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RESUMO

A obtencao de extratos secos padronizados da Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae),
por meio da técnica de spray drying, foi precedida de duas etapas, iniciando-se pela obtencao
e caracterizagao do material de partida (p6 das folhas da planta) e a partir desse, obtendo-se o
extrato hidroalcodlico pelo método de percolagdo usando como solvente etanol a 80% (v/v).
Os experimentos de secagem foram conduzidos seguindo um planejamento fatorial do tipo
Box-Behnken (3°) a fim de se obter produtos secos com propriedades otimizadas. Nesse
sentido, foram investigadas as influéncias de alguns parametros envolvidos no processo, e. g.
fluxo de alimentagcdo de extrato, temperatura de entrada do ar de secagem e vazdo do ar de
aspersdo nas propriedades dos extratos secos obtidos. Tanto o material de partida quanto os
produtos obtidos através dele, foram caracterizados por varios ensaios fisico-quimicos e
fisicos. Ainda, foi avaliado o potencial antioxidante in vitro do extrato hidroalcodlico e dos
extratos secos por meio de um método colorimétrico empregando o radical livie DPPH'. O
dcido rosmarinico, componente majoritario e um dos principais responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas da espécie, foi selecionado como marcador quimico e, em todas as etapas do
processo, foi quantificado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a
detector de arranjo de fotodiodos (DAD). Para tanto um método analitico foi validado
seguindo os parametros e critérios de aceitacdo propostos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o qual provou ser de facil execucao, rapido, seletivo, linear,
sensivel, preciso, exato e robusto. Na caracterizacdo da droga vegetal, foram verificados
teores de voldteis, cinzas totais, cinzas insoliveis em 4cido, polifendis totais, taninos totais,
flavondides totais e acido rosmarinico de 9,1 + 0,23, 7,32 + 0,045, 0,378 + 0,016, 3,81 +
0,043, 0,49 £ 0,01, 1,73 £ 0,07 e 1,05 £ 0,03% (m/m), respectivamente, além de indice de
intumescéncia de 2,33 + 0,11 e tamanho médio de particulas de 437,94 + 7,00 um. O extrato
hidroalcodlico apresentou densidade de 0,964 + 0,002 g/mL, residuo seco de 9,66 + 0,07%,
pH 5,106 £ 0,005, teor alcodlico de 38,2 + 0,53% e viscosidade de 5,2 £ 0,09 mPas. Ainda,
foi obtida uma concentracido inibitéria (CEsp) de 17,29 pg/mL nos ensaios de atividade
antioxidante e os teores de polifendis totais, taninos totais, flavondides totais e &4cido
rosmarinico foram de 30,19 + 0,24, 9,13 + 0,01, 8,78 + 0,1 ¢ 10,68 + 0,43% (m/m),
respectivamente. Os rendimentos de secagem variaram de 17,1 a 74,96%, sendo que em todos
os produtos secos, foram observados teores de voldteis e atividade de dgua abaixo de 5%
(m/m) e 0,5, respectivamente. Apesar dos produtos secos terem perdido parte de seus
compostos polifendlicos, eles ainda apresentaram CEsy variando de 17,58 a 24,83 pg/mL.
Entretanto, a maioria dos extratos secos apresentou propriedades de fluxo e compressibilidade
inadequadas para fins farmac€uticos. As fotomicrografias obtidas para esses produtos
mostraram particulas de tamanho varidvel e formato esférico. Andlises de Variancia
(ANOVAs) demonstraram que ambos os fatores estudados e algumas de suas interacdes
afetaram significativamente a maioria das respostas investigadas, sendo que a melhor
condicdo a ser empregada na obtencdo de extratos secos padronizados com indicios de
estabilidade, assim como propriedades fisico-quimicas e funcionais adequadas é aquela
realizada com alto fluxo de extrato de alimentacdo, temperatura do ar de admissao
intermedidria e baixa vazao do ar de aspersdo. Assim, a técnica de spray drying pode ser uma
alternativa atrativa e promissora para a obtencdo de produtos fitofarmacéuticos intermediérios
da R. officinalis.

Palavras-chave: 4cido rosmarinico, atividade antioxidante, fitoterdpicos, Rosmarinus
officinalis L., spray drying, tecnologia de pos.



ABSTRACT

In this work, standardized spray-dried extracts of Rosmarinus officinalis L.
(Lamiaceae), were obtained. The work started with the obtainment and characterization of the
R. officinalis dried and powder leaves. A hydroalcoholic extract was obtained by percolation
using as solvent ethanol at 80 % (v/v). The drying experiments followed a Box-Behnken (3%
factorial design in order to obtain dry powders with optimized properties. In this way, the
influence of several in-process parameters e. g. extract feed rate, drying air inlet temperature
and spray nozzle airflow rate, on the dried extracts properties were investigated. The herbal
raw material as well as both hydroalcoholic and dried extracts were analyzed by several
physic-chemical and physical techniques. Additionally, the in vifro antioxidant activity from
both hydroalcoholic and dried extracts were assessed by DPPH’ free radical scavenging test.
Rosmarinic acid, the major component on the specie and one of the main compounds
responsible for these pharmacological activities, was used as chemical marker in High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) coupled to photodiode array detection (PDA)
quantification assays in all steps of this work. The analytical method was validated following
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA — Brazilian National Health Surveillance
Agency) guidelines. This method proved to be simple, rapid, selective, linear, sensible,
precise, accurate a robust. On the herbal raw material characterization, it were observed a
swelling index of 2.33 £ (0.11, a mean powder size of 437.94 + 7.00 um, as well as moisture,
total ashes, acid insoluble ashes, total polyphenols, total tannins, total flavonoids and
rosmarinic contents of 9.1 + 0.23, 7.32 + 0.045, 0.378 £ 0.016, 3.81 + 0.043, 0.49 + 0.01, 1.73
+ 0.07 and 1.05 £ 0.03% (w/w), respectively. The concentrated hydroalcoholic extract
presented density of 0.964 + 0.002 g/mL, solids content of 9.66 + 0.07%, pH 5.106 + 0.005,
alcoholic content of 38.2 + 0.53% and a viscosity of 5.2 + 0.09 mPas. The levels of total
polyphenols, total tannins, total flavonoids and rosmarinic contents were of 30.19 + 0.24, 9.13
+0.01, 8.78 £ 0.1 and 10.68 £ 0.43% (w/w), respectively. Also, in the antioxidant assessment,
the extract presented an inhibitory concentration (ICsp) of 17.29 pg/mL. Results showed
drying yields ranging from 17.1 to 74.96%. Also, all dried products showed moisture contents
and water activities below 5% (w/w) and 0.5, respectively. Although dry products having lost
some of their polyphenols they still presented antioxidant activities (ICsg) ranging from 17.58
to 24.83 pug/mL. However, most recovered products presented inadequate flowability and
compressibility. In general, the particles showed spherical shape and various sizes. Analysis
of variance (ANOVAs) proved that the factors studied and some of their interactions
significantly affected most of the investigated responses. Moreover, the best condition for
obtaining dry extracts of rosemary with stability evidence as well as adequate physico-
chemical and functional properties is the one performed with a high extract feed rate, an
intermediate drying air inlet temperature and a low spray nozzle air flow rate. Accordingly,
spray drying technique may be an attractive and promising alternative to develop intermediate
phytopharmaceutical products of rosemary.

Keywords: antioxidant activity, phytopharmaceuticals, powder technology, rosmarinic acid,
Rosmarinus officinalis L., spray drying.
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O uso de produtos derivados de plantas medicinais no tratamento de diversas doengas
¢ uma prética milenar em diversas culturas e na¢des em todo o mundo, exercendo assim um
papel primordial na atencdo primdria a saidde da populagdo tanto de paises em
desenvolvimento quanto de paises desenvolvidos (AKERELE, 1993; CALIXTO, 2000). De
fato, as plantas medicinais tem sido uma promissora fonte de agentes terapéuticos. A
terapéutica moderna, atualmente constituida por um grande nimero de medicamentos com
acoes especificas sobre receptores, enzimas e canais idnicos, ndo teria atingido o grau de
desenvolvimento atual sem o auxilio dos produtos de origem natural, em especial os
provenientes das plantas superiores (SIANI, 2003).

No periodo de 1983 a 1994, cerca de 40% dos novos farmacos aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration - EUA) foram derivados dos produtos naturais, andlogos
semi-sintéticos de produtos naturais ou compostos sintéticos baseados em grupos
farmacoforicos de produtos naturais e, aproximadamente 70% das novas entidades quimicas
divulgadas entre 1981 a 2006 foram resultados de estudos com os produtos naturais. Ainda, a
Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) estima que quase 75% da popula¢do mundial possuam
experiéncia com o uso de plantas medicinais (LIU; WANG, 2008). Entretanto, poucas plantas
(menos de 10%) tém estudos cientificos para validacdo de sua qualidade, seguranca e eficicia
(CALIXTO, 2005).

Ao longo das tultimas décadas, as plantas medicinais passaram a ser vistas ndo apenas
como recursos terapéuticos, mas também como fontes de recursos econdomicos (GUERRA;
NODARI, 2005). Outrossim, a producdo industrial de fitoterdpicos vem crescendo
consideravelmente e, em funcdo das tendéncias mundiais da comercializacdo desse tipo de
produtos, esta drea vem atraindo a atencdo da comunidade cientifica e, principalmente, das
industrias farmacéuticas de todo o mundo, incluindo as brasileiras (CALIXTO, 2005).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), fitoterdpico € o
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. Esse
tipo de produto € caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso, assim
como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficdcia e seguranca é
validada através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentagdes
tecnocientificas em publicagdes ou ensaios clinicos fase 3. Assim sendo, os fitoterdpicos,
assim como todos os medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos
terapéuticos comprovados, composicdo padronizada e seguranca de uso para a populagcdo

(BRASIL, 2010).
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Neste contexto, uma das principais limita¢des relacionadas a produgdo de fitoterdpicos
¢ a inerente complexidade quimica, influenciada pelas condi¢des de cultivo, época de coleta,
métodos de extracdo, secagem e condicdes de armazenamento (CASTRO et. al., 2004).
Considerando-se esse fator, a utilizacdo de marcadores quimicos no controle de qualidade e
padronizacdo de fitoterapicos tornou-se um requisito fundamental nos protocolos da OMS, da
ANVISA e de outros 6rgaos responsdveis pela regulamentacdo da produ¢do de medicamentos
(CHAVES, 2005). Por defini¢do, marcador quimico é uma substancia ou grupo de substancias
quimicas que esteja presente em maior quantidade em uma espécie vegetal, de preferéncia
responsavel ou uma das responsdveis pela atividade farmacolégica da planta, estivel e
passivel de ser analisada por metodologias analiticas e.g. cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG) ou
espectrofotometria (BRASIL, 2010).

Desta forma, paralelamente as etapas de processamento tecnoldgico, e. g., cominui¢ao,
extracdo, secagem, pré-formulagdo etc, a realizacdo de um rigoroso controle de qualidade em
todas as fases de desenvolvimento é um requisito fundamental para a obtencdo de produto
fitoterapicos padronizados, seguros, eficazes e com alto valor agregado (CALIXTO, 2000;
SONAGLIO et al.,, 2005). Os rigorosos requisitos inerentes ao desenvolvimento de
medicamentos, tais como precisdo de dosagem, biodisponibilidade e estabilidades quimica e
fisica fazem o desenvolvimento do bindmio farmacéutico formulacido/processo uma tarefa
complexa (LEUENBERGER; LANZ, 2005). Uma ferramenta que tem sido aplicada com
sucesso no desenvolvimento de produtos fitoterdpicos com caracteristicas Otimas de
seguranca e performance € o emprego de produtos intermedidrios padronizados (CALIXTO,
2000; SONAGLIO et al., 2005).

Sdo exemplos de medicamentos fitoterdpicos provenientes de extratos padronizados
encontrados no mercado brasileiro: Ilex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae) (erva-
mate, padronizado em metilxantinas), Paullinia cupana Kunth (Sapindaceae) (guarand,
padronizado em metilxantinas), Brosimun gaudichaudii Trécul (Moraceae) (mamacadela,
padronizado em psoraleno e bergapteno), Cordia verbanacea DC. (Boraginaceae) (erva-
baleeira, padronizado em o-humuleno), Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae) (cha verde,
padronizado em metilxantinas), Panax ginseng C.A. Mey. (Araliaceae) (ginseng, padronizado
em ginsenosideos), Mikania glomerata Spreng. (Asteraceae) (guaco, padronizado em
cumarina), Hypericum perfoliatum L. (Hipericaceae) (hipérico, padronizado em hipericina),
Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae) (soja, padronizado em isoflavonas), Passiflora incarnata

L. (Passifloraceae) (maracujd, padronizado em vitexina), Valeriana officinalis L.
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(Caprifoliaceae) (valeriana, padronizado em alcaléides), Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch.
(Celastraceae) (espinheira santa, padronizada em taninos); Cynara scolymus L. (Asteraceae)
(alcachofra, padronizada em cinarina); Peumus boldus Molina (Monimiaceae) (boldo,
padronizado em boldina); Rhamnus purshiana DC. (Rhamnaceae) (cdscara sagrada,
padronizada em cascarosideo “A”); Equisetum arvense L. (Equisetaceae) (cavalinha,
padronizada em quercetina), entre outros (BARATA, 2005; CARVALHO et al., 2008).

De modo geral, a padronizagdo e validacao de processos que garantam a obtencdo de
insumos e produtos fitofarmacéuticos intermediarios ou acabado com constancia de qualidade
requer a avaliacdo de diversos parametros quimicos, fisicos e fisico-quimicos, e. g., teor de
marcadores quimicos, umidade residual, propriedades organolépticas, carga microbiana,
distribuicdo granulométrica, morfologia de particulas, caracteristicas farmacotécnicas etc,
tornando-se assim um desafio constante (CALIXTO, 2000; SONAGLIO et al., 2005).

Face ao exposto, a realizacdo de trabalhos cientificos visando o desenvolvimento de
insumos fitoterdpicos padronizados obtidos a partir de espécies vegetais com valor medicinal
conhecido pela populacio e validado cientificamente e que, além disso, apresentem
viabilidade agrondmica € amplamente justificada, tornando-se ainda uma alternativa

promissora para o desenvolvimento sustentdvel da industria fitofarmacéutica nacional.
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2.1 Rosmarinus officinalis L.: ASPECTOS BOTANICOS, FITOQUIMICOS E
PROPRIEDADES MEDICINAIS

A familia Lamiaceae compreende 236 gé€neros e aproximadamente 7200 espécies
distribuidas em todo o mundo e concentrando-se nas regides do Mediterraneo e Oriente
Proximo (BECKETT, 1988). Destaca-se nesta familia a espécie Rosmarinus officinalis L.,
oriunda da regido mediterranea da Europa e cultivada em quase todos os paises de clima
temperado, de Portugal a Austrdlia (LORENZI; MATOS, 2002),

Conhecida popularmente como alecrim, alecrim-de-jardim, alecrim-rosmarinho,
alecrim-comum, alecrim-de-casa, alecrim-de-cheiro, alecrim-de-horta, erva-coada, erva-da-
graca, flor-de-olimpo, rosa-marinha, rosmarinho ou rosmarino, seu nome em latim,
“Rosmarinus”, significa “o orvalho que vem do mar”, em alusdo ao aroma abundante das
praias do mediterraneo onde o alecrim crescia e se desenvolvia espontaneamente, enquanto o
termo “officinalis” refere-se a designacdo de que era uma planta conhecida sobre o ponto de
vista médico-herborista, sendo amplamente utilizada na culindria, medicina, beleza e magia
(MATOS, 2002).

Trata-se de um subarbusto, densamente ramoso e foliado, cujo caule geralmente mede
de 1 a 2 m de altura apresentando sec¢do transversal obtuso tetragonal e ramos geralmente
opostos € pubescentes. Suas folhas sdo sésseis, lineares, inteiras, coridceas € persistentes,
possuindo disposicao oposta e margens fortemente revolutas, de cor verde e pontuado rugosas
na epiderme adaxial, enquanto na epiderme abaxial sdo branca tomentosas com nervura
mediana bastante proeminente, podendo medir de 2 a 3,5 cm de comprimento por 2 a 4 mm
de largura. As flores, pouco numerosas e curtamente pediceladas, apresentam-se reunidas em
pequenos racimos axilares onde o célice, de coloracdes que variam de verde & purpura, é
tomentoso-pubescente e a corola é bilabiada e de coloragdao azulada, sobre a qual se inserem
dois estames providos de uma Unica teca fértil e a outra transformada em alavanca. O gineceu
possui ovario supero bicarpelar e falsamente tetraocular por invaginagdo dos carpelos,
enquanto o estilete € inserido ginobasicamente e o ovdrio se assenta sobre um disco glandular,
unilateralmente expandido e saliente. Por fim, o fruto é seco e separa-se caracteristicamente
em quatro fruticulos ou néculas (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998).

Sob o ponto de vista microscopico, a epiderme adaxial apresenta pélos tectores
unicelulares e conicos e é formada de células de contorno retangular, alongadas no sentido
tangencial. Essas células quando vistas de face apresentam contorno poligonal e paredes
espacadas. Por outro lado, a epiderme abaxial quando vista de face, apresenta células de

contorno sinuoso, estomatos do tipo diacitico, pélos tectores ramificados pluricelulares e
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pélos glandulares caracteristicos de espécies da familia, providos de quatro a oito células
formando a glandula. Tanto a epiderme adaxial quanto a abaxial apresentam pélos glandulares
capitados suportados por pedicelo bicelular. Abaixo da epiderme adaxial existe hipoderme
formada de vérias camadas de células poligonais grandes, bastante visiveis na regiao do feixe
vascular. O meséfilo € heterogéneo e assimétrico formado de uma ou duas camadas de células
palicddicas e de poucas camadas de células, formando o parénquima lacunoso. O feixe
vascular e do tipo colateral e envolvido por parénquima fundamental. O caule em secc¢do
transversal apresenta estrutura eustélica (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998).

Verifica-se na literatura cientifica que vérios estudos fitoquimicos foram realizados
com R. officinalis, os quais resultaram na identificacdo de vérias classes de metabdlitos
secunddrios e isolamento de alguns de seus representantes (COLLIN; CHARLES, 1987;
BISSET, 1994; TISSERAND; BALACS, 1995; USDA, 2003):

o Flavonoides: cirsimarina, diosmetina, diosmina, genkwanina e derivados,
luteolina e derivados, hispidulina, nepetina, nepitrina, hesperidina, homoplantigenina,
fegopolina e apigenina.

. Acidos Orgénicos/Fenilpropanéides: Acido caféico, dcido clorogénico, dcido
labidtico, d4cido neoclorogénico e dcido rosmarinico

. Oleos essenciais (1-2,5%): Os componentes podem variar de acordo com o
quimidtipo, sendo compostos principalmente por hidrocarbonetos monoterpénicos, incluindo
a- e B-pinenos (15-25%), esqualeno, gamma-terpineno, canfeno e limoneno, juntos a 1,8-
cineol (20-50%), borneol, timol, canfora (10-25%), metil-eugenol, linalol, verbinol, terpineol,
3-octaneno, B-cariofileno, p-cimeno, mirceno, trans-anetol, carvacrol acetato de bornila e
acetato de isobornila.

. Terpendides: carnosol, dcido carnosélico, rosmaridifenol, rosmariquinonas A e
B, rosmadial, isorosmanol, rosmanol (diterpenos); beta-sitosterol, 4cidos oleandlico e ursélico
e seus 3-acetil ésteres (triterpenos).

Aliados as suas conhecidas aplica¢des culindrias, em especial como aromatizantes em
alimentos, vdrias propriedades medicinais também sdo associadas a espécie, da qual sdo
utilizadas as folhas e sumidades floridas que apresentam atividades carminativa,
espasmolitica, sedativa, diurética e antimicrobiana. Topicamente, sdo relatadas propriedades
rubefaciente, analgésica e antiparasitaria (BRITISH HERBAL PHARMACOPOEIA, 1990).
Tradicionalmente € indicada em casos de dismenorréia, desordens respiratdrias, colicas renais,
calvicie, flatuléncia dispepsia, dores-de-cabeca, e topicamente para mialgia e neuralgia cidtica

e intercostal (KARIM; QURAAN, 1986; BRITISH HERBAL PHARMACOPOEIA, 1990;
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OLUWATUYI; KAATZ; GIBBONS, 2004). Segundo Blumenthal et al. (1998), o uso interno
contra queixas de dispepsia € 0 uso externo na terapia suporte de problemas circulatérios e
reumatismo, foi aprovado pela Comissao E da Farmacopéia Alema.

Além disso, resultados de estudos pré-clinicos recentes confirmam sua atividade anti-
inflamatdria (ALTINIER et al., 2007; TAKAKI et al., 2008; BENINCA et al.,, 2011),
analgésica (GONZALEZ—TRUJANO et al., 2007), antimicrobiana (ANGIONI et al., 2004;
SHAN et al., 2005; BOZIN et al., 2007; TSAIL TSAIL HO, 2007; YESIL-CELIKTAS et al.,
2007a; SILVA et al., 2008), antidiabética (BAKIREL et al., 2008), antioxidante (WOJDYLO;
OSZMIAN'SKI; CZEMERYS, 2007; YESIL-CELIKTAS et al, 2007b; ERKAN;
AYRANCI; AYRANCI, 2008; MARIUTTI et al., 2008; WANG et al., 2008), antitumoral
(CHEUNG; TAI, 2007; BAl et al., 2010), citoprotetora (YOO et al., 2008; PARK et al., 2010)
e hepatoprotetora (AMIN; HAMZA, 2005; GUTIERREZ et al., 2009). Tantos atributos
justificam o desenvolvimento de uma gama de produtos variando de conservantes na industria
alimenticia (GEORGANTELIS et al., 2007; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2009;
ROMANO et al., 2009, HAMRE, KOLAS; SANDNES, 2010), fitocosméticos (LEE et al.,
2011), nutracéuticos (NIETO et al., 2010) até fitoterapicos (IBARRA et al., 2010).

Em sua maioria, as propriedades medicinais da R. officinalis vem sendo atribuidas ao
seu elevado teor de compostos polifendlicos, especialmente aqueles derivados do &cido
caféico, principalmente o dcido rosmarinico (Fig. 1), o qual € um dos componentes
majoritarios da planta e tem sido considerado um marcador quimico da espécie (TSAIL; TSAIL
HO, 2007; YESIL-CELIKTAS et al., 2007b; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2009;
ROMANO et al., 2009; IBARRA et al., 2010). Ademais, o 4cido rosmarinico possui baixa
toxicidade (DLsyp = 561 mg/kg IV) e € rapidamente eliminado pela circulagdo (tjp = 9
minutos) (PARNHAM; KESSELRING, 1985). Desse modo, a luz dos complexos requisitos
proposto pela legislacdo vigente para o desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos, a
determinagdo deste importante metabdlito secunddrio € primordial para a padronizagdo de

produtos fitoterdpicos derivados da R. officinalis.
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Figura 1 — Estrutura quimica do 4cido rosmarinico

Nao existem relatos documentados de interagcdes medicamentosas. Entretanto, o fato
de que preparacdoes contendo extratos de R. officinalis possam interagir com outros
medicamentos administrados concomitantemente, particularmente aqueles com propriedades

similares ou antagonicas, devem ser considerados (TISSERAND; BALACS, 1995).

2.2 A TECNICA DE SPRAY DRYING COMO FERRAMENTA NA OBTENCAO DE
PRODUTOS FITOFARMACEUTICOS INTERMEDIARIOS

A transformagdo de uma matéria-prima vegetal em um produto mais adequado para
uso industrial e posterior aplicacdo terapéutica configura-se como uma tarefa complexa,
exigindo o uso de tecnologias de processo especificas e padronizadas, dentre elas, a secagem
de extratos vegetais (COUTO et al., 2010). Para cada uma das etapas do processo tecnoldgico,
a selecdo de uma operacdo especifica € determinada pelas caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas do produto a ser obtido, pela natureza da matéria-prima a ser transformada e pelo
volume de producgdo exigido (SONAGLIO et al., 2005).

Do ponto de vista tecnoldgico, extratos secos apresentam vdrias vantagens em relacdo
as formas fluidas, e. g., maior estabilidade e facilidades de padronizacdo, transporte e
acondicionamento (OLIVEIRA; BOTT; SOUZA, 2006). Ademais, a preparacao desse tipo de
produto intermedidrio € muito importante no desenvolvimento de formas farmacéuticas
sO6lidas (LEUENBERGER; LANZ, 2005), como comprimidos e cdpsulas, as quais
representam cerca de 80% dos medicamentos comercializados em todo o mundo (MUZZIO;
SHINBOT; GLASSER, 2002). No Brasil encontram-se registrados 512 medicamentos
fitoterdpicos, dos quais mais de 70% apresentam-se como formas farmacéuticas sélidas

(CARVALHO et al., 2008).
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Virias técnicas vém sendo aplicadas na producdo de extratos secos, incluindo
liofilizacdio (HAWLADER; PERERA; TIAN, 2006; RATTI et al., 2007; BORGOGNONI;
POLAKIEWIC; PITOMBO, 2008), leito de jorro (RUNHA et al., 2001; CORDEIRO;
OLIVEIRA, 2005; SOUZA; OLIVEIRA, 2005; MARRETO; FREIRE; FREITAS, 2006;
OLIVEIRA; BOTT; SOUZA, 2006; SOUZA, 2008; SOUZA et al., 2008), leito fluidizado
(PAGLIARUSSI; BASTOS; FREITAS, 2006; MURTHY; JOSHI, 2007; BURANDE et al.,
2008; BUCHAILLOT; CAFFIN; BHANDARI, 2009) e spray drying (VASCONCELOS et
al., 2005; MARQUELE et al., 2006; VAIDYA; BHOSALE; SINGHAL, 2006; SILVA
JUNIOR et al, 2006; SOUZA et al., 2007; GEORGETTI et al., 2008; HUYNH et al., 2008:;
RODRIGUEZ CHANFRAU et al., 2008; CHAVES; DA COSTA; FREITAS, 2009; COUTO
et al., 2010; ARAUJO; TEIXEIRA; FREITAS, 2010; TEIXEIRA; TEIXEIRA; FREITAS,
2010; ZHANG et al., 2010), também conhecida como secagem por aspersdo ou nebulizacao.

De acordo com a literatura, a técnica de spray drying € provavelmente a mais utilizada
nas industrias fitofarmacéuticas (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Outrossim, esta vem
sendo amplamente aplicada na industria farmacéutica para a obtencdo de flavorizantes e
fragrancias, microcdpsulas, nanoparticulas, lipossomas, produtos alimenticios, emulsdes
secas, produtos efervecentes, particulas injetdveis e formulacGes para inalagdo nasal ou
administracdo pulmonar (WENDEL, 1987; LIST; SCHMIDT, 1989; FILKOVA;
MUJUNDAR, 1995).

A técnica de spray drying consiste na transforma¢dao de um material fluido (solugao,
dispersdo ou emulsdo) em particulas secas através da atomizacdo do fluido em um meio de
secagem com temperatura elevada, sendo assim, um processo continuo de uma Unica etapa
envolvendo secagem. O fluido a ser secado € aspergido em forma de goticulas muito
pequenas em uma corrente de ar quente, ocorrendo assim, um aumento considerdvel da
superficie de contato do material com o ar quente. As caracteristicas do produto seco
dependem das propriedades fisico-quimicas do fluido, do design do equipamento e das
condigdes operacionais, podendo se apresentar sob a forma de granulos, aglomerados ou pé
(MASTERS, 1985; WENDEL; CELIK, 1987; LIST; SCHMIDT, 1989; BROADHEAD;
ROUAN; RHODES, 1992; FILKOVA; MUJUNDAR, 1995; SHARAPIN et al., 2000).

O equipamento utilizado nesse processo consiste basicamente em um sistema de
alimentacdo, composto por um recipiente onde a amostra geralmente permanece sob ligeira
agitacdo (para garantir a homogeneidade do produto final) e uma bomba (que leva o material
a ser seco até o bico atomizador); um sistema atomizador, classificados de acordo com os

tipos de bico atomizador (que podem ser: rotatério, de pressdo e pneumadtico, também
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conhecido como two-fluid); uma camara de secagem, onde o ar quente e o material a ser seco
entram em contato (esse sistema pode operar em fluxo co-corrente ou contracorrente); um
ciclone, onde ocorre a separagdo do sistema de ar do produto seco e um sistema frasco coletor
de amostra seca (BROADHEAD et al., 1992). Dessa forma, a técnica de spray drying consiste
basicamente em quatro etapas (MASTERS, 1985): 1) atomizacdo do produto a ser secado
(alimentacdo do aparelho); 2) contato com o ar quente (mistura e fluxo); 3) secagem do spray
formado (evaporacao da umidade e volateis); 4) separacdo do produto seco do ar quente.

O grande interesse pelo emprego da técnica de spray drying na industria farmacéutica
deve-se, em grande parte, as varias vantagens apresentadas por esta técnica, e. g., flexibilidade
operacional, facilidade de otimizacdio do processo, aplicagdo tanto para produtos
termoestaveis quanto termosensiveis, grande volume de produgdo, assim como custo acessivel
(MASTERS, 1985; WENDEL; CELIK, 1987; LIST; SCHMIDT, 1989; BROADHEAD:;
ROUAN; RHODES, 1992; FILKOVA; MUJUNDAR, 1995; SHARAPIN et al., 2000).

No decorrer dos udltimos anos, o desenvolvimento e a avaliagdo da qualidade e
performance de produtos fitofarmacéuticos intermedidrios obtidos empregando a técnica de
spray drying vem sendo o alvo de vdérios estudos. Senna et al. (1997) obtiveram e
caracterizaram extratos secos de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (Asteraceae). Paula e
Petrovick (1997) avaliaram o efeito da incorporacdo dos extratos secos de A. satureioides em
base dermatoldgica de monoestearato de glicerila sobre as caracteristicas fisico-quimicas,
biodisponibilidade e estabilidade preliminar das pomadas resultantes. De Souza et al. (2000)
investigaram a influéncia dos adjuvantes de secagem Aerosil® 200 e Gelita-Sol-P nas
propriedades farmacotécnicas de extratos secos de Passiflora edulis var. flavicarpa O. Deg.
(Passifloraceae). Heberlé, Wehrmann e Petrovic (2000) obtiveram e caracterizaram o extrato
seco de Cecropia glazioui Sneth. (Cecropiaceae).

Zetola et al. (2002), avaliaram os efeitos sedativo e anticonvulsivante da fra¢do nao
volatil do extrato liquido e seco de Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson
(Verbenaceae). Bruschi et al. (2003) se dedicaram a preparagdo e caracterizacdo de
microparticulas de propolis revestidas com gelatina e manitol. Valdaga, Battestin e Finzer
(2003) obtiveram e caracterizaram extratos secos de I. paraguariensis, avaliando a influéncia
da goma ardbica nas caracteristicas dos produtos. Paradkar et al. (2004) obtiveram e
caracterizaram dispersoes sdlidas com diferentes razdes de curcumina-PVP. Andrade e Flores
(2004) avaliaram os efeitos de alguns parametros de secagem (vazdo do extrato de
alimentacdo, temperatura de entrada do ar de secagem e pressdo do bico atomizador) em

vdrias caracteristicas de extratos de Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae). Vasconcelos et al.
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(2005) avaliaram a influéncia da temperatura de entrada e a concentracdo de Aerosil® 200 nas
caracteristicas de extratos secos da Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae). Souza,
Spaniol e Petrovick (2005) investigaram a viabilidade do revestimento de comprimidos
contendo alto teor de extrato seco de Phyllanthus niruri L. (Phyllanthaceae) visando protecao
frente a variagdes atmosféricas. Soares et al. (2005) avaliaram a influéncia de parametros de
granulacdo por via seca nas propriedades de granulos e comprimidos contendo extrato seco de
M. ilicifolia.

Marquele et al. (2006) e Souza et al. (2007) investigaram a influéncia das condi¢des
de secagem nas propriedades quimicas (polifendis e flavondides) e bioldgicas (atividade
antioxidante) de extratos de prépolis. Daiuto e Cereda (2006) investigaram a influéncia da
granulometria de granulos de amido sobre a densidade aparente de extratos secos de P.
boldus. Silva Junior et al. (2006) obtiveram e caracterizaram o extrato seco de Symphytum
officinale L. (Boraginaceae). Herndndez et al. (2006) estudaram a influéncia da concentragdo
dos adjuvantes de maltodextrina e amido na secagem de extratos de Calendula officinalis
L.(Asteraceae). De Souza, Lionzo e Petrovick (2006) avaliaram a reducdo da contaminagdo
microbiana de extratos obtidos apartir de decoctos das partes aéreas de P. niruri.

De Souza et al. (2006) avaliaram o comportamento de compressdo bem como a
influéncia de excipientes nas propriedades de comprimidos contendo um elevado teor de
extrato seco de P. niruri. Oliveira, Bott e Souza (2006) obtiveram e caracterizam extratos
secos de Passiflora alata Curtis (Passifloraceae), Bauhinia forficata Link (Fabaceae) e M.
ilicifolia comparando as técnicas de spray drying e leito de jorro. Souza e Oliveira (2006)
investigaram o efeito do processo de secagem por spray drying do extrato de B. forficata no
comportamento do sistema e nas propriedades dos produtos secos. Ramos (2006) desenvolveu
e caracterizou quanto a estabilidade e atividade anti-inflamatéria microcdpsulas contendo a
fracdo volatil da oleoresina da copaiba (Copaifera langsdorffii Desf., Fabaceae).

De Souza, Bassani e Schapoval (2007) avaliaram a influéncia de adjuvantes de
secagem e método de obtencdo (liofilizacdo e spray drying) no efeito antiinflamatério de
extratos secos de A. satureioides. Vargas et al. (2007) investigaram a atividade anti-
inflamatodria de extratos secos de P. alata e P. edulis. Souza, Schiavetto e Oliveira (2008)
compararam o potencial das técnicas de spray drying e leito de jorra para a producdo de
extratos secos de R. officinalis. Oliveira (2008) investigou a influéncias de parametros
tecnoldgicos de produgdo sobre as caracteristicas de produtos secos de M. ilicifolia. Georgetti
et al. (2008) investigaram os efeitos do processo de secagem por spray drying nas

propriedades fisico-quimicas e antioxidantes (in vitro) de extratos de G. max. Silva Junior e
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Pereira (2009) avaliaram a permeacao in vitro de um gel fitoterdpico contendo extrato seco de
S. officinale.

Da Costa et al. (2009) realizaram a caracterizacdo fisica, quimica e fisico-quimica do
extrato seco de C. scolymus. Chaves, Da Costa e Freitas (2009) desenvolveram e
caracterizaram comprimidos revestidos contendo extrato seco padronizado de Tanacetum
parthenium (Willd.) Sch. Bip. (Asteraceae). Acosta-Esquijarosa et al. (2009) investigaram a
possibilidade de aumento de escala da producao de extratos secos otimizados de Mangifera
indica L. (Anacardiaceae). Aradjo, Teixeira e Freitas (2010), com o objetivo de aumentar a
solubilidade da curcumina, obtiveram e caracterizaram dispersdes sélidas terndrias contendo
como excipientes de secagem Aerosil® 200 e Gelucire 44/14. Osério et al. (2010) isolaram e
microencapsularam antocianinas dos frutos da Bactris guineensis (L.) H.E. Moore
(Arecaceae) usando maltodextrina como adjuvante tecnolégico. Couto et al. (2010)
investigaram o efeito de varios excipientes de secagem (Manitol, Maltodextrina 19-20 e
Aerosil® 200), em diferentes concentracdes e com diferentes tempos de incorporacdo nas
propriedades tecnoldgicas de extratos secos de Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae).

Considerando-se a importancia medicinal e comercial da R. officinalis, bem como a
insuficiéncia de dados na literatura sobre seu comportamento durante processos e
padronizacdo € que se procurou investigar o efeito de parametros de processo nas

propriedades fisicas, fisico-quimicas e bioldgicas (in vitro) de extratos secos via spray drying.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a obten¢do do extrato seco padronizado da Rosmarinus officinalis L.

(LAMIACEAE).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Obtencdo e caracterizacdo fisica e fisico-quimica da droga vegetal das folhas da
Rosmarinus officinalis L.;

* Obtencdo e caracterizagdo fisica e fisico-quimica do extrato hidroalcodlico da
Rosmarinus officinalis L.;

* Desenvolvimento e validagdo de método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) acoplado a detector de arranjo de fotodiodos (DAD) para a determinagdo dos
teores de dcido rosmarinico na droga vegetal da Rosmarinus officinalis L. e nos
produtos obtidos a partir desta;

* Investigacdo do potencial da técnica de spray drying para a produgdo de extratos secos
da Rosmarinus officinalis L. padronizados em 4cido rosmarinico.

* Verificar o perfil de degradacdo dos marcadores quimicos durante o processo de
secagem por spray drying do extrato hidroalcodlico da Rosmarinus officinalis L.;

* Investigacdo da influéncia de fatores de processo nas propriedades fisicas e fisico-
quimicas dos produtos secos obtidos por spray drying;

* Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro dos extratos hidroalcodlico e secos por

spray drying da Rosmarinus officinalis L.;
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4 MATERIAL E METODOS



30

4.1 REAGENTES, SOLVENTES E OUTROS MATERIAIS

acetato de sodio (Synth®, Sao Paulo, Brasil)

acetonitrila grau HPLC (Tedia Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

acido acético glacial P.A (Impex®, Sao Paulo, Brasil)

acido cloridrico P.A (Impex®, Sao Paulo, Brasil)

albumina bovina sérica (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Alemanha)

acido formico P.A (Impex®, Sao Paulo, Brasil)

acido rosmarinico 98% (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Alemanha)

acido tanico 98% (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Alemanha)

alcool etilico 95% P.A (Chemis®, Séo Paulo, Brasil)

alcool metilico grau HPLC (Tedia Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

alcool metilico P.A (Chemis®, Sao Paulo, Brasil)

algodao hidréfilo (Topz®, Jaguaritna, SP, Brasil)

cloreto de s6dio P.A (Synth®, Sdo Paulo, Brasil )

cloreto férrico (Acros Organics Co., NJ, EUA)

2,2-Difenil-1-picril-hidrazila (DPPH") (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Germany)
fita indicadora de pH (Eintauche — Feucht Ablesen, Alemanha)

lauril sulfato de s6dio P.A (CAQ — Casa da Quimica Ind. E Com. Ltda, Diadema, SP,
Brasil)

NS N N N N N N N N N N N N N NN

membrana filtrante de 0,45um Millex® (Millipore, Sao Paulo, Brasil)

membrana filtrante para fase mével 0,45um Millex® (Millipore, Sao Paulo, Brasil)
papel de filtro de 14um QUALY (J. Prolab, Paran4, Brasil)

po das folhas da R. officinalis

rutina 98% (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Alemanha)

solucdo tampao pH 4,0 (Labmeter Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil)

solucdo tampao pH 7,0 (Labmeter Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil)

AN N N N U N NN

trietanolamina P.A (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil)
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4.2 EQUIPAMENTOS

Agitador mecanico de tubos AP - 56 (Tecnal Ltda, Piracicaba, SP, Brazil)

Agitador eletromagnético 78 HW-1 (Biomixer, Sdo Paulo, SP, Brasil)

Alcodmetro (Incoterm Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil)

Analisador de umidade MB35 (Ohaus Co., Pine Brook, NJ, EUA)

Balanga analitica SHIMADZU AUW?220D (Shimadzu do Brasil, Sao Paulo, SP,
Brasil)

NN

Banho de refrigeracdo com circulagdo Te - 184 (Tecnal Ltda, Piracicaba, SP, Brazil)
Banho-maria CT-248 (Cientec Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, SP, Brasil)
Bomba de vacuo Te-152 (Tecnal Ltda, Piracicaba, SP, Brasil)

Chapa aquecedora Q321A26 (QUIMIS®, Diadema, SP, Brasil)

Coluna cromatografica Gemini RP-C18 (Phenomenex, Inc., Torrance, CA, EUA)
Cromatégrafo Liquido LC — 20AT Prominience (Shimadzu®, Kyoto, Japdo)
Determinador de atividade de dgua Testo® 650 (Testo AG, Alemanha)
Espectrofotometro SP220 UV/VIS (Biospectr0®, Curitiba, PR, Brasil)

Lavadora ultra-sénica USC 4800 (Unique Group, Indaiatuba, SP, Brazil)

Mufla EDG 3000 (EDG Equipamentos, Sdo Carlos, SP, Brasil)

Micropipeta (DIGIPET®, Diadema, SP, Brasil)

AN N N NN U U N N N NI

Microscépio Eletronico de Varredura Phenom™ (FEI Company, Hillsboro, Oregon,
EUA)

Moinho de facas TE-625 (Tecnal Ltda, Piracicaba, SP, Brasil)
Percoladores de aco inoxidédvel (Revitec Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)
Potenciometro digital PHS 3B (Labmeter Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil)
Rotaevaporador MA 120 (Marconi Ltda, Piracicaba, SP, Brasil)

Spray dryer MSD 1.0 (Labmaq do Brasil Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
Tamisador vibratdrio eletromagético (Bertel Ltda, Caieiras, SP, Brasil)
Tamises de aco inoxiddvel (Bertel Ltda, Caieiras, SP, Brasil)

TermOmetro (Incoterm Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil)

Ultra-purificador de dgua Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA, EUA)
Ultraturrax TE-102 (Tecnal Ltda, Piracicaba, SP, Brasil)

DN N N N N N Y N N N N

Viscosimetro DV-III+ (Brookfield Engineering Laboratories Inc., Massachusetts,

EUA)
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4.3. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL DA Rosmarinus
officinalis L.

4.3.1 Coleta e processamento

Amostras de folhas foram coletadas de espécimes localizados no horto de plantas
medicinais do Hospital de Medicina Alternativa (HMA) de Secretaria Estadual da Satude —
Goiania - GO. Ap6s identificacdo pelo prof. Dr. José Realino de Paula, uma exsicata foi
preparada e depositada no Herbario da Universidade Federal de Goids (UFG) sob registro
UFG - 43206. No Laboratério de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (P, D & I) de
Produtos Fitoterdpicos da Faculdade de Farmdcia/UFG, esta matéria-prima vegetal foi
dessecada a temperatura ambiente, triturada em moinho de facas e acondicionada em
recipiente fechado sob refrigeracdo (-2 a +8 °C) para caracterizacdo e posterior uso nos

estudos de validagdo e na obtencao do extrato hidroalcodlico.

4.3.2 Determinacao do teor de volateis (V7)
Foi utilizada uma balanca para anélise de umidade com lampada de halogénio, sendo

os ensaios realizados em triplicata com amostras de 0,5 g.

4.3.3 Determinacao do teor de cinzas totais (Cr)

Amostras de 3 g da droga vegetal foram pesadas em balanca analitica e transferidas
para cadinhos de porcelana, previamente calcinados em mufla a 450°C, sendo depois
resfriados e pesados. As amostras foram uniformemente distribuidas nos cadinhos e
incineradas em mufla, aumentando-se gradativamente a temperatura até 450°C e esta mantida
durante 4 h, resfriadas em dessecador e novamente pesadas (FARMACOPEIA BRASILEIRA
IV, 2000). O teor de cinzas totais (Cy) foi calculado como percentual pela média de trés

determinagdes segundo a equacao 1:

mra,

C, (%om/m)= x100 1)

mra,

onde: mra, = massa do recipiente mais amostra pds aquecimento; mra; = massa do recipiente

mais amostra antes do aquecimento.
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4.3.4 Determinacao do teor de cinzas insoliveis em acido (C))

Os residuos obtidos no ensaio anterior foram fervidos durante 5 minutos com 25 mL
de acido cloridrico 7% (m/v), em cadinhos cobertos com vidro de relégio. Os vidros de
relégio foram lavados com 5 mL de dgua quente, as amostras (residuos + lavagens dos vidros
de rel6gio) foram reunidas e filtradas em papéis de filtro isentos de cinza. Em seguida, os
papéis de filtro foram lavados com dgua quente até pH neutro e transferidos para os cadinhos
originais, cujos conteddos foram secos sob chapa quente e incinerados em mufla a 500°C,
durante 4h (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 2000). O teor de cinzas insoldveis em dcido

foi calculado como percentual segundo a equacao 2.

mra,

C,(%om/m)= %100 ()

mra,

4.3.5 Determinacao do indice de intumescéncia (I7)

Amostras de 1 g da droga vegetal foram colocadas em provetas de 25 mL com escala
de 0,2 mL e tampa esmerilhada. Em seguida, foram adicionados 25 mL de dgua destilada e as
provetas foram agitas a cada 10 min., durante 1 h. Apds repouso de trés horas a temperatura
ambiente, foram verificados os volumes finais ocupado pelas amostras (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 1V, 2000). O II foi calculado, em mililitros, pela média de trés determinacdes

segundo a equacao 3:

1 =Vf-Vi 3)

onde: Vf'= volume final ocupado pela amostra (mL); Vi = volume inicial ocupado pela

amostra (mL).

4.3.6 Determinacao da distribuicao granulométrica

Amostras de 20 g da droga vegetal foram pesadas em balanca analitica e colocadas
sobre um jogo de tamises previamente pesados, de malhas 710, 355, 300, 250, 180, 150, 106 e
53 um, provido de tampa e recipiente para coleta de p6. Os tamises foram agitados em um
agitador mecanico, através de movimentos horizontais rotativos e verticais, sob nivel de
vibragdes 5, durante vinte minutos e cuidadosamente pesados para verificar a quantidade de

p6 remanescente em cada um (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988). Assim, o didmetro
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médio das particulas (Dsg) foi determinado pela técnica da distribuicdo cumulativa de

freqiiéncia das massas retidas em cada tamis.

4.3.7 Determinacao dos teores de polifendis e taninos totais
As determinacdes dos teores de polifendis (Pr) e taninos totais (77) seguiram a
metodologia proposta por Hagerman e Butler (MOLE; WATERMAN, 1987a e b), com

adaptacoes.

4.3.7.1 Extracdo de polifendis e taninos totais

Para extracdo dos compostos polifendlicos e taninos pesou-se amostras de
aproximadamente 750 mg (base seca) da droga vegetal e transferiu-se para frascos
Erlenmeyer de 250 mL. Adicionou-se 150 mL de dgua destilada, aqueceu-se em chapa quente
até ebulicao e manteve-se em banho-maria sob refluxo a temperatura entre 85 + 5°C por 30
min. Resfriou-se em &4gua corrente e transferiu-se para baldes volumétricos de 250 mL,
completando-se os volumes com dgua destilada. Deixou-se decantar os sedimentos e filtrou-se

através de papel de filtro, sendo desprezados os primeiros 50 mL dos filtrados.

4.3.7.2 Quantificag@o dos polifendis totais
4.3.7.2.1 Preparo da curva padrdo de dcido tdanico

Pesou-se 10 mg de um padrio de 4cido tanico e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com metanol 20% (v/v). Retiraram-se
aliquotas de 200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 uL desta solugdo, as quais foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 2 mL de solu¢do aquosa de lauril sulfato de sédio (LSS, 1%
m/v) / trietanolamina (TRI, 5% v/v) / isopropanol (ISOP, 20% v/v) e 1 mL de solu¢do de
cloreto férrico (FeCls) e completou-se o volume para 4 mL com 4gua destilada.
Homogeinizou-se, deixou-se em repouso por 15 min., homogeneizou-se novamente em
agitador mecanico e fez-se a leitura da absorbancia a 510 nm utilizando um
espectrofotometro. Desta forma, foi plotada uma curva da absorbancia (u.a.) em fun¢do da
concentracdo de 4cido tanico (pg.mL’l). Para avaliacdo dos resultados obtidos para a curva
padrao, foi realizada andlise de regressao linear, calculada a equacio da reta e o coeficiente de

correlagdo linear da reta (r) utilizando-se o software Origin 8.0 (OriginLab Co., MA, EUA).
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4.3.7.2.2 Teor de polifendis totais (Pr)

Adicionou-se a tubos de ensaio 2 mL de solucdo aquosa de LSS / TRI/ ISOP, 1 mL de
solucdo de FeCls e aliquotas de 1 mL das solucdes extrativas obtidas. Deixou-se em repouso
por 15 min. e fez-se a leitura das absorbancias em 510 nm. Utilizou-se como branco uma
solu¢do contendo 2 mL de solug@o aquosa de LSS / TRI/ ISOP, 1 mL de solucdo de FeCl; e 1
mL de dgua destilada. Através da curva padrdo de acido tanico e das dilui¢cdes das amostras a
porcentagem de polifendis totais foi calculada, como média de trés replicatas, segundo a

equacao 4:

P (% m/m)=C,x FD,x100 4

em que: C, = valor correspondente a concentragdo da amostra (pg.mL'l) de acordo

com a curva padrao de 4cido tanico; FD, = fator de diluicao da amostra.

4.3.7.3 Quantificagdo dos taninos totais
4.3.7.3.1 Preparo da curva padrdo de dcido tdnico

Pesou-se 10 mg de um padrio de 4cido tdnico e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com metanol 20% (v/v). Retiraram-se
aliquotas de 200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 pL desta solugdo, as quais foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 2 mL de solu¢do de albumina bovina sérica (ABS, lmg.mL'l)
em solugdo tampao Acetato 0,2M (pH 4,9) e completou-se os volumes para 3mL com dgua
destilada. Apés homogeneizagdo, as solugdes foram deixadas a temperatura ambiente por 15
minutos e entdo centrifugada por 15 min. a 3000 r.p.m. Apds desprezar os sobrenadantes, os
precipitados foram dissolvidos em 4 mL de solucdo de LSS / TRI / ISOP, adicionou-se 1 mL
de solu¢do cromogénica de FeCls e homogeneizou-se em agitador mecanico. Apdés 30 min.
mediram-se as absorbancias a 510 nm. Desta forma, foi plotada uma curva da absorbancia
(u.a.) em fungdo da concentracdo de 4cido tAnico (ug.mL™"). Para avaliacdo dos resultados
obtidos para a curva padrao, foi realizada andlise de regressdo linear, calculada a equagdo da
reta e o coeficiente de correlacdo linear da reta (r) utilizando-se o software Origin 8.0

(OriginLab Co., MA, EUA).

4.3.7.3.2 Teor de taninos totais (Tr)
Adicionou-se a tubos de ensaio 2 mL da solu¢do de ABS e 1 mL das solugdes

extrativas obtidas. Apds homogeneizacao, as solu¢des foram deixadas a temperatura ambiente
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por 15 min. e entdo centrifugadas por 15 min. a 3000 r.p.m. Apds desprezar os sobrenadantes,
os precipitados foram dissolvidos em 4 mL de solucdo de LSS / TRI / ISOP, adicionou-se 1
mL de solugdo cromogénica de FeCl; e homogeneizou-se em agitador mecanico. Apds 30
min. mediram-se as absorbancias a 510 nm. Utilizou-se como branco, uma solu¢do contendo
4 mL de LSS / TRI/ISOP e 1 mL da solu¢do cromogénica de FeCls. Através da curva padrio
de 4cido tanico e das dilui¢des das amostras a porcentagem de taninos totais foi calculada,

como média de trés replicatas, segundo a equacao 5:

T, (% m/m)=C,xFD,x100 C)

em que: C4 = valor correspondente a concentracdo da amostra (pg.mL'l) de acordo

com a curva padrao de 4cido tanico; FD,4 = fator de diluicdo da amostra.

4.3.8 Determinacao dos teores de flavonéides totais
Os teores de flavonoides totais (Fr) foram determinados, como equivalentes de rutina,

usando o método proposto por Rolim et al. (2005), modificado.

4.3.8.1 Extragdo dos flavondides totais

Para extragdo dos flavondides pesou-se amostras de aproximadamente 250 mg da
droga vegetal e transferiu-se para baldes de fundo redondo de 125 mL. Adicionou-se 50 mL
de solucdo de metanol : 4cido acético 0,02M (99 : 1) e aqueceu-se em banho-maria sob
refluxo a 95 = 5°C por 40 min. Resfriou-se em dgua corrente e filtrou-se através de papel de

filtro de 14um Qualy (J. Prolab, Parand, Brasil).

4.3.8.2 Quantificacdo dos flavondides totais
4.3.8.2.1 Preparo da curva padrdo de rutina

Pesou-se 10 mg de um padrdo de rutina e transferiu-se para um baldo volumétrico de
10 mL, completando-se o volume com a solugdo de metanol:acido acético 0,02M (99:1).
Retiraram-se aliquotas de 100, 200, 300, 400 e 500 pL desta solugdo, as quais foram
transferidas para tubos de ensaio e completou-se o volume para 2 mL com a solucdo de
metanol : 4cido acético 0,02M (99 : 1). Homogeinizou-se em agitador mecanico e fez-se a
leitura da absorbancia a 361 nm. Desta forma, foi plotada uma curva da absorbancia (u.a.) em
funcdo da concentracdo de rutina (ug.mL™). Para avaliacdo dos resultados obtidos para a

curva padrdo, foi realizada andlise de regressdo linear, calculada a equacdo da reta e o
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coeficiente de correlagdo linear da reta (r) utilizando-se o software Origin 8.0 (OriginLab Co.,

MA, EUA).

4.3.8.2.2 Teor de flavonoides totais (Fr)

Adicionou-se a tubos de ensaio 2 mL das solu¢des extrativas obtidas e fez-se a leitura
das absorbancias em 361 nm. Utilizou-se como branco uma aliquota de 2 mL da solucdo de
metanol : dcido acético 0,02M (99 : 1). Através da curva padrio de rutina e das dilui¢cdes das
amostras a porcentagem de flavondides totais foi calculada, como média de trés replicatas,

segundo a equacao 6:

F, (% m/m)=C, x FD,x100 (6)

em que: C4» = valor correspondente a concentragdo da amostra (pg.mL’l) de acordo

com a curva padrao de rutina; FD, = fator de dilui¢cdo da amostra.

4.3.9 Determinacao do teor de acido rosmarinico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A determinacdo do teor de 4cido rosmarinico (AR7) foi baseada na metodologia
analitica proposta por Canelas e Costa (2007), modificada. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Biofarmécia & Farmacocinética — FF/UFG, sob a supervisio da Prof®. Dra.
Kénnia Rocha Rezende, usando um Cromatdgrafo Liquido modelo LC — 20AT Prominience
(Shimadzu®, Kyoto, Japdo) equipado de uma bomba quartendaria (LC — 20AT), degaseificador
(DGU -20A5 Prominience), injetor automatico (SIL — 20A Prominience) e detector PDA
(SPD — M20A Prominience).

As separacOes cromatogréficas foram conduzidas em coluna de fase reversa Gemini
RP-C18 (250 mm x 4.6 mm, 3um, 110A) inserida em um compartimento com temperatura
regulada por termostato (CTO —20A Prominience). Empregou-se como fase mdvel uma
mistura de acetonitrila a 30% (v/v) e 70% (v/v) de uma solucdo de acetonitrila : dcido férmico
: dgua milli-Q (2,5 : 0,5 : 97% v/v) sob fluxo isocratico de 0,5 mL.min.”". O comprimento de
onda de detec¢do foi de 254 nm, o volume de injecao foi de 20uL e o tempo total de corrida
foi fixado em 15 min. A aquisi¢do e andlise dos dados foram feitas empregando um Moddulo
Controlador (CBM — 20A Prominience) acoplado a um computador com software Shimadzu®

LC Solution.
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4.3.9.1 Avaliacdo dos parametros de System Suitability

Com intuito de assegurar o desempenho do sistema antes e durante as andlises e
definir as melhores condi¢des cromatogréficas, foram avaliados, conforme especificacdes do
FDA (1994), os seguintes parametros de System Suitability: fator de cauda (T), resolugdo
(Rs), nimero de pratos tedricos (N) e repetibilidade do padrao (CV).

4.3.9.2 Validagdo do método

A fim de se verificar a confiabilidade do método analitico, estudos de validagdo foram
realizados seguindo as diretrizes propostas na Resolucao - RE n°® 899/03 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (BRASIL, 2003). O método foi validado quanto aos parametros
analiticos de seletividade, linearidade e intervalo, limites de deteccdo e quantificacdo,

precisdo (repetibilidade e precisdo intermedidria), exatidao e robustez.

4.3.9.2.1 Seletividade
A seletividade do método foi avaliada por meio da identificagdo do dcido rosmarinico
na amostra por comparacao entre os tempos de retencdo e pureza dos picos das amostras e do

padrdo de referéncia.

4.3.9.2.2 Linearidade e Intervalo

Para a constru¢do das curvas padrdo foram preparadas trés solu¢des-mae, em trés dias
consecutivos, na concentracio de 1 mgmL’' da substincia quimica de referéncia
correspondente ao 4cido rosmarinico em metanol grau cromatografico. A partir de cada
solu¢do-mae foram realizadas dilui¢cdes sucessivas em metanol, obtendo-se as seguintes
concentracoes: 2,5, 5, 10, 20, e 50 p g.mL'l. As amostras foram filtradas em membrana de
0,45 um e injetadas em triplicata no cromatdgrafo. As médias das dreas dos picos de cada
concentracdo de dcido rosmarinico foram plotadas no eixo das ordenadas e as respectivas
concentracoes nas abscissas. A equacdo da reta foi obtida pelo método dos minimos
quadrados e expressa por y = ax + b, onde o coeficiente angular (a) € a inclina¢do da reta em
relacdo aos eixos e o coeficiente linear (b) € a interse¢ao da reta com o eixo y. J4 a faixa linear

de trabalho foi determinada por intermédio do coeficiente de correlagdo de Pearson (r).

4.3.9.2.3 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)
Para determinacdo do LD e LQ utilizou-se o método do desvio padrdo. Preparou-se

A ~ ~ ~ -1 ~ ;- s
trés solugdes-mae na concentracdo de 1 mg.mL™~ do padrdo de 4dcido rosmarinico em metanol
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grau cromatografico. A partir de cada solu¢do-mae foram realizadas dilui¢des sucessivas em
metanol, obtendo-se as concentragdes de 2,5, 5, 10, 20, e 50 pg.mL'l. As amostras foram
filtradas em membrana de 0,45 pm e injetadas em triplicata no cromatégrafo. Determinou-se
a média das dreas dos picos obtidos nos cromatogramas e os respectivos desvios padroes.
Construiu-se duas curvas, uma plotando as concentragdes no eixo das abscissas € no eixo das
ordenadas as dreas dos picos obtidos e outra plotando as concentracdes no eixo das abscissas e
no eixo das ordenadas os desvios padrdes obtidos. As equacdes 7 e 8, respectivamente, foram

utilizadas para determinacdo dos LD e LQ:

b+3(, )
LD=-—"—"®! (7
a
b+10 (b
— + (dp) (8)
a

onde, b € o intercepto y obtido da equacdo da reta das médias das dreas dos picos, a € a
inclinacdo obtida da equacdo da reta das médias das dreas dos picos e by, € o intercepto y

obtido da equacdo da reta dos desvios padrdes.

4.3.9.2.4 Precisdo

A precisao foi avaliada em dois niveis: repetibilidade (precisdo intra-corrida), precisao
intermedidria (precisdo inter-corridas). A repetibilidade e a precisdo intermedidria foram
expressas através do coeficiente de variacdo entre as amostras (CV), calculado segundo a

equacao 9:

CcV (%):@xloo 9)
X

em que: DP = desvio padrdo; X = média das 4reas dos picos.

4.3.9.2.4.a Repetibilidade
Foram preparadas seis solugdes, pesando-se aproximadamente 0,4 g (base seca) da
droga vegetal e transferindo-se para baldes volumétricos de 10 mL, os quais foram

completados com metanol e levados a extracdo em banho de ultrassom por 30 min. Aliquotas



40

de 1 mL dos extratos obtidos foram novamente diluidas em baldes volumétricos de 10 mL
usando o mesmo solvente. As amostras eram filtradas em membrana de 0,45 pm e injetadas
em triplicata no cromatdégrafo. Através da constru¢do de uma curva padrio de 4cido
rosmarinico e das dilui¢des das amostras o teor percentual de dcido rosmarinico foi calculado

segundo a equacao 10:

AR.(% m/m)=C .-xFD,x100 (10)

em que: C4 > = valor correspondente a concentracdo da amostra (U g.mL‘l) de acordo

com a curva padrao de 4cido rosmarinico; FD4 = fator de diluicdo da amostra.

4.3.9.2.4.b Precisdo intermedidria
A precisdo intermedidria foi realizada por analista diferente e em dias diferentes, sendo

a preparacdo das amostras e as andlises realizadas como descrito no item anterior.

4.3.9.2.5 Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo, pesou-se aproximadamente 0,32, 0,4 e 0,48 g da droga
vegetal, correspondendo a 80, 100 e 120% da concentragdo testada. Este material foi
transferido para baldes volumétricos de 10 mL, sendo os volumes completados com metanol e
levados a extragdo em banho de ultrassom por 30 min. Aliquotas de 1 mL dos extratos obtidos
foram novamente diluidas em baldes volumétricos de 10 mL usando o mesmo solvente. As
amostras foram filtradas em membrana de 0,45 um e injetadas em triplicata no cromatégrafo.
O célculo da exatidao é expresso em funcdo da percentagem do erro relativo, através da

equacao 11:

Exatidéo ( % ) _ Concentragio médiaobtida

— %100 (11)
Concentragaoteorica

4.3.9.2.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada variando-se a composicdo (29 e 31% de
acetonitrila) e o fluxo da fase mével (0,48 e 0,52 mL.min']). Os resultados foram comparados
com aqueles obtidos sob as condi¢des iniciais de andlise. Os dados foram analisados

estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, usando o
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software GraphPad Instat 3.0 (GraphPad Software Inc., CA, EUA). Foram considerados

significativos valores de p menores ou iguais a 5% (p < 0.05).

44 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE

Rosmarinus officinalis L.

O extrato hidroalcodlico foi obtido por percolagcdo usando como solvente etanol a 80%
(v/v) e identificacdo do acido rosmarinico por CCD para a monitoracdo do esgotamento da
droga vegetal. Este processo foi realizado em trés etapas (LIST; SCHMIDT, 1989): 1) pré-
intumescimento por 2 h com uma propor¢do droga : solvente de 3 : 1; 2) maceragdo
intermedidria (24 h); 3) percolagdo (0,2 + 0,05 mL.min.™) por 3000 g de po. Trés partes de
extrato foram obtidas a partir de uma parte de droga vegetal. Este material foi acondicionado
em frascos ambar fechados sob refrigeracdo (-2 a +8 °C) para caracterizagdo e posterior uso

nos experimentos de secagem.

4.4.1 Determinacao do residuo seco (Cs)
O residuo seco foi determinado utilizando uma balanca para andlise de umidade com

lampada de halogénio, sendo os ensaios realizados em triplicata com amostras de 0,5 g.

4.4.2 Determinacao do teor alcoélico

Os ensaios foram realizados, em triplicata, conforme proposto pela Farmacopéia
Brasileira (1988). Transferiu-se para aparato destilador 25 mL do extrato hidroalcodlico e
igual quantidade de dgua destilada, iniciando-se o processo de destilacdo. O destilado foi
coletado em um baldao volumétrico de 25 mL. Determinou-se entdao, a densidade relativa do
liquido a 25°C através de picnometria, e o resultado obtido foi avaliado em porcentagem em
volume de etanol contido no extrato, conforme tabela alcoométrica proposta na Farmacopéia

Brasileira (1988).

4.4.3 Determinacao do pH

O pH foi determinado por método potenciométrico, utilizando-se um pHmetro
previamente calibrado com solucdes tampio 7,0 e 4,0 (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2000).
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4.4.4 Determinacao da densidade

A densidade foi determinada por picndmetria, sendo que para tanto, foram
determinadas as massas de um picnémetro vazio, com dgua destilada a 20°C com amostra a
20 °C (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000). A densidade foi calculada segundo seguindo

a equacao 12.

(ma2 —my)

Densidade (g /em’ ) = (12)

(ma, —my)

onde: ma; = massa do picndmetro + dgua; ma, = massa do picndmetro + amostra; my =

massa do picndmetro vazio.

4.4.5 Determinacao da viscosidade
A viscosidade foi determinada, em triplicata, usando um viscosimetro DV-III+

(Brookfield Engineering Laboratories Inc., Massachusetts, USA).

4.4.6 Determinacao dos teores de polifendis e taninos totais
As determinacdes dos teores de polifendis e taninos totais seguiram a metodologia

proposta por Hagerman & Butler (MOLE; WATERMAN, 1987a e b), com adaptagdes.

4.4.6.1 Quantificacdo dos polifendis totais

Aliquotas de 100 pL do extrato hidroalcodlico foram diluidas em baldes volumétricos
de 10 mL com metanol 20% (v/v). Adicionou-se a tubos de ensaio 2 mL de solucdo aquosa de
LSS / TRI / ISOP, 1 mL de solu¢do de FeCls e aliquotas de 1 mL das solucdes obtidas.
Deixou-se em repouso por 15 minutos e fez-se a leitura das absorbancias em 510 nm. Através
da construcdo de uma curva padrdo de acido tanico (ver item 4.3.7.2.1) e considerando-se nao
apenas as diluicdes da amostra, mas também a densidade e o residuo seco do extrato
hidroalcodlico a porcentagem de polifendis totais foi calculada, como média de trés replicatas,

segundo a equacio 4.

4.4.6.2 Quantificacdo dos taninos totais
Aliquotas de 100 pL do extrato hidroalcodlico foram diluidas em baldes volumétricos
de 10 mL com metanol 50% (v/v). Adicionou-se a tubos de ensaio 2 mL da solu¢cdo de ABS e

1 mL das solugdes obtidas. Apos homogeneizacdo, as solugdes foram deixadas a temperatura



43

ambiente por 15 min. e entdo centrifugadas por 15 min. a 3000 r.p.m. Apds desprezar os
sobrenadantes, os precipitados foram dissolvidos em 4 mL de solu¢do de LSS / TRI / ISOP,
adicionou-se 1 mL de solucdo cromogénica de FeCl; e homogeneizou-se em agitador
mecanico. Apds 30 min. mediram-se as absorbancias a 510 nm. Através da constru¢cdao de uma
curva padrdo de 4cido tanico (ver item 4.3.7.3.1) e considerando-se ndo apenas as dilui¢des da
amostra, mas também a densidade e o residuo seco do extrato hidroalcodlico a porcentagem

de taninos totais foi calculada, como média de trés replicatas, segundo a equacao 5.

4.4.7 Determinacao dos teores de flavonéides totais

Os teores de flavonoides totais (F7) foram determinados, como equivalentes de rutina,
usando o método proposto por Rolim et al. (2005), modificado. Aliquotas de 50 uL do extrato
hidroalcodlico foram diluidas em baldes volumétricos de 10 mL com solu¢do de
metanol:4cido acético 0,02M (99:1). Adicionou-se a tubos de ensaio 2 mL das solucdes
obtidas e fez-se a leitura das absorbancias em 361 nm. Através da construcdo de uma curva
padrdo de rutina (ver item 3.3.8.2.1) e considerando-se nio apenas as dilui¢des da amostra,
mas também a densidade e o residuo seco do extrato hidroalcodlico a porcentagem de

flavonoéides totais foi calculada, como média de trés replicatas, segundo a equacao 6.

4.4.8 Determinacao do teor de acido rosmarinico por CLAE

Os ensaios foram realizados nas mesmas condi¢des analiticas descritas no item 4.3.9.
A metodologia foi co-validada quanto aos pardmetros analiticos de seletividade, linearidade e
intervalo, seguindo os pardmetros e critérios de aceitacdo baseados na Resolucdo - RE n°

899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003).

4.4.8.1 Co-validagdao do método
4.4.8.1.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por meio da identificacdo do 4cido rosmarinico
na amostra por comparacao entre os tempos de retencdo e pureza dos picos das amostras e do

padrdo de referéncia.

4.4.8.1.2 Linearidade e Intervalo

Procedeu-se conforme proposto no item 4.3.9.1.2.
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4.4.8.2 Quantificagdo do dcido rosmarinico

Aliquotas de 20 pL do extrato hidroalcodlico, previamente filtrado em papel de filtro
de 14um, foram diluidas com metanol grau cromatogréafico em baldes volumétricos de 10 mL.
As amostras foram filtradas em membrana de 0,45 um e injetadas em triplicata no
cromatdgrafo. Através da curva padrdo de dcido rosmarinico e considerando-se nao apenas as
dilui¢des da amostra, mas também a densidade e o residuo seco do extrato hidroalcodlico, o

teor percentual de dcido rosmarinico foi calculado segundo a equacao 10.

4.4.9 Avaliacao da atividade antioxidante (AAO)

A atividade seqiiestradora do radical livre DPPH" foi avaliada conforme descrito por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com minimas modificacdes. Amostras do extrato
hidroalcodlico foram primeiramente solubilizadas em alcool etilico a 95% e sucessivamente
diluida usando o meio de reacdo para intervalos de concentracdo final variando de 0,5 - 500
pg.mL'l (base seca) em média. 2,5 mL das vérias dilui¢des do material de ensaio foram
misturados com 1,0 mL de uma solugdo etandlica de DPPH" a 0,3 mM. Apés um periodo de
incubacdo de 30 min a 25°C, as absorbancias foram registradas a 517 nm como A 5. Um
ensaio em branco também foi realizado aplicando o mesmo procedimento para uma solucio
sem o DPPH’ e absorbancia foi registrada como Ap,q.c. Paralelamente, um experimento
controle (ausente de antioxidante) foi realizado utilizando uma solu¢do sem o material de
ensaio e a absorbancia foi registrada como A .uro- A atividade seqiiestradora de radical livre

de cada solugdo foi entdo calculada como porcentagem de inibi¢do de acordo com a equacao

13:

AAO (% inibi¢do) =100 — (Aposre = Ao

controle

) x 100

13)

Assim, a AAO foi expressa como CEsy, definido como a concentragdo (ug.mL™") da
amostra necessdria para causar uma reducdo de 50% na concentracdo inicial de DPPH’. Os

ensaios foram realizados em triplicata.
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4.5 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO PADRONIZADO DA

Rosmarinus officinalis L.

Os experimentos de secagem foram realizados em um spray dryer com regime de
fluxo co-corrente. Sua capacidade evaporatéria maxima € de 1.0 Lh' auma temperatura de
entrada do ar de secagem de 200°C. Os principais componentes deste sistema s@o: sistema de
alimentacdo de extrato, composto por uma bomba peristaltica e um atomizador pneumadtico
(duplo-fluido) com orificio de 1,2 mm de didmetro interno; ar de secagem fornecido por um
soprador circular, aquecido eletricamente e com temperatura regulada por um termostato
digital do tipo PID; camara de secagem, de formato cilindrico (160 mm de diametro e 645
mm de comprimento), feita de vidro borosilicato; sistema de separacdo do produto seco do ar

(ciclone), feito de aco inoxidével; recipiente de coleta do produto seco.

4.5.1 Design experimental

A fim de se obter produtos secos com propriedades otimizadas, os efeitos de alguns
parametros envolvidos no processo, e.g. fluxo de alimentacdo de extrato (Fg), temperatura de
entrada do ar de secagem (E1) e vazdo do ar de aspersdo (V,), foram determinados seguindo
um planejamento fatorial do tipo Box-Behnken com 3 fatores (BOX; HUNTER; HUNTER,
1978). Os niveis dos fatores estudados sdo apresentados na Tabela 1, que mostra os valores
codificados e nao-codificados de cada fator. As matrizes do planejamento fatorial com os
fatores e niveis estudados sdo apresentadas na Tabela 2.

Nas Tabelas 1 e 2, os fatores foram codificados para permitir a andlise de variancia

(ANOVA) seguindo a regra de codificagdo dada pela equacao 14:

(valorndo codificado—0.5X% (m’velalto + nivel baixo ))

Valor codificado =
0.5% (nivel alto — nivel baixo)

(14)

Tabela 1: Fatores codificados e seus niveis no planejamento fatorial Box-Behnken (3%

Niveis
Fatores -1 0 +1
X; . Fg (mL.min.") 2 4 6
X5 . Er (°C) 80 110 140

X3 . Va (L.min.™") 30 40 50
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Tabela 2: Planejamento fatorial Box-Behnken (3°)

Exp. X X5 X3
1 2 80 40
2 6 80 40
3 2 140 40
4 6 140 40
5 2 110 30
6 6 110 30
7 2 110 50
8 6 110 50
9 4 80 30
10 4 140 30
11 4 80 50
12 4 140 50
13 4 110 40
14 4 110 40
15 4 110 40

As andlises estatisticas dos dados experimentais foram realizada por ANOVA e
regressao linear usando a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), empregando o
modulo Visual General Linear Model (VGLM) do software Statistica 7 (Statsoft Inc., Tulsa,
OK, EUA). A funcdo de resposta aplicada foi uma equagdo polinomial quadratica, dada pela

equacio 15:

2 2 2
Y =0+ Bx + Box, + Bixs + Bx + Box,” + Biuxs + Buoxx, + Biaxix; + Brixx (15)
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onde, Y é a resposta predita (varidvel dependente); £ é a constante do modelo; x;, x; €
X3 sdo as variaveis independentes; f;, B e [; sdo os coeficientes lineares; £z, B3 € fr3 sdo 0s
coeficientes de interacdo; B, [z € [33 sdo coeficientes quadraticos.

Paralelamente, o seguinte conjunto de condi¢des foi fixado para todos os
experimentos: pressdo do ar de aspersdo, 4 bar; fluxo do ar de secagem, 1.0 m’/min.; massa
do extrato de alimentacdo (Qg), 300 g. Os extratos secos foram coletados, pesados e
acondicionados em frascos fechados, protegidos da luz e umidade em dessecadores sob

temperatura e umidade relativa ambiente antes e durante suas caracterizacgoes.

4.5.2 Caracterizacoes dos produtos obtidos
4.5.2.1 Determinac¢do do rendimento de secagem (Rp)

Os rendimentos de secagem (Rp), ou percentual de recuperagdo dos produtos secos,
foram calculado, pela diferenca de massa do frasco de coleta antes e depois de usado para a
coleta do material seco (W). Para tanto, foram feitas considera¢des relacionadas a massa do
extrato de alimentacdo (Q) e ao residuo seco (Cs) do extrato de alimentacdo. A equacao 16

demonstra essa relagdo:

R, (% m/im)=— 100 (16)

Oy X (C%)oj

4.5.2.2 Determinagdo do teor de voldteis (V)
Foi utilizada uma balanca para andlise de umidade com lampada de halogénio, sendo

os ensaios realizados em triplicata com amostras de 0,5 g.

4.5.2.3 Determinacgdo da atividade de dgua (Aatv)
Para a anélise da Aary nos extratos secos, em triplicata, foi utilizado um aparelho de
determinagcdo de atividade de dgua composto por um termohigrometro € uma camara

hermética.
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4.5.2.4 Determinac¢do das densidades aparente e compactada
4.5.2.4.1 Determinacdo da densidade aparente (p,)

Foram adicionadas amostras de 1,5 g dos pds a provetas de 10 mL previamente
pesadas. As densidades aparentes constituiram-se pela relagdo entre os volumes e as massas

de pé adicionadas as provetas (WANCZINSKI et al., 2002), como mostra a equagao 17:

p.(g/em®)= f% a7

onde: m € a massa da amostra e v, corresponde ao volume aparente.

4.5.2.4.2 Determinacdo da densidade compactada (p.)

As mesmas provetas acima citadas foram acoplada a um tamisador vibratério e em
seguida submetidas a vibracdo de nivel 4 por 1 min. e a vibracdo méxima por 1 min. A
relacdo entre os volumes ocupados pelos pds apds a compactacdo e as massas dos mesmos

adicionados as provetas constituiram as densidades de compactacdo, como sugere a equacao

18:

p.(g7cm?)= '% (18)

onde: v, corresponde ao volume obtido na compactacao.
4.5.2.5 Determinacio do Fator de Hausner e Indice de Carr

O Fator de Hausner (Fy) e o Indice de Carr (I¢) foram calculados, em triplicata,
conforme metodologia referendada na USP XXX (2007), sendo o Fator de Hausner o

quociente da razdo entre a densidade compactada e a densidade aparente; como mostra a

equacao 19:

Fy =P, (19)

O Indice de Carr foi determinado segundo a equaciio 20:

1.(%)= (o - p% x 100 (20)



49

4.5.2.6 Determinacdo da distribuicdao granulométrica

Amostras de 5 g dos extratos secos foram pesadas em balanga analitica e colocadas
sobre um jogo de tamises previamente pesados, de malhas 710, 355, 300, 250, 180, 150, 106 e
53 um, provido de tampa e recipiente para coleta de p6. Os tamises foram agitados em um
agitador mecéanico, através de movimentos horizontais rotativos e verticais, sob nivel de
vibragdes 5, durante vinte min. e cuidadosamente pesados para verificar a quantidade de pé
remanescente em cada um (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988). Assim, D5y foi
determinado pela técnica da distribui¢cdo cumulativa de freqiiéncia das massas retidas em cada

tamis.

4.5.2.7 Determinag¢do da morfologia das particulas

Os extratos secos obtidos foram analisados por microscopia eletronica de varredura
(M.E.V) em baixo vidcuo no Laboratério de Microscopia Eletronica do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica (FARMATEC), da Faculdade de Farmécia / UFG. Os p6s foram
previamente recobertos com uma fina camada de ouro em sputter coater SCD modelo 50 e
depois, analisados no microscépio variando-se as condi¢des até se obter as melhores
micrografias. Os tamanhos de algumas particulas foram medidos para efeito de comparagdo

entre os pds obtidos.

4.5.2.8 Determinagdo do angulo de repouso (O)

Os angulos de repouso (O) foram determinados, em triplicata, pelo método do funil
(BROWN; RICHARDS, 1970). Amostras de 5 g dos pds foram escoadas através de um funil
de vidro para uma base de superficie circular plana com didmetro conhecido. As alturas dos
cones formados foram medidas com um paquimetro e os angulos de repouso foram
calculados, sendo correspondes a tangente inversa (tg']) do angulo formado pelo cateto

correspondente ao raio da base (R) e a altura do cone (H), como mostrado na equacao 21:

g™ 0="H/, 1)

4.5.2.9 Determinagio dos teores de polifendis e taninos totais

As determinacdes dos teores de polifendis e taninos totais seguiram a metodologia

proposta por Hagerman e Butler (MOLE; WATERMAN, 1987a e b), com adaptagdes.
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4.5.2.9.1 Quantificacdo dos polifenois totais

Amostras de aproximadamente 10 mg (base seca) dos extratos secos foram
solubilizadas em baldes volumétricos de 10 mL com metanol 20% (v/v). Adicionou-se a tubos
de ensaio 2 mL de solugdo aquosa de LSS / TRI/ ISOP, 1 mL de soluc¢ao de FeCl; e aliquotas
de 1 mL das solucdes obtidas. Deixou-se em repouso por 15 minutos e fez-se a leitura das
absorbancias em 510 nm. Através da constru¢do de uma curva padrdo de éacido tanico (ver
item 4.3.7.2.1) e considerando-se as diluicOes das amostras, a porcentagem de polifendis

totais foi calculada, como média de trés replicatas, segundo a equacao 4.

4.5.2.9.2 Quantificagcdo dos taninos totais

Amostras de aproximadamente 20 mg (base seca) dos extratos secos foram
solubilizadas em baldes volumétricos de 10 mL com metanol 20% (v/v). Adicionou-se a tubos
de ensaio 2 mL da solu¢do de ABS e 1 mL das solugdes obtidas. Apds homogeneizagdo, as
solucdes foram deixadas a temperatura ambiente por 15 min. e entdo centrifugadas por 15
min. a 3000 r.p.m. Apds desprezar os sobrenadantes, os precipitados foram dissolvidos em 4
mL de solugdo de LSS / TRI / ISOP, adicionou-se 1 mL de solugdo cromogénica de FeCl; e
homogeneizou-se em agitador mecanico. Apds 30 min. mediram-se as absorbancias a 510 nm.
Através da construcdo de uma curva padrdo de 4cido tanico (ver item 4.3.7.3.1) e
considerando-se as diluicdes das amostras, a porcentagem de taninos totais foi calculada,

como média de trés replicatas, segundo a equacao 5.

4.5.2.10 Determinagao dos teores de flavondides totais

Os teores de flavondides totais foram determinados, como equivalentes de rutina,
usando o método proposto por Rolim et al. (2005), modificado. Amostras de
aproximadamente 10 mg (base seca) dos extratos secos foram solubilizadas em baldes
volumétricos de 10 mL com solu¢do de metanol:acido acético 0,02M (99:1). Adicionou-se a
tubos de ensaio 2 mL das solugdes obtidas e fez-se a leitura das absorbancias em 361 nm.
Através da constru¢do de uma curva padrao de rutina (ver item 4.3.8.2.1 e considerando-se as
diluicdes das amostras, a porcentagem de flavondides totais foi calculada, como média de trés

replicatas, segundo a equacao 6.
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4.5.2.11 Determinacao do teor de dcido rosmarinico por CLAE

Os ensaios foram realizados nas mesmas condi¢des analiticas descritas no item 4.3.9.
A metodologia foi co-validada quanto aos pardmetros analiticos de seletividade, linearidade e
intervalo, seguindo os parametros e critérios de aceitagdo baseados na Resolu¢dao - RE n°

899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003).

4.5.2.11.1 Co-valida¢do do método
4.5.2.11.1.a Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por meio da identificagdo do acido rosmarinico
na amostra por comparacao entre os tempos de retencdo e pureza dos picos das amostras e do

padrao de referéncia.

4.5.2.11.1.b Linearidade e Intervalo

Procedeu-se conforme proposto no item 4.3.9.1.2.

4.5.2.11.2 Quantificacdo do dcido rosmarinico

Amostras de aproximadamente 10 mg (base seca) dos extratos secos foram
solubilizadas em baldes volumétricos de 10 mL com metanol grau cromatogréfico. Aliquotas
de 1 mL das solu¢des obtidas foram novamente diluidas em baldes volumétricos de 10 mL
usando o mesmo solvente. As amostras foram filtradas em membrana de 0,45um e injetadas
em triplicata no cromatégrafo. Através da curva padrdo de dcido rosmarinico e considerando-
se as dilui¢cdes das amostras, o teor percentual de dcido rosmarinico foi calculado segundo a

equacao 10.

4.5.2.12 Avaliacdo da atividade antioxidante

Procedeu-se conforme proposto no item 4.4.9.
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5 CONCLUSOES GERAIS
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. O presente estudo possibilitou o controle de qualidade da droga vegetal da R.
officinalis a partir da determinacao dos seus teores de voldteis, cinzas totais e insoldveis em
acido, indice de intumescéncia e distribui¢cdo granulométrica, bem como a investigagao dos
teores de seus principais grupos de metabdlitos secunddrios, i.e. polifendis, taninos e
flavonoéides totais. Os resultados forneceram informagdes importantes acerca da eficiéncia na
obtencdo, processo e acondicionamento da matéria-prima da R. officinalis.

. O método analitico validado para o doseamento de dcido rosmarinico provou ser de
facil execucgdo, rapido, seletivo, linear, sensivel, preciso, exato e robusto, 0 que nos permite
concluir que este pode ser empregado com sucesso na rotina do controle de qualidade e
padronizacdo de insumos e produtos fitofarmacéuticos intermedidrios da R. officinalis. Seria
util estender a validade desses resultados a partir da realizacdo de novos estudos de validagcao
envolvendo diferentes laboratdrios no sentido de tornd-lo um método farmacopéico.

. O extrato hidroalcodlico obtido por percolacdo e concentrado na propor¢cdao de 1:3
(droga vegetal:extrato hidroalcodlico) apresentou caracteristicas favordveis a obtencdo de
extratos secos sob condi¢des 6timas de seguranca e performance.

. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o impacto significativo das
condi¢des de processo (temperatura de entrada do ar de secagem, fluxo de alimentacdo do
extrato e vazdo do ar de aspersdo) na eficiéncia da secagem e nas propriedades quimicas,
fisicas, fisico-quimicas e funcionais dos extratos secos da R. officinalis obtidos por spray
drying.

. O melhor conjunto de condigdes a ser empregado na obtencdo de extratos secos da R.
officinalis com indicios de estabilidade quimica e microbioldgica (baixa umidade residual e
atividade de dgua), assim como propriedades fisico-quimicas e funcionais adequadas (altos
niveis de marcadores quimicos e atividade antioxidante) é aquele executado com um alto
fluxo de extrato de alimentacdo (6 mL.min."), temperatura do ar de admissdo intermedidria
(110°C) e baixa vazao do ar de aspersao (30 L.min.'l).

. Faz-se necessdria a futura investigacdo de outros parametros de processo (tipo,
propor¢do e tempo de incorporacdo de adjuvantes de secagem; tipo, pressdao e didmetro
interno do bico atomizador; regime de fluxo e vazao do ar de secagem, etc) e suas interacoes
com as caracteristicas dos produtos secos.

. As propriedades antioxidantes do extrato seco obtido sob condi¢des otimizadas (fluxo
de extrato de alimentacdo de 6 mL.min.™; temperatura do ar de admissdo de 110°C e vazdo do

~ .o . . . L. N
ar de aspersdo de 30 L.min.”) podem justificar seu emprego na inddstria farmacéutica no
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desenvolvimento de fitoterdpicos e nutracéuticos e na industria alimenticia como conservante
de alimentos.

. Os resultados como um todo demonstram que o processo de secagem pela técnica de
spray drying pode ser uma alternativa atrativa e promissora para o desenvolvimento de

produtos intermedidrios padronizados da R. officinalis.
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