, 2021; NGUYEN et al.,
2022). Normalmente todas suas partes sdo consumidas, as sementes sao torradas
e moidas para introducdo em refeicdo e suas folhas e brotos consumidos crus ou
cozidos (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014). O seu uso como remédio também é
amplo, realiza-se infusbes de seus célices ou folhas devido ao seus efeitos
diuréticos, coleréticos, febrifugos, hipotensores, também é fonte de fibra (DA-
COSTA-ROCHA et al., 2014).

O Kenaf, como é conhecido o Hibiscus Cannabinus, é uma outra planta do
género, muito utilizada no Brasil, € uma espécie arbustiva com caule verde e
amarelado, produz folhas simples, flores grandes em tom de amarelo-claro, pode
atingir até 6 metros de altura (SIM; NYAM, 2021). Em geral o hibiscus ganha
destaque na culinéria (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; MOURA et al., 2019) e
também tem potencial de aplicacdo na industria de pigmentos, visto que muitos dos
corantes artificiais que sdo utilizados com o intuito de tornar alimentos mais
atraentes, podem conter contaminantes cancerigenos e/ ou nheurotoxicos para
humanos. Como os estudos relatam, os pigmentos extraidos de calice de hisbisco
sdo ricos em antocianina, composto solivel em 4gua que em geral apresenta
coloracdo vermelha, a depender do pH do sistema (DE MOURA et al., 2022) e
guando aplicados como corantes na industria alimenticia, também contribuem com
a incorporacdo de ingredientes com propriedades antioxidantes no alimento
(MOURA et al., 2019).

Sabe-se que a grande maioria de compostos bioativos sdo sensiveis a
temperatura, umidade e presenca de oxigénio, de tal forma, através de técnicas

de encapsulamento é possivel promover a protecdo e liberacado desses bioativos
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em condicdes especificas, este € um processo fisico que possibilita a protecao
desses compostos por meio de um revestimento (MAR et al., 2020). O
encapsulamento de componentes alimentares por um biopolimero pode possibilitar
0 aumento da vida util do produto, o mascaramento de odores ou sabores
desagradaveis da maioria dos compostos fendlicos, uma vez que diversas vezes
isso limita sua aplicacdo, bem como proporciona protecdo contra a oxidacéo pela
luz ou degradacdo enzimatica (AKHTAR et al., 2014; GOMEZ-ALDAPA et al.,
2019a). Uma vez encapsulados, apds seu consumo esses materiais podem ter
seus ingredientes ativos liberados por alguns mecanismos como diluicéo,
cisalhamento ou agitacdo (AKHTAR et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de bioativos fendlicos em
amostras de hibiscos encapsulados, por meio da utilizacdo de ferramentas
guimiométricas para otimizacdo do método de extracdo e pré-concentracdo com
extracdo em fase solida (SPE) e andlise do perfil fendlico de capsulas de hibiscus
comercializadas sob a forma de suplementos alimentares na cidade de Salvador,
no estado da Bahia, bem como avaliar a eficiéncia da separacdo cromatografica.
Por meio de métodos espectrométricos foi determinado o teor de compostos
fendlicos totais (TPC) e por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de
Fase Reversa acoplada detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) foi realizada a
investigacdo de &cidos fendlicos e flavonoides comparativamente com perfis

cromatograficos de padrées analiticos, dos analitos investigados.
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2 JUSTIFICATIVA

Os estudos sobre compostos bioativos vém crescendo significativamente
nos ultimos anos, pois atribuem-se a eles principalmente fungbes anti-
inflamatorias, antitumorais, antivirais, antifangicas e antibacterianas. O hibiscus é
uma das plantas que possui esses efeitos benéficos associados a saude,
normalmente sendo consumido cru ou cozido, também € adquirido in natura, em

capsulas ou em po.

Observa-se que tem sido crescente a comercializacdo e utilizacdo de
substéancias bioativas encapsuladas, talvez por conta da praticidade do dia a dia e
por ndo possuir o sabor caracteristico da planta, o que ndo agrada muitos
consumidores, nesse sentido, sua utilizacdo, ingestdo, transporte e manuseio é
facilitada. Bioativos encapsulados sdo matrizes até entdo ndo exploradas, estes
classificam-se como aditivos alimentares, portanto, a andlise deles se torna
importante de forma a contribuir com informacdes referentes a qualidade dos
produtos ofertados a populacdo, bem como o desenvolvimento de pesquisa em
matrizes ainda nédo referenciadas na literatura, visto que os trabalhos ja realizados
até o presente momento com essa planta, sdo direcionados a identificacdo e
qguantificacdo de compostos bioativos utilizando partes da planta como flores,

folhas e caules.

Para realizacao do trabalho utilizaram-se ferramentas quimiométricas, que
empregam dados matematicos e estatisticos para otimizacdo das condicdes
experimentais, auxiliando na escolha do planejamento a ser adotado, pois é
possivel avaliar a correlagcdo entre variaveis simultaneamente, observando um
todo, sem a necessidade da realizacdo de grandes quantidades de ensaios
experimentais, o que incluem muitas etapas e a possibilidade de insercao de erros
experimentais durante a analise. No geral, a quimiometria visa facilitar a
interpretacédo dos dados e identificar correlagbes implicitas entre as variaveis, por
meio de dados multivariados, possibilitando a extracdo de informacdes quimicas

relevantes.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Hibisco

As plantas mais conhecidas no Brasil e utilizadas ornamentalmente sao H.
rosa-sinensis L. (popularmente conhecida como mimo-de-vénus, papoula,
hibiscus- graxa, graxa-de-estudante, graxa-de-soldado e limpa-sapato) (Figura 2A)
e H. (Dyer) Hook. f. (com nome popular de lanterna-japonesa, paragueda e hibisco-
crespo) (Figura 2B), outras como H. acetosella Welw. ex Hiern (conhecida como
vinagreira, guaxima-de-jardim, groselheira), possuem 0 emprego em
ornamentacao, alimentacao e medicina popular (ESTEVES; DUARTE; TAKEUCHI,
2014), sendo no Brasil empregada para fins ornamentais e também suas folhas
sao utilizadas no preparo de sucos, chas e saladas. Outras espécies como H.
cannabinus (nomeada popularmente como canhamo-brasileiro e papoula-do- séo-
francisco) (Figura 1D) e H. sabdariffa L. (chamada de quiabo-roxo, caruru-azedo e
groselheira) (Figura 1C) sdo as duas principais espécies que sdo cultivadas
distintamente e mais importantes economicamente dentro do género Hibiscus
(DHAR et al., 2015; MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022).

Figura 2 Flores de Hibiscus dos géneros: A) rosa-sinensis; B) (Dyer) Hook. f.

Fonte: (LIM, 2014).
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Utilizado na horticultura ornamental, o Hibiscus, possui partes como flores,
cascas, raizes, folhas e sementes utilizadas para diversos fins, incluindo culinarios,
medicinais, industriais e como bioindicadores de poluicdo ambiental (PAOLETTI et
al., 2009; YEON et al., 2019; JEFFERY; RICHARDSON, 2021; TAPEC etal., 2021).
Na culinaria € utilizada como chas, geleias, suplementos alimentares, entre outros
produtos, e seu uso medicinal inclui o tratamento de uma série de doencas, como
abcessos, condicdes biliosas, cancer, tosse, fadiga, desconforto gastrointestinal,
febre, veisalgia, distlrbios cardiovasculares, neurose, escorbuto, doengas do trato
urinario (Yeon e et al. 2019; Jeffery e Richardson 2021; Borras-Linares e et al.
2015)' no Brasil, acredita-se que as raizes possuem propriedades estomacais,
como no tratamento de ulceras (SIM; NYAM, 2021) e emolientes (DA-COSTA-
ROCHA et al., 2014). No geral, os beneficios para saude humana do consumo de
hibisco, centra-se principalmente para prevencdo e tratamento de condicGes
inflamatérias (JEFFERY; RICHARDSON, 2021).

O Hibiscus sabdariffa L., (H. sabdariffa) possui efeitos antioxidantes,
hipotensores e antiateroscleréticos, muitos autores relatam que esses efeitos estao
associados a sua composicdo rica em compostos fendlicos (MANDAJI; PENA,
CHISTE, 2022), seus beneficios a salde sdo significativos, verificando-se que os
seus extratos sdo comercializados como suplementos alimentares (CHEN et al.,
2013). Normalmente as folhas do H. sabdariffa L. sdo descartadas em todo o
mundo, mas na Africa é consumida na preparacdo de sopas e molhos (CHEN et
al., 2013), as mesmas possuem um alto teor de polifenéis, demonstrando efeitos
apoptoéticos nas células cancer de prostata (LIN et al., 2012), os extratos possuem
altas taxas de antocianinas e ja foi relatada sua utilizacdo para diminuicdo de
pressdo arterial (AKHTAR et al., 2014; JEFFERY; RICHARDSON, 2021). E
relatado que os 6leos produzidos a partir da semente de Hibiscus Cannabinus sao
ricos em acidos graxos insaturados e em compostos bioativos, que sao
responsaveis pela sua atividade antioxidante (CHEW; TAN; NYAM, 2018), bem
como apresenta efeito anti-hiperlidémico, efeito na reducdo de massa corporal
(JEFFERY; RICHARDSON, 2021). Os estudos em geral, ttém concentrado 0s

estudos nos beneficios associados ao combate de doencas inflamatorias (Pillai e
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Mini 2016), efeito antibacteriano, efeitos no metabolismo lipidico (anti-colesterol),
antidiabético, anti-hipertensivo (MVANDAJI; PENA; CHISTE, 2022), tratamento e
prevencao de cancer (SIM; NYAM, 2021)

3.2 Compostos bioativos

Normalmente, plantas possuem varias classes de compostos bioativos
relatados na prevencao e tratamento de enfermidades (JABEUR et al., 2017), na
composicao do hibiscus ha presenca de proteinas, gorduras, carboidratos, acidos,
minerais, vitaminas (BORRAS-LINARES et al., 2015) e antioxidantes que s&o
capazes de retardar ou impedir os processos de oxidacado (BIOATI, 2009),
normalmente doando seus elétrons aos radicais livres, 0s tornando espécies
guimicas estaveis que ao serem eliminadas, interrompem o estresse oxidativo, nao
ocasionando danos as células e consequentemente reduzindo o risco de doencas
inflamatérias, a exemplo de sindromes metabdlicas, cancer e doencas
cardiovasculares (JEFFERY; RICHARDSON, 2021). O H. sabdariffa L. é rico em
compostos bioativos como flavonoides, antocianinas e acidos fendlicos, que sédo os
principais constituintes relevantes no contexto farmacoldgico, além de apresentar
taninos, polifendis e polissacarideos (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; BORRAS-
LINARES et al.,, 2015; JEFFERY; RICHARDSON, 2021). Os polifendis como
flavonoides, acidos fendlicos e taninos, sdo capazes prevenir o surgimento de
complicagcbes associadas ao diabetes a longo prazo, como doencas
cardiovasculares, neuropatia, nefropatia e retinopatia. Eles inibem a a-glicosidase
e a a-amilase, enzimas que interferem no metabolismo de carboidratos e lipidios,
atenuando a hiperglicemia, dislipidemia e resisténcia a insulina, atuando no alivio

de estresse oxidativo e processos inflamatorios (LIN et al., 2016)
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3.3 Bioativos fendlicos

Os compostos fendlicos possuem estruturas caracterizadas pela presenca
de um anel aromatico com a substituicdo de pelo menos um atomo de hidrogénio
por um grupo hidroxila, incluindo moléculas simples e complexas com alto grau de
polimerizacdo, que podem estar na forma livre ou glicosilada (SOARES, 2002),
estes proporcionam efeitos de antienvelhecimento, anti-inflamatorio, antioxidante e
antiproliferativo, no caso do Hibiscus, em especial os flavonoides, acidos fendlicos
e taninos (LIN et al., 2016). E possivel observar na Figura 3 a estrutura basica de
um flavonoide, este € constituido por um nucleo fundamental com 15 atomos de
carbono (C15), organizados em trés anéis A, B e C (C6-C3-C6). Alteracdes nos
radicais ligados ao anel C originam diversas classes dos flavonoides, a exemplo de
catequinas e antocianidinas, flavonas, isoflavonas e flavanonas. No H. sabdariffa
L. é descrita a presenca de flavonoides como glicosideos de quercetina e a
gossipetina (BORRAS-LINARES et al., 2015; JEFFERY; RICHARDSON, 2021).

Figura 3 Estrutura bésica dos flavonoides
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As antocianinas sdo um subgrupo de flavonoides que aparecem em plantas
principalmente na forma glicosilada como antocianidinas (SINDI; MARSHALL,;
MORGAN, 2014), sua estrutura basica esta representada na Figura 4, esses
compostos fendlicos sdo encontrados na maioria de flores e frutos que apresentam
coloragéo roxo-avermelhada. E relatado que no H. sabdariffa L., ha presenca de
cianidina-3-rutinosideo, (Sindi, Marshall, e Morgan 2014; Jabeur e et al. 2017)
delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-sambubiésido e
cianidina-3-sambubiosido, responsaveis pela sua coloracdo caracteristica, o que
permite a sua utilidade na industria alimenticia e farmacéutica (SINDI; MARSHALL,
MORGAN, 2014; JABEUR et al., 2017; MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022).

Figura 4 Estrutura bésica das antocianinas
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Os acidos fendlicos se caracterizam pela presenca de uma anel benzénico
com um grupamento carboxilico, com a presenca de um ou mais grupamentos
hidroxila ou metoxila, 0 que confere a estes compostos propriedades antioxidantes
(SOARES, 2002). Estes ainda podem ser divididos em dois grupos, os acidos
benzdicos que possuem sete atomos de carbono (Cs-C1), conforme a Figura 5, e
os acidos cinamicos que possuem nove atomos de carbono (Ce-Cs3), ilustrado pela

Figura 6, este ultimo tipo € muito encontrado em vegetais.
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Figura 5 Estrutura quimica geral de derivados do &cido benzoico
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Figura 6 Estrutura quimica do acido cinamico
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Fonte: De autoria prépria

Os principais representantes dos acidos benzoicos encontrado em Hibiscus
séo os &cidos gélico (R1, Rz, Rs = OH, R4 = H), salicilico (R4 = OH, R1, R2, R3 = H);
p-hidroxibenzoico (R2 = OH, R1, Rs, R4 = H); protocatecuico (R1, Rz = OH, R3, Ra =
H); vanilico (R1 =OCHs, Rz = OH, R3, R4 = H) e sinringico (R1, Rz = OCHs; R2 = OH;
R4 = H). Ja os acidos cinamicos mais comuns relatados sdo os acidos p-cumarico
(Rs = OH, R1, Rz, R4 =H); cafeico (Rz, Rs = OH, R1, R4 = H); fertlico (R2 = OCHzs;
R3 = OH; R1, Ra = H) e sinapico (Rz, R4 = OCHs, R3 = OH; R1 = H).
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Estudos relatam também a presenca de &acidos organicos como
cafeoilquinicos (a4cido neoclorogénico e &cido criptoclorogénico), rutina,
isoquercitrina,  quercetina  3-sambubiosido, kaempferol  3-o-rutinosideo,
escopoletina e isdmeros de hidroxicumarinas (MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022),
além de taninos como o acido elagico e o acido galico (DA-COSTA-ROCHA et al.,
2014; PILLAI; MINI, 2016) e polissacarideos como pectina e lignina (DA-COSTA-
ROCHA et al., 2014; ANTONIADIS et al., 2017). Na Tabela 1 constam alguns
bioativos fendlicos comumente encontrados em hibiscus e suas respectivas

atividades biologicas.

3.4 Propriedades farmacoldgicas de bioativos fendlicos presentes
no hibisco

Os compostos fendlicos em geral possuem atividades antioxidantes, e além
desse ponto em comum, pode-se observar que muitos apresentam efeitos
anticancerigenos, a exemplo da catequina, naringenina, quercetina, acidos elagico,
p-hidroxibenzaico, ferdlico, clorogénico, sinringico e tanico, miricetina, kaempferol
e rutina (CHAVES e et al., 2022; CHU e et al., 2021; LIN, Hui-Hsuan e et al., 2012;
PILLAI e MINI, 2016; SIM e NYAM, 2021). A catequina é um fendlico que atua
alterando a expressdo de genes responsaveis pela proliferacdo de células
tumorais, angiogénese e apoptose (LIN, Hui-Hsuan e et al.,, 2012), exercendo
efeitos através da modulacao de citocinas, moléculas de adesao e interacédo de
células imunes com células endoteliais (CHEN e et al.,, 2013) e devido a se
comportar como antioxidante, inibe reacdes anti-inflamatorias, tratando doencas

resultantes do dano oxidativo (CHU e et al., 2021).

J4, a naringenina, tem atividade antiesclerdtica e hepaprotetora (CHAVES e
et al., 2022), o acido elagico propriedades de antifibrose, e efeito anticancerigeno

relatado no cancer de pele, esdfago, célon e prostata (LIN, Hui-Hsuan e et al.,
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2012), sequestrando radicais hidroxila quanto oxigénio e inibindo a peroxidacao
lipidica (CHEN e et al., 2013; PILLAI e MINI, 2016) e o &cido tanico por sua vez, é
redutor de atividade hepatica e profilatica para a doenca de Alzheimer (SIM e et al.,
2019), além de ser um antimutagénico (CHU e et al., 2021; MANDAJI; PENA,;
CHISTE, 2022)). Efeitos antibacterianos s&o relatados em hibisco devido a
presenca dos bioativos naringenina e acido clorogénico (CHAVES e et al., 2022;
PILLAI e MINI, 2016), antivirais, por conta do acido cafeico, da miricetina e rutina,
e antimicrobianos, por conta do &cido clorogénico e rutina (PILLAI e MINI, 2016;
SIM e NYAM, 2021).

O &cido gélico possui capacidade de eliminar radicais livres, reduzindo o
estresse oxidativo e diminuindo a tendéncia do corpo em desenvolver resisténcia
ainsulina (LIN, Derong e et al., 2016), além dele, outros compostos fendlicos como
a quercetina, acidos protocatecuico, clorogénico, sinringico, p-cumarico e trans-
cindmico, também possuem propriedades antidiabéticas ja relatadas em estudos
(CHU e et al., 2021; DA-COSTA-ROCHA e et al., 2014; LIN, Derong e et al., 2016;
PILLAI e MINI, 2016). Destaca-se que o acido clorogénico e a quercetina atuam na
reducdo de pressao arterial em pacientes com hipertensao leve (LIN, Derong e et
al., 2016) (CHU e et al.,, 2021), estando o ultimo fendlico possuindo ac¢des
antiplaquetarias e vasoprotetoras (CHU e et al., 2021). Efeitos na prevencao de
doencas cardiovasculares séo atribuidas a presenca de naringenina, acidos
fertlido e p-hidroxibenzéico (CHAVES e et al., 2022; PILLAI e MINI, 2016), que
também atua contra a isquemia (CHU e et al., 2021). Propriedades ansioliticas sdo
associadas ao acido sinapico (CHU e et al., 2021), e 0 mesmo, justamente com a
rutina, apresenta efeito protetor contra hepatotoxicidade (AKHTAR et al., 2014;
PILLAI; MINI, 2016).

No geral, os efeitos benéficos variados associados a saude com a
incorporacao de hibisco como alimento funcional, estdo diretamente relacionados
a presenca de alguns compostos fenolicos especificos (BORRAS-LINARES et al.,
2015), e as suas aclOes antioxidantes contribuem para reducdo do estresse

oxidativo e outras complicacdes correlatas.
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3.5 Extracdo dos compostos bioativos

Normalmente, os compostos bioativos interagem com uma série de outros
compostos, o que dificulta o processo de extracdo, dessa forma, visando métodos
eficazes e ambientalmente amigaveis, as pesquisas recentes, concentram-se em
técnicas de extracdo que incluem extracdo de campo elétrico moderado (MEF),
campo elétrico pulsado (PEF), extracéo de alta pressédo (HPE) ou extracao liquido
pressurizado (PLE) (PIMENTEL-MORAL et al., 2020). Métodos de extracdo mais
simples incluem a maceracgéo que apresenta como desvantagem baixo rendimento
e longo tempo de extracdo, além da extracdo por Soxhlet que tem a utilizacao de
grandes quantidades de solventes organicos, muitas vezes téxicos, além do alto
consumo de energia e tempo (CASSOL; RODRIGUES, 2019; DEWI et al., 2022).
Observa-se que em temperaturas variando de 40°C a 60°C, atinge-se valores
otimos de extracdo para recuperacdo de antocianinas, bem como no intervalo de
tempo de 1h a 4h (HAPSARI; MANIKHARDA; SETYANINGSIH, 2021).

A extracdo assistida por ultrassom (UAE) também € uma técnica que vem
sendo empregada na extracdo de compostos bioativos de vegetais por oferecer alta
reprodutibilidade, baixo consumo de reagentes, facil manipulacdo e menor
consumo de energia (REZAIE et al., 2015). Extragdo com uso de solventes, como
a UAE é relatada com potencial de extracdo de teor fendlico maior do que a
convencional, resultando em melhor separacéo e recuperacdo dos compostos de
interesse (CASSOL; RODRIGUES, 2019; DEWI et al., 2022). Outros métodos de
extracdo incluem solventes como a agua, metanol, acetato de etila e hexano em
diferentes combinacdes de temperatura, pH e tempo (CASSOL; RODRIGUES,
2019). A UAE é um dos métodos mais utilizados para extragdo fendlica de H.
sabdariffa, sendo auxiliada por ondas ultrassdnicas em frequéncias e amplitudes
especificas que induzem a formacédo de bolhas de cavitacédo, que por sua vez ao
colapsarem causam a transferéncia do analito para o solvente, os fatores como
temperatura, tempo de extracédo e condi¢des de frequéncia e poténcia do ultrassom
normalmente sédo melhores em condi¢des de 25°C a 65°C, 26 a 45 minutos, 40 kHz
e 300 W, respectivamente (HAPSARI; MANIKHARDA; SETYANINGSIH, 2021).
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Ja na extracao assistida por micro-ondas (MAE) utiliza-se aquecimento com
radiacdo em frequéncia variando de 300 MHz a 300 GHz, onde a amostra é
aguecida, ocasionando um aumento da energia de aguecimento para obtencédo de
uma extragdo eficiente, esse método € afetado pela energia de radiacdo, tempo de
extracdo, temperatura, tipo de solvente e relacdo massa-solvente (HAPSARI,
MANIKHARDA; SETYANINGSIH, 2021). Outro tipo de extracdo € a extracao de
fluido supercritico (SFE), esta é realizada com a utilizacdo de um gas acima do
ponto critico, que desempenha propriedades semelhantes a um liquido, mas que
ainda assim mantém sua natureza de gas, os fatores com maior influéncia na SFE
sdo o tipo de solvente de extracdo, a pressao e a temperatura (HAPSARI,
MANIKHARDA; SETYANINGSIH, 2021)

Alguns autores citam a extracdo de compostos fendlicos com o emprego de
extracdo em fase solida (SPE) (BABAEE; DANESHFAR, 2016; FARAJZADEH et
al., 2022), visto que é uma técnica relativamente simples categorizada em etapas
de adsorcdo e dessorcdo. A SPE € normalmente utilizada em andlise de
substancias em matrizes que se encontram em niveis traco (ng g*t), sendo
constituida por um dispositivo preenchido com um soélido (sorvente), material
escolhido com seletividade, capacidade sortiva/ adsortiva e estabilidade térmica,
quimica ou mecanica aprimorada, para que na passagem da amostra possam ficar
retidos os analitos alvo para posterior eluicdo com solventes. Os principais
mecanismos de separacdo que envolvem analito e sorvente nos tipos de extracao
citados, sdo estabelecidos por processos fisicos e quimicos, como ligacbes de
hidrogénio, interacdes dipolo permanente -dipolo permanente, dipolo permanente -
dipolo induzido, dipolo induzido - dipolo induzido e interagBes ibnicas, além de
processos mecanicos, estando esses ultimos baseados em adsorcdo, particdo
(fase normal e reversa), troca ibnica e exclusdo (ANDRADE-EIROA et al., 2016).
Essa técnica é utilizada para extracdo de analitos semi-volateis e nao volateis de
amostras liquidas, mas pode ser utilizada para amostras sélidas desde que estas
sejam previamente extraidas com solvente (JARDIM, 2010). Dentre as fases
sortivas na SPE, tem-se a possibilidade de aplicacédo de espuma de poliuretano

(PU), que funciona como um meio de extracdo capaz de reter espécies quimicas
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organicas e inorganicas em matrizes aquosas (HAN et al., 2017), possui boas
propriedades sortivas e mecanicas, além da vantagem de ser facilmente
regenerada e possuir baixo custo. A espuma de PU é macroporosa e exibe
propriedades mecanicas baixas devido a suas células abertas e flexiveis, € facil de
encontrar, apresenta boas propriedades quimica e térmica, é considerada um
sorvente muito adequado para ser empregado nas técnicas de separacdo e em
somativa apresentam grupos polares e apolares em sua estrutura podem reter uma
variedade de substancias (NOGUEIRA, 2012).

Explorando a Tabela 1, é possivel perceber que normalmente a extracao de
compostos bioativos em Hibiscus sabdariffa L. é realizada com temperaturas
variando de 18°C a 95°C, além disso, observa-se que as partes mais comuns do
hibisco, usadas para extracdo de fendlicos sdo as folhas, caule e flores e os
solventes mais comumente utilizados para extracdo sdo agua destilada ou agua
ultrapura, metanol, etanol e combinagdo entre os solventes anteriores com acidos,
bem como solvente eutético a base de acido citrico (HAPSARI; MANIKHARDA;

SETYANINGSIH, 2021).

E possivel observar que um grande nimero de trabalhos se concentram no
estudo do Hibiscus sabdariffa L., como verifica-se na Tabela 1, entretanto, outro
estudo (RYU e et al., 2017), avalia a presenca de acidos clorogénico, cafeico e seu
isémero, galico, p-hidroxibenzoico, siringico, p-cumarico, tanico e seu isbmero,
kaempferol glicosideo, isoquercitrina, kaempferitrina, naringenina e seu isdmero,
vanilina, glicosideo de miricetina, proantocianidina e seu isébmero em folhas,
cascas, flores e sementes de Hibiscus cannabinus L., utilizando metanol, agua,
etanol e cloroférmio por 60 minutos, e UPLC-UV e GS-MS como técnicas de

analise, com tempo de corrida de 35 minutos.



Tabela 1 Estudos que avaliam o teor de compostos bioativos em Hibiscus sabdariffa L.
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Parte o Tempo
da Extracédo Compostos fendélicos Tecnjl(;a de de_d LDe Referéncia
planta analise corrida LQ
(min)
'2‘2%% a::?t?rlc((:)oae AG, AP, A25DHB, AS, AE, 2,4,6- THB, AB, ASA, AQ, UPLC- (ESCOBAR-
35°C e 75°C. por ACH, ACF, ACL. A40C, ACM, AC, AF e A34DC e DAD-MS 16 - ORTIZ et al.,
. ' P A45DC, RUT, K30G, MCT, QRC, KMP. UPLC-PDA 2021)
15 min e 60 min.
AHC, DHA, A3C, ACMN, A5C, A4C, A20TCHC,
Acido cloridrico/ isbmero do AC, ACFN, ACMN, ACS, AFQN, AG,
Metanol, por 1 glicosideo AP, AP, A3HB, A4HB, A4HF, AS, A3M4HF, HPLC-ESI- (SAYAGO-
hora a A3HF e 3M4HFP. HAH, EDAH, MC, MG, EC, K3G, QToF-MS 30 - AYERDI et
Calices temperatura M3S, Q3S, Q3G, Q30G, K3R, MEC, K3G, K3G, al., 2021)
ambiente. K3060G, MCT, S30G, K3PC, QRC, KMP, D3S, DND,
D3G, C3S, C3G e CND.
. AP glicosideo, ANC, AP, ACL, isdmero de ACL II, 0,0006
ditii?l?zlaed:g;gr ACQ, ADF40G, ACS, isomero do ACSII e ASN, HPLC-ESI- 50 - mggng
20 minutos MDCM, ECG, isémero ECGII, isémero ECGIII, M3A, QTOF-MS 0,033 al., 2020)
' QS, Q3R, Q3G, MEC, MCT, QRC, C3S e PB. mg.L! K
Etanol acidificado, ACL, ACQ e A5CS, S30G, K30G, Q3GECG, MCT, HPLC- (BORRAS-
por 72 horas. K3060G, PB e MEC. DAD-ESI- 35 i LINARES et
: TOF-MS al., 2015)

Legenda: Acidos: ACFN= cafeoilquinico; A3C= 3-cafeoilquinico; A25DHB= 2,5-di-hidroxibenzoico; A20TCHC= 2-o-trans-cafeoil-hidroxicitrico; A34DC=
3,4-dicafeoilquinico; ASHB= 3-hidroxibenzéico; A3HF= 3-hidroxifenilacético; A3BM4HF = 3-metoxi-4-hidroxifenilacético; A45DC = 4,5-dicafeoilquinico;
A4C = 4-cafeoilquinico; A4HB = 4-hidroxibenzéico; A4HF = 4-hidroxifenilacético; A4OC = 4 - O -cafeoilquinico; A5C = 5-cafeoilquinico; ASCS = 5-0-
cafeoilshiquimico; ACF = caftarico; ACH = chiquimico; AB = benzdico; AC = cafeico; ACL = clorogénico; ACM = cumarico; ACMN = cumaroilquinico;
ACQ = cumaroilquinico; ACS = cafeoilshiquimico; ACSII = cafeoilshiquimico ii; ADF40G = dihidroferdlico- 4-o-glicuronideo; AE = elagico; AF = ferdlico;
AFQN = feruloilquinico; AG = galico; AHC = hidroxicitrico; ANC = neocclorogénico; AP = protocatecuico; APC = p-cumarico; AQ = quinico; AS =
sinringico; ASA = salicilico; ASN = sinapico; CND = cianidina; QRC = quercetina; KMP = Kaempferol; miricetina = MCT,; rutina = RUT; 3M4HFP = 3-
metoxi-4-hidroxifenilpropiénico; C3G = cianidina-3-glicosideo; C3S = cianidina 3-sambubiodsido; D3G = delfinidina-3-glicosideo; D3S = delfinidina 3-
sambubiésido; DHA = 3-desoxi-D-lixo-heptulosarico; EC = epigalocatequina; ECG = etilclorogenato; ECGII = etilclorogenato ii; ECGIII = etilclorogenato
iii; EDAH = éster dimetilico de acido de hibisco; HAH = Hidroxietiléster de acido de hibisco; K3G = kaempferol-3-glicosideo; K3060G = kaemferol 3-o-
(6"-0- acetil)glicosideo; K30OG = kaempferol 3 - O -glicosideo; K3PC = kaempferol-3- p — cumaroilglicosideo; K3R = kaempferol 3-o-rutinoside; M3A =
miricetina 3- arabinogalactosideo; M3S = miricetina 3-sambubiésido; MC = metil-clorogenato; MDCM = metil digalato clorogenato de metila; MEC =
metil-epigalocatequina; MG = metilgalato; PB = prodelfinidina b3; Q3GECG = quercetina-3-glicosideo etilclorogenato; Q30G = quercetina-3-o—
galactosideo; Q3R = quercetina 3-rutinosideo; Q3S = quercetina 3-sambubidsido; QS = quercetina sambubiosideo e; S30G = seringetina-3-0—
glicosideo.
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Tabela 1 Estudos que avaliam o teor de compostos bioativos em Hibiscus sabdariffa L.(continuacao)

Parte da . Técnica de Tempp de .
Extracédo Compostos fendélicos L corrida LDelLQ Referéncia
planta andlise .
(min)
Metanol a 50°C, por HPLC — 0,7-16,5 (CHEN et al.,
3 horas. CT, G(-)E, AE, AF e QRC. DAD 25 mg/mL 2013)
GS-MS
Agua a 95°C, por 2 4,25 -
horas.' CT e AE. HPLC-DAD 25 28,2 (LIN et al., 2012)
Folhas z mg/mL
Agua, metanol, A3C, A3PC, A5C, A4C, A5CS, HPLC- DAD- (SIM; JESS
etanol e acetona A5P5, D3S, C3S, M3S, Q3S, ESI-MS/MS 60 - ONG; NYAM,
18°C. Q3R, Q3G e K3R. 2019)
2%‘;(‘;"6 ngggg}' ANC, AC, RUT, KMP, KG, KGR, ~ HPLC-MS/ 50 0,35 - (ZHEN et al.,
: ACCL, QRC e ACS DAD 1,82 mg/g 2016)
ultrassom 10 min.
Flores Etanol e 4gua a Aé%% gglgp£4g3ég%c}<|\£s HPLC-DAD- 40 1,031 (JABEUR et al.,
25°C, por 1 hora. . y ’ ' ESI/MS 7,03 mg/g 2017)

D30S, D30G e C30S.

Legenda: Acidos: A3C = 3-cafeoilquinico; A30C = 3-0-acido cafeoilquinico; A3PC = 3-p-cumaroilquinico; A4C = 4-cafeoilquinico; A5C = 5-
cafeoilquinico; A5CS = 5-o-cafeoilshiquimico; ASHF24C = 5-(hidroximetil)furfural 2,4-o0-acido cafeoilquinico; ASPC = 5-p-cumaroilquinico;ACS =
cafeoilshiquimico; AE = elagico; AF = ferulico; ANC = neocclorogénico; ACCL = criptoclogorénico; CT = catequina; QRC = quercetina; KMP =
Kaempferol; rutina = RUT; C30S = cianidina-3-o—sambubiésido; C3S = cianidina 3-sambubidsido; D3OG = delfinidina-3-o—glicosideo; D30S =
delfinidina -3-0— sambubiésido; D3S = delfinidina 3-sambubiésido; K3R = kaempferol 3-o-rutinoside; M3S = miricetina 3-sambubiésido; MPS =
miricetina-pentosilhexosideo; Q3G = quercetina 3-glicosideo; Q30GD = quercetina-3-o—glicosideo; Q30R = quercetina-3- 0 — rutinosideo; Q3R =
quercetina 3-rutinosideo; Q3S = quercetina 3-sambubidsido; QPS = quercetina-pentosilhexosideo; KG = kaempferol-G e; KGR = kaempferol-G-
Rhe.
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3.6 Encapsulamento, desintegracéo e dissolucéo

Técnicas de encapsulamento como, emulsificacdo, gelificacédo inotrépica e
gelificacdo térmica  (MARTIN et al., 2017) estdo sendo utilizadas para
aprisionamento de substancia ativa em uma matriz polimérica, com intuito de evitar
interag6es do composto com 0 meio externo ou outros componentes, controlar sua
liberacdo em matrizes alimenticias ou no organismo de consumidores (FAVARO-
TRINDADE; PINHO, 2008; MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022). Esses processos
sdo realizados para microencapsulacao de insumos ativos ou ndo, sendo possivel
empacotar materiais solidos, liquidos ou gasosos em capsulas pequenas,
utilizando aparatos que atuam como uma pelicula de protecdo e impossibilitam a
exposicdo do material encapsulado e por meio de resposta a um estimulo, em
condicdes especificas o0 material pode ser liberado de forma controlada, por meio
da dissolucdo da membrana que o reveste (FAVARO-TRINDADE; PINHO, 2008;
SILVA et al., 2014; CHU; CHEW; NYAM, 2021; MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022).

Os estagios no processo de encapsulamento envolvem a formacao do
material parede, testes para garantia de ndo vazamento e para assegurar que nao
tenha-se a presenca de materiais indesejaveis em contato com o material ativo
(MARTIN et al., 2017). Esse processo vem sendo aplicado em diversas areas da
industria farmacéutica, agricola, médica e alimenticia, possibilitando a adicdo de
aromas, vitaminas, minerais, microorganismos probioticos, peptideos bioativos e
outras classes de compostos bioativos em alimentos, e até mesmo com o intuito
de mascarar os sabores e odores desagradaveis, além de facilitar o manuseio e
transporte desses materiais (FAVARO-TRINDADE; PINHO, 2008; MARTIN et al.,
2017; BARROSO et al., 2021; MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022). Dessa forma,
entende-se que um sistema de encapsulamento de compostos bioativos deve gerar
produtos seguros para consumo, pouco impacto nas propriedades sensoriais do
produto, alta estabilidade fisico-quimica com prote¢ao contra interagdo com o meio,
a exemplo de luz, temperatura, teor de umidade e variagao de pH e maximizacao

da absor¢cdo dos compostos encapsulados ap0s o consumo com garantia de
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liberac&do controlada frente a um estimulo especifico (MANDAJI; PENA; CHISTE,
2022).

E desejavel que o material ativo (ntcleo), seja revestido por um material de
parede que ndo seja reativo, que aprisione o contetdo dentro da capsula, proteja-
0 contra condi¢cbes adversas e ndo possua sabor (FAVARO-TRINDADE; PINHO,
2008; SILVA et al., 2014). Os principais mecanismos envolvidos na liberacdo do
ndcleo sao: difusdo, degradacéo, uso de solvente, pH, temperatura e pressao. No
caso do pH, ocorrem mudancas na solubilidade do material de parede quando ha
alteracdes nos valores de pH, alguns podem resistir ao pH mais acido que é
compativel com o pH do estdmago, e s6 serem liberados no pH mais alcalino,
compativel com o pH do intestino. A temperatura influencia na liberacdo do nucleo,
fazendo com que algumas capsulas se expandam ou colapsem ao atingir a
temperatura critica, enquanto outras possuem o material de parede fundido, devido
ao aumento de temperatura, tendo-se a liberacéo por fusao (SILVA et al., 2014).

A tecnologia de encapsulamento possibilita que a liberagc&o ocorra de forma
controlada e em ponto especifico do sistema gastrointestinal, uma vez que o0s
principios ativos encontram-se micro encapsulados € possivel utiliza-los para
obtencdo de formas farmacéuticas, com o preenchimento de capsulas pré-
fabricadas (BARROSO et al., 2021). Essas formas farmacéuticas sdo produzidas
com preenchimento de involucros poliméricos (geralmente feitos com gelatina)
vazios, com o material a ser encapsulado (uma mistura de insumos ativos e inertes,
ou excipientes, normalmente na forma de p6, mas que também podem ser liquidos
gue nao dissolvam o material do invélucro), que pode passar por um processo de
revestimento para modificacdo de suas caracteristicas de desintegracdo apos a
administragéo (BRASIL, 2019).

A dissolucédo é uma das formas de liberacdo de um nudcleo, podendo ser
definida como um processo que envolve a liberagcdo de um farmaco da sua forma
farmacéutica para que o mesmo se torne disponivel de ser absorvido pelo
organismo (CHORILLI; et al., 2010), sendo importante salientar, que a mesma so6

ocorre apoés a desintegracdo da capsula, onde o invélucro que reveste o principio
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ativo € fragmentado, possibilitando que a forma farmacéutica torne-se particulas
passiveis de serem dissolvidas (BRASIL, 2019). Uma tipica dissolu¢éo tem como
objetivo demonstrar se o produto atende ou nao as exigéncias encontradas na
monografia do medicamento, possibilitando posteriormente a quantificacdo de
substancias ativas dissolvidas no meio de dissolucdo, em condi¢cdes experimentais
especificas, bem como permitir a otimizacao das formula¢des quando as mesmas
estdo na fase de desenvolvimento (CHORILLI; et al., 2010; BRASIL, 2019). Para
realizacdo do teste de dissolucdo, é necessario o emprego de um dissolutor,
equipamento constituido por cubas, recipientes abertos, com formas cilindricas,
fabricados com material transparente e inerte, onde o processo de dissolucao
ocorre, este possui hastes de aco inoxidavel responsaveis por rotacionar o meio de
dissolucéo, e um motor que controla a velocidade de rotacdo da haste. Todas as
cubas séo imersas em um banho de agua termostatizado também produzido em
material transparente, que mantém a temperatura dentro dos limites estabelecidos
para o método (BRASIL, 2019).

3.7 Espécies de hibisco relatadas em estudos de encapsulamentos
de compostos bioativos

Verifica-se que na literatura o maior nUmero de pesquisas envolvem o
encapsulamento de compostos bioativos extraidos de H. sabdariffa (AKHTAR et
al., 2014; GIBIS; ZEEB; WEISS, 2014; MOURA et al., 2018, 2019; NGUYEN et al.,
2018, 2022; GOMEZ-ALDAPA et al., 2019a; DE MOURA et al., 2022) e H.
cannabinus (CHEONG et al., 2016; CHEONG; NYAM, 2016; CHEW; TAN; NYAM,
2018; CHU; CHEW; NYAM, 2021) e apenas é reportado na literatura um estudo
com aprisionamento de extrato de H. acetosella (MAR et al., 2020).

Os materiais encapsulados sao extraidos a partir do 6leo da semente (DHAR
et al., 2015; CHEW; TAN; NYAM, 2018; CHU; CHEW; NYAM, 2021), extrato de
célice (AKHTAR et al., 2014; GOMEZ-ALDAPA et al., 2019b; ALARA et al., 2020;
PIMENTEL-MORAL et al., 2020; SAYAGO-AYERDI et al., 2021; NGUYEN et al.,
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2022), extrato de flores (GIBIS; ZEEB; WEISS, 2014) e extrato de folhas (SIM;
JESS ONG; NYAM, 2019; MAR et al., 2020), ha poucos estudos sobre a
composicdo de compostos bioativos apds a encapsulacdo (MOURA et al., 2018,
2019; GOMEZ-ALDAPA et al., 2019b; DE MOURA et al., 2022), normalmente
observam-se analises da eficiéncia do encapsulamento (NG et al., 2013; AKHTAR
et al., 2014; NGUYEN et al., 2018; GOMEZ-ALDAPA et al., 2019b; DE MOURA et
al., 2022), determinagdes totais de compostos bioativos (NG et al., 2013; CHEW,
TAN; NYAM, 2018; MOURA et al., 2019; CHU; CHEW; NYAM, 2021; HAPSARI,
MANIKHARDA; SETYANINGSIH, 2021; DE MOURA et al., 2022; NGUYEN et al.,
2022), bem como atividade antioxidante (CHEW; TAN; NYAM, 2018; MOURA et
al., 2018, 2019; SIM; NYAM, 2021; DE MOURA et al., 2022; NGUYEN et al., 2022),
antimicrobianas (GOMEZ-ALDAPA et al., 2019b; SIM; JESS ONG; NYAM, 2019;
SIM; NYAM, 2021), bem como bioacessibilidade (CHEW; TAN; NYAM, 2018) e
biodisponibilidade (MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022).

3.8 Métodos cromatograficos na analise de compostos fendlicos

Os métodos mais comuns utilizados na anéalise de compostos fendlicos em
amostras vegetais sao os cromatograficos, pois possibilitam a separacdo e
identificacdo dos componentes de forma isolada, com base em espectros de
padrées analiticos do composto de interesse, sendo considerada uma técnica

robusta.

3.8.1 Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida é a técnica que tem sido mais empregada para
analise de compostos fendlicos em amostras de hibisco, tornando-se crescente o
interesse pela separacao, identificacdo e quantificacdo desses compostos
(HAPSARI; MANIKHARDA; SETYANINGSIH, 2021), como é possivel observar na

Tabela 1, disposta nas paginas 32-33. Ha um destaque para a cromatografia liquida
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de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia liquida de alta performance (UPLC). A
HPLC possibilita a separacao e possivel identificacdo dos compostos fenélicos com
base na comparacdo com espectros de um analito conhecido, entretanto, se
desejar uma separacao ultrarrapida com alta eficiéncia, pode-se empregar a UPLC,
gue possui tempo de analise variando entre 15 a 50 minutos com aplicacdo de
gradiente de eluicdo, na determinacao de fendlicos em amostras de hibisco. Varios
detectores podem ser usados na cromatografia liquida, que incluem UV-Vis, arranjo
de fotodiodos (DAD), deteccao eletroquimica (ECD) e deteccéo fluorométrica (FLD)
e de acordo com o objetivo de analise, para possibilitar maior seletividade e
sensibilidade do método pode-se combinar a espectrofotometria de massa (MS) na
identificacdo (HAPSARI; MANIKHARDA; SETYANINGSIH, 2021).

3.9 Quimiometria

A quimiometria consiste no emprego de modelos mateméticos e estatisticos
para o planejamento de experimentos, objetivando-se a otimizacdo da coleta de
informacBes quimicas por meio de andalise multivariada e sendo utilizada
juntamente com métodos e técnicas analiticas (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2006). Percebe-se que o numero de pesquisadores que tem aplicado a
guimiometria em suas pesquisas vem sendo crescente, e suas aplicacdes
normalmente incluem as principais areas: planejamento e otimizacao de
experimentos, reconhecimento de padrdes (métodos de analise exploratéria e
classificagdo) e calibracdo multivariada, verificando-se que no Brasil, os
planejamentos experimentais mais usados sdo os fatoriais, completos ou
fracionarios, e o0s planejamentos compostos centrais (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2006; BREITKREITZ; DE SOUZA; POPPI, 2014;
RAJENDRAN et al., 2022).
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Quanto ao reconhecimento de padrdes, estes sédo aplicados com finalidades
distintas, e entre elas encontram-se a analise exploratéria de dados, classificacao
de amostras e resolucdo de curvas. As variaveis (caracteristicas dos objetos - como
concentracdo analitica, altura dos picos cromatograficos ou absorvancia)
responsaveis pela descricdo de objetos (como compostos, amostras, espectros ou
cromatogramas) que compdem um conjunto de dados quimicos, podem ter seus
padrbes de associacdes do conjunto detectados com o uso de métodos de anélise
exploratdria de dados como Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) e
Andlise de Componentes Principais (PCA) (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2006).

Com relagdo as curvas de calibracdo, as mesmas s&do construidas
relacionando-se o sinal analitico com uma faixa de concentracdo conhecida,
estabelecendo-se entdo as constantes proporcionais entre esses fatores,
entretanto, em amostras reais podem ocorrer alguns problemas (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2006). A exemplo de analises espectrofotométricas
quantitativas que possuem muitos componentes com espectros superpostos,
podem ocorrer, portanto, interferéncias espectrais e desconhecimento da
identidade real de compostos de interesse. Com 0 emprego da quimiometria na
calibragcdo multivariada tem-se a minimizagcédo de problemas eventuais com linha
base ou interferentes nas amostras utilizadas na calibragdo e em novas a amostras
de previsdo (FERREIRA et al., 1999).

Sao muitas as vantagens em utilizar as ferramentas quimiométricas, como por
exemplo, a facilitacdo da intepretacdo e melhor caracterizacdo dos dados, bem
como a obtencao de informacdes das relacdes entre variaveis e amostras, além de
ser possivel medi¢des diretas, diminuindo a quantidade de etapas de pré-
tratamento de uma amostra e consequentemente, o aumento da frequéncia

analitica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a composi¢cdo em termos de bioativos fendlicos, de capsulas
comerciais contendo hibiscus, por meio de dissolucdo, extracdo em fase solida
(SPE) e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de
arranjo de diodos (HPLC-DAD).

4.2 Objetivos especificos

o Analisar a influéncia das variaveis (volume do meio, pH do meio e volume
do eluente) sobre o ensaio de dissolucdo e extracdo em fase sélida de bioativos
fendlicos;

o Aplicar o planejamento experimental Box-Behnken (DBB) como metodologia
de superficie de resposta e otimiza¢do do método de dissolugcado com extracdo em
fase solida dos bioativos fendlicos;

o Avaliar a utilizacdo da extracdo em fase sélida (SPE) na eliminacédo de
possiveis interferentes e aumento da sensibilidade da técnica de analise;

o Utilizar ferramentas de andlise exploratoria para compreensao dos dados e
das similaridades apresentadas pelo conjunto, em amostras de hibiscus
encapsulados comercializadas na cidade de Salvador-Bahia;

o Estabelecer o perfil fendlico de capsulas de hibisco, comparando os
resultados obtidos referentes a presenca de bioativos fenolicos com os que séo

reportados na literatura para amostras in natura de hibisco.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Reagentes e solucdes

Solugdes tampédo de pH 1, 2, 3, 5 e 8 foram preparadas como meios de
dissolucéo, com os reagentes: acido cloridrico (P.A, Synth, 238% de pureza), acido
aceético glacial (P.A, J.T.Baker, =2 99,7%), acetato de sédio (P.A, Synth , 99,95% de
pureza), cloreto de potéssio (P.A, Synth, 99,95% de pureza), tris-(hydroxymethyl-
aminomethane) (P.A, Merck, 99,9% de pureza), biftalato de potassio (P.A, Vetec,
99,95% de pureza), hidréxido de sodio (P.A, Exodo Cientifica, 297%) e agua
ultrapura, obtida em sistema de purificacdo (Ultrapurficador de agua, Gehaka,
Master P&amp;D).

Para a extracdo em fase sdlida (SPE), espumas de poliuretano Scotch-
Brite™ da 3M foram tratadas com solucdo de acido nitrico (P.A, A.C.S Synth,
299,90% de pureza) 1 mol L? e lavadas com metanol (P.A, Synth, 99,8% de
pureza). Nos ensaios dos teores de fendlicos totais (TPC), foi utilizado o reagente
de Folin-Ciocalteu (2M, Exodo Cientifica), uma solucdo de carbonato de sédio
anidro 20% (m/v) (P.A, Vetec, 299,5% de pureza), contendo 20 g de Na2COs que
foi dissolvido e avolumado em um baldo volumétrico de 100,0 mL com agua
ultrapura. Também foi preparada uma solugéo padrdo de acido galico de 1000 ppm
com a solubilizacao de 0,01 g de acido galico (=98,0% de pureza) em metanol (P.A,
Synth, 99,8% de pureza) e avolumada para um baldo de 10 mL. Da solucéo padrao
de &cido gélico de 1000 ppm,e foi realizada uma dilui¢cao retirando-se uma aliquota
de 1 mL e avolumando-se com metanol em um baldo volumétrico de 10,0 mL,

obtendo-se uma solucdo de 10 ppm.

Neste estudo foi utilizado um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia HPLC
(Shimadzu, LCsolutions, modelo DGU-20A5 Prominence, Japao), equipado com
detectores de arranjo de diodos (Shimadzu, modelo SPD-M20A Prominence,

Japéao). A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna Lichrospher®
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RP-18 (5 um), (250 x 4,0 mm) Sigma-Aldrich (EUA), 42°C de temperatura do forno
e uma mistura de solventes (metanol e solucdo aquosa de 4cido acético a 1% v/v),
como fase mével em gradiente de eluicdo e de vazao descritos na Tabela 2. Para
a analise cromatografica, os seguintes reagentes e solu¢cdes foram utilizados:
metanol (grau HPLC, Vetec, 99,9%), acido acético glacial (grau HPLC, Neon, =
99,8% de pureza), na concentracéo de 1,0% (v/v), todas asa solugbes e extratos
injetados no HPLC foram filtrados com disco de filtro seringa de 0,45 ym/ 47 ym
(MF-Millipore).

Tabela 2 Gradiente de eluicdo e vazao

Tempo (min) HAc 1% (v/v) Metanol (HPLC) Vazdo (mL min™1)
0 100 0 0,8
10 80 20 0,8
12 80 20 0,8
23 60 40 0,8

24,5 60 40 1,0
36 40 60 1,0
37 40 60 1,2
39 30 70 1,3

39,5 100 0 1,3
42 100 0 0,8
43 100 0 0,8

Fonte: (MAGALHAES, 2022)

Utilizado como constituinte da fase mével, a solucédo de acido acético 1%
(v/v) foi preparada com a adicdo de 10,0 mL de &cido acético em um baldo
volumétrico de 1000,00 mL, aferindo-se com agua ultrapura obtida em sistema de
purificacdo (Ultrapurficador de agua, Gehaka, Master P&D), a solucéo foi filtrada a

vacuo, e posteriormente sonicada por 30 minutos. Todos os padrdoes analiticos
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utilizados de acido galico (298,0% de pureza), acido clorogénico (295,0% de
pureza), acido cafeico (298,0% de pureza), acido p-cumarico (298,0% de pureza),
acido ferulico (299,0% de pureza), acido trans-cinamico (297,0% de pureza), &cido
protocatecuico (298,0% de pureza), acido sinringico (298,0% de pureza), acido
elagico (298,0% de pureza), vanilina, catequina (=298,0% de pureza), rutina (298,0%
de pureza), naringenina (298,0% de pureza), Kaempferol (298,0% de pureza),
foram de procedéncia da Sigma-Aldrich.

Solucdes estoque dos compostos fendlicos foram preparadas na
concentracdo de 1,0 g L%, com 0,01 g de cada composto transferido para um baldo
volumétrico de 10,0 mL, completando o volume final com metanol. Ja para o
preparo das solugées intermediarias de 100,0 mg L%, pela diluicdo de 1,0 mL de
cada solucéao estoque em um baldo de 10,0 mL, completando o volume final com
metanol e para o preparo da mistura intermediaria de 10,0 mg L%, foi preparada
pela diluicdo de 1,0 mL de cada solucao intermediaria em um baldo de 10,0 mL,
completando o volume final com metanol. Dessas soluc¢des, uma aliquota de 1,0
mL foi retirada do padréo de 10 ppm, para o preparo do mix com os 13 compostos

fendlicos, avolumando com metanol em um baldo volumétrico de 25,0 mL.

Os compostos bioativos identificados e determinados pelo método de
separacdo cromatografica desenvolvido por Magalhdes (2022), encontram-se
listados na Tabela 3, com seus respectivos valores de comprimento de onda de

maxima absorcdo e tempos de retencao.



Tabela 3 Analitos com seus respectivos tempos de retencéo e comprimento de onda

Comprimento de onda

Tempo de retencéo do

Analito
(nm) padréo (min)
Acido galico 272 7,01
Acido
_ 260 10,30
protocatecuico
Catequina 280 13,51
Acido clorogénico 330 15,48
Acido cafeico 330 16,42
Acido sinringico 272 17,95
Vanilina 280 18,95
Acido p-cumarico 310 20,19
Acido ferdlico 330 21,85
Acido sinéapico 330 22,44
Rutina 360 25,35
Acido elagico 260 26,33
Acido trans-
o 280 29,63
cinamico
Naringenina 280 30,35
Quercetina 360 30,84
Kaempferol 360 34,13
Crisina 272 39,83

Fonte: (MAGALHAES, 2022)
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5.2 Ensaios de desintegracao

Os ensaios de desintegracdo foram realizados no desintegrador de
comprimidos Nova Etica, com controle de tempo e temperatura e circulagéo livre
de 4gua de modo a garantir homogeneidade da temperatura da agua. A condicao
ajustada de temperatura foi de 37°C + 0,5°C (BRASIL, 2019) até que o equilibrio
térmico da dgua do banho em acrilico incolor, fosse atingido, realizou-se o ensaio
de desintegracdo em triplicata, cada cesta com espaco para seis capsulas e com
o cronbmetro para verificacdo dos tempos de desintegracdo. A Figura 7 ilustra o
processo de desintegracdo da capsula de hibisco no desintegrador, este aparelho
possui movimentos para cima e para baixo, com frequéncia constante, simulando

0 movimento do organismo humano.

Figura 7 Processo de desintegracdo da capsula de hibisco

Fonte: De autoria prépria.
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5.3 Teste e perfil de dissolugéao

Os ensaios de dissolucdo foram realizados em um aparelho dissolutor,
conforme a Figura 8, que consiste em um banho de &gua para aquecimento e
regulacdo da temperatura, com circulacéo constante, plataforma movel e hastes de
material inerte, pas, agitador com regulacdo na velocidade de rotacéo, termostato
e cubas. Apds a colocacao das solucdes de dissolucdo nas cubas, foi aguardado
e monitorado o tempo até que a temperatura da solucao e do banho estivesse em
37 °C £ 0, 5°C (BRASIL, 2019).

Figura 8 Dissolucdo das capsulas de hibisco

Fonte: De autoria prépria.

As condicOes estabelecidas para o meio de dissolucao foi: solugdes tampéo

com valores iniciais de pH de 2, 5 e 8; tempo do ensaio de 30 minutos; e rotacdo
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de 75 rpm. Perfis de dissolugcdo também foram realizados considerando as
condi¢Oes de rotacdo e temperatura mencionadas acima, condi¢cdes otimizadas de
dissolucéo (volume do meio = 333 mL e pH do meio = 2) e o tempo de 60 minutos,
retirando-se aliquotas de do meio de 10,0 mL do meio de dissolucdo e repondo
em quantidade igual logo em seguida, considerando-se os intervalos de tempos de
1, 3,5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 e 60 min.

54 Teste de uniformidade de doses unitarias

O peso médio é um teste realizado para verificar se as unidades de um
mesmo lote apresentam uniformidade de peso e para isso foi realizado a pesagem
de 20 capsulas individualmente com o seu conteudo, depois disso elas foram
abertas para remoc¢édo do conteddo, com auxilio de um pincel e posteriormente
foram pesadas novamente vazias, assim como preconiza a Farmacopeia
brasileira(BRASIL, 2019). Os limites de variacdo estabelecidos para capsulas
duras e moles que pesam mais de 300 mg € de + 7,5 % (BRASIL, 2019).

5.5 Extracdo em Fase sélida (SPE)

Como sorvente na extracdo em fase solida foi utilizada espuma de PU, foram
adquiridas esponjas da marca Scotch-Brite™ da 3M, e a parte amarela foi triturada
com &gua, posteriormente adicionada a metanol P.A por 24 horas, para remog¢ao
de possiveis contaminantes organicos. Seguida dessa primeira parte, a espuma foi
retirada do banho de metanol e colocada para secagem em temperatura ambiente.
Apos isso, foram preparados cartuchos em tubos Tygon® para transporte das
solugdes uma mini-coluna (2,794 nm de diametro interno, 4.470 mm de diametro
externo) contendo espumas de PU como sorvente, com massa de 0,5 g, para
realizacdo de pré-concentracdo dos analitos presentes no dissolvido. A extracéo
foi realizada utilizando uma bomba peristaltica de quatro canais modelo LDP 105-

6 (Tecnopon, Piracicaba, SP, Brasil) que induzia a passagem do dissolvido pela
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coluna preparada com espuma de PU, numa vazao de 1 mL por minuto, o esquema
de extracdo em fase solida encontra-se na Figura 9. Apos a passagem dos volumes
de dissolvidos, conforme o planejamento indicado na Tabela 6 (pagina 57), foi
bombeado a passagem de eluente (1% v/v de acido acético) para dessorcao dos

analitos e o volume coletado em micro tubos.

Figura 9 Processo de extragdo em fase sélida

Fonte: De autoria propria.

5.6 Otimizacdo multivariada

Nos processos quimicos é comum que as variaveis tenham relacéo entre si,
de tal forma, o planejamento fatorial 2% permite avaliar de forma simultanea os
efeitos das variaveis sobre um processo, utilizando dois niveis (inferior e superior)
e k fatores, sem a necessidade de realizar uma grande quantidade de ensaios
experimentais, reduzindo assim o consumo de reagentes, tempo na analise e

inser¢éo de erros experimentais.
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5.6.1 Planejamento de dois niveis completo 23

O planejamento fatorial completo com dois niveis foi realizado para
investigacdo da influéncia estatistica das variaveis volume do meio, pH do meio e
volume do eluente, bem como os efeitos de interacédo entre as repostas sobre os
ensaios de dissolucdo. A matriz de planejamento utilizada perfazendo um total de
11 experimentos, incluindo o ponto central em triplicata para estimativa do erro
experimental, ndo necessitando da repeticdo de triplicatas de todos os
experimentos. Os niveis codificados foram inferior (-), central (0) e superior (+),
obtendo-se as seguintes condi¢des: volume do meio 250 mL, 500 mL e 750 mL;
pH do meio 2, 5 e 8; e para o volume de eluente 1 mL, 3mL e 5 mL.

Para cada ensaio experimental foi calculada a resposta multipla (RM), como
respostas analiticas, para cada analito buscou-se verificar em qual ensaio era
apresentado uma maior area de pico cromatogréfico, esse maior valor de resposta,
dividia individualmente todos os outros valores de respostas analiticas para o
mesmo analito, fazendo-se uma normalizacdo. Feito isso, os valores normalizados
para cada ensaio experimental foram somados, obtendo-se assim a resposta
multipla de cada experimento. A Equacao 1, demonstra esse processo, em que Ai
€ a area do pico cromatografico obtido para um analito e Aimax corresponde a maior

area do pico cromatografico para um mesmo analito em todos 0s experimentos.

Ai
Al max

RM = 3(

) 1)

5.6.2 Planejamento Box-Behnken

A metodologia de superficie de resposta (RSM) engloba um conjunto de
meétodos matematicos e estatisticos para definicdo das relacdes entre a resposta e

as variaveis independentes, onde € possivel otimizar um processo e gerar um
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modelo matematico. Dentre essas metodologias encontra-se o0 planejamento
experimental Box-Behnken que tem como objetivo a otimizagdo de um processo e
quando aplicada para avaliacao de trés fatores, sendo necesséria a utilizagédo de
12 ensaios que € dada pela Equacéo 2 e uma triplicata do ponto central, com cada

fator sendo estudado em trés niveis.

Quantidade de ensaios = 2k(k — 1) + C, (2)

Na equacdo, o termo k corresponde a quantidade de fatores e Co a
quantidade de réplicas do ponto central. A equacdo do modelo matematico é
geralmente definida com a utilizacdo de uma regressao polinomial de baixo grau
em alguma regido das variaveis independentes, a exemplo do modelo de regressao

polinomial de segunda ordem demonstrado na Equacéo 3.
y = Bot Ti1 Bixi + Tioq Buxh + TS B Byxixy + € (3)

Onde B0, Bi, Bii e Bij sdo os coeficientes do polinbmio de regresséo, linear,
os coeficientes quadraticos e de interacdo, respectivamente, e xi e Xj Sdo as
variaveis independentes, ja o € corresponde ao termo de erro (GONZALEZ;
MACHADO; TOMAZI, 2020).

Um dominio experimental com as condicbes ajustadas para o novo
planejamento (Tabela 4) Box-Behnken, foi adotado, o mesmo conta com as trés
variaveis (volume do meio, pH do meio e volume do eluente) variando em trés
niveis, perfazendo um total de 15 ensaios experimentais incluindo trés pontos
centrais, conforme a Tabela 7 (pagina 60), com intuito de obter as condi¢cdes 6timas

experimentais.

Em cada experimento a resposta multipla foi calculada, considerando o
analito do ensaio que era apresentado uma maior resposta analitica, esse maior
valor de resposta, dividia individualmente todos os outros valores de respostas

analiticas do mesmo analito. Feito isso, 0os valores normalizados para cada ensaio
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experimental foram somados, obtendo-se assim a resposta mdultipla de cada

experimento, conforme Equacgao 1.

Tabela 4 Fatores e niveis empregados no planejamento Box-Behnken

Niveis
Fatores S .
- (inferior) 0 (central) + (superior)
Volume do Meio (mL) 250 375 500
pH do meio 1 3 5
Volume do Eluente (mL) 1 2 3
Fonte: De autoria propria.
5.6.3 Fendlicos totais

Seguindo o método de Magalhaes (2022), utilizou-se solu¢bes de carbonato
de sadio 20% (m/v), acido gélico de 100 ppm e o reagente Folin-Ciocalteu. No
primeiro momento preparou-se seis padrées para construcéo da curva, todos em
triplicata e com concentracfes variando de 0 a 5 ppm. Para o teste de fendlicos
totais tomou-se aliquotas dos ensaios 1, 2, 3, 4 e 9 indicados na Tabela 6, todos
em triplicata e adicionou-se 200 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 600 uyL da
solucéo de carbonato 20 % (m/v), agitou-se e tampou apdés 2 horas em local escuro,
foi feita a leitura dos valores de absorvancias utilizando um espectrofotdmetro
Biospectro, modelo SP-22, faixa de 200-1000nm (monofeixe), banda de passagem
de 5nm (fixa), com suporte para 4 cubetas de 10mm, no comprimento de onda de
765 nm.

Na Figura 10 é possivel observar a reacdo que acontece entre o reagente
Folin-Ciocalteu e o &cido galico, ela se inicia em meio basico para que ocorra a
desprotonacado do acido galico, dando origem a ions fenolatos. O Folin-Ciocalteu
possui na sua composicao uma mistura de acidos fosfomolibidico e fosfotungstico,

e a sua cor amarelada é atribuida ao complexo Na2M004.2H20, onde o molibdénio
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apresenta estado de oxidacao (VI) e quando este entra em contato com espécies
redutoras, a exemplo do acido galico na sua forma desprotonada, forma complexos
molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1104)s], em que a média do valores de
oxidacao dos metais esta entre (V) e (VI), promovendo a mudanca de coloracao da
cor amarelada do reagente para a coloracdo azulada devido a formacdo deste

altimo complexo.

Figura 10 Reacao do acido géalico com molibdénio presente no reagente de Folin-Ciocaulteau

COOH OO0
Na,COs
—
HO OH 0 | OH
OH 0
CO0 )
CO0
+ 2 Mo®* -
+2 Mo+ 2 H*
0 | OH

0 | OH
0

Fonte: Adaptado de (OLIVEIRA et al., 2009)
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5.6.4 Avaliacado da eficiéncia de separacdo cromatografica

A cromatografia é uma técnica de separacdo, em que 0s componentes de
uma amostra sédo divididos entre uma fase estacionaria e uma fase movel, dessa
forma a avaliacéo de alguns parametros e fatores indica se os analitos estdo sendo
separados de forma eficiente. A resolucéo (Rs) € um dos parametros de avaliacao
da eficiéncia em uma separacdo cromatografica, sendo medida como a distancia
entre picos adjacentes, € avaliada por trés fatores, e €, portanto, calculada por meio
da Equacéao 4.

R — 24t )

wi1+wy

Em que At é a medida da separagcao dos maximos de dois picos adjacentes
e W1 e W2 sdo as larguras das bases dos picos. Os fatores que influenciam a
resolucdo sao N (nimero de pratos tedricos), k (fator de retencéo) e a (seletividade)

(LANCAS, 2016), calculados por meio das equacdes 5, 6 e 7, presentes a seguir:

t, \2
N =16 (m) ()
K = b 6
=t (6)
_
a = = (7)

Onde, o termo tr refere-se ao tempo de retencao ajustado, to ao tempo morto,
tempo de retencdo da fase moével na coluna e Wb corresponde a largura da base
do pico, informacgdes obtidas a partir de um cromatograma. Espera-se que o fator
de retencéo (k) tenha valores situando-se entre 0,5 e 20, para analises mdltiplas,
ja 0 numero de pratos teoricos (N) juntamente com a seletividade (a), sdo
parametros que normalmente avaliam o desempenho da coluna, sendo desejavel

gue os valores sejam maiores que 2000 para N, e maior que 1 para o a.
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5.6.5 Amostragem

Com os parametros de dissolucéo otimizados foi realizado uma analise em
seis amostras de hibisco em céapsulas, comercializadas em pontos distintos de
Salvador-Bahia, os cédigos adotados, ingredientes presentes e composi¢cao do

material de parede, encontram-se listados na Tabela 5.

Tabela 5 Cdédigos e descricdo de capsulas de hibisco

Céapsulas Ingredientes Composicéo da
capsula
FITPI Hibisco extrato aquoso desidratado emp 6 Gelatina e umectante
(maltodextrina, hisbisco extrato aquoso), maldoextriba e glicerina.

antiumectante talco.

FITPII Hibisco extrato aquoso desidratado emp 6
(maltodextrina, hisbisco extrato aquoso), maldoextriba e
antiumectante talco.

SMNUT Hibisco sabdariffa (flor) em pé.

MTCMT Folha de hibisco. Gelatina.
HIBMIX - -
CMBFIT Hibisco em p&, amido, talco e diéxido de silicio. Gelatina, corantes:

dioxido de titanio,
Vermelho &cido, azul

brilhante.

Fonte: De autoria propria.

5.7 Analise exploratéria de dados

A guimiometria € muito utilizada na quimica analitica e engloba a matemética
e a estatistica para criacao de hipéteses e informacdes quimicas complementares
em uma analise com a utilizacdo softwares que realizam o processamento dos
dados, combinando as variaveis e analisando-as em varias dimensées. E possivel

empregar esses métodos estatisticos e extrair informacgdes correlacionadas entre
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muitas variaveis, 0 que nao é possivel em uma analise univariada. Para andlise de
amostras de cpsulas de hibisco, foram realizadas HCAs, com geracdo de um
dendrograma para visualizar a similaridade dos dados das amostras e os graficos
de autovalores, utilizando-se os valores das areas dos analitos apos analise no
HPLC-DAD, a fim de se obter informacdes sobre os PCAs e sua influéncia sobre

os dados.

5.7.1 Anélise de Agrupamentos Hierarquicos - HCA

Por meio HCA, tem-se como objetivo agrupar objetos com base em suas
semelhancas internas, deixando os que nao sdo semelhantes em grupos distintos.
Obtém-se, portanto, um dendrograma, grafico que indica os graus de similaridade
entre objetos, e organiza os dados em um esquema bidimensional. E feito um
calculo da distancia entre todas as amostras do conjunto, definindo-se uma matriz
de similaridade, onde os elementos da matriz sdo chamados de indices de
similaridade, variando de zero a um e indicando que quanto maior for o valor do

indice, menor € a distancia entre 0s grupamentos e maior a similaridade entre eles.
5.7.2 Anélise de Componentes principais - PCA

O uso de outras técnicas quimiométricas para analisar as respostas de uma
analise, tais como PCA possibilita a identificacdo da origem da variabilidade dos
resultados que causam a nao conformidade. A PCA correlaciona variaveis
transformando-as linearmente em um menor nimero de variaveis, com o objetivo
de encontrar um subespaco do espaco das variaveis onde os dados mais variam,
ou seja, h4 uma diminuicdo na dimensionalidade dos dados, aumentando a

possibilidade de interpretacéo deles, sem a perda de informagdes originais.
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5.8 Softwares utilizados no tratamento dos dados

Os programas Statistica® versao 7 e Microsoft Excel® foram usados no tratamento
de dados, que foram submetidos a andlise de variancia unidirecional (ANOVA) e
testes de comparacao multipla de Tukey usando planilha disponibilizada pelo
Centro de Ciéncias Agrarias da UFSCar. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas no nivel p< 0,05, com intervalo de confianca de 95%.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Otimizacdo do método de dissolugéo

Os resultados obtidos no planejamento fatorial completo 23 encontram-se
expressos na Tabela 6, empregando a Equacao 1 as respostas multiplas das areas
dos analitos foram calculadas e utilizando-as foi possivel confeccionar o grafico de
Pareto (Figura 8), e analisar o comportamento dos fatores (pH do meio, volume do

meio de dissolucéo e volume do eluente), verificando a possibilidade de otimizagcao

deles.
Tabela 6 Matriz do planejamento fatorial de dois niveis completo
Ensaio Volume do Meio oH Volume do Eluente  Resposta Mdultipla

(mL) (mL) (RM)

1 - (250) -(2) - (1) 7,34

2 + (750) -(2) - (1) 4,79

3 - (250) +(8) - (1) 1,95

4 + (750) +(8) - (1) 3,41

5 - (250) -(2) + (5) 10,16

6 + (750) -(2) +(5) 2,20

7 - (250) +(8) +(5) 2,84

8 + (750) +(8) + (5) 1,69

9 0 (500) 0 (5) 0(3) 2,35
10 0 (500) 0 (5) 03 2,64
11 0 (500) 0 (5) 03 2,96

Fonte: De autoria propria.

Analisando o grafico de pareto (Figura 10), observou-se que o volume do
meio se mostrou como uma variavel significativa, com efeito negativo, ou seja, em
menores volumes tém-se uma resposta analitica melhor, possivelmente em virtude

do aumento da concentracdo dos analitos. O pH do meio também foi uma variavel
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com significancia e efeito negativo, indicando que em menores valores é possivel
obter um melhor sinal analitico, pois em baixos valores de pH os compostos
fendlicos tendem a estar na sua forma protonada, ja o volume do eluente nédo se
apresentou como variavel significativa. Foi possivel observar também que as
interacOes entre volume do meio e pH do meio, bem como volume do meio e
volume do eluente demonstraram significancia, sendo a primeira com correlagéo
positiva, indicando o aumento de uma quando a outra aumenta, e a segunda
apresenta correlacdo negativa, ou seja, ha uma tendéncia da diminuicdo de uma

variavel quando a outra diminui.



..*
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2**(3-0) design; MS Pure Error= 0930253

19243 % 3,23327

% -1,23773 E

Fonte: Dados da pesquisa.



59

condicdes iniciais para esse fator, conforme o planejamento fatorial 23, que

constam na Tabela 6.

O planejamento experimental escolhido para Metodologia de Superficie de
Resposta (RMS) e otimizacdo das condigdes 6timas empregues na dissolucao foi
0 Box-Behnken (DBB), a matriz est4 descrita na Tabela 7. Uma RMS pode ser
utilizada quando se deseja maximizar ou minimizar uma resposta, e nesse caso
especifico que se tem trés fatores (volume do meio, pH e volume do eluente) para
avaliacdo, € mais vantajoso a sua utilizacéo por possibilitar a realizacdo de uma
menor quantidade de experimentos, em relagdo a outros modelos estatisticos,
sendo um total de 15 experimentos, ja incluindo 3 pontos centrais. Esse
planejamento é indicado para avaliar os niveis baixo, central e alto dos fatores,
fixando uma variavel em zero e executando um fatorial 22 nas outras duas
variaveis, sendo utilizado para investigar as possiveis interacdes entre as variaveis

experimentais.

Apbs a realizacao dos ensaios de dissolugéo considerando o planejamento
experimental DBB, foi possivel calcular as respostas multiplas das areas dos
analitos por meio da Equacédo 1 e os dados obtidos encontram-se descritos na
Tabela 7. Com esses resultados foi possivel entdo obter graficos (Figura 13) da
superficie de resposta com as interacdes entre as variaveis. Pode-se observar que
nos ensaios experimentais destacados em negrito (2, 6 e 13) foram obtidos os
maiores valores de resposta multipla, inferindo-se que quanto menor for os valores
de pH, melhores sdo as condi¢cdes de respostas obtidas. Tal fato € compreensivel,
visto que em baixos valores de pH os analitos presentes demonstram-se mais
disponiveis no meio de dissolucao, consequentemente ha um aumento na resposta
analitica em relacdo aos mesmos, principalmente quando ha uma reducédo no
volume do meio. Alguns trabalhos descreveram que condi¢des acidas de extracédo
favorecem a extragcdo devido a estabilizacdo de alguns compostos como
antocianinas (LIN et al., 2012; CASSOL; RODRIGUES, 2019; ESCOBAR-ORTIZ
et al.,, 2021; NGUYEN et al., 2022).
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Tabela 7 Matriz do planejamento experimental Box-Behnken

Ensaio Volume de H Volume de Resposta Mdltipla

Meio P Eluente (RM)

1 - (250) - (1) 0(2) 6,39

2 + (500) - (1) 0(2) 5,55

3 _ (250) (;) 0(2) 3,00

4 + (500) (;) 0(2) 2,60

5 - (250) (g) - (1) 470

6 + (500) (g) - (1) 5,36

7 - (250) (g) +(3) 4,33

0

8 + (500 + (3 3,54
(500) ) 3)

9 0 (375) - (1) - (1) 3,39

+
10 0 (375 -1 3,07
@75 g (1)

11 0 (375) - (1) +(3) 3,78

12 0 (375) (;) +(3) 3,02

13 0 (375) (g) 0(2) 5,36

14 0 (375) (g) 0(2 4,58

15 0 (375) (g) 0(2) 4,94

Fonte: Dados da pesquisa.
6.2 Teor de fendlicos totais das amostras de hibisco

O teor de fendlicos totais (TPC) foi determinado com base no ensaio do
reagente Folin-Ciocalteu, um método colorimétrico baseado em reacdes de

transferéncia de elétrons entre o Folin e os compostos fendlicos presentes na
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amostra. Para isso, foi construida uma curva de calibracdo com concentracbes
conhecidas de acido gélico relacionando a concentragéo e o sinal analitico obtido,
a absorvancia, gerando a e a equacao de reta (Equacao 8).

y = 0,1006x - 0,0077 8)

O coeficiente de determinacéo foi de R2=0,9988 e essa equacéo foi utilizada
para calcular os valores de concentracéo fendlicos totais encontrados nos ensaios

experimentais, conforme a Tabela 8.

Tabela 8 Teor de Fendlicos Totais

Ensaio Volume do Meio pH do meio Abforbéncia TPC
(mL) (A =765 nm) (mg/100g)
1 - (250) (2) 0,078 8518,89
2 + (750) 2) 0,027 10347,91
3 - (250) (8) 0,078 8518,89
4 + (750) (8) 0,032 11838,96
9 0 (500) (5) 0,049 11272,36
10 0 (500) (5) 0,050 11471,17
11 0 (500) (5) 0,046 10675,94

Fonte: De autoria propria.

No geral, quanto maior a intensidade da coloracdo modificada no ensaio,
maior a incidéncia de compostos fendlicos na amostra, ou seja, maior a quantidade
de substancias redutoras presentes e consequentemente maiores os valores de
absorvancia, visto que a absorvancia € inversamente proporcional a transmitancia,

uma vez que a coloracdo é intensificada, a passagem da luz e a transmitancia
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diminui, o que se mostra condizente com os resultados da Tabela 8, a medida que

a concentracao de fendlicos aumenta, tem-se um aumento também nos valores de

absorvancia.

Foi também gerado um grafico de pareto para o TPC (Figura 12), e este

apresentou como variavel significativa o volume, que tem efeito negativo,

indicando, portanto, que em volumes menores de solugcédo tampao, a eficiéncia da

dissolucéo é maior. Entretanto, analisando esse grafico, observa-se que a variavel

pH e a interacéo entre pH e volume do meio néo tiveram efeitos significativos na

determinacao do TPC.

(1 olume do Meio

1by2

(Z)pH

Figura 12 Grafico de Pareto do Teor de Fendlicos Totais

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: TRC
25 2-0) design; M5 Residuak, 0000157
v TPC

.

5539052

5539052

10,91

p=05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: autoria propria
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6.3 Determinacdo das condi¢cbes otimas e validacdo do modelo

matematico

Na Figura 13 consta os graficos para superficies de resposta (RSM),
considerando as interacGes entre: pH e volume do meio; volume do eluente e
volume do meio e; pH e volume do eluente. Busca-se ilustrar a regido definida pelas
varidveis em funcdo méxima dissolucdo das capsulas de hibisco, verificando-se
que as mesmas apresentam caracteristicas de pontos de sela, portanto, as
coordenadas do ponto critico ndo fornecem valores maximos, nem minimos. Na

Tabela 9 constam valores de alguns parametros obtidos através da RSM.

Tabela 9 Coeficientes da regresséo linear, desvio padrdo dos coeficientes, valores de t e
probabilidade estatistica p dos coeficientes do modelo referente a dissolu¢do de capsulas de

hibisco
Fatores Coeficiente E:j;/;g t p

Intercepto 4,062500 0,111293 36,50278 0,000750
X1 0,037500 0,136305 0,27512 0,809042
X2 -0,930000 0,100318 -6,82291 0,020813
X3 -0,230000 0,136305 -1,68739 0,233582
X1.X2 -0,147292 0,100318 -1,46825 0,279765
X1.X3 0,435208 0,136305 4,33828 0,049241
X2.X3 0,387708 0,100318 3,86479 0,060898
X12 -0,307500 0,192765 -1,59521 0,251718
X22 -0,362500 0,192765 -1,88053 0,200779
X3? -0,112500 0,192765 -0,58361 0,618530

Legenda: x1: volume do meio; x2: pH do meio; x3: volume de eluente.

Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo a Tabela 9, pode-se observar que apenas a variavel pH (x2) e a
interac&o entre as variaveis volume do meio (x1) e o volume do eluente (x3), foram

considerados estatisticamente significativa em termos lineares, considerando nivel
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de significancia de 5% (p<0,05), portanto, a Equacdo (9) descreve o modelo

matematico considerando as parcelas estaticamente significativas.

RM = 4,0625 — 0,9300x, + 0,4352x,x3 9

Destaca-se que a variavel X2 com maior efeito maior efeito (p = 0,0208),
influenciando de forma inversa, ou seja, quanto maiores seus niveis, menor € a
eficiéncia na dissolucdo das capsulas de hibisco. Verifica-se também que a

interacdo X1Xs também em termos linear, exerce efeito positivo sobre a dissolugao.
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Figura 13 Superficies de resposta e contorno para as respostas em funcéo das variaveis: A) pH e volume do meio, B) volume do eluente e volume
do meio e C) pH e volume do eluente

Fitted Surface; Variable: RM Fitted Surface; Variable: RM
3 3-level factors, 1 Blocks. 15 Runs; MS Pure Emor=, 1486333 3 3Hewel factors, 1Blocks, 15 Runs; M S Pure Error=,1486333
DV: RM DV:RM

=5,5
5
s as
14 [
[ s

Fitted Surface; Vanable: RM
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs M S Pure Error=,1486333
DV: RM

Fonte: Dados da pesquisa.
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Na Tabela 10 constam os efeitos para matriz do planejamento Box-
Behnken, verificando-se que os valores de média quadrética, e grau de liberdade
para falta de ajuste e para o erro puro, séo respetivamente: 1,434700 e 3; 0,148633
e 2. Com esses valores foi calculado o F experimental seguindo a Equacéo 10,
onde MSFA representa a média quadratica da falta de ajuste e MSEP, a média
quadratica do erro puro. O F calculado foi de 9,65261, esse resultado foi
comparado com o F Tabelado considerando os graus de liberdade 3 e 2 e o nivel
de significancia de 5%, o valor de F Tabelado corresponde a 19,16. Verificando-se,
portanto, que o F experimental € menor do que o F Tabelado, e modelo néo
apresenta falta de ajuste. Além disso, o coeficiente de regressao linear apresentou
valor sqr = 74702, com 74,70% de concordancia ao modelo.

F = (MSFA/MSEP) (10)

Tabela 10 ANOVA dos efeitos calculados para matriz Box-Behnken

SS df MS F P (significancia)

(1) Volume do meio L+Q 0,33167 2 0,165833 1,11572 0,472653
(2) pH (L) 9,71659 2 4,858293 32,68643 0,029686
(3) Volume do eluente L+Q 2,64328 2 1,321639 8,89194 0,101092
1*2 0,37823 1 0,378225 2,54468 0,251718
1*3 0,52563 1 0,525625 3,53639 0,200779
2*3 0,05063 1 0,050625 0,34060 0,618530
Lack of Fit 4,30410 3 1,434700 9,65261 0,095324

Pure Error 0,29727 2 0,148633

Total SS 18,20529 14

Fonte: Dados da pesquisa.
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O modelo mostrou-se com ajuste pois o coeficiente de regressao linear
apresentou valor sgr = 74702, indicando cerca de 74,70% de ajuste ao modelo.
Portanto, as condi¢des 6timas estabelecidas foram volume do meio (333 mL), pH

do meio (2) e volume do eluente (2 mL).

Como o volume utilizado no meio de dissolucao é relativamente grande, pois
h& necessidade do contato da haste do dissolutor apenas com a solucédo do meio,
evitando o contato direto com a capsula, dessa forma, apds o processo de
dissolucéo, é imprescindivel a realizacdo de uma etapa de extracdo do dissolvido,
para que os analitos possam ser pré-concentrados em um volume menor,
aumentando assim a concentracdo dos mesmos, o0 limite de deteccdo e a
sensibilidade da técnica empregada para identificacdo dos compostos bioativos.

Figura 14 Grafico de probabilidade normal dos residuos para resposta

Observed vs. Predicted Values
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=,1485333
0 RM

Predicted Yalues

1]
[1,]

2,0 25 3,0 3.5 4,0 4,5 3,0 6,0 6,9 7.0

Observed Values

Fonte: De autoria propria.
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Também é possivel verificar na Figura 14 a inspecdo da normalidade
comparando-se a frequéncia acumulada dos residuos padronizados e a curva
normal para a varidvel resposta, cada numero corresponde a um ensaio

experimental, conforme a matriz de planejamento indicada na Tabela 7.

Percebe-se que o0s residuos apresentam distribuicdo assimétrica,
entretanto, o ensaio experimental 12 que apresenta condi¢cdes superiores para 0s
valores de pH e volume do eluente, e central para o volume do meio, sugerindo a

presenca de um outlier, ou seja, um ponto que esta distante da linha de tendéncia.

6.4 Perfil cromatografico das amostras de hibisco

A tentativa de identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada por meio
da comparacao entre os espectros das amostras, tempos de retencéo e valores de
comprimento de onda dos padrbes analiticos, conforme a Tabela 3 (pagina 44).
Dos 17 analitos identificados pelo método de separacdo cromatogréafica
(MAGALHAES, 2022), foi possivel detectar um total de 13 analitos no processo de
otimizacao, os picos dos mesmos estdo mencionados no modo varredura, indicado

no cromatograma presente na Figura 15.

Foram identificados, portanto: os acidos galico, protocatecuico, clorogénico,
cafeico, sinringico, p-cumarico, ferudlico, elagico e trans-cinamico, bem como os
flavonoides catequina, vanilina, rutina e a naringenina. Verifica-se através de
estudos que os dois primeiros analitos séo os principais acidos fendélicos presentes
em amostras de hibisco (CHU; CHEW; NYAM, 2021), sendo o &cido protocatecuico
o0 mais frequentemente encontrado (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; GIBIS;
ZEEB; WEISS, 2014; MOURA et al., 2018). O acido elagico normalmente aparece
em folhas de H. sabdariffa (CHEN et al., 2013) e o ferulico, além das folhas, nos
calices da planta (CHEN et al., 2013; PIMENTEL-MORAL et al., 2020; ESCOBAR-
ORTIZ et al., 2021).
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Figura 15 Cromatograma da amostra com os analitos identificados nhos comprimentos de onda de
260 — 360 nm

mAU
-REFERENCIA PADRAO - 13 ANALITOS.Icd MaxPlot 260-360nm,4pm

: i

, 50 10,0 15,0 20,0 250 30,0 35,0 40,0 min

Legenda: (1) acido galico (TR = 6,99); (2) acido protocatecuico (TR = 10,29); (3) catequina (TR =
13,55); (4) acido clorogénico (TR = 15,55); (5) acido cafeico (TR = 16,43); (6) acido sinringico (TR
= 17,95); (7) vanilina (TR = 18,91); (8) 4cido protocatecuico (TR = 20,16); (9) &cido ferulico (TR =
21,82); (10) rutina (TR = 25,43); (11) acido elégico (TR = 26,47); (12) acido trans-cindmico (TR =
29,48); (13) naringenina (TR = 30,24) e; TR: tempo de retencao.

Fonte: Dados da pesquisa.

Quatro analitos que poderiam ser separados e detectados pelo método de
separacdo cromatografica (MAGALHAES, 2022), ndo foram identificados, esses
sdo: quercetina, crisina, kaempferol e acido sinapico. Entretanto, fazendo-se o
paralelo com a literatura, percebe-se a quercetina foi identificada em calices e
pétalas de H. sabdariffa (BORRAS-LINARES et al., 2015; MAR et al., 2020;
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ESCOBAR-ORTIZ et al., 2021), ja a crisina, nas buscas atuais ndo foi possivel
encontrar nenhum estudo de avaliagdo do seu teor em amostras de hibisco. O
kaempferol normalmente aparece nas amostras em sua forma glicosilada, e apesar
de néo ter sido detectado na andlise das capsulas de hibisco aparece como um
dos principais constituintes de extratos de H. cannabinus, concentrando-se em
sementes (SIM; NYAM, 2021) e em H. sabdariffa aparece juntamente com a
guercetina (HAPSARI; MANIKHARDA; SETYANINGSIH, 2021). Uma possibilidade
levantada para a ndo deteccdo de kaempferol pode estar relacionada com as
condi¢des de dissolucao, visto que um estudo (ZHEN et al., 2016) indicou hidrolise
acida na temperatura de 90° por tempo de 60 minutos, para sua extracao,
entretanto, ainda assim, houve maior contribuicdo de seus isbmeros. Quanto ao
acido sinapico, o0 mesmo é descrito como principal componente em sementes de
H. cannabinus (DHAR et al., 2015; CHU; CHEW; NYAM, 2021; MANDAJI; PENA;
CHISTE, 2022).

6.5 Peso médio

E um teste realizado para verificar a uniformidade de peso entre as unidades
de um mesmo lote de capsulas e consiste na pesagem de 20 capsulas
individualmente. Segundo a Farmacopeia (BRASIL, 2019) o limite de variacao
permitida do peso médio para cdpsulas duras e moles com mais de 300 mg deve
ser de +7,5%, podendo-se tolerar no maximo duas unidades fora desse limite, em
relacdo ao peso médio do contetudo, porém, nenhuma podera estar acima ou
abaixo do dobro desse percentual. O DPR (desvio padrao relativo) possibilita
verificar o grau de variabilidade no lote produzido, bem como avaliar a eficacia e

confiabilidade do processo de produc¢éo do farmaco.

Os dados do teste realizado encontram-se listados na Tabela 11, e pode-se
observar que das seis capsulas, apenas uma nao apresenta uniformidade na sua

producédo, que é a HIBMIX, apresentando uma variacdo de 9,996%, valor acima do
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€ aceitavel, de acordo com a Farmacopeia (BRASIL, 2019), além de apresentar
duas unidades fora do dobro do limite percentual permitido. O teste do peso médio
é, portanto, uma forma de avaliagdo da uniformidade do conteddo das capsulas, é
uma forma de contribuir com a qualidade do medicamento e garantir qualidade para
o consumidor, visto que a ndo uniformidade fora dos limites estabelecidos, implica
diretamente na quantidade do principio ativo manipulado. Dessa forma, constata-
se que todas as capsulas, com excecdo da HIBMIX foram aprovadas segundo 0s
critérios de especificacdo estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2019)

Tabela 11 Resultados da analise do peso médio de capsulas de hibisco

com 500 mg

FITPI FITPII SMNUT MTCMT HIBMIX CMBFIT
(n=28) (n =20) (n =20) (n = 20) (n =20) (n =20)

PM (g) 0,4799 0,4818 0,3876 0,4397 0,4118 0,3522

LI(g) 04439 04457 0,3585 0,4068 0,3809 0,3258
LS(g) 05158  0,5180 0,4166 0,4727 0,4427 0,3787
MEPI 04397 0,681 0,3602 0,4007 0,3042 0,3258
MAPI 05007  0,4702 0,3678 0,4283 0,4558 0,3402
NAFL 1 0 0 0 2 2
NAFDL 0 0 0 0 2 0

DP 0,0179 0,0113 0,0171 0,0135 0,0412 0,0149

DPR (%) 3,721% 2,352% 4,415%  3,061% 9,996% 4,243%

Legenda: PM = peso médio; LI = limite inferior permitido em relagdo a +7,5% de variacdo; LS =
limite superior permitido em relacdo a +7,5% de variacdo; MEPI = menor peso individual encontrado;
MAPI = maior peso individual encontrado; NAFL = nimero de amostras fora do limite (7,5%); NAFDL
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= namero de amostras fora do dobro do limite (15%); DP = desvio padrao; DPR (%) = desvio padrao
relativo.
Fonte: Dados da pesquisa.

6.6 Teste de desintegracao

Realizou-se a desintegracéo de seis capsulas de cada amostra comercial,
conforme indicado pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019), e foram
determinados o0s tempos de desintegracdo e desvios padrao para todos as
capsulas. O teste é realizado para verificar o tempo que se leva para que a capsula
se desintegre completamente, ou seja, 0 tempo em que ocorre o rompimento do
invélucro é um parametro de qualidade. Isso é realizado com a aparelhagem ja
especificada na secéo 5.2 (pagina 45) e o meio sendo agua, para verificar se a
capsula se desintegra dentro do tempo limite especificado pela monografia do
produto. O tempo limite de desintegracdo para capsulas duras € de 45 minutos, e
como se pode observar na Tabela 12, todas as capsulas obedeceram a esse limite

de tempo para o ensaio de desintegragao.

Tabela 12 Teste de Tukey a 5% para ensaios de desintegracéo

Amostras Tempo de desintegracdo (min)
FITPI 2'09” 2+ 6'56”
FITPI 20'48”" 2+ 5°87”
SMNUT 6'00” 2+ 4°37”
MTCMT 817”7 2+ 284"
HIBMIX 20'00” 2 + 5’53”
CMBIT 15’55” @ + 2’38”

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra na coluna ndo difere entre si a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey.
Fonte: Dados da pesquisa.
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A desintegracdo € completa quando néo resta nenhum residuo das capsulas
na tela metalica do aparelho de desintegracdo, exceto quando houver partes
insolaveis do material encapsulado (BRASIL, 2019). Os tempos de desintegracao
das amostras FITPII e HIBMIX foram relativamente superiores as demais, pois o
material parede demorou mais tempo para se desintegrar, estes foram
considerados desintegrados quando apenas restaram fragmentos insolUveis na
tela metalica, entretanto, em conformidade com o teste Tukey, as médias de tempo

de desintegracdo ndo apresentam diferencas significativas.

6.7 Teste e perfil de dissolucéao

O teste de dissolucdo possibilita determinar a quantidade de substancia
ativa liberada no meio de dissolucdo quando capsulas sdo submetidas a uma
aparelhagem e condi¢Bes experimentais especificas, com a retirada de aliquotas
entre a regido intermediaria, entre a superficie do meio de dissolucdo e a parte
superior das péas, a ho minimo 1 cm de distancia da parede interna do recipiente
em certo intervalo de tempo apos o inicio da dissolucdo (BRASIL, 2019). Apds a
retirada da aliquota de 10 mL o meio foi reposto com volume e condi¢Bes de
temperatura e pH iguais, e a aliquota retirada, filtrada para leitura em
espectrofotdbmetro seguindo o ensaio do reagente Folin-Ciocalteu. Tracou-se um
gréafico do perfil de dissolucdo das amostras (Figura 16), e como pode-se observar
que o tempo médio de estabilizacdo da dissolugdo para todas as amostras foi de
30 min, estabilizando completamente no ultimo intervalo de tempo. Esse teste visa
verificar desvios padrédo com relacdo a producdo das capsulas, bem como
monitorar a qualidade do produto, avaliando a porcentagem de liberacdo do
farmaco dentro de um intervalo de tempo. Salienta-se que as condi¢des para 0s
ensaios foram as mesmas ja otimizadas, 333 mL para o volume do meio e 2 para

o valor de pH e que os ensaios foram realizados em triplicata para cada capsula.
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Figura 16 Perfil de dissolucdo para as amostras in natura de hibisco
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Fonte: De autoria propria.

Segundo a Farmacopeia (BRASIL, 2019), a liberacdo de principios ativos
apos o inicio da dissolugéo deve ocorrer em até 30 minutos, foi colocado o periodo
de 90 minutos para a dissolucéo para melhor detalhamento do processo, e como
se pode observar no grafico (Figura 16), apos os 30 minutos, que ndo ha aumento

significativo na concentracdo de fendlicos no meio, para a maioria das amostras;
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ou seja, infere-se que a liberacdo dos bioativos aconteceu dentro do intervalo de

tempo pré-estabelecido pela Farmacopeia.

Verificando-se os valores de concentragbes de fendlicos totais em mg
equivalentes de acido galico, no tempo de 45 min, realizou-se o teste de Tukey
para verificar se ha diferenca estatistica entre as amostras apos o tempo de
estabilizacao de liberacdo do farmaco, obtendo-se os valores listados na Tabela
13.

Tabela 13 Teor de fendlicos totais em amostras comerciais

Amostras TPC (mgEqAQ/1009)
MTCMT 4.947 2 + 546
FITPII 4.6822 + 358
HIBMIX 4.0202 + 109
CMBFIT 3.9762 %+ 140
SMNUT 3.8442+ 234
FITPI 3.5792+ 421

Médias de seguidas por pelo menos uma mesma letra na coluna n&o difere entre si a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os estudos que envolvem determinacdes de fendlicos em amostras de
hibisco, estudaram a planta in natura, utilizando partes principais como folhas,
flores, e céalices em diferentes modos de extracdo para posterior quantificacdo dos
teores, normalmente obtidos com ensaios de Folin-Ciocalteu, com resultados
expressos em equivalentes de acido galico. Comparando-se trés estudos que
determinaram TPC em folhas de H. sabdariffa o teor de fendlicos encontra-se numa
faixa de 3,2 mg a 35,4 mg/100 g (ALARCON-ALONSO et al., 2012; CHEN et al.,
2013; ZHEN et al., 2016), ja nos calices de H. sabdariffa 2,26 mg a 929 mg/100 g
(HERRANZ-LOPEZ et al., 2012; ESCOBAR-ORTIZ et al., 2021), e em flores, 4 696
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mg a 5 602 mg/100 g (GUINDANI et al., 2011; JABEUR et al., 2017; ROSSATTO;
BINDES; CARDOSO, 2017).

De acordo com os dados listados na Tabela 13, os valores de TPC
encontrados para as capsulas de hibisco, situaram-se na faixa de 3.579 a 4.947
mg/100 g, valores que sao superiores aos normalmente encontrados em amostras
in natura. E importante destacar que o ensaio com o reagente Folin ndo determina
com precisdo a quantidade de fendlicos presentes na amostra devido a
possibilidade da existéncia de outros constituintes como acido ascoérbico, que
podem sofrer reducao, reagindo com os acidos fosfomolibidico e fosfotungstico,
formando o complexo azul de molibdénio, conforme mecanismo descrito na Figura
10 (pagina 52). Além disso, existe também um fator ndo menos importante que diz
respeito a origem geografica do cultivo do hibisco, o que pode tornar sua
composicdo mais ou menos rica em compostos fenélicos, bem como quais as

partes da planta foram utilizadas para a producéo da capsula.

Entretanto, existem alguns trabalhos que relataram TPC com valores
préximos aos encontrados para as capsulas de hibisco, a exemplo dos seguintes
estudos que envolveram: a simulacdo de condic¢des fisiolégicas com a submissao
de célices de H. sabdariffa submetidos a uma hidrélise enzimatica com pepsina,
obtendo-se 4.588 mg/ 100g de TPC (SAYAGO-AYERDI et al., 2021); um estudo de
25 variedades mexicanas de H. sabdariffa, em que os calices foram submetidos a
extragBes com etanol acidificado com &cido cloridrico, obtendo-se um intervalo de
2.400 mg a 10.000 mg/ 100 g (BORRAS-LINARES et al., 2015); a extracdo de 6leo
de sementes de H. cannabinus, com os solventes éter de petrdleo ou hexano e
extracdo com fluido supercritico, obtendo-se o TPC de 5.880,60 mg/100 g (CHU,
CHEW; NYAM, 2021).
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6.8 Analitos identificados na analise de amostras de hibisco

Ensaios de dissolucdo com as condicbes otimizadas e SPE, foram
realizados com as cépsulas comerciais de hibisco, com respectivos cédigos
especificados na Tabela 5 (pagina 54), os extratos obtidos foram submetidos a
analise via HPLC-DAD para comparagao com 0s espectros de padrdes analiticos.
Os perfis cromatograficos das seis amostras analisadas estédo representados nas
Figuras 17 e 18, e na Tabela 14 constam os valores de areas dos picos obtidos na
andlise dos seis extratos.

Analisando a Tabela 14, pode-se observar que os acidos protocatecuico,
ferdlico, elagico e p-cumarico e a naringenina, aparecem na composi¢ao de todas
as seis amostras de cépsulas de hibisco analisadas. Apesar do &cido p-cumarico
e da naringenina terem sido detectados em todas as amostras, 0 primeiro nao é
frequentemente descrito na literatura para o hibisco. Através de leituras verificou-
se poucos trabalhos relacionados, em uma analise do extrato de folhas de H.
sabdariffa, utilizou-se padrdes que incluiam tanto o &cido p-cumarico, quanto a
naringenina para verificar a presenca dos mesmos e estes nao foram identificados
(LIN et al., 2012). Ja em outros trabalhos realizados o acido p-cumaérico foi
identificado em extratos de H. acetosella (MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022), e em
extratos de folhas e sementes de H. cannabinus, juntamente com a naringenina
(CHU; CHEW; NYAM, 2021; SIM; NYAM, 2021).

O acido gélico nao foi determinado em todas as amostras, mas assim como
os acidos protocatecuico e feralico, também € descrito como um dos principais
acidos fendlicos presentes em amostras de hibisco (CHU; CHEW; NYAM, 2021). E
possivel verificar a presenca dele e do acido siringico, na composi¢cao de calices
(ESCOBAR-ORTIZ et al., 2021) e 6leos de sementes de H. sabdariffa e H.
acetosella (DHAR et al., 2015). Nos extratos de folhas de H. acostella e em calices
de H. cannabinus, registrou-se a presenca do acido galico, além dos acidos cafeico,
e acido clorogénico (SIM; NYAM, 2021; MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022).
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Alguns fendlicos como a vanilina, rutina e os acidos siringico e cafeico, foram
detectados em cinco das seis capsulas de hibisco. Em relacdo a vanilina, na
literatura consultada, encontrou-se apenas um registro da sua presencga em caules
e sementes de H. cannabinus (RYU et al., 2017). Quanto ao acido trans-cinamico,
0 mesmo so foi detectado em uma das seis amostras analisadas, e em uma busca
de estudos envolvendo a presenca desse analito no perfil fendlico de hibisco, nédo

se obteve resultados para o presente acido.

Quanto a catequina e rutina, os mesmos foram detectados em praticamente
todas as amostras, sendo o primeiro analito encontrado comumente em folhas e
calices de H. sabdariffa (LIN et al., 2012; CHEN et al., 2013; ESCOBAR-ORTIZ et
al., 2021) e em o6leos, extratos de sementes (MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022) e
folhas de H. cannabinus (CHU; CHEW; NYAM, 2021). Ja, a rutina, é registrada em
extratos de flores de (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014) e calices H. sabdariffa
(ALARCON-ALONSO et al., 2012; ZHEN et al., 2016; ALARA et al., 2020).

As duas espécies de hibisco mais cultivadas e economicamente importantes
sdo o H. sabdariffa e H. cannabinus, entretanto, o H. acetosella também vem sendo
amplamente utilizada e cultivada no Brasil (MANDAJI; PENA; CHISTE, 2022). Nos
rétulos das amostras analisadas, ndo ha descricdo das informacdes referentes ao
tipo de hibisco utilizado para o encapsulamento, bem como a parte da planta que
foi utilizada (caule, flores, folhas ou sementes), sendo essas informacfes
importantes para comparar o0s dados presentes na literatura com maior
fidedignidade. Dos analitos identificados na andlise, o acido trans-cindmico, foi
identificado em apenas uma amostra e nao se obteve resultados de outros estudos

gue relatem sua identificagdo em amostras de hibisco.
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Analito FITPI FITPII SMNUT MTCMT HIBMIX CMBFIT
identificado (u.a) (u.a) (u.a) (u.a) (u.a) (u.a)
AP 3.3459 + 143 17.710° + 578 7.873°+ 552 6.320° + 891 6.410° + 484 48.049% + 1.502
AE 201.478* + 10.315 123.273°+2.109 135.455° + 8.948  138.585+9.423 12.1187°+ 73 146.066° + 419
AG 1.793°+ 727 22.363% + 287 6.569° + 854 ND ND ND
AS 23.840% + 6.870 2.424° + 76 1.804° + 74 3.186° + 158 ND 17.408° + 1.861
CT 49.728% + 6.972 ND 1.438° + 155 1.113° +98 12.511°+ 191 ND
VL ND 4.449° + 202 4.890° + 886 3.727° + 896 6.037°+1.838 14.135° + 749
ATC ND 4532 £ 109 ND ND ND ND
NG 3.414° + 192 1.796° + 299 2.062° + 296 2.557°+230 1.727°+ 138 3.379°+ 278
APC 3.9839+ 658 30.149° + 4.820 13.792°¢ + 4.545 5.726% + 479 6.972¢ + 783 19.953 + 258
ACL 9.722° +3.887 15.841° + 1.229 24.656° + 4.354 ND 9.247°+1.874 ND
AC 2.276°+ 336 3.685° 327 4.129° + 251 ND 5.019° + 279 3.976" 256
AF 1.101°+ 122 1.452¢+ 379 1.485¢+ 154 2.268° + 237 1.637° + 216 9.263% + 422
RUT 2.417° + 231 13.972° + 1.041 13.611° +2.401 ND 1.863 +53 30.978" + 357

Legenda: AG = acido galico; AP = acido protocatecuico; CT = catequina; ACL = acido clorogénico; AC = acido cafeico; AS = acido sinringico;

VL = vanilina; APC = acido p-cumarico; AF = &cido ferulico; RUT = rutina; AE = acido elagico; ATC = 4cido trans-cinamico; NG = naringenina;

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 17 Perfil cromatografico de produtos comerciais contendo hibisco na forma de capsulas

(sobreposi¢des 260 nm - 360 nm): A) FITPI; B) FITPII; C)SMNUT; D) MTCMT.

Legenda: linhas nas cores preta, rosa, azul, marrom, verde e laranja referem-se aos cromatogramas
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Figura 18 Perfil cromatografico de produtos comerciais contendo hibisco na forma de capsulas
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Fonte: Dados da pesquisa.
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6.9 Andlise exploratéria dos dados — HCA e PCA

Com base nessas informacBes das areas dos analitos identificados na
Tabela 14, foi realizada uma analise multivariada, obtendo-se graficos de HCA e
PCA, bem como informacdes complementares a respeito do conjunto dos dados

e suas similaridades.

A HCA e PCA sao estratégias que podem ser adotadas com o objetivo de
se obter informac@es diversas sobre um conjunto de dados, sendo empregue em
varios estudos que objetivam extracdo, determinacdo e/ou quantificacdo de
compostos fendlicos em amostras de H. sabdariffa. Um estudo realizou a extragéo
em calices de 25 variedades de H. sabdariffa para caracterizacdo do perfil
fitoquimico, aplicando a metodologia de analise HPLC-DAD-ESI-TOF-MS. Como
forma de verificar a semelhanca entre essas 25 amostras, foi empregue a analise
de componentes principais (PCA), com os dois primeiros componentes principais
(PC1 e PC2) explicando 98,70% da variancia total das amostras, podendo-se inferir
gue as diferencas observadas entre as composicoes desses extratos derivaram da
composicéo das antocianinas presentes nos mesmos (BORRAS-LINARES et al.,
2015).

Em um outro trabalho, também realizado com calices de hibisco que foram
submetidos a varios ensaios de extracdo solido-liquido (SLE), com modificacdes
nas condigcbes experimentais, e com o intuito de se identificar os compostos
associados com a estabilidade de antocianinas, os extratos foram analisados via
UPLC-PDA e os resultados dessa analise forneceram dados para geracdo de
graficos de HCA e PCA, verificando-se que os dois primeiros componentes
principais (PC1 e PC2) descreveram 77,54% da variancia dos dados, possibilitando
inferir que os compostos fendlicos quercetina, miricetina, kaempferol-3-o-
glucésido, acido elagico e rutina sdo os compostos que possuem maior efeito na
estabilidade das antocianinas (ESCOBAR-ORTIZ et al., 2021).
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Com um objetivo um pouco diferente das demais pesquisas relatadas acima,
extratos de calices de hibisco foram obtidos por meio de extracdo assistida por
micro-ondas com diversas modificagbes nos parametros de extracdo e
determinacao do TPC. Com os dados obtidos realizou-se uma HCA para classificar
e identificar semelhancas entre dez tratamentos de extracao, verificando-se assim,
agueles que apresentavam maior similaridade. Apés a escolha do melhor
tratamento, realizou-se uma analise por HPLC-DAD-ESI-MS/MS, identificando um
total de treze compostos fenolicos (CASSOL; RODRIGUES, 2019).

Percebe-se que os dados de HCA e PCA possibilitam a interpretacdo de
resultados de uma forma muito ampla, assim, para entender melhor a distribuicao
dos analitos entre as capsulas foi aplicada a Analise de Agrupamentos Hierarquicos
(HCA), obtendo-se um dendrograma (Figura 19), em que € possivel observar que
na distancia Euclidiana proxima a 4500, no eixo y, ocorre a discriminacéo de dois
clusters (A e B), indicando que os dois grupamentos estédo distantes entre si. No
grupo A, do lado esquerdo, estdo contidas as capsulas CMBFIT e um subgrupo
com HIBMIX, MTCMT, SMNUT e FITPII, jA o grupo B, do lado direito, contém
apenas a amostra FITPI. A HCA visa exibir os dados em um espaco bidimensional
enfatizando seus agrupamentos e padrdes naturais, enquanto a distancia entre os
pontos, reflete a similaridade de suas propriedades, possibilitando a determinacéo
da semelhanca entre amostras, de tal forma, o dendrograma obtido, representa as
relacbes de similaridade em termos de composicdo quimica das cépsulas de

hibisco.
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Figura 19 Dendrograma obtido pela Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) de capsulas de

hibisco em relacédo as areas analiticas obtidas com a integracao dos picos cromatograficos
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Legenda: CMA/CMB/CMC = triplicata da amostra CMBFIT; HIA/HIB/HIC = triplicata da amostra
HIBMIX; MTCA/MTCB/MTC = triplicata da amostra MTCMT; SMA/SMB/SMC = triplicata da amostra

SMBFIT; FIIA/FIIB/FIIC = triplicata da amostra FITPII; FIA/FIB/FIC = triplicata da amostra FITPI.
Fonte: Dados da pesquisa.

Realizou-se uma PCA com os mesmos dados utilizados para o HCA (Tabela

14), obtendo-se os graficos de autovalor (Figura 20), de disperséo e loadings

(Figuras 21 e 22). Os graficos de dispersado e loadings sé&o construidos pelo

agrupamento das amostras e na sua estrutura 0s eixos sdo componentes principais

(PCs) onde os dados séo projetados. Os autovalores fornecem a composicao das

PCs em relacéo as amostras e os disperséo e loadings, a composicdo das PCs em

relacdo as variaveis.
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Com relacdo ao gréfico de autovalor (Figura 20), € possivel perceber que sdo
necessarios apenas trés PCs para descrever o sistema, explicando 85,41% da
semelhanca entre as amostras, isso também pode ser confirmado com base na
analise da Tabela 15, onde se verifica os valores de variancia acumulados para as
duas componentes principais, que sdo responsaveis pela maior parte da variancia

entre as amostras.

Figura 20 Grafico de autovalor obtido pela Analise de Componentes Principais (PCA) de capsulas
de hibisco em relacéo as areas analiticas obtidas com a integra¢éo dos picos cromatogréaficos
identificados via HPLC-DAD

Eigenvalues of correlation matrix
Active variables only

39,78%

wn

Eigenvalue

18% 429%,30%, 26%, 1 2%, 0.4% ,02%, 0 1%

-1 : : : . : : ; :
-2 0 2 4 [ 3 10 12 14 16

Eigenvalue number

Fonte: Dados da pesquisa.

Além da interpretacdo dos valores indicados na Tabela 15, fazendo-se uma
analise visual, observa-se uma inflexdo do grafico de autovalor (Figura 20) na
terceira PC, o que é um critério utilizado para avaliacdo do numero de PCs, portanto,

confirma-se a utilizacéo de trés PCs para explicar a variancia dos dados.
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Tabela 15 Variancia explicada e acumulada ao longo as componentes principais

Variancia Autovalor Variancia

PC Autovalor explicada acumulado acumulada
(%) (%)

1 5,17 39,78 5,17 39,78
2 3,76 28,96 8,94 68,73
3 2,17 16,68 11,10 85,41
4 1,19 9,15 12,29 94,57
5 0,45 3,50 12,75 98,07
6 0,10 0,78 12,85 98,84
7 0,05 0,42 12,90 99,26
8 0,04 0,30 12,94 99,56
9 0,03 0,26 12,98 99,82
10 0,02 0,12 12,99 99,94
11 0,00 0,04 13,00 99,97
12 0,00 0,02 13,00 99,99
13 0,00 0,01 13,00 100,00

Fonte: autoria propria

Muitos trabalhos empregam a PCA com o objetivo de reduzir a dimenséo dos
problemas multivariados e identificar os parametros mais significativos que
descrevem o conjunto de dados a ser analisado ocasionando perda minima em
relacdo ao conjunto de dados originais (OLIVEIRA et al., 2012). Entende-se,
portanto, que a PCA é uma forma de projecdo dos dados experimentais de um
espaco de alta dimensdo, em uma dimensdo menor, substituindo um grande

namero de variaveis por um pequeno nimero de componentes principais que assim
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podem explicar suficientemente a estrutura dos dados, com o primeiro PC
descrevendo a maioria da variancia dos dados, em seguida o segundo PC descreve

uma menor variancia e assim sucessivamente.

Pode-se verificar que os PC1, PC2 e PC3 sdo componentes principais que
descrevem 39,78%, 28,96% e 16,68% das variancias, respectivamente, totalizando
85,41%. Optou-se por realizar uma comparacéo grafica da PCA com a realizacéo
de uma visualizacdo gréafica dos autovalores para observacdo de formacdo de
grupos de objetos de acordo com as suas similaridades e dos loadings, para avaliar

a contribuicdo de cada variavel na separacdo dos grupos

Observando o grafico de dispersdo da PCA (Figura 21-A), pode-se observar
gue no lado positivo da PC2 ha um agrupamento da amostra CMBFIT, enquanto a
parte positiva da PC1 tem um grupamento de amostras FITPIl, HIBMIX e SMNUT.
No lado negativo de ambas as PCs encontram-se as amostras FITPl e MTCMT. Por
meio da comparacdo com o gréfico de loadings (Figura 21-B), pode-se inferir que
os acidos ferulico e protocatecuico, influenciam na separacdo dos analitos
presentes na amostra CMBFIT, enquanto o acido elagico e a catequina, influenciam
na separacao das amostras FITPI e MTCMT e os acidos clorogénico, galico, trans-
cindamico e rutina, na das amostras FITPII, HIBMIX e SMNUT. Verifica-se que a
vanilina, acidos cafeico e protocatecuico, ndo estao influenciando na separacéo de
nenhuma das amostras com relacdo as PCs 1 e 2, a vanilina e o acido cafeico s6
séo identificados em 5 das seis amostras, nesse caso a vanilina ndo é identificada

7

na FITPI e o acido cafeico ndo é identificado na MTCMT, enquanto o &cido

protocatecuico € identificado em todas as amostras, todos apresentam areas

relativamente pequenas.

Pode-se observar pela Tabela 13 que das amostras agrupadas no lado
positivo (Figura 21-A), a FITPIl e HIBMIX, sdo as que possuem um maior teor de
fendlicos totais. Ainda analisando a Tabela 13, verifica-se que das amostras, a que
apresenta maior teor de fendlicos é a MTCMT, que pela Figura 21-A, pode-se

observar estar agrupada no lado negativo, juntamente com a amostra FITPIl, ambas
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possuem um alto teor acido elagico, apesar da primeira possuir um maior teor de
fendlicos e a ultima um menor teor de fendlicos, comparativamente. Com relacao
ao componente 2, percebe-se que se agrupam no lado positivo CMBFIT, que possui
uma quantidade de analitos influenciando sua separagcdo menor a das amostras que
estédo no lado positivo do componente 1, entretanto, ela possui em sua composi¢ao
uma maior concentracao de acidos sinringico, ferulico e protocatecuico, bem como

naringenina.

Analisando o gréfico de dispersdo da PCA (Figura 22-A), percebe-se que as
amostras HIBMIX e SMNUT, sofrem influéncia positiva das PCs 1 e 3, jaa MTCMT
sofre influéncia positiva em relacédo a PC3 e negativa em relacdo a PC1, CMBFIT e
FITPI, sofre influéncia negativa das duas PCs. FITPIl sofre influéncia positiva da
PC1 e negativa da PC3. Realizando um comparativo com o grafico de loadings
(Figura 22-B), infere-se que nenhum analito influéncia na separacdo das amostras
HIBMIX e SMNUT, enquanto os &cidos ferulico influencia a separacdo de CMBFIT
e 0s 4cidos elagico e sinringico, catequina e naringenina, influenciam a separacao
de FITPI. Acidos clorogénico, protocatecuico, trans-cindmico e galico, e a rutina
influenciam a FITPII. Destaca-se que a MTCMT néo sofre influéncia de nenhum dos
analitos, considerando as PCs 1 e 3. Aqui observa-se novamente o comportamento
descrito pelo dendrograma (Figura 19), a formacéo de dois grupos de amostras bem
caracteristicos que possuem a separacao sendo influenciada pelos analitos de
forma semelhante, é o caso das amostras FITPII, HIBMIX, SMNUT e CMBFIT, para
0s PCs 1 e 2, e para as amostras CMBFIT, FITPI e FITPII, considerando os PCs 1
e 3.
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Figura 21 Diagrama de disperséao e de loadings para PCs 1 e 2
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Legenda: A) grafico de dispersdo das PCs 1 versus 2 das amostras de capsulas de hibisco; B) grafico de loadings das PCs 1 versus 2 com

relagdo a composicao quimica de capsulas de hibisco; analitos: (AG) acido galico; (AP) acido protocatecuico; (CAT) catequina; (ACL) &cido

clorogénico; (AC) acido cafeico; (AS) acido sinringico; (VN) vanilina; (APC) acido protocatecuico; (AF) acido ferudlico; (RU) rutina; (AE) acido
elagico; (ACT) acido trans-cinamico; (NG) naringenina; amostras: FI (A-C) = FITPI; FIl (A-C) = FITPII; SM (A-C) = SMNUT; MT (A-C) =
MTCMT; HI (A-C) = HIBMIX e; CM (A-C) = CMBFIT.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 22 Diagrama de disperséo e de loadings paraPCs 1 e 3
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Legenda: A) grafico de dispersdo das PCs 1 versus 3 das amostras de capsulas de hibisco; B) grafico de loadings das PCs 1 versus 3 com
relagdo a composicdo quimica de cdpsulas de hibisco. Legenda: A) grafico de dispersédo das PCs 1 versus 2 das amostras de capsulas de
hibisco; B) grafico de loadings das PCs 1 versus 2 com relagdo a composicao quimica de cdpsulas de hibisco; analitos: (AG) &acido gélico;
(AP) &cido protocatecuico; (CAT) catequina; (ACL) &acido clorogénico; (AC) acido cafeico; (AS) acido sinringico; (VN) vanilina; (APC) &cido
protocatecuico; (AF) acido ferulico; (RU) rutina; (AE) acido elagico; (ACT) &cido trans-cinamico; (NG) naringenina; amostras: Fl (A-C) = FITPI;
Fll (A-C) = FITPIIl; SM (A-C) = SMNUT; MT (A-C) = MTCMT; HI (A-C) = HIBMIX e; CM (A-C) = CMBFIT.

Fonte: Dados da pesquisa.
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6.1 Avaliacdo da eficiéncia da separacao cromatografica

Os resultados dos parametros utilizados na avaliacdo da separacdo dos
compostos fendlicos, encontram-se listados na Tabela 16, eles foram calculados
considerando os resultados obtidos com andlise dos cromatogramas com as
condicbes otimizadas ja relatadas anteriormente. Em condicbes ideais, as
separacdoes sao realizadas eficientemente quando os valores dos fatores de
retencdo situam-se entre (0,5 < k <20) para andalises de componentes multiplos,
guando eles sao inferiores ou superiores a esses valores, significa que o analito
permanece mais tempo retido na coluna cromatografica e o tempo de eluicdo
aumenta, ocasionando um aumento na largura da base, o0 que impacta
negativamente na resolugcéo. Verifica-se, portanto, que os para todos os analitos
identificados, os valores do fator de retencdo estdo dentro dos limites aceitaveis,
destacando-se que o acido galico € o analito que apresentou menor valor de fator
de retencéo (K = 0,96), enquanto o maior valor de K foi para a naringenina (k =
7,47), fato esse que pode ser evidenciado com as caracteristicas do pico
cromatografico (Figura 23).

Além do fator de retencéo, estima-se que a resolucédo (Rs) tenha valores
maiores do que 1 (ARAGAO et al., 2009) para que a separacido possa Ser
considerada razoavelmente eficiente e o nimero de pratos tedéricos (N), tenha
valores superiores a 2000. Como pode-se observar na Tabela 16, avaliando-se
esses parametros, pode-se considerar a separacdo eficiente para todos os 13
analitos identificados, mesmo considerando a existéncia de 11 compostos
desconhecidos com tempos de retencdo distintos e proximos as saidas dos
compostos fendlicos identificados, o que devido a eficiéncia da separagdo néo
interferem na analise. Pode-se verificar que os compostos que apresentam menor
e maior resolucdo sdo a naringenina (Rs = 1,1) e o acido galico (Rs = 8,40),
respectivamente, em contraste ao fator de retencéo, indicando que quanto maior o
tempo de permanéncia de um analito na coluna cromatogréafica, maior o fator de
retencdo e possivelmente, menor a resolu¢ao do pico cromatogréafico. O nimero de

pratos tedricos é um fator que avalia principalmente o desempenho da coluna e
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todos os analitos apresentam valores superiores aos limites estabelecidos, tendo o
acido protocatecuico (N = 3 831) e a rutina (N = 72 402), menor e maior nimeros

de pratos tedricos, respectivamente.

Figura 23 Cromatogramas de amostras de hibisco com regides de maxima absorc¢ao: A) 260 nm;
B) 272 nm e C) 280 nm

A 111

Legenda de cromatogramas obtidos para o comprimento de onda: A) 260 nm, 11 (4cido elagico); B)
272 nm, 6 (&cido sinringico); C) 280 nm, 7 (vanilina), 12 (acido trans-cinamico) e 13 (naringenina).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os valores de seletividade (a) para todos os analitos foram superiores a 1,

indicando que a separacdo cromatografica apresenta eficiéncia dentro desse

critério, entretanto, percebe-se que alguns analitos possuem saidas da coluna com

tempos de retencdo préximos a de compostos desconhecidos ou de outros analitos

de interesse. Tem-se por exemplo, o acido clorogénico (TR =15,60) que tem saida
apos um composto desconhecido D6 (TR = 15,13), e precede 0s compostos
fendlicos acido cafeico (TR = 16,48), acido sinringico (TR = 18,00), vanilina (TR =
18,94) e um D7 (TR =19,58), nesses casos, pode-se modificar a leitura para o
comprimento de onda de maxima absorvancia, do composto de interesse, isso foi
verificado para o acido cafeico (A= 330 nm), acido sinringico (A =272 nm) e vanilina

(A = 280 nm), conforme ilustrado nas Figuras 24-A, 23-B e C, respectivamente.

Figura 24 Cromatogramas de amostras de hibisco com regides de méxima absorcao: A) 330 nm e

B) 360 nm
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Legenda de cromatogramas obtidos para o comprimento de onda: A) 330 nm, 4 (acido clorogénico)

e 5 (&cido cafeico) e; B) 360 nm, 10 (rutina).
Fonte: Dados da pesquisa.
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Embora os acidos clorogénico e cafeico possuam maximos de absorvancia
no mesmo comprimento de onda (A = 330 nm), esse fator ndo influenciou na
separacdo, como é possivel observar na Figura 24-A, os picos cromatograficos dos
dois analitos estdo bem separados. Os seguintes compostos a seguir também
apresentam tempos de retencdo relativamente préoximos: rutina (TR = 25,50),
precedida de um composto desconhecido D11 (TR = 24,82), e sucedida de um
composto desconhecido D12 (TR=26,18), acido elagico (TR =26,86), acido trans-
cindamico e naringenina (TR =30,67), e como forma de se obter melhores condi¢cdes
de separacédo, os comprimentos de onda de maxima absorc¢éo foi ajustado, com a
rutina (A = 360 nm), acido elagico (A =260 nm), conforme € possivel observar nas
Figuras 24-B e 23-A, respectivamente. Salienta-se que embora o &cido trans-
cindmico e a naringenina tenham maximos de absorvancia no mesmo valor de
comprimento de onda (A = 280 nm), observa-se na Figura 23-C, que 0s picos
cromatograficos para esses dois analitos apresentem uma boa resolucédo, que

permite uma nitida distingdo entre eles.



Picos cromatograficos
D1
D2
D3
AG
D4
AP
D5
CT
D6
ACL
AC
AS
VL
D7

APC
AF
D8
D9

D10

D11

RUT

D12
AE

ATC
NG

D13

D14

D15

Tabela 16 Fatores que avaliam a eficiéncia da separacdo cromatografica do extrato com SPE

TR
4,03
4,10
5,64
7,08
9,75

10,61
11,35
13,80
15,13
15,60
16,48
18,00
18,94
19,58
20,53
21,82
22,77
23,59
24,18
24,82
25,50
26,18
26,86
29,48
30,67
31,20
33,49
34,96

Wb
0,11
0,07
0,09
1,11
0,30
0,33
0,39
0,31
0,58
0,34
0,29
0,46
0,50
0,71
0,32
1,33
0,63
0,32
0,44
0,34
0,51
0,38
0,34
0,89
0,53
0,51
0,46
0,47

Rs
0,92
2,58
2,05
8,40
2,37
2,16
5,53
2,88
1,50
2,34
3,18
1,57
1,23
1,17
1,31
1,99
2,14
1,52
1,51
1,54
1,91
1,12
3,71
2,31
1,10
4,90
2,80
5,51

K
0,11
0,13
0,56
0,96
1,69
1,93
2,14
2,81
3,18
3,31
3,55
3,97
4,23
4,41
4,67
5,03
5,29
5,52
5,68
5,86
6,04
6,23
6,42
7,14
7,47
7,62
8,25
8,66

a
1,18
4,20
1,72
1,77
1,14
1,11
1,32
1,13
1,04
1,07
1,12
1,07
1,04
1,06
1,08
1,05
1,04
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,11
1,05
1,02
1,08
1,05
1,11

N

47.383
37.226

415
8.791
13.708
11.831
22.173
9.060
31.498
45.379
20.990
20.894
11.388
61.017
3.831
19.193
79.030
45.572
83.364
38.637
72.402
96.546
14.709
50.446
58.790
73.301
80.224
59.150
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Legenda: AG = &cido gélico; AP = acido protocatecuico; CT = catequina; ACL = &cido clorogénico; AC = acido cafeico; AS = &cido sinringico; VL = vanilina; APC = &cido
p-cumarico; AF = &cido feralico; RUT = rutina; AE = &cido elagico; ATC = acido trans-cinamico; NG = naringenina; D (1-15) = Compostos desconhecidos (1-15); TR =

tempo de retencao; Wb = largura da base; k = fator de retengéo; a = seletividade; N = nimero de pratos tedricos.

Fonte: Dados da pesquisa.
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O objetivo da etapa de extracdo em fase sélida € aumentar a concentracdo dos
fendlicos presentes no meio e consequentemente aumentar a sensibilidade da técnica
de andlise (HPLC-DAD), pode-se observar os dados descritos na Tabela 17 em
concomitancia com os cromatogramas sobrepostos (Figura 25), que quando o dissolvido
€ injetado diretamente no HPLC, sem essa etapa prévia, sO € possivel identificar a
presenca de 9 dos 13 analitos, ou seja, os acidos sinringico (6), protocatecuico (8), trans-

cin@mico (12) e a naringenina (13), s6 foram detectados apos a etapa de SPE.

Verifica-se também que para a maioria dos compostos, a resposta analitica (area
de integracdo do cromatograma), apresentou intensificacdo, reverberando um aumento
no seu valor e para aqueles que nao apresentaram esse aumento (acidos galico,
clorogénico, cafeico e ferdlico e a rutina), de acordo com os dados da Tabela 17, que
todos apresentam aumentos expressivos nos valores de resolucdo da separacao

cromatografica.

Figura 25 Sobreposicao de cromatogramas da amostra injetada sem SPE e apés SPE

Legenda: (1) acido galico; (2) acido protocatecuico; (3) catequina; (4) acido clorogénico; (5) acido cafeico;
(6) acido sinringico; (7) vanilina; (8) acido protocatecuico; (9) &cido ferulico; (10) rutina; (11) &cido elagico;
(12) 4cido trans-cindmico; (13) naringenina. O cromatograma de cor preta refere-se a amostra sem a etapa

da SPE e o cromatograma da cor rosa, 0 extrato apés a SPE.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Assim mesmo empregando a extracdo em fase soélida pode-se afirmar que um
aumento na concentracdo dos compostos analisados e desconhecidos ndo afetou a

qualidade da separacédo demonstrando a seletividade do método cromatografico.

Tabela 17 Comparacao das areas de dos picos cromatograficos para amostras sem (1)
e com SPE (2)

Analitos Al A2 TR1 TR2 Rs1 Rs2
Acido galico 2890 1267 7.16 7,08 0,78 8,40
Acido
orotocatecuico 6233 7351 7,39 10,61 213 2,15
Catequina 2737 5030 8,27 13,80 3,90 2,88
Acido 7874 1325 9,15 15,60 0,99 2,34
clorogénico
Acido cafeico 20028 2615 9,89 16,48 2,27 3,18
~Acido ND 1546 ] 18,00 ; 157
sinringico
Vanilina 1305 3547 18,66 18,94 1,77 1,23
Acido r- ND 6414 - 20,53 - 1,31
cumarico
Acido fertlico 31196 4890 21,56 21,82 1,26 1,99
Rutina 6112 1937 22,84 25,50 1,68 1,01
Acido elagico 117989 227956 23,45 26,86 412 3,71
Acidotrans- 1467 : 29,48 - 2,31
clnamico
Naringenina ND 4200 - 30,67 - 1,10

Legenda: Al e A2 = areas dos picos cromatograficos das amostras sem e com a SPE, respectivamente;
TR1 e TR2 = tempos de retencdo dos picos cromatograficos das amostras sem e com a SPE,
respectivamente; Rsl e Rs2 = resolu¢des dos picos cromatograficos das amostras sem e com a SPE; -:
néo detectado.

Fonte: Dados da pesquisa.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos de vegetais estdo cada vez mais sendo incorporados na alimentacao
humana na forma de suplementos alimentares, devido aos efeitos associados a saude,
como prevencao e tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, que se
atribui a presenca de compostos bioativos como os compostos fendlicos. Verifica-se,
portanto, que a forma farmacéutica de hibisco encapsulado tem sido bastante consumida
por apresentar vantagens em relagcdo ao manuseio e consumo, entretanto, os estudos
atuais voltam-se para discussdes e caracterizacao fitoquimica de caules, folhas, flores e

sementes de amostras de hibisco in natura.

A utilizacéo de ferramentas quimiométricas como o planejamento fatorial completo
de dois niveis e trés variaveis possibilitou a avaliacdo dos fatores que influenciam nos
ensaios de dissolucdo, extracdo e consequentemente liberacdo do principio ativo, bem
como a aplicagdo do planejamento experimental Box-Behnken como metodologia de
superficie de resposta para avaliacdo desses fatores e determinacdo das condi¢cdes
otimas de volume do meio, pH do meio e volume de eluente. Através de célculos da
ANOVA, verificou-se o modelo desenvolvido apresentou 74,70% de adequacao e nao
apresentou falta de ajuste. Além disso, foi possibilitado a avaliagdo do aumento da
sensibilidade da técnica de analise com o emprego da SPE para pré-concentracdo dos

compostos de interesse.

Dessa forma, foi possivel realizar testes de desintegracao, uniformidade de doses
unitarias (peso médio) e construcao de perfis de dissolucdo com as capsulas, verificando
gue a maioria das capsulas analisadas encontram dentro dos critérios de aceitacdo
preconizados pela Farmacopeia Brasileira, bem como determinou-se o teor de fendlicos
totais e caracterizou-se o perfil de fendlicos presentes em capsulas de hibisco
comercializadas na regido de Salvador-Bahia, estabelecendo um comparativo entre
cromatogramas de padrdes analiticos e revisdo da literatura. Por meio da analise de
dados multivariados (HCA e PCA) foi possivel gerar graficos para compreender as

similaridades entre a composi¢cao quimica das amostras.
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8 PERSPECTIVAS

Para uma melhor caracterizacdo dos compostos fendlicos identificados nas
capsulas de hibisco, pretende-se caracterizar o perfil fendlico dessas amostras e
quantificar os analitos identificados, bem como avaliar a bioacessibilidade e

biodisponibilidade, e determinar o teor de antocianinas.
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