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Desenvolvimento e Validacao de Método
Espectrofotométrico para Determinacgao de
Hesperidina Livre em Dispersao Coloidal de
Nanoparticulas de Gliadina Revestidas com Quitosana
Development and Validation of a Spectrophotometric Method for the

Determination of Free Hesperidin in Colloidal Dispersion of Gliadin
Nanoparticles Coated with Chitosan

Irineo Kelte Filho,>*™ Chalder N. Nunes,? Sueli P. Quinaia,? Rubiana Mara Mainardes?

Hesperidin is one of the main flavonoids present in citrus fruits. This compound has several beneficial
properties, including antitumor properties. However, hesperidin is rapidly hydrolyzed and one of the ways
to protect this compound is its nanoencapsulation. One of the parameters evaluated in the development
of nanoencapsulated drugs is the encapsulation efficiency and this can be determined by quantifying
the content of the unencapsulated compound. Usually, chromatographic methods are used to determine
organic compounds, but these are laborious and costly, so in this work a method for the determination
of Hesperidin using UV-visible molecular absorption spectroscopy was developed and validated. The
method was linear in the range of 0.27 to 100 mg/L with LD =0.01 mg/L and LQ =0.01 mg/L, exact with
recoveries ranging from 98.8 + 4.8 to 104.2 + 4.8 and accurate with 3.4% RSD. Therefore, it is efficient
for the determination of the free compound in suspension of nanoparticles.
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1. Introducao

A hesperidina é um composto presente em algumas frutas citricas, sendo o principal
flavonoide encontrado na laranja e em menores quantidades no limao. Além disso, a hesperidina
¢ um composto abundante e barato. E um glicosideo da sua forma aglicona hesperetina.” A
Figura 1 apresenta a estrutura molecular da hesperidina.
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Figura 1. Estrutura molecular da hesperidina

O composto hesperidina, como outros flavonoides, apresenta um potencial anti-infeccioso e
anti-replicativo in vitro contra alguns micro-organismos. Além disso, também ja foi reportada
a atividade antifiingica da hesperidina em alguns estudos.’ Dessa forma, a hesperidina esta
relacionada com multiplas atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatéria, antiviral,
hipolipidémica, antitumoral, entre outras.*>’

Os flavonoides das frutas como a hesperidina e a naringinina, sdo absorvidos no trato
gastrointestinal, apds deglicosilac@o por bactérias intestinais. Ap6s a degradagio da hesperidina
por enterobactérias, pesquisas apontam pequenas concentracdes dos metabélicos no sangue,
o que indica uma biodisponibilidade limitada deste composto. Os flavonoides sdo degradados
no organismo, estando assim em pequenas concentragdes no sangue, mesmo apos uma grande
ingestdo deles. Além disso, apesar de apresentar muitos efeitos benéficos, a hesperidina € muito
pouco soldvel em dgua, o que a torna pouco biodisponivel para o organismo.'> Devido a isso,
a hesperidina possui eficdcia terapéutica limitada quando administrada via oral.'
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Uma alternativa para a melhorar a eficicia terapéutica
da hesperidina foi a utilizacio de sistemas nanocarreadores,
neste caso, nanoparticulas de gliadina revestidas com
quitosana, uma proteina e um biopolimero respectivamente,
a fim de aumentar o tempo de retengao e a concentragdo do
principio ativo no organismo bem como reduzir possiveis
efeitos adversos.5'¢!”

Alguns estudos demonstram a validagdo de metodologias
e adeterminacio de hesperidina em diversos meios utilizando
técnicas cromatograficas. Saeidi et al. (2011) publicaram
seus estudos sobre a determinacdo de hesperidina e outros
flavonoides por cromatografia liquida de alta eficiéncia -
CLAE em suco de laranja lima. J4 Hejniak et al. (2019)
determinaram hesperidina e outros polifendis em plantas
medicinais utilizando a cromatografia liquida de ultra-alto
desempenho - CLUE. Entretanto essas técnicas sdo de
elevado custo e nem sempre acessiveis.®!?

Kelte Filho et al. (2021), desenvolveram uma
nova formulacdo, onde a hesperidina foi ocluida em
nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana. Esse
novo farmaco necessitou de um método analitico para
avaliar a eficiéncia de sua encapsulacio, quantificando a
concentracdo de hesperidina livre, isto €, que ndo foi ocluida
nas nanoparticulas durante o procedimento de producio.
Vale ressaltar que nio ha na literatura nenhum estudo de
validacdo de método analitico para determinar hesperidina
em dispersio coloidal contendo nanoparticulas de gliadina
revestidas com quitosana.

Nesse sentido, a espectroscopia de absor¢ao molecular
por UV-visivel apresenta-se como uma alternativa
interessante para a determinagdo do composto hesperidina.
Essa técnica € relativamente rdpida e de baixo custo
comparada as cromatograficas. Com isso, o principal
objetivo deste estudo foi desenvolver e otimizar um método
simples, rdpido, preciso e econdmico para a quantificacdo de
hesperidina livre em dispersdo de nanoparticulas de gliadina
com quitosana, monitorando, desta forma, a quantidade da
substancia ativa na formulagdo farmacéutica, utilizando
espectroscopia de absor¢do molecular por UV-visivel.

2. Materiais e Métodos

Foram utilizadas gliadina, hesperidina e quitosana
de baixo peso molecular (50.000-190.000 Da) (75-85%
desacetilado) adquiridas da Sigma-Aldrich® (Missouri,
EUA). Também foram utilizados Pluronic F68 e CaCl,
adquiridos da Biotec® (Brasil). O etanol foi adquirido da
FMaia (Brasil) e dcido acético da marca Sigma-Aldrich®
(Missouri, EUA). A dgua foi purificada usando um sistema
Milli-Q Plus (Millipore) com uma condutividade de 18 MQ.
Também foi utilizado Espectrofotdmetro UV (UV-1800,
Shimadzu Corporation, Ltd., Japan).

Amostra de nanoparticulas de gliadina revestidas
com quitosana contendo a hesperidina foram sintetizadas
no Laboratério de Nanotecnologia Farmacéutica, da
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Universidade Estadual do Centro-Oeste, no campus
CEDETEG localizado em Guarapuava, estado do
Parand, Brasil. A Figura 2, apresenta a micrografia das
nanoparticulas utilizadas com tamanho em torno de 300 nm.
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Figura 2. Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura

(MEV) das nanoparticulas de gliadina revestidas com quitosana
contendo hesperidina

2.1. Otimizacdo e validagao espectrofotométrica

Foi realizada a valida¢@o de uma metodologia utilizando
um espectrofotdmetro UV-VIS com cubeta de quartzo para
a quantificagdo de hesperidina em meio de liberag@o in vitro
utilizando os parimetros: linearidade, limite de deteccio
(LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo.
O comprimento de onda utilizado no equipamento foi
283 nm, no qual ocorre a maxima absor¢do do composto
hesperidina.’

2.2. Amostras de nanoparticulas de gliadina carregadas
com hesperidina

O método de preparo das nanoparticulas foi relatado
em artigo publicado por Kelte Filho et al. (2021).
Primeiramente, foram solubilizados 150 mg de gliadina
em 10 mL de etanol 70% (v/v). Também foi preparada uma
solucdo aquosa contendo CaCl, 1% (m/v) e Pluronic F68 1%
(m/v). Na sequéncia foi adicionado 2 mL de etanol absoluto
em 2 mL da solug@o com gliadina. Em seguida, foi vertida a
solucdo resultante em 9 mL da solucdo aquosa com CaCl, e
estabilizador com gotejamento a 1 mL/min utilizando uma
bomba peristaltica (Ismatec, Suica). O sistema ficou sob
agitacdo por 15 min, sendo entdo levado ao rota-evaporador
por 20 min a 37 °C e centrifugado por 20 min a 15500 rpm
na temperatura de 10 °C. Em seguida, as nanoparticulas
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foram revestidas com quitosana 0,05% (m/v) preparada em
solucdo aquosa de acido acético 1% (v/v). Na sequéncia,
as amostras foram centrifugadas nas condigdes anteriores e
ressuspensas em dgua ultra-pura, sendo entdo essas amostras
utilizadas para validacdo do método analitico (Kelte Filho
et al., 2021).

2.3. Curvas de Calibracdo

Foram utilizadas curvas de calibracdo externa, em
triplicata, para a determinacdo da hesperidina livre
nas amostras. A curva analitica para quantificagdo da
hesperidina foi realizada utilizando a faixa de concentracéo
de 10 a 100 mg/L em solugdo etandlica 70 % (v/v). Brancos
analiticos foram preparados usando as nanoparticulas
vazias para mimetizar a matriz contendo a hesperidina,
reproduzindo o processo de produgdo das nanoparticulas e
solubilizando em 4gua ultrapura.

2.4. Linearidade

Para avaliar a linearidade das curvas analiticas, a partir
dos dados de calibragio, realizou-se a anélise de regressdao
linear e o teste de falta de ajuste, com um nivel de confianga
de 95%. O tratamento estatistico foi realizado utilizando
o software Minitab (16.2.2). A linearidade foi calculada a
partir de medidas em triplicata da curva analitica.

2.5. Limites de Detecg¢do (LD) e Quantificacdo (LQ)

Para calcular os limites de deteccdo e quantificagio dos
métodos foram realizadas 10 medidas do branco. O LD e
o LQ foram calculados pelo método da Curva analitica, de
acordo com o International Council for Harmonisation ICH
(2005) utilizando as seguintes Equagoes 1 e 2:°

LD =3,3 SD/m (1
LQ = 10 SD/m )

onde: SD: desvio padrio do sinal analitico de 10 medidas
do branco e m: inclinacdo da curva de calibragdo.

2.6. Precisao

A precisdo do método foi analisada a partir do estudo da
repetitividade e da precisdo intermedidria para o composto
hesperidina.

Para o teste de repetitividade, foram preparadas e
realizadas trés medidas das amostras durante 0 mesmo
dia. Para avaliar a precisdo intermedidria, as amostras
foram preparadas e medidas em triplicata, durante 3 dias
consecutivos. Em amostras de nanoparticulas vazias (sem
hesperidina) foram adicionadas concentragdes de 50 mg/L
de hesperidina. Os valores de repetitividade e precisdo
intermedidria foram calculados pelos desvios padrdo
relativos (RSD %) utilizando a Equag@o 3.2

924

RSD= (s/x) x 100 3)

onde: S: desvio padrido da média das amostras e x: média
das amostras.

2.7. Exatidao

O parametro exatiddo foi avaliado através de estudos
de recuperag@o por adicdo do composto hesperidina em
amostras contendo nanoparticulas vazias. O composto
hesperidina foi adicionado em dois niveis de concentracdes
conhecidos (1,0 e 10 mg.L"), sendo que as andlises foram
realizadas em triplicata para cada concentracio. A exatidao
foi avaliada a partir da taxa de recuperagio (%), de acordo
com a Equagdo 4.

Rec (%) =

C1=€2 100 @)
C3

onde: C1: concentracido do analito obtido apds a adicdo,
C2: concentragdo do analito na amostra e C3: concentragdo
do analito adicionado & amostra.

3. Resultados e Discussao

A andlise da linearidade em uma determinada faixa
de trabalho corresponde a capacidade do método que
estd sendo validado em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito de interesse.'?
A fim de avaliar a linearidade da faixa de concentracdo
estudada, foram construidas curvas de padrio externo para
Hesperidina utilizando a seguinte faixa de concentracdo
de 10 a 100 mg/L. Para esta curva analitica foram
utilizados 5 pontos de concentragdes diferentes de
hesperidina.

Aplicou-se a curva analitica obtida a técnica de regressdo
linear no nivel de 95 % de confianca. Os resultados
encontram-se na Tabela 1. Verificou-se que o modelo linear
foi significativo para as faixas de concentracio estudadas,
pois os valores de F,,,,..;, foram maiores do que os valores
de F_iico 00s: 1. 13 = 4,67 € os valores de p foram menores
do que 0,05 em um nivel de confianga de 95 %. Portanto,
o modelo linear para a faixa de concentracdo avaliada
ndo apresentou falta de ajuste, pois o valor observado de
Fiata de ajusie 101 menor que o valor de F,, 4.0 0.05: 3, 100= 3,71 € 0
valor de p foi maior do que 0,05.

O limite de detec¢do (LD) € a concentragdo minima do
analito que pode ser detectado em um determinado nivel
de confianga, ja o limite de quantificacdo (LQ) € a menor
concentragdo que pode ser quantificada com precisdo e
exatiddo aceitaveis.!'* Os valores de LD e LQ ficaram
abaixo dos valores do primeiro ponto da curva analitica para
hesperidina (10,0 mg/L), mostrando que o método utilizado
apresentou boa sensibilidade para hesperidina, podendo
dessa forma ser utilizado para andlise das amostras de
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Tabela 1. Resultados da andlise de regressdo linear no nivel de 95 % de confianga

Composto Parametros da Regressao Linear Limites (mg/L)
regressio valor de p Futa de ajuste valor de p LD LQ
Hesperidina 2256,50 0,000 0,62 0,299 0,01 0,27

Tabela 2. Valores de média e RSD para o estudo de repetitividade e precisao intermedidria na determinacdo de Hesperidina (50 mg/L)

Repetitividade Precisio intermediaria
Composto Média (mg/L) RSD % Média (mg/L) RSD %
Hesperidina 50,67 + 1,72 3,40 53,13 +4,46 8,51

Tabela 3. Concentragido média e taxa de recuperagdo para hesperidina em amostras de nanoparticulas

vazias nos niveis de 1,0 e 10,0 mg/L

Concentracio adicionada

Composto (mg/L) Recuperacio (%)
1,0 104,2 +6,2
Hesperidina
10,0 98,3 +4,8
interesse (Tabela 1). Dessa forma, a faixa linear de trabalho 2. Association Of Official Analytical Chemists, Official methods
pode ser considerada do LQ a 100 mg/L. of analysis of AOAC international, 19a ed., 2012.
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