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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da técnica de spray drying no desenvolvimento
tecnoldgico de extratos das raizes de P. umbellatum, bem como investigar suas propriedades
fisico-quimicas e antioxidante. O trabalho foi executado em trés etapas: A) processamento e
caracterizacdo fisico-quimica da droga vegetal; B) obtencdo e caracterizacdo fisico-quimica
do extrato fluido e; C) avaliagdo da técnica de spray drying para obtencéo de extratos secos de
P. umbellatum. A droga vegetal e o extrato fluido foram obtidos e caracterizados por métodos
farmacopeicos gerais. Para a obtencdo dos extratos secos, Aerosil® (diéxido de silicio
coloidal) foi utilizado como adjuvante de secagem. Fatores como temperatura do ar de
secagem, vazdo de alimentacdo do extrato, propor¢do de adjuvante assim como a interagdo
destes fatores sobre propriedades fisico-quimicas, atividade de agua (Aw), teor de 4-NRC (T -
nrc) determinado por CLAE-DAD e atividade antioxidante (AAO) dos extratos secos de P.
umbellatum foram avaliados por metodologia de superficie de resposta (RSM) a partir de um
planejamento fatorial do tipo Box-Behnken. Avaliou-se o rendimento do processo de secagem
e a morfologia das particulas foi analisada por microscopia eletrénica de varredura (MEV). O
extrato fluido obtido apresentou T4.nrc de 43,81% + 0,42 (p/p), ECso de 6,28 £ 0,11 mg/L
para AAO na presenca do radical livre DPPH e demonstrou caracteristicas fisico-quimicas
adequadas a obtencdo do extrato seco. Dentro dos niveis estabelecidos para os fatores
estudados, a secagem por spray drying resultou em um alto rendimento de processo (até
74,17%, pl/p), com Aw e Ty adequados a manutengdo da estabilidade quimica e
microbioldgica dos extratos secos e em pos com particulas de morfologia predominantemente
oval com superficie irregular e porosa. Os extratos de P. umbellatum secos por spray drying
com a menor proporcdo de adjuvante avaliada (50%, p/p) e uma vazdo de alimentacdo do
extrato no maior nivel (5mL/min) ou com a maior proporcdo de adjuvante (70%, p/p) e o
menor nivel de vazdo de alimentacdo (3mL/min) resultaram em extratos com maior AAO.
Maiores T4nrc foram verificados ao se utilizar menor temperatura do ar de secagem (110 °C)
e uma maior proporcdo de Aerosil® (70%, p/p). A técnica de spray drying mostrou-se viavel
para a obtencdo de extratos secos de P. umbellatum. Os resultados obtidos contribuem para a
valorizagcdo do potencial terapéutico e abre novas perspectivas de investigacdo para agregar
ainda mais valor a matérias-primas obtidas a partir desta espécie vegetal.

Palavras-chave: 4-nerolidilcatecol. Atividade antioxidante. Extratos secos. Spray drying.



ABSTRACT

In this work, the impacts of the spray drying technique were evaluated over technological
development of P. umbellatum root’s extracts besides assessing their physicochemical and
antioxidant properties. The work was performed in three steps: A) processing and
physicochemical characterization of the plant raw material; B) obtain and physicochemical
characterization of the fluid extract and; C) assessment of the spray drying technique for
obtaining dry extracts of P. umbellatum. The herbal drug and fluid extract were obtained and
characterized by general Pharmacopeia methods. Dried extracts were obtained using Aerosil®
(colloidal silicon dioxide) as adjuvant. Several physicochemical features were analyzed such
as, drying air temperature, extract feed flow rate and adjuvant: plant extract ratio. Interaction
of all these factors on the water activity (Aw) of P. umbellatum dried extracts as well as the
overall content of 4-NRC (T4nrc) Were determined by HPLC- PDA, in addition to its
antioxidant activity (AAO). Response surface methodology (RSM) from a factorial design
Box-Behnken was used to evaluate all together. Performance of the drying process and
particles morphology were also assessed by scanning (SEM) electron microscopy. Moreover,
the assayed fluid extract showed Ts.nrc Of 43.81 + 0.42% (w/w) and ECsp 0f 6.28 £ 0.11 mg/L
for AAO in the presence of free radical DPPH thus, displaying suitable physicochemical
characteristics to achieve dry extracts. Hence, all studied physicochemical factors agreed to
general quality control standards for spray drying process. Dry extracts showed high yields
(up to 74.17%, wiw) with Aw and Ty levels assuring chemical and microbiological stability.
Powders showed particles predominantly with oval morphology and irregular porous surface.
The higher AAO for dried P. umbellatum extracts were seen at the smallest adjuvant ratio
(50% w / w) combined to the highest extract’s feed flow rate (5 mL / min) or, alternatively, at
the highest proportion of adjuvant (70% w / w) and lowest feed flow rate (3 mL / min).
Accordingly, Tsnrc Was larger when using lower temperature air drying (110 °C) and a
higher proportion of Aerosil® (70%, w/w). As a result, spray drying technique was feasible to
obtain P. umbellatum dry extract’s adding value on its therapeutical potential besides opening
new research perspectives to raw materials obtained from this plant.

Key-words: 4-nerolidylcatechol. Antioxidant activity. Dried extracts. Spray drying.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais fazem parte da evolu¢do humana e provavelmente foram os
primeiros recursos terapéuticos utilizados pelos povos. Indistintamente, a obtencdo de extratos
vegetais perde-se no tempo como método de preparo destes “remédios” caseiros. Nos dias
atuais o uso de materiais vegetais continua tendo grande expressdo, tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento, tanto na produgdo de preparagdes caseiras para
tratar as mais diversas doengas quanto como matéria-prima para a industria farmacéutica. Fato
este verificado, principalmente, a partir da segunda metade dos anos 70 e década de 80,
quando houve um crescimento das “medicinas alternativas” e, dentre elas, a fitoterapia (DI
STASI, 2007; VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A fitoterapia € um importante recurso terapéutico, disponivel em todo o mundo,
recomendado pela Organizagcdo Mundial de Saide (OMS) em seu documento “Estrategia de
la OMS sobre medicina tradicional 2002—2005” (OMS, 2002) e inserido no Sistema Unico de
Salde Brasileiro (SUS) por meio da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS publicada no ano de 2006 (ANTONIO; TESSER; MORETTI-
PIRES, 2014; BRASIL, 2014a).

Por definicdo, fitoterapico € o produto obtido exclusivamente de matéria-prima ativa
vegetal com proposito profilatico, curativo ou paliativo. Caracteriza-se por ndo incluir na sua
composicao substancias ativas isoladas ou altamente purificadas, de qualquer origem, nem as
associagdes dessas com outros extratos. Atualmente, para fins de registro, o termo fitoterapico
refere-se tanto ao medicamento fitoterdpico quanto ao produto tradicional fitoterapico
(BRASIL, 2014b). A principal diferenca entre as duas classes de fitoterapicos referidas é
baseada na forma de determinacdo da seguranca e eficacia destes produtos. A seguranca e
eficacia dos “medicamentos fitoterapicos” sdao fundamentadas em evidéncias clinicas
enquanto que, para os “produtos tradicionais fitoterapicos” baseiam-se em dados de uso
seguro e efetivo (tradicionalidade de uso) publicados em literatura técnico-cientifica
(BRASIL, 2014b).

Sabendo-se da natureza complexa dos fitoterapicos, cuja totalidade dos principios
ativos na maioria das vezes é desconhecida, entende-se que a base para assegurar a eficacia e
seguranca destes produtos seja um controle de qualidade que abranja todas as etapas da
producdo, ou seja, desde aspectos agrondmicos relacionados a matéria-prima até o produto
final. Desta forma, os requisitos de qualidade aplicam-se igualmente a todos os tipos de
fitoterapicos (BRASIL, 2014a; KROES, 2014).
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A padronizagdo é uma ferramenta do controle de qualidade utilizada no mundo todo.
Porém, por se tratar de uma tarefa complexa, ainda ndo hd um consenso de como ela deve ser
realizada (FOLASHADE; OMOREGIE; OCHOGU, 2012; SAHOO; MANCHIKANTI; DEY,
2010). Em fitoterapia, considera-se como “principio ativo” de um medicamento o extrato total
e ndo apenas uma substancia ou fracdo isolada de uma espécie vegetal. Levando-se em
consideracdo a relacdo entre 0s constituintes quimicos e a atividade terapéutica, na Europa, 0s
extratos sdo classificados como extratos padronizados, extratos quantificados e em uma
terceira categoria dita como “outros extratos” (EMA, 2010).

Os extratos em que se conhecem 0s constituintes quimicos responsaveis pela atividade
terapéutica sdo chamados de padronizados. Quando for possivel atribuir parte da atividade
terapéutica da espécie a algum de seus constituintes quimicos por meio de comprovacao por
ensaios farmacoldgicos ou clinicos o extrato é classificado como quantificado. Os demais
extratos, cuja atividade terapéutica dos seus constituintes ou marcadores ativos €
desconhecida, sdo incluidos no grupo de “outros extratos”. A partir desta classificacdo ¢ que
se determina a forma com que estes insumos farmacéuticos serdo trabalhados para garantir a
seguranca e eficacia do produto final (EMA, 2010; MARTINO BUFAINO, 2013).

A constancia quimica em todas as fases do processo de fabricacdo do fitoterapico é de
extrema importancia para garantir a eficacia terapéutica e a seguranca do consumidor. A
verificacdo deste parametro geralmente é realizada com base no teor de uma substancia ou
classe de substancias, presente no extrato, utilizada como marcador que pode ou ndo ter
relacdo com o efeito terapéutico da espécie. No Brasil, o teor dos marcadores no produto
acabado pode variar em até 15% para marcadores que possuem relacdo com o efeito
terapéutico da espécie (marcador ativo) ou em até 20% para marcadores que ainda nado
tiveram sua relacdo demonstrada com o efeito terapéutico do fitocomplexo (marcador
analitico) (BRASIL, 2014b).

No entanto, somente a quantificacdo do marcador € insuficiente para representar a
identidade quimica da espécie vegetal, desta forma, recomenda-se também a utilizacdo de
métodos qualitativos como fingerprint por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou
cromatografia em camada delgada (CCD) (MARTINO BUFAINO, 2013).

O perfil quimico de plantas medicinais pode ser afetado pelas condi¢bes de cultivo,
manufatura, comercializacdo e distribuicdo. A biossintese dos metabdlitos secundarios sofre
variacGes em funcdo de diferencas fisioldgicas, genéticas e do ambiente (disponibilidade de
luz, nutrientes, umidade e condigdes climaticas) no qual se encontra o vegetal. Cita-se ainda

como fatores que podem promover diferencas na constituicdo quimica de plantas medicinais o
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horério de colheita, condicdes de armazenagem, secagem, métodos de extragdo, a forma como
é feito o processamento e o tipo embalagem final utilizada (FOLASHADE; OMOREGIE;
OCHOGU, 2012; SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010).

A manutencdo da estabilidade quimica do produto final obtido a partir de plantas
medicinais, durante o periodo de armazenagem, pode ser afetada por fatores como pH,
temperatura, reagGes enzimaticas, presenca de luz e ions metalicos. Na maioria das vezes, as
reacOes de degradacdo que ocorrem ou sdo reacdes de hidrdlise ou de oxidacdo que séo
favorecidas pela presenca de agua em extratos liquidos (GAFNER; BERGERON, 2005).

Neste contexto, é necessario estabelecer critérios de qualidade para a droga vegetal
assim como desenvolver e avaliar pardmetros de processos, como spray drying, que permitam
a obtencdo de derivados vegetais solidos com caracteristicas fisico-quimicas desejaveis, uma
quantidade minima de 4gua e uma maior estabilidade durante o periodo de armazenagem de
forma a assegurar a eficécia e a seguranca destes produtos.

Além dos principios de seguranga e eficAcia associados a qualidade dos
medicamentos, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), aprovada
em 2006, estimula o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes nas diversas fases da cadeia
produtiva de forma a obter produtos de maior valor agregado, valorizar € promover 0 uso
sustentavel da biodiversidade brasileira (BRASIL, 2006).

Desta forma, este trabalho visou desenvolver tecnologicamente e caracterizar 0s
extratos vegetais obtidos a partir das raizes de Piper umbellatum L. (Piperaceae) empregando

a técnica de spray drying.

1.1 Piper umbellatum

Espécies da familia Piperaceae tém despertado grande interesse seja em funcdo da
importancia econdmica de algumas espécies que fazem parte do mercado mundial como
condimento (ex. Piper nigrum L.) ou em funcdo da variedade das propriedades biologicas
exibida por seus constituintes quimicos (KATO; FURLAN, 2007: GUIMARAES;
MONTEIRO, 2005). No contexto medicinal, pode-se destacar nesta familia a espécie Piper
umbellatum por ser utilizada para fins terapéuticos por populacdes de aproximadamente 24
paises que se distribuem em trés continentes (ROERSCH, 2010).

A espécie P. umbellatum, classificada anteriormente como Pothomorphe umbellata,
pertence ao género Piper um dos maiores géneros de plantas com flores englobando

aproximadamente 2000 mil espécies (WANKE et al., 2007). A taxonomia do género Piper é
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considerada complexa devido a uniformidade de suas pequenas flores e a grande extensdo do
género. Neste sentido, P. umbellatum j& foi classificada nos géneros Lepianthes por
Rafinesque, Heckeria por Kunth e Pothomorphe por Miquel (TEBBS, 1923). Recentemente,
analises filogenéticas das inflorescéncias da espécie trouxeram evidéncias para que a mesma
fosse novamente incluida no género Piper (JARAMILLO et al., 2008; JARAMILLO;
MANOS, 2001). Desta forma, devido ao desafio taxondmico enfrentado, P. umbellatum é
referenciada com diferentes sinonimias botanicas como Pothomorphe umbellata L. Mig.,
Heckeria umbellata (L.) Kunth., Peperomia umbellata (L.) Kunth., Pothomorphe sidaefolia
Mig., Lepianthes umbellatum (L.) Raf., dentre outras (LORENZI; MATQOS, 2002).

A P. umbellatum € uma espécie neotropical distribuida na América do Sul, América
Central, México e Caribe. Além disso, foi introduzida na Africa e no Sudeste da Asia onde se
encontra bem adaptada e se desenvolve naturalmente (LORENZI; MATOS, 2002;
ROERSCH, 2010). No Brasil, é nativa em quase todo o pais, principalmente do sul da Bahia
até Minas Gerais e S8o Paulo. Nas diversas regides onde se desenvolve, é conhecida pela
populacdo como pariparoba, aguaxima, caapeba, caapeba-do-norte, caapeba verdadeira,
caena, cabeba, capeua, capeva, catajé, malvaisco, malvarisco e lencol-de-santa-barbara (DI
STASI; HIRUMA-LIMA, 2003; LORENZI; MATQOS, 2002; MORAIS, 1986).

Ainda no século XIX, naturalistas europeus descreveram o uso tradicional das raizes
de P. umbellatum por amerindios de Minas Gerais como imunoestimulante, diurético,
sudorifico, para o tratamento de feridas, queimaduras, astenia e dor no estdmago (BRANDAO
et al., 2008). No ano de 1926, seu uso foi formalizado na medicina convencional pela inclusao
da espécie na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira (FB) sob a sinonimia de Heckeria
umbellata. Nesta publicacdo a monografia recebeu a denominacao oficial de pariparoba e as
raizes foram oficializadas como droga vegetal (SILVA, 1926).

Em funcdo da crescente expansdo da producdo de medicamentos contendo farmacos
de origem sintética ap6s a segunda guerra mundial e a introducdo de industrias farmacéuticas
multinacionais no Brasil, houve uma reducdo significativa do nimero de monografias de
plantas medicinais, principalmente nativas, nas edicdes seguintes da FB das quais a P.
umbellatum deixou de fazer parte (BRANDAO et al., 2006).

Do ponto de vista macroscopico botanico a espécie é considerada um subarbusto ou
arbusto de 1 a 3 m de altura e caule de 0,6 a 2,2 cm de diametro com folhas longo-pecioladas,
cordada, ovado-arredondadas, membranosas, com apice agudo, nervacdo peltinérvea e bainha
desenvolvida. Foi nomeada como “P. umbellata” pelas caracteristicas de suas minusculas

flores que se arranjam em inflorescéncias compostas por varias espigas reunidas por um
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peddnculo comum que formam uma falsa umbela (Figura 1) (BARDELLI; KIRIZAWA;
SOUSA, 2008; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2003; GUIMARAES; MONTEIRO, 2005).

Figura 1 — Ramo florido de P. umbellatum mostrando a folha cordada e a inflorescéncia em

forma de falsa umbela.

5cm

Fonte: Adaptado de Bardelli; Kirizawa; Sousa (2008).

Suas folhas, hastes e raizes sao utilizadas na medicina popular de quase todo o Brasil
como diurética, antiepiléptica, antipirética, contra doencas do figado, erisipela, filariose,
inchagos e inflamacgdes das pernas. Ao decocto e ao cha das raizes sdo atribuidas atividades
diurética, estimulante das funcdes estomacais, hepéticas, pancreéticas e do bago (LORENZI;
MATQOS, 2002).
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Algumas das indicagdes, tradicional e popular, desta espécie foram verificadas
também em estudos farmacoldgicos. Isobe, Ohsaki e Nagata (2002) evidenciaram uma
significante atividade antibacteriana contra Helicobacter pylori para o alcaléide N-
benzoilmescalina presente nas partes aéreas de P. umbellatum, indicando um possivel efeito
protetor contra Ulceras gastricas. A atividade antiinflamatéria (EDso=550mg/kg), propriedades
analgésicas e a seguranca (LDso>2g/kg) da administragdo oral do extrato hidroetandlico bruto
das partes aéreas de P. umbellatum foram confirmadas por Perazzo et al. (2005) utilizando um
modelo de experimentagdo animal.

Varios outros estudos foram realizados com extratos, fragdes e substancias isoladas de
P. umbellatum evidenciando que a espécie possui um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas, dentre elas: antileishmania frente & forma promastigota de Leishmania
amazonensis (1Cs,=39ug/mL) (BRAGA et al., 2007); tripanocida frente Trypanosoma brucei
rhodesiense (ICso=2 pg/mL) e antiplasmddica frente Plasmodium falciparum (ICsp = 3,74
pg/mL) (KAMANZI ATINDEHOU et al., 2004); antifangica frente cepas resistentes do
dermatofito Trichophyton rubrum (RODRIGUES et al., 2012); antibacteriana sobre Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, e Enterococcus faecalis (CIM na
faixa de 12.5 a 25ug/mL) (DA SILVA et al., 2014); fotoprotetora (DA SILVA et al., 2005;
2009; ROPKE et al., 2005, 2006); antiofidica (NUNEZ et al., 2005); antiaterogénica
(AGBOR et al., 2012); antineoplasica frente a linhagens celulares de cancer de mama,
melanoma, pulmdo, ovario, ovario resistente a multiplos farmacos, préstata, célon, rim e
leucemia (BROHEM et al., 2009, 2012; SACOMAN et al., 2008) e uma significativa
atividade antioxidante (BARROS, 1996; FERNANDES et al., 2013; LOPES et al., 2013;
MENDANHA DA CUNHA et al., 2012; ROPKE, 2000; ROPKE et al., 2002) (Quadro 1).
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Quadro 1 — Atividades bioldgicas e farmacoldgicas de extratos, fracbes e substancias puras

de P. umbellatum.

das partes aéreas e raizes

Atividade bioldgica Parte da Pais de Referéncia
planta/substancia origem do
espécime
Antileishmania Extrato metandlico das Brasil BRAGA et al., 2007
(1C50=39ug/mL) folhas
Tripanocida (ICsp=2  Extrato hidroetanolico das Costa do KAMANZI
pg/mL) e follhas Marfim ATINDEHOU et al.,
antimalarica (ICsp = 2004
3,74 pg/mL)
Antifangica Extrato hidroetanolico das Brasil RODRIGUES et al.,
partes aéreas, fracoes 2012
hexanica e diclorometano
Antibacteriana Extrato hidroetandlico das Brasil DASILVA et al., 2014
(CIM na faixa de 12.5 folhas
a 25ug/mL)
Fotoprotetora Extrato hidroetandlico das Brasil DA SILVA et al., 2005;
raizes 2009; ROPKE et al.,
2005, 2006
Antiofidica 4-NRC Costa Rica NUNEZ et al., 2005
Antiaterogénica Extrato metandlico das Camarao AGBOR et al., 2012
folhas
Antineoplasica 4-NRC; extrato Brasil BROHEM et al., 2009,
diclorometano e fracdes 2012; SACOMAN et
das folhas al., 2008
Antioxidante 4-NRC; fracdes; extrato Brasil BARROS, 1996;

FERNANDES et al.,
2013; LOPES et al.,
2013; MENDANHA
DA CUNHA et al.,
2012; ROPKE, 2000;
ROPKE et al., 2002

Parte das atividades bioldgicas observadas para a espécie € atribuida ao seu metabdlito
secundario majoritario, 4-nerolidilcatecol (4-NRC), isolado primeiramente por Kijjoa (1980)
das raizes da P. umbellatum (Figura 2). Trata-se de um catecol prenilado de biossintese mista

cujas unidades isoprénicas sdo derivadas tanto do acido mevaldnico, quanto da via
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triose/piruvato (BERGAMO et al., 2005). Dentre as propriedades atribuidas ao 4-NRC,
destaca-se a atividade antioxidante (BARROS, 1996; ROPKE, 2000; ROPKE et al.,2002). No
entanto, em estudo feito por ROPKE et al. (2006) esta atividade se mostrou ainda mais
pronunciada no extrato das raizes da espécie 0 que sugere a presenca de outros metabolitos
secundarios com acdo antioxidante nesta planta. Outras substancias isoladas de P.
umbellatum pertencem a classe dos terpenos, alcaloides, flavonoides e esterdis (ROERSCH,
2010).

Figura 2 — Estrutura quimica do 4-nerolidilcatecol (4-NRC).

OH

Fonte: Kijjoa (1980)

A auséncia de toxicidade oral, aguda e subcrénica, foi demonstrada in vivo para o
extrato hidroetandlico liofilizado das raizes de P. umbellatum quantificado em 6,5% de 4-
NRC. O extrato também ndo apresentou atividade mutagénica de acordo com os resultados
encontrados para o teste do micronicleo em medula 6ssea de roedores (BARROS et al.,
2005). Adicionalmente, Valadares et al. (2007) demonstraram que além da auséncia de
mutagenicidade, o extrato hidroetandlico das raizes de P. umbellathum quantificado em
21,5% de 4-NRC (50, 100 e 200mg/kg/dia, oral) e 0 4-NRC isolado (12.5, 25 e 50mg/kg/dia,
oral) apresentaram um efeito protetor dose dependente contra a genotoxicidade induzida por
ciclofosfamida, um classico agente genotoxico.

Cardoso (2008) demonstrou que quando isolado, 0 4-NRC se degrada rapidamente na
presenca de luz. Frente aos inUmeros atributos e ao potencial de comercializacdo de produtos
contendo extratos de P. umbellatum, vérios trabalhos foram realizados a fim de aumentar a
estabilidade do 4-NRC, isolado ou presente em extratos, incluindo a producéo de pellets
(ARAUJO-JUNIOR et al., 2013); géis (DA SILVA et al., 2005); inclusdo do 4-NRC em
complexo de 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (SOARES et al., 2009) e métodos de extracdo
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por ultra-som e percolagdo foram investigados a fim de se obter derivados vegetais mais
estaveis (COSTA et al., 2011).

Além disso, visando aplicacdo industrial, pedidos de patentes também foram
depositados para proteger produtos ou processos desenvolvidos a partir de P. umbellatum
(BARROS; ROPKE, 2006; BOLZANI, 2008; DA SILVAPINTO et al., 2009).

1.2 EXTRATOS SECOS

Os extratos sdo as mais simples e tradicionais formas de derivados de plantas
medicinais, a partir dos quais é possivel a obtencéo e desenvolvimento de um medicamento
fitoterapico (SOARES; SOUZA, 2012). Dentre os fitoterapicos, mais de 70% apresentam-se
como formas farmacéuticas soOlidas constituidas principalmente de extratos secos
(CARVALHO et al., 2008). Por definicdo, extrato seco € a preparacdo solida obtida pela
evaporacdo do liquido extrator utilizado na obteng&o do derivado vegetal, adicionado ou néo
de adjuvantes, que apresenta no minimo 95% de residuo seco calculado como porcentagem de
massa (BRASIL, 2010).

Na producdo de um fitoterapico, os extratos secos podem ser considerados materia-
prima, produto intermediario ou final. Como produto intermediario, podem ser utilizados na
preparacdo de comprimidos, capsulas, granulados, pomadas, dentre outras formas
farmacéuticas e apresentam vantagens praticas como simplicidade para manipulacao;
homogeneidade dos constituintes ativos o0 que confere uma maior garantia da dose
empregada; e facilidade de armazenamento e transporte uma vez que ocupam menor volume
do que preparacoes liquidas (SOARES; SOUZA, 2012).

Além disso, a producdo de extratos secos é uma alternativa tecnologicamente viavel
por proporcionar producdo em larga escala de produtos mais concentrados, com maior
estabilidade quimica, fisica e microbiolégica e com uma maior facilidade de padronizacao dos
compostos ativos (SILVA et al., 2012; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

A maior estabilidade é alcancada com a retirada da dgua responsavel por fornecer um
meio reacional propicio para rea¢fes quimicas, fendmenos fisicos e proliferacdo microbiana
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). A padronizacdo do fitoterapico, na ultima etapa de sua
producdo, se da pelo ajuste do teor dos constituintes quimicos do medicamento pela adi¢éo de
materiais inertes adequados ou pela adicdo de extratos secos da mesma espécie vegetal. Esta
operacao ¢é facilitada quando o derivado vegetal esta na forma sélida (BRASIL, 2010; KLEIN
et al., 2010; MARQUES; VIGO, 2009).
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1.3 SPRAY DRYING

Dentre as técnicas de secagem, destaca-se a secagem por aspersdo ou nebulizacéo
mais conhecida como spray drying (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; ROSA; TSUKADA,
FREITAS, [200-]). Trata-se de um método trivial de secagem que consiste na transformagéo
de um produto liquido na forma de solu¢do, emulsdo ou suspensdo em um produto sélido.
Neste método, o liquido é bombeado e atomizado em goticulas com elevada area superficial
em um meio contendo um gas com temperatura elevada. A evaporacdao do solvente ocorre
rapidamente e o material fluido € transformado em particulas secas em um processo continuo
que envolve uma Unica etapa de secagem (AMERI; MAA, 2006; BOHR et al., 2014; CAL,;
SOLLOHUB, 2010; HUANG; FILCOVA; HUANG; MUJUMDAR, 2006).

A evolucdo dos secadores por nebulizagdo, ou spray dryers, esteve intimamente
relacionada a demanda da industria de alimentos sendo utilizados em escala industrial desde
1850 para producdo de leite em pd. No entanto, atualmente estima-se que existam mais de 25
mil spray dryers disponiveis comercialmente com aplica¢fes nas industrias de agroquimicos,
produtos biotecnoldgicos, corantes, ceramicas e produtos farmacéuticos cujas capacidades de
evaporacdo variam de poucos kg/h a mais de 50 toneladas’/h (FILCOVA; HUANG;
MUJUMDAR, 2006).

De uma maneira simplificada, o processo de secagem de extratos vegetais, assim como
de outros produtos, por spray drying consiste da etapa de atomizacao do liquido, desidratacédo
ou evaporacdo do solvente e coleta do p6. O processo tem inicio quando o extrato liquido é
bombeado, geralmente por uma bomba peristaltica, até o atomizador. Durante a atomizagédo o
liquido é transformado em goticulas com uma grande area superficial. O processo de secagem
se inicia ainda na etapa de atomizacdo quando a gota entra em contato com o gas de secagem,
em geral ar atmosférico filtrado aquecido a uma elevada temperatura. A grande area
superficial das goticulas formadas permite uma maior transferéncia de calor entre as
particulas e o ar de secagem o que promove a evaporacao do solvente em questdo de segundos
na camara de secagem. O extrato seco é entdo separado do gas circundante, em um
compartimento conhecido como ciclone, por meio da forca centrifuga criada pelo ajuste do ar
a rapidos movimentos rotacionais. Em seguida o extrato seco deixa o ciclone e se deposita no
frasco coletor enquanto que o ar de secagem &, em geral, filtrado e lancado na atmosfera por
um sistema exaustor (Figura 3) (AMERI; MAA, 2006; BOHR et al., 2014; CAL;
SOLLOHUB, 2010).
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Figura 3 — Esquema dos principais componentes e passos da secagem em spray dryer.
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Fonte: adaptado de BOHR et al. (2014).

Cada uma das etapas acima descritas, assim como as condic¢des sob as quais elas séo
conduzidas, influencia as caracteristicas dos produtos secos obtidos por spray drying. Dentre
as variaveis do processo que exercem influencia e podem ser controladas a fim de se obter pos
com caracteristicas fisico-quimicas desejaveis podemos citar o tipo e didmetro do bico
aspersor, velocidade ou vazao de alimentacdo do extrato, vazdo do ar de secagem, vazao do ar
comprimido e a temperatura de entrada do ar de secagem (CAL; SOLLOHUB, 2010; ROSA;
TSUKADA; FREITAS, [200-]; SILVA et al., 2012).

As propriedades do extrato seco obtido por spray drying relacionam-se também com
as caracteristicas do material de entrada (extrato fluido) como viscosidade, tensdo superficial,
teor de solidos, uso e escolha do adjuvante de secagem (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010;
ROSA; TSUKADA; FREITAS, [200-]).

Desta forma, varios trabalhos foram realizados nos ultimos anos a fim de se avaliar as
influéncias do processo de spray drying sobre caracteristicas fisico-quimicas de extratos secos
obtidos a partir de diferentes espécies vegetais dentre elas Rosmarinus officinalis L.
(Lamiaceae) (COUTO et al., 2012); Amburana cearensis (Allemdo) A.C. Sm., (Fabaceae)
(ARARUNA et al., 2013); Rhus coriaria L. (Anacardiaceae) (CALISKAN; NUR DIRIM,
2013): Bidens pilosa L. (Asteraceae) (CORTES-ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2011);
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Rhamnus purshiana (Rhamnaceae) (GALLO et al., 2011); Satureja montana L. (Lamiaceae)
(VIDOVIC et al, 2014); Pterodon emarginatus (Fabaceae) (OLIVEIRA et al., 2012);
Vernonanthura ferruginea (Less.) (OLIVEIRA et al,, 2011) e Eugenia dysenterica DC.,
(Myrtaceae) (COUTO et al., 2013). No entanto, a analise experimental & imprescindivel, uma
vez que, as condi¢bes Otimas da secagem por spray drying para uma dada espécie de planta
ndo pode ser extrapolada de outros trabalhos (GALLO et al., 2011).

1.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA OBTENCAO DE EXTRATOS SECOS
POR SPRAY DRYING

Frente a complexidade e aos inumeros fatores que afetam as propriedades dos
produtos secos por spray drying, a selecdo das condi¢cbes mais adequadas das variaveis do
processo de secagem assim como a escolha dos adjuvantes é realizada frequentemente em
ensaios de “tentativa e erro” em escala laboratorial. Esses ensaios, entretanto, podem ser
conduzidos empregando-se planejamentos estatisticos com o objetivo de minimizar perdas e
maximizar as respostas de interesse por meio de um menor nimero de experimentos.

Em estatistica, normalmente, a propriedade de interesse € denominada resposta, as
variaveis que influenciam a resposta sdo chamadas de fatores e os valores atribuidos aos
fatores sdo conhecidos como niveis (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001)

Um planejamento fatorial do tipo Box-Behnken ird requerer a realizacdo de um
namero de experimentos, N, de acordo com a expressdo N = 2k (k — 1) + cp, onde “k” € o
numero de fatores e “c,” € o nimero de pontos centrais. Neste tipo de planejamento, os
fatores devem ser ajustados somente em trés niveis (-1, 0, +1) com espaco de intervalo igual
entre os valores de cada um deles (BEZERRA et al., 2008)

A funcéo que descreve a influéncia dos fatores na reposta é conhecida como superficie
de resposta. A fim de se encontrar uma regido 6tima na superficie investigada podem ser
empregadas diversas técnicas de estatistica multivariada, dentre as quais destaca-se a
metodologia de superficie de resposta (ou RSM, de Response Surface Methodology). Trata-se
de uma técnica de otimizacdo, baseada em planejamentos fatoriais, amplamente difundida e
consolidada devido a possibilidade de geracdo de uma grande quantidade de informacdes a
partir de um pequeno nimero de experimentos. Porém, sua caracteristica mais relevante é a
possibilidade de avaliar o efeito de interacdo das variaveis sobre a resposta analisada, uma vez

que, as variaveis podem se influenciar mutuamente e o valor ideal para uma delas pode
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depender do valor da outra (BEZERRA et al., 2008; BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001).

Dessa forma, diante da importancia medicinal e comercial de P. umbellatum e frente a
necessidade da obtencdo de produtos de origem vegetal tecnicamente elaborados, esse
trabalho visou contribuir com a investigacdo de processos de producdo de extrato seco por
spray drying, a partir das raizes de P. umbellatum, a fim de se obter uma matéria-prima ativa
de qualidade que possa ser utilizada no desenvolvimento de um fitoterapico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver tecnologicamente extratos vegetais obtidos a partir das raizes de P.

umbellatum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Processar a droga vegetal a partir das raizes de P. umbellatum e avaliar sua qualidade
fisico-quimica por métodos farmacopeicos gerais aplicados a drogas vegetais;

- Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do extrato fluido obtido a partir da droga
vegetal,

- Realizar a validacdo parcial da metodologia analitica para quantificacdo do 4-NRC
quanto a seletividade, linearidade, preciséo e exatidéo;

- Obter extratos secos por spray drying e investigar o potencial tecnologico da técnica
de secagem para obtencdo de extratos secos de P. umbellatum;

- Avaliar a influéncia das varidveis do processo de secagem sobre as propriedades

fisico-quimicas; teor de 4-NRC e sobre a atividade antioxidante dos extratos secos obtidos por

spray drying.
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5 CONCLUSOES

O processamento da droga vegetal possibilitou obter poés com teor de umidade
favoravel a uma maior estabilidade quimica e microbioldgica para armazenagem. A auséncia
de matéria estranha, os valores encontrados para cinzas totais e insolGveis em &cido, indice de
intumescéncia, e a presenca de estruturas caracteristicas da raiz de P. umbellatum
evidenciadas pela analise microscépica forneceram subsidios para comprovacdo da
autenticidade e pureza do material vegetal.

A otimizacdo da fase moével para CCD resultou em uma metodologia que permite a
identificacdo do 4-NRC no material vegetal por comparacdo com Rf do padrdo quando se
utiliza como reveladores luz UV,s4 nm, vanilina sulfurica ou iodo. Além disso, quando luz
UV3es Nm € utilizada como revelador, tem-se um perfil cromatografico para 10 constituintes
quimicos que pode ser utilizado tanto para auxiliar na identificacdo quimica da espécie quanto
para o controle de qualidade durante as etapas de producdo e armazenamento da droga
vegetal.

A percolacdo da droga vegetal utilizando etanol 96 % (v/v) como liquido extrator
resultou em um derivado vegetal com teor de 4-NRC de 43,81% + 0,42 em relacdo a sua base
seca. O perfil cromatografico do extrato fluido obtido por CCD evidenciou a auséncia de duas
substancias antes verificadas na droga vegetal. A ndo manutencdo dos constituintes quimicos
da espécie no derivado vegetal pode estar relacionada a diferengas nos principios de extracao
dos métodos utilizados. Estudos adicionais sdo necessarios para uma concluséo segura.

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método de captura do radical livre
DPPH no extrato fluido (ECso = 6,28 + 0,11 mg/L) possibilitou uma triagem da manutencéo
desta atividade bioldgica ap0s a secagem do extrato. A caracterizacdo fisico-quimica do
extrato fluido quanto ao residuo seco, viscosidade, pH e densidade relativa forneceram dados
para 0 monitoramento da qualidade de extratos de P. umbellatum obtidos nas condicdes desse
trabalho. Além disso, evidenciou-se que as caracteristicas fisico-quimicas do extrato fluido
foram adequadas a obtencdo de extratos secos por spray drying.

A metodologia analitica por CLAE-DAD utilizada para a quantificacdo do 4-NRC
demonstrou seletividade, linearidade, precisdo intra e inter-corridas e exatidao de acordo com
0 preconizado pela RE 899/2003.

Os 17 extratos secos obtidos por spray drying, utilizando dioxido de silicio coloidal

como adjuvante e diferentes condigdes de secagem, apresentaram teor de umidade e atividade
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de &gua dentro do recomendado para a manutengdo da estabilidade quimica e microbiologica
tendo em vista a armazenagem destes produtos.

O rendimento do processo foi considerado alto para spray dryer de escala laboratorial
com recuperacao do produto de até 74,17% (p/p). Destaca-se a possibilidade de se obter maior
rendimento em escala industrial, mantendo-se a qualidade dos extratos secos semelhante a
investigada em bancada. O perfil cromatogréafico por CCD foi mantido em todos os extratos
secos, demonstrando a manutencdo da identidade quimica do extrato fluido de P. umbellatum
apos a secagem. Morfologicamente, evidenciou-se que as particulas dos extratos secos obtidos
sdo de diferentes tamanhos, com formato predominantemente oval e superficie irregular e
porosa.

Todos 0s parametros de secagem por spray drying avaliados (proporcéo de Aerosil®
em relacdo ao residuo seco do extrato liquido; temperatura do ar de secagem e vazdo de
alimentacéo do extrato), com ou sem interagéo entre eles, influenciaram de alguma maneira as
caracteristicas fisico-quimicas dos extratos secos obtidos. O teor de 4-NRC foi afetado
linearmente pela temperatura e pela proporcdo de Aerosil®, enquanto que os valores
encontrados para atividade antioxidante foram influenciados pela vazéo de alimentacdo do
extrato e pela interacdo linear entre a vazdo de alimentacdo do extrato e a proporcao de
adjuvante.

Aparentemente ndo ha uma relacdo entre o contetdo de 4-NRC e a atividade
antioxidante dos extratos secos, corroborando dados da literatura que sugerem a presenca de
outras substéncias com atividade antioxidante no extrato de P. umbellatum. Dentro dos niveis
estudados, maiores AAO podem ser observadas para extratos secos obtidos com a menor
proporcao de adjuvante avaliada (50%, p/p) e uma vazdo de alimentacdo do extrato no maior
nivel (5mL/min) ou com a maior proporcao de adjuvante (70%, p/p) e 0 menor nivel de vazéo
de alimentacdo estudado (3mL/min). O maior contetdo de 4-NRC, por sua vez, foi
encontrado quando a maior proporcao do adjuvante (70%, p/p) e menor temperatura do ar de
secagem foram utilizados.

Em suma, sugere-se que a técnica de spray drying € viavel para a obtencéo de extratos
secos de P. umbellatum de qualidade, com alto teor de 4-NRC e atividade antioxidante
contribuindo, desta forma, para a valorizacdo do potencial terapéutico da espécie. Além disso,
este trabalho abre varias perspectivas de investigacdo com vista a otimizar a obtencdo de
extratos secos a partir desta espécie vegetal e adicionar novas caracteristicas tecnologicas de
forma a agregar valor a um produto com potencial como ingrediente ativo no

desenvolvimento de um medicamento fitoterapico ou formulagdes cosméticas.
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