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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo fazer uma
analise comparativa da qualidade de preparacoes
extrativas obtidas de Passiflora alata Curtis, além
de descrever esse processo. O extrato liquido foi
obtido por refluxo utilizando agua como solvente em
proporciao 1:10. A preparacido liquida foi submetida
a secagem em spray dryer utilizando aerosil® e fosfato
de calcio como adjuvantes tecnolégicos. A eficiéncia
de extracio foi avaliada através da determinacio
do residuo seco e do teor de flavonoides totais por
técnica de espectrofotometria no UV. O extrato seco
foi avaliado quanto a viabilidade tecnoldgica a partir
da determinacdo das caracteristicas de granulometria
e da estabilidade em ambientes de umidade relativa
controlada. O teor de flavonoides totais para o
extrato seco apresentou reducio quando comparado
a solucio extrativa, indicando possivel influéncia do
processo de secagem na composicio do material. Os
resultados de caracterizacio tecnolégica demonstraram
que o processo de secagem utilizado garante uma
uniformidade de tamanho particular, embora seja
observada uma tendéncia de higroscopicidade do
material em ambientes de elevada umidade relativa. As
técnicas empregadas se mostraram viaveis para uso em
ensaios quali-quantitativos aplicados a determinacio
da qualidade dos extratos desenvolvidos.
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INTRODUCAO

Plantas medicinais constituem objeto de continua
investigagdo cientifica na area fitoquimica e farmacoldgica.
Inimeros estudos tém abordado a andlise de espécies
vegetais com potencial medicinal, de modo a contribuir
com a descoberta de novas plantas medicinais e com o
desenvolvimento de produtos fitoterapicos. Em geral,
descrevem aspectos de analise fitoquimica, de aplica¢do
das técnicas extrativas, de conhecimento das tecnologias
de obtencdo ¢ de avaliagdo do potencial terapéutico de
diferentes materiais vegetais.

Espécies do género Passiflora sdo empregadas
frequentemente na medicina popular, principalmente
devido as suas reconhecidas propriedades sedativas e
ansioliticas (Akhondzadeh et al, 2001; Dhawan et al,
2001; De-Paris et al, 2002; Carlini, 2003; Dhawan et
al, 2004; Ernst, 2006). Espécies como Passiflora alata,
Passiflora edulis e Passiflora incarnata sio utilizadas em
paises da Europa e América para tratamento de distirbios
relacionados a ansiedade (Dhawan et al, 2004; Sweetman,
2007; Grundmann et al, 2009). Estudos recentes tém
também reportado ensaios investigativos de avaliacdo
da propriedade antiviral e anti-inflamatdria de extratos
oriundos de Passiflora edulis (Montanher at al 2007,
Miiller et al, 2007). Para essa mesma espécie, foi relatada
a existéncia de atividade neurofarmacoldgica e possivel
relagdo com a composi¢do em flavonoides C-glicosilados
(Sena et al., 2009).

Para a espécie Passiflora alata Curtis, conhecida
popularmente no Brasil como maracuja-doce, ensaios
quali-quantitativos estdo descritos em trabalhos de
pesquisa e na monografia oficial da Farmacopeia Brasileira
(Farmacopéia Brasileira, 1977). Outras farmacopeias ou
matérias médicas, como British Herbal Pharmacopoeia
(1983), United States Homoeopathic Pharmacopoeia
(1981), Pharmacopoeia Helvetica (1987) e Deutsches
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Arzneibuch (1997) (Dhawan et al, 2004) descrevem
monografias de outras espécies da familia Passifloraceae,
como P. incarnata L. No Brasil, a Passiflora alata Curtis
estd presente em preparagdes farmacéuticas como infusdes,
tinturas e comprimidos, sozinha ou em associagdo com P,
edulis e P. incarnata (Dhawan et al, 2004; Reginatto et al,
2006; Anvisa, 2010).

Estudos com a espécie P alata tém proposto a
avaliagdo de possiveis efeitos terapéuticos e toxicoldgicos
(Petry et al, 2001; De-Paris et al, 2002; Doyama et al, 2005;
Reginatto et al, 2006; Vargas et al, 2007; Boeira et al, 2010).
As propriedades ansioliticas dessa espécie foram avaliadas
para os extratos aquosos ¢ hidroetanolicos através de
ensaios farmacologicos pré-clinicos como labirinto em cruz
elevado, obtendo-se resultados confirmatorios do potencial
dessa planta medicinal (Petry et al, 2001; De-Paris et al,
2002; Barbosa et al, 2008). Em trabalho recente, foram
constatadas as atividades ansiolitica e anti-inflamatoria
de extrato seco nebulizado, produzido em spray dryer e
obtido de solucdo extrativa aquosa de P. alata ¢ P. edulis
(Reginatto et al, 2006; Vargas et al, 2007).

Na pesquisa fitoquimica em busca dos componentes
a que podem ser atribuidas as relatadas atividades
farmacoldgicas, alguns autores descrevem que o0s
flavonoides podem estar relacionados com as propriedades
ansioliticas. Maltol e alcaloides derivados do harmano
podem também estar envolvidos com efeitos depressores
no sistema nervoso central (De-Paris et al, 2002; Dhawan et
al, 2004; Soulimani et al, 1997). Em termos quantitativos,
¢ importante destacar haver diferenga no conteudo de
flavonoides C-glicosilados presentes em P. incarnata e P.
alata. Isovitexina ¢ o principal flavonoide e estd presente
em maior quantidade em P. incarnata. Por outro lado, os
flavonoides vitexina e apigenina estdo presentes em maior
quantidade em P. alata (Miiller et al, 2005). Considerando
os estudos que indicam a presenga de flavonoides em
extratos de Passiflora e sua relagdo com as propriedades
farmacoldgicas, os trabalhos tém proposto a analise do teor
de flavonoides totais para avaliagdo preliminar do material
extrativo dessa espécie vegetal (Petry et al, 1998; Petry et
al, 2001; De-Paris et al, 2002; Pereira et al, 2004; Miiller et
al, 2005; Reginatto et al, 2006).

Outros trabalhos sobre as espécies de Passiflora
incluem o desenvolvimento de formas solidas obtidas
a partir de secagem de extratos liquidos oriundos da
planta. Para espécies de P. edulis e P. incarnata, foram
avaliados aspectos de desenvolvimento de pods obtidos a
partir da secagem em spray dryer, em uma investigacao
direcionada a caracterizago tecnologica e a determinacao
da estabilidade dos pds, em estudo de pré-formulagdo
farmacéutica e de desenvolvimento farmacotécnico de
fitoterapicos (Gonzalez Ortega & Schmidt, 1995; De Souza
et al, 2000). Para extratos secos oriundos de P. alata, foram
relatadas as mesmas propriedades anti-inflamatorias e
ansioliticas constatadas para os extratos liquidos (Reginatto
et al, 2006; Vargas et al, 2007).

Considerando os diferentes trabalhos relatados
para a espécie Passiflora alata em ensaios investigativos
farmacoldgicos e fitoquimicos que confirmam o potencial
medicinal dessa planta, o presente estudo propde uma
investigagdo analitica quali-quantitativa dos extratos
vegetais obtidos dessa espécie vegetal, em uma avaliacdo
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fitoquimica e tecnologica das formas liquidas e sdlidas,
e com objetivos de monitoramento do conteudo de
flavonoides totais e de determinacdo de pardmetros de
qualidade dos materiais estudados.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Partes aéreas de Passiflora alata Curtis foram
coletadas em Montenegro, Estado do Rio Grande do Sul,
Brasil, em Fevereiro de 2006. A espécie foi identificada e
esta depositada no Herbario Herbarium Augusto Ruschi
da Universidade de Passo Fundo, RS, Brasil (UPF-RSPF
7232).

Preparacio e avaliacio dos extratos aquosos

Inicialmente, o material vegetal foi submetido a
secagem em estufa de ar circulante a 40°C por 7 dias. Em
seguida, foi moido e 100g do material foram submetidos a
extracdo sob refluxo, com agua, por 1 hora, apresentando
uma relagdo droga:solvente de 1:10 (m/v). O extrato foi
submetido a analise cromatografica por cromatografia em
camada delgada (CCD) para avaliagdo da composigdo
quimica de flavonoides (De-Paris et al, 2002; Birk et al,
2005), utilizando fase mdvel composta por acetato de
etila:acetona:acido acético:agua (60:20:10:10, v/v/v/v) e
anisaldeido sulftrico como revelador. O extrato aquoso foi
submetido também a determinagio do teor de flavonoides
totais (Petry et al, 1998). A densidade relativa do material
foi determinada através do uso de picnometro.

A determinagdo do residuo seco foi realizada
de acordo com a Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia
Brasileira, 1988), mas com algumas modificagdes. Trés
amostras de 20 g cada foram colocadas em pesa-filtros
previamente tarados. Apos evaporacdo em banho-maria, os
pesa-filtros foram colocados em estufa a 105°C por 2 horas,
resfriados em dessecador por 20 minutos e, entdo, pesados.
Os pesa-filtros foram colocados em estufa por mais uma
hora a 105°C, resfriados ¢ novamente pesados. Esse
procedimento foi repetido até obtencdo de peso constante.

Preparacio do extrato seco

O extrato seco foi obtido de acordo com parametros
previamente descritos na literatura (De Souza et al, 2000;
Lemos Senna et al, 1997). A solugio extrativa, adicionou-
se 20% de excipientes (aerosil:fosfato de célcio, 1:1) em
relagdo ao seu residuo seco. A secagem foi efetuada em
Mini-Spray Dryer Lab Plant SD0S5 (North Yorkshire,
England), com temperatura de entrada de 140-141 °C,
temperatura de saida de 95-96 °C e fluxo de alimentagdo
de 4,0 mL/min.

O material pulverulento obtido foi avaliado, em
relac¢@o a sua constitui¢do quimica, empregando as mesmas
técnicas aplicadas ao extrato aquoso.
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Flavonoides totais

A determinagdo de flavonoides totais foi realizada
por método espectrofotométrico na regido do ultravioleta
seguindo metodologia previamente descrita (Petry et al,
1998). A técnica envolve a medida de absor¢ao, a 397 nm, do
complexo AlCI,-flavonoide, com expressdo dos resultados
como contetudo de apigenina em relagdo a droga vegetal
seca. As analises foram efetuadas em espectrofotdometro
UV-VIS Lambda 35 Perkin Elmer (Fremont, CA, USA).

O teor de flavonoides totais, expresso em gramas (g)
de apigenina por 100 g de droga vegetal seca, foi calculado
através da Equacdo A. O ensaio foi realizado em triplicata.

Equacao A

AFD

mEl%,lcm

C=

Em que: C = concentragdo de flavonoides expresso
em gramas de apigenina por 100 g de droga vegetal seca;
A = medida de absor¢do; FD = fator de dilui¢do; m = peso
da amostra (g); E = 336,5 absorcdo especifica da
apigenina.

1%,lcm

Contetido de umidade

O conteudo de umidade residual do extrato seco
foi determinado por ensaio de perda por dessecacdo
(Farmacopéia Brasileira, 1988).

Determinaciio granulométrica

O tamanho particular do extrato seco nebulizado
foi determinado através da medida do diametro de Ferret
usando microscopio Optico dotado de graticula calibrada
(Lantz, 1990; Parrott, 2001). Os dados de diametro
particular, em uma contagem de 510 particulas, foram
obtidos por célculos especificos de determinagao aritmética
do didmetro médio particular (d_ ), relacionando os
tamanhos particulares e suas frequéncias, e por plotagem
em grafico de probabilidade logaritmica (Lantz, 1990).

Avaliacio da higroscopicidade

Para determinar a estabilidade do po frente a
umidade, foram seguidas técnicas relatadas na literatura.
Amostras (0,5 g) em triplicata foram expostas em ambientes
de 35 ¢ 70 % de umidade relativa em temperatura ambiente,
por tempos de 2, 4, 6, 8, 10 e 14 dias. Apos esses tempos, as
diferencas de peso foram determinadas e os dados plotados
para obtencao das curvas de sorcdo de umidade (Lemos
Senna et al, 1997; De Souza et al, 2000).

RESULTADOS

As preparagdes extrativas em estudo apresentaram
um perfil cromatografico para flavonoides semelhante
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aqueles relatados na literatura (De-Paris et al, 2002; Birk et
al, 2005). O flavonoide de referéncia (rutina) foi detectado
em ambos os extratos, em R, de 0,59. A comparacdo de
perfil cromatografico por CCD ilustrou uma composi¢ao
semelhante para os dois extratos ensaiados, sendo
observadas também duas manchas em R de 0,51 ¢ 0,68.

O processo de secagem por tecnologia de spray-
drying se apresentou simples, facil e rapido, com um
rendimento nominal de aproximadamente 64,0%.

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados para a
determina¢ao do residuo seco, do teor de flavonoides
totais ¢ do contetido de umidade presentes nos extratos
de Passiflora alata. Os espectros obtidos na regido do
ultravioleta para o ensaio de determinagdo de flavonoides
totais em extrato liquido e extrato seco estdo ilustrados na
Figura 1, com visualiza¢do do maximo de absor¢ao em 397
nm.

A avaliagdo granulométrica do extrato seco levou
a obtengdo de um grafico ilustrativo de probabilidade de
distribui¢do de tamanho particular, apresentado na Figura
2. Observa-se um tamanho médio de 65 mm e em provavel
distribuigdo granulométrica em curva assimétrica. O
material solido foi também avaliado quanto a estabilidade
em ambiente de umidade relativa. Os graficos de sor¢do
estdo apresentados na Figura 2.

Tabela 1. Parametros de qualidade obtidos na analise de extrato
liquido e extrato seco de Passiflora alata Curtis.

Parametro Extrato liquido Extrato seco
Residuo seco* 2,59%

Teor de flavonoides totais* 1,41% 0,95%
Contetido de umidade* - 7,43%

*determinagdo efetuada em triplicata
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Figura 1. Espectros na regido do UV referentes a analise do teor
de flavonoides totais em extrato liquido (A) e em extrato seco (B)
de Passiflora alata Curtis.
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Figura 2. Representagdo grafica de distribui¢ao granulométrica do
extrato seco de Passiflora alata Curtis.
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Figura 3. Representag@o grafica de curvas de sor¢do de umidade
para o extrato seco de Passiflora alata Curtis submetido a
exposicao em condigdes de umidade relativa a 35% e 70%.

DISCUSSAO

A avaliacdo cromatografica permitiu observar
que ambos os extratos estudados apresentam perfis
cromatograficos semelhantes, indicando a manutengdo da
composicao qualitativa ap6s o processamento da solugdo
extrativa em tecnologia de spray-drying. A detec¢dao de
rutina e de duas manchas com mesmo Rf em ambos os
extratos refor¢a que a composicao fitoquimica flavonoidica,
oriunda da extra¢do inicial, se mantém, apés a secagem,
em um indicativo de eficiéncia do processo e das condi¢des
selecionadas. Essa tecnologia de secagem ¢ amplamente
utilizada na preparagdo de fitoterapicos, em estudos
de pré-formulagdo ou na produgdo industrial. Varios
parametros podem influenciar no resultado do processo,
incluindo varidveis como a temperatura interna, o fluxo do
ar de secagem, a velocidade de aplicacdo e a pressdo de
atomizagao (Wendel & Celik, 1998; List & Schmidt, 2000).

A avaliacdo conjunta dos resultados obtidos a
partir da determinagdo dos parametros quali-quantitativos
no extrato liquido e no extrato seco (Tabela 1) permite a
integragdo dos dados relacionados ao processamento do
material vegetal e a tecnologia de extragdo e secagem, além
da sua influéncia na qualidade dos produtos formados. A
extragdo por técnica de refluxo levou a obten¢do de um
extrato liquido com residuo seco de 2,59%, valor esse
similar ao descrito na literatura para o extrato etandlico de
P edulis (De Souza et al, 2000).

Na determinacdo da composicdo quantitativa de
flavonoides, os teores de flavonoides totais observados
para os extratos (Tabela 1) se apresentaram diferentes, com
reducdo no teor final para o material solido. A literatura
descreve conteudos de flavonoides totais presentes em P,
alata de 1,90% (p/p) para extrato aquoso (De-Paris et al,
2002) e de 2,90% (p/p) para extrato hidroetandlico (Petry
et al, 2001). A técnica espectrofotométrica utilizada vem
sendo empregada na avaliagdo de solugdes extrativas do
género Passiflora (Petry et al, 1998; De Souza et al 2000;
De-Paris et al, 2002). O ensaio se baseia na formagao de um
complexo flavonoide-AICl,, que permite a determinagdo
quantitativa. Os espectros de absor¢do no UV obtidos
(Figura 1) ilustram perfis de absor¢do semelhantes, com
maximo em 397 nm. Considerando os dados previamente
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publicados, que tratam sobre a validagdo desse ensaio para
determinag@o do conteudo de flavonoides totais (Petry et al,
1998), ¢ possivel utilizar esse método como uma importante
ferramenta para avaliar a solugdo extrativa e os produtos
obtidos a partir dela durante estudos de pré-formulacao ou
relacionados a ensaios de screening fitoquimico.

Avaliando os resultados acima  descritos,
principalmente na comparagdo dos extratos estudados, ¢
possivel observar a redug@o no teor de flavondides apos a
secagem. Isso pode estar associado ao processo em si, ja
que os dados de rendimento e quantidade de excipientes
foram corrigidos no preparo das solugdes de analise.
Fazendo uma relagdo com trabalhos que destacam as
propriedades farmacologicas do extrato seco, as mesmas
sao mantidas no estado sélido, como verificado em estudo
de avaliagdo do potencial ansiolitico desenvolvido por
Reginatto et al. (2006). Os flavonoides totais tém sido
descritos como parametro de desenvolvimento de materiais
vegetais em processamento. Em trabalho recente de
avaliagdo de extratos secos obtidos de Bauhinia forficata
Link, foi observado diferenga no conteudo de flavonoides
totais (expresso como quercetina) quando comparadas a
diferentes técnicas de secagem dos extratos liquidos. Foi
verificado maior teor de flavonoides para a secagem em
estufa de ar seco, mas diferenca tecnoldgica em relagdo
ao processamento em spray dryer (Da Cunha et al, 2010).
Considerando os resultados em discussdo ¢ os dados da
literatura para P. alata e para outras espécies vegetais, a
determina¢do de flavonoides totais pode ser utilizada
como uma técnica util a previsdo da qualidade do material
extrativo, podendo dar indicativos de manutengdo da
composicdo quali-quantitativa e de provavel potencial
farmacolégico.

Os ensaios adicionais aplicados ao extrato seco se
intercalam com a determinag@o de viabilidade tecnologica
de um material sdlido na pré-formulagdo ou producdo
de uma formulagdo farmacéutica. A umidade é um fator
que influencia a qualidade farmacotécnica dos materiais
solidos pulverulentos, podendo afetar, em especial, suas
caracteristicas reoldgicas e a estabilidade fisico-quimica
(Aiache & Beissac, 2007). Para o extrato seco desenvolvido,
obteve-se um conteudo de umidade residual de 7,43% (p/p).
Apesar de elevado, assemelha-se ao descrito para P. edulis
(De Souza et al 2000). A presenca dos adjuvantes aerosil e
fosfato de calcio nao impediu a elevada higroscopicidade,
caracteristica da presen¢a de aguicar no extrato vegetal.

Considerando a importancia para avaliacdo da
eficiéncia de secagem ¢ sua influéncia no extrato seco
obtido, o tamanho particular do material sélido foi
determinado. O produto seco de P. alata apresentou uma
distribui¢do de tamanho na faixa de 10 a 150 pm. Os
dados de frequéncia de tamanho, distribuidos em faixas
de granulometria com intervalos semelhantes, podem ser
plotados em escala logaritmica para obtencdo de curva
log-cumulativa, representando uma distribui¢do normal
logaritmica de tamanho de particulas (Lantz, 1990; Aulton,
2001). Na representag@o grafica apresentada na Figura 2,
observa-se uma concentragao de valores na faixa entre 55 e
85 num, demonstrando que o p6 obtido apresenta variagao de
tamanho em uma estreita faixa granulométrica ¢ indicando
a provavel eficiéncia da secagem para a produgdo de
material s6lido com caracteristicas tecnologicas adequadas.
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A granulometria dos pés com outras propriedades
paralelas interferem na qualidade dos processos e do
produto final. A mistura de pds, por exemplo, serd mais
facil e mais uniforme se as particulas dos materiais forem,
aproximadamente, do mesmo tamanho, o que conduz a
uma maior uniformidade de dose (Voigt & Bornschein,
1982; Parrott, 2001; Aiache & Beissac, 2007; Bellamy
et al, 2008). A faixa de tamanho também ¢é uma variavel
importante. Por exemplo, as particulas menores tém maior
propensao a adsorcdo de umidade e, por conseguinte,
podem levar a formacdo de aglomerados de particulas
(Lantz, 1990).

A avaliagdo complementar do extrato seco, em
ensaios de exposicdo a umidade, apresentou resultados
diferentes dependendo da condigdo selecionada (Figura 3).
A 70% de umidade relativa, observou-se uma propriedade
de adsor¢do rapida de umidade nos dois primeiros dias,
com aumento de peso de aproximadamente 18% (p/p). O
equilibrio foi estabelecido a partir do quarto dia, sendo
observado um aumento total de peso de 21,44% (p/p) ao
final dos 14 dias de ensaio, com mudanga na coloragdo e
observacao de principio de aglomeragdo. Por outro lado, o
aumento de peso do material exposto a umidade relativa de
35% foi de 2,21% apds 14 dias, ilustrando uma diferenga
de comportamento em condigdes de baixa umidade.
Considerando a influéncia da umidade dos materiais solidos
em seu comportamento tecnologico e na sua estabilidade,
essa caracteristica de higroscopicidade observada deve ser
bem avaliada, principalmente na selecdo das operacdes
produtivas - incluindo a extragdo e a secagem - € na
manipulacdo e sele¢do das condigdes de armazenamento,
em nivel de ambiente e de material de acondicionamento e
embalagem. A técnica de secagem do extrato vegetal liquido
também deve ser considerada, ja que sua sele¢do depende
de uma série de fatores, dentre eles a higroscopicidade do
produto final da operagdo (List & Schmidt, 2000).

No presente estudo, foi possivel realizar uma analise
integrada de parametros quali-quantitativos fitoquimicos e
tecnologicos importantes para a obtengdo e processamento
de extratos vegetais oriundos de Passiflora alata Curtis.
Os resultados abordaram a avaliacdo da qualidade do
extrato seco, com referéncia as caracteristicas tecnologicas
que fundamentam a viabilizagdo do material particulado
em uma forma farmacéutica, discutindo a tecnologia de
spray-drying. As caracteristicas de tamanho particular, a
interpretacdo do comportamento de fluxo e a caracteristica
de sor¢do de umidade, inseridas como importantes
parametros de avaliagdo da capacidade de transformacao
de um material sélido, foram indicativas da qualidade do
material particulado. Ademais, a determinag@o do teor de
flavonoides totais e a detecgdo cromatografica permitiram
uma analise dos materiais vegetais, constituindo ferramentas
de avaliagdo dos extratos.

ABSTRACT

Characterization of extracts prepared from
Passiflora alata Curtis

This paper describes a processto prepareliquid and dried
aqueous extracts from aerial parts of Passiflora alata
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Curtis (sweet passionfruit) and reports a comparative
analysis of the extractive preparations obtained. The
extractive solution was obtained by refluxing the plant
material with water in the proportion 1:10 (w/v).
The aqueous extract was dried in a spray-dryer, with
Aerosil® and calcium phosphate as processing aids. The
extraction efficiency was assessed by weighing the dry
residue and assaying the total flavonoid content by UV
spectrophotometry. The particle size and hygroscopicity
of the spray-dried powder were determined in order to
assess its technological viability. In the solid state, the
total flavonoid content was reduced, relative to the
aqueous extract, which indicates a possible influence of
the drying process on its composition. The technological
characterization demonstrated that this drying process
leads to particle size uniformity, though a tendency to
hygroscopicity can be observed under conditions of high
relative humidity. The analytical techniques employed
proved to be viable for qualitative and quantitative
assays used for quality control of the extracts developed
in this study.

Keywords:  Passiflora alata Curtis. Extractive
preparations. Spray-drying. Total flavonoids.
Technological characterization.
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