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1 INTRODUCAO

O Brasil tem um grande potencial para a biodiversidade e riqueza de conhecimento
tradicional, acumulado pelos habitantes locais, que tem acesso direto a natureza e a
biodiversidade de produtos. Neste sentido, a Caatinga, principal bioma do semiérido,
representa a quarta maior &rea coberta por uma unica forma de vegetacdo no Brasil, sendo
responsével por cerca de 60 % do territério do Nordeste™?.

Ximenia americana L. (Olacaceae) € uma planta encontrada principalmente em partes
da América do Sul. E amplamente utilizada na medicina popular destas regides, como anti-
séptico, antiviral, analgésico e antimicrobiano, no tratamento de dores de cabega e ainda
doencas mentais®**. A composicdo quimica da X. americana tem sido pouco investigada. O
composto sambunigrina foi isolado na fracdo solivel em acetato de etila do extrato alcodlico
das folhas. Acido galico, galotaninos e flavonoides foram identificados pela primeira vez no
género Ximenia®.

A Schinopsis brasiliensis Engl. (Anacardiaceae) é encontrada principalmente no
semiarido. Alguns estudos tém demonstrado sua atividade antimicrobiana®. Um novo
alquilfenol, metil-6-eicosanil-2-hidroxi-4-metoxibenzoato e um esterdide incomum 5a,8a-
epidioxiergosta-6,22-dien-3--ol, foram encontrados através de estudos fitoquimicos®. Outro
estudo mostrou que o extrato de S. brasiliensis contém elevados niveis de compostos
fendlicos (825,65 + 40,99 mg g™), dos quais cerca de 455,81 + 50,41 mg g™ foram taninos e
11,29 + 0,94 mg g™* eram flavonéides’.

A maioria dos produtos a base de plantas utilizadas como ingredientes ativos
farmacéuticos sdo extratos nebulizados obtidos por spray drying, devido a sua estabilidade
fisica, quimica e microbioldgica, melhor padronizacdo, maior concentracdo de ingredientes
ativos e compostos, além da conveniéncia na transformacdo de diferentes formas de
dosagem®. O processo de tratamento da matéria-prima vegetal visa a obtencéo de um produto
que atenda as exigéncias do mercado, bem como forneca a eficacia, seguranca e qualidade®°.

Na industria farmacéutica, o uso de adjuvantes tecnolégicos adequados, juntamente
com a tecnologia de secagem por spray drying, representa um passo importante na garantia de
estabilidade e qualidade adequadas de extratos vegetais'’. A incorporacdo de extratos secos
em formulacGes é recomendada porque estes sdo facilmente obtidos, padronizados, e

incorporaveis em formas de dosagem?®.



Os métodos analiticos tém sido usados para caracterizar compostos presentes em
plantas medicinais, de seus produtos e de extratos'?. A analise térmica, espectroscopia no
infravermelho e difracdo de raios-X sdo exemplos de métodos utilizados para caracterizar
drogas e medicamentos fitoterapicos. Varios autores tém mostrado aplicacfes de técnicas
termoanaliticas em tecnologia farmacéutica e a padronizacdo e caracterizagdo de extratos
secos de plantas medicinais™*#™.

O objetivo deste estudo foi caracterizar extratos nebulizados de plantas medicinais por

DSC e técnicas analiticas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ximenia americana L.

X. americana L. é uma planta encontrada na América do Sul, América Central, Africa,
india e Nova Zelandia, cujas propriedades medicinais sdo conhecidas e utilizadas ha muito
pela populacdo local. E uma arvore de pequeno porte, cujo fruto é uma drupa amarelo-
alaranjada, contendo uma polpa aromatica parcialmente doce, que envolve uma semente
amendoada de cor branca™.

Na regido do semiarido brasileiro, a medicina tradicional indica esta planta
principalmente sob a forma de cha (decoccdo da casca ou infusdo das folhas), imersdo ou
cataplasma das folhas, como forma de tratamento para inflamagdes no geral, inflamacdes de
6rgéos internos, dores de dente, célicas menstruais e como cicatrizante e antiséptico®’.

Investigacdes fitoquimicas de extratos de X. americana apontaram a presenca de
saponinas, carboidratos, glicosideos cianogénicos, flavondis, taninos, alcaldides,
antraquinonas e terpenos. No 6leo essencial das folhas desta planta, foi determinado o teor de
69% de compostos aromaticos, 12,5% de compostos lipidicos e 13% de terpenoides, com
63,5% de benzoaldeido'’. No dleo proveniente das sementes desta planta, foi apontada a
presenca de acidos oleico, linoleico, linolénico, araquiddnico, eicosatriendico, erdcico e
nervonico. Os principais constituintes do oOleo volatil das folhas apontados sdo o
benzoaldeido, hidroxibenzilcianeto e isoforona’®. Estes compostos conferem a esta planta
importantes atividades farmacolégicas, que tém sido objeto de estudos nos ultimos tempos.

A atividade antimicrobiana desta planta foi constatada frente a uma variedade de
microrganismos. O Estudo de Costa et al. (2010)!° verificou a eficicia do extrato
hidroalcodlico frente a Enterococcus faecalis, em concentracdes de até 6,25%, atribuindo-se
esta atividade principalmente ao seu contetido de taninos. Por sua vez, Silva (2012)? mostrou
que a CIM (concentracdo inibitéria minima) do extrato para E. faecalis e Streptococcus oralis
foi de 1 pL/pL, enquanto que para uma cepa ATCC (American Type Culture Collection) de
Staphylococcus aureus, o valor da CIM variou entre 0,063 a 0,250 pL/uL. O estudo de
Kluczynik et al. (2010)*° mostrou que o extrato desta planta desempenhou importante
atividade sobre todas as cepas de Salmonella testadas.



2.2 Schinopsis brasiliensis Engl.

A S. brasiliensis Engler pertence a familia das Anacardiaceas, conhecida pelos nomes
vulgares de bradna, baradna, bratna-parda, bratna-sertdo, e chamacoco. E de grande valor
para a inddstria madeireira, devido ao alto grau de resisténcia de sua madeira, sendo
aproveitada para a construco civil, para a utilizacdo como dormentes, entre outras®.

A S. brasiliensis € uma planta xerofita, heliofita, totalmente decidua durante o periodo
seco, floresce em épocas variaveis do ano. E uma planta muito comum no Nordeste do Brasil,
principalmente na regido da Caatinga. Atinge a altura de 12 a 22 metros. Apresenta caule
aéreo tipo tronco forte e lenhoso, possui ramos espinhosos, folhas aromaticas, com flores
alvas e pequenas, e fruto alado®.

Esta planta é utilizada pela medicina tradicional do Nordeste para o tratamento de
distarbios como faringite, laringite, diarreia, gripe, tosse e como antisséptico e cicatrizante®*.

O estudo de Saraiva et al. (2011)" aponta que o extrato metanélico das folhas de S.
brasiliensis possui em sua composicdo compostos fendlicos (cerca de 82,5%), sendo cerca de
45,5% de taninos e 1,12% de flavonodides, compostos que podem ser responsaveis por sua
atividade antioxidante.

O mesmo estudo mostra uma alta eficacia deste extrato sobre cepas multirresistentes
de S. aureus (MRSA), e cepas de Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermitis,
E. faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
tiphymurium, Candida albicans e Candida krusei. Apesar das atividades farmacoldgicas
interessantes, o extrato foi classificado como moderadamente tdxico, segundo o teste com
larvas de Artemia salina.

O estudo de Oliveira (2011)** mostrou que esta planta, utilizada em doses de 250 e
500 mg/kg no teste antimalarico in vivo, foi capaz de reduzir a parasitemia em 86 e 95%,
respectivamente. O tratamento com 0 extrato desta planta aumentou a sobrevida do grupo em

32 a 34 dias, em relagéo ao grupo controle.
2.3 Técnicas analiticas aplicadas a extratos vegetais
Extratos vegetais sdo preparacdes largamente utilizadas pela medicina popular. Estas

podem ser de duas a seis vezes mais potentes do que sua matéria-prima vegetal e possuem a

vantagem de deter o fitocomplexo da planta em uma forma farmacéutica mais estavel.



Desta forma, a industria farmacéutica também utiliza extratos vegetais como matéria-
prima, sendo precursores de tinturas, xaropes, ou sob a forma de extratos fluidos ou secos.
Para tanto, os extratos devem ser padronizados, de acordo com parametros de seguranca e
eficacia, com a caracterizacdo completa de seus principios ativos.

As técnicas termoanaliticas podem ser utilizadas para este fim, por possibilitar a
determinacdo dos teores de umidade e cinzas, 0 estudo da estabilidade e da cinética de
degradacéo, entre outras caracteristicas do ingrediente ativo farmacéutico.

CAMELO (2010)*® utilizou a termograviemtria (TG) e a calorimetra exploratdria
diferencial (DSC) para caracterizar o extrato liofilizado de Vismia guianensis, mostrando que
sua decomposi¢do ocorre em cinco estagios, sendo os dois primeiros relativos a perda de dgua
e compostos volateis. A partir dos dados provenientes de TG e DSC, pdde-se detectar na
amostra um teor de 12% de umidade. Foi detectado também que os componentes do extrato
sofreram decomposicdo exotérmica a temperatura de 368 °C, resultando numa porcentagem
de cerca de 1,64% de cinzas.

SILVA JUNIOR et al. (2006)*" utilizou técnicas termogravimétricas para a
padronizacdo de extratos nebulizados e liofilizados de Symphytum officinale L., secos com o
adjuvante hidroxietilcelulose (HEC). Novamente, a TG obteve resultados semelhantes aos
ensaios gravimétricos de perda por dessecacdo, mostrando sua acurécia. O estudo detectou
que o extrato seco inicia sua decomposicao a temperatura de 120 °C.

A mesma técnica foi utilizada por ARAGAO et al. (2002)?® no controle da qualidade
de extratos de Cissampelos sympodialis Eichl. (milona). Os autores verificaram que o
comportamento térmico dos extratos de raizes e folhas de milona assemelhou-se ao dos
alcaldides warifteina e metilwarifteina. Desta forma, detectou-se que devido a alta
estabilidade térmica dos componentes do extrato (que se decompdem em temperaturas
superiores a 200 °C), é possivel realizar sua secagem (para melhor aproveitamento industrial)
através de métodos que utilizam altas temperaturas.

Diante do exposto, podemos afirmar que as andlises térmicas sdo uma importante
ferramenta, que podem otimizar o controle da qualidade de matérias-primas e produtos
fitoterapicos na indudstria farmacéutica, garantindo maior seguranca e eficcia de seu uso.

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), em geral
realiza anélises na regi&o do infravermelho médio (400 a 4000 cm™), uma vez que todas as
moléculas possuem frequéncias de absorbancia caracteristicas nesta faixa. Quando a radiacéo

infravermelha passa por uma molécula, ondas de diferentes comprimentos sdo absorvidas,
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causando vibragcdes em suas diferentes ligagbes quimicas, como alongamento, contracdo e
dobra. Os grupos funcionais absorvem a radiacéo infravermelha no mesmo comprimento de
onda independentemente das outras estruturas da molécula®®.

A analise de extratos vegetais por esta técnica espectroscopica é de grande valor, uma
vez que o0s espectros obtidos de forma rapida relacionam-se diretamente com a composi¢ado
quimica deste. No estudo de Zhu et al. (2010)*°, esta técnica foi utilizada para caracterizar a
composicdo de diferentes extratos de Portulaca oleracea L., de maneira que 0S espectros
obtidos relacionaram-se diretamente aos perfis cromatograficos destes.

A difracdo de raios-X é uma técnica utilizada para a caracterizacao fisica de particulas,
uma vez que o perfil de difracdo desta radiacdo por uma particula fornece informacdes sobre
seu arranjo molecular cristalino, amorfo, ou ambos, sendo possivel determinar o tipo de cristal
e a porcentagem de cristalinidade da amostra®®***. Gallo et al. (2011)** utilizaram esta
técnica para a caracterizacdo de extratos vegetais secos por spray drying, indicando a natureza
amorfa destes.

O mesmo estudo mostrou o0 uso da microscopia eletronica de varredura para a
caracterizacdo de extratos, relacionando o tamanho, forma e capacidade de aglomeracéo de

suas particulas a caracteristicas como propriedades de fluxo e higroscopicidade.
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3 REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Material vegetal

As plantas medicinais foram coletadas na regido do semiarido do Estado da Paraiba.
As exsicatas foram preparadas e identificadas no herbario Professor Jayme Coelho de Morais
(PRU), da Universidade Federal da Paraiba, e depositadas sob o0 nimero EAN-100493 para X.
americana L. e EAN-14049 para S. brasiliensis Engl.

Os materiais vegetais foram secos a 40 °C. Os extratos hidroalcodlicos foram obtidos
por maceracdo dos pos das cascas em uma solucdo agua:etanol (30:70 v/v) como sistema
solvente durante 72h, procedendo-se a secagem em spray dryer (LabPlant), com temperatura

de entrada de 140 °C e temperatura de saida entre 90 e 95 °C, sob vaz&o de 3,0 mL min™.

3.2 Anélise térmica

As curvas DSC (calorimetria exploratoria diferencial) foram obtidas em um
calorimetro modelo DSC Q20 (TA Instruments), utilizando-se cadinhos de aluminio,
contendo amostras de 2+0,1 mg, em atmosfera de nitrogénio, sob um fluxo de 50 mL min™.
Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 400 °C, a uma razdo de
aquecimento de 10 °C min™. Para a calibracdo do equipamento, foi utilizado um padréo de
indio (p.f. = 156,6 °C). Os dados foram analisados utilizando-se o software TA Instruments
Universal Analysis 2000, 4.7A.

As curvas termograviméricas (TG) ndo-isotérmicas foram obtidas utilizando-se um
analisador simultaneo TG/DTA/DSC, modelo SDT Q600 (TA Instruments), utilizando-se
cadinhos de alumina. contendo amostras de 8+0,1 mg, em atmosfera de nitrogénio, sob um
fluxo de 50 mL min™. Os experimentos foram conduzidos entre as temperaturas de 25 a 900
°C, a uma razdo de aquecimento de 10 °C min™. Para a calibracdo do equipamento foi

utilizado um padréo de oxalato de calcio monohidratado.

3.3 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros FT-IR dos extratos nebulizados foram obtidos em um equipamento
Perkin-Elmer, modelo 1600, utilizando-se pastilhas de KBr, na faixa de 4000 a 500 cm™.
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3.4 Difragéo de raios-X (DRX)

As anéalises de XRPD foram realizadas utilizando-se um difratdbmetro modelo XRD
6000 (Shimadzu), na faixa de 10° a 70° (2° min™) na escala 20, com radiag¢io de Cu (kal). O
equipamento foi operado a 40,0 kV e 30,0 mA. Os dados foram analisados utilizando-se o
sofware Origin® 8.1.

3.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
A caracterizacdo morfologica dos extratos nebulizados foi realizada por microscopia

eletronica de varredura, em um microscopio TM 1000 (Hitachi). As amostras foram
visualizadas nos aumentos de 100, 200, 500, 1000 e 2000x.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de DSC para o extrato nebulizado de X. americana L. mostraram que 0s
processos térmicos ocorreram entre 33,50 e 118,58 °C. A presenca de um evento endotérmico
a 83,16 °C (AH = 246,60 J g™ foi observada, e provavelmente est4 relacionada & perda de
constituintes volateis da amostra, como o etanol. A decomposic¢do térmica dos compostos do
extrato ocorre em duas etapas, entre as temperaturas de 150,71 e 232,01 °C (AH = 14,42 J g*)
e entre 232,01 e 305,74 °C (AH = 7,76 J g*) As curvas TG mostraram trés processos de
decomposi¢do, com um residuo mineral de 39,17% (Figura 01).
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Figura 01: Curvas DSC e TG referentes ao extrato nebulizado de X. americana L.

As curvas de DSC para o extrato nebulizado de S. brasiliensis Engl. mostraram que 0s
processos térmicos ocorreram entre 39,17 e 126,14 °C. Foi observado um evento endotérmico
280,99 °C (AH = 143,40 J g*), também provavelmente relacionado & perda de constituintes
volateis da amostra, como o etanol. A decomposicdo térmica ocorreu com a formacdo de
varios picos endotérmicos e exotérmicos, entre as temperaturas de 126,14 e 171,51 °C (AH =
15,69 J g™, entre 171,51 e 246,19 °C (AH = 60,00 J g™*) e entre 246,19 e 325,50 °C (AH =
4,93 J g1). Esta decomposicdo pode estar associada a uma grande variedade de metabolitos
secundarios, principalmente fendlicos, presentes no extrato nebulizado. As curvas TG
mostram trés processos de decomposi¢do térmica com um residuo mineral de 37,58% (Figura
02).
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O evento de degradacgdo que ocorre sob a forma de ruido, entre 171,51 e 246,19 °C, foi
confirmado pela repeticdo da curva em outras trés andlises, obtendo-se 0 mesmo ruido na

mesma faixa de temperatura.
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Figura 02: Curvas DSC e TG referentes ao extrato nebulizado de S. brasiliensis Engl.

Uma das dificuldades encontradas na obtencdo de picos reprodutiveis de extratos de
plantas por DSC é de que esses extratos sdo uma mistura complexa de substancias que
interagem entre si, na matriz vegetal. Por isso, muitas vezes o0s produtos de degradacdo séo
formados em diferentes concentracdes devido a varios fatores, como a forma e imperfeicGes
das particulas, evaporagdo de produtos gasosos, empacotamento e taxa de aquecimento da
amostra. A impureza presente em extratos de plantas tem um efeito direto sobre a entalpia
obtida para o processo e a largura do pico®.

A espectroscopia FT-IR foi utilizada para investigar os possiveis compostos quimicos
da amostra . Esta é a técnica mais adequada dos métodos espectroscopicos nao destrutivos, e
tem se mostrado um método atraente para a analise de produtos farmacéuticos sélidos, uma
vez que 0s materiais ndo estdo sujeitos a energia térmica ou mecanica durante a preparacdo da
amostra, portanto, impedindo transformagdes de estado sélido®. As principais diferencas

resultantes da comparacgéo entre os espectros sao apresentados nas figuras 03 e 04.
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Figura 03: Perfil de FT-IR referente ao extrato nebulizado de X. americana L.
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Figura 04: Perfil de FT-IR referente ao extrato nebulizado de S. brasiliensis Engl.
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Os espectros relativos as amostras apresentaram similaridade em suas bandas de
absorcdo. Em ambas as curvas sdo apresentados picos no intervalo de 2.974 a 2.847 cm™,
caracteristicos de ligacbes carbono-hidrogénio, atribuidos a natureza organica dos compostos
no extrato. Os picos agudos na regido entre 1.307 a 1.025 cm™, relativos a ligacées carbono-
oxigénio (CO) em éteres, ésteres e &cidos carboxilicos, sdo indicativos de uma ampla
variedade de metabélitos, como taninos, flavondides e antraquinonas, entre outros*?. Esta
gama de compostos é também indicada pelos picos nas regides 1.702 a 1.685 cm™ (carbonila),
1.607 a 1.516 cm™ (ligacdes C=C em anéis aromaticos), e 788 a 674 cm™ (ligacdes CH
aromaticas em anéis substituidos)™®.

As figuras 05 e 06 mostraram os difratogramas das amostras, que apresentaram
elevado grau de amorfizacdo, particularmente em angulos entre 10° e 30°. O extrato de X.

americana apresentou picos de cristalinidade nos angulos de 37,8, 44,0 e 64,4°, que podem
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ser atribuidos a presenca de acglcares que poderiam ter se cristalinizado durante o processo de

secagem.
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Figura 05: Difratograma referente ao extrato de X. americana L.
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Figura 06: Difratograma referente ao extrato de S. brasiliensis Engl.
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A presenca de um grande nimero de ruido de diferentes intensidades pode estar
relacionada a substancias complexas ndo identificadas nos extratos. Este efeito também foi
observado no estudo do extrato nebulizado de Rhaumnis purshiana®®. O extrato nebulizado de
X. americana L. apresentou picos de alta intensidade de difracdo, mas com menor grau,
comparado ao extrato de S. brasiliensis Engl. Este também mostrou um ligeiro aumento dos
picos em 70°.

A figura 07 mostra as imagens MEV das particulas das amostras em diferentes
ampliacOes. As particulas mostraram superficies e formas irregulares, como sao esperadas as
particulas de extratos vegetais. O extrato nebulizado de X. americana L. mostrou diferentes
comportamentos, com aglomerados de particulas de diferentes tamanhos e morfologia. O
extrato nebulizado de S. brasiliensis Engl. mostrou melhor uniformidade de particulas, uma
vez que estas mostraram-se relativamente grandes,esféricas e com superficies lisas. Isto
promove um bom fluxo do produto e uma boa densidade, caracteristicas classicas de extratos

nebulizados®®.

3 4

Figura 07: Imagens de MEV referentes ao extrato de X. americana L. (1 — aumento de 1.000x; 2 — aumento de
2.000x) e ao extrato de S. brasiliensis Engl. (3 - aumento de 1.000x; 4 — aumento de 2.000x)
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5 CONCLUSAO

A industria farmacéutica dispde de ferramentas valiosas para o controle da qualidade
de produtos e matérias-primas. Essas ferramentas podem ser utilizadas para produtos de
origem vegetal, que também exigem uma caracterizacdo atenciosa.

Este trabalho mostrou a aplicacdo da analise térmica, espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, microscopia eletrénica de varredura e difracéo
de raios-X em matérias-primas de origem vegetal, obtendo-se resultados que fornecem
informacdes importantes sobre a sua estabilidade, padronizagdo, composi¢do, conformagéo
cristalina, entre outros. Esta informacao pode ser utilizada para estabelecer parametros sobre o
desenvolvimento de produtos fitoterapicos, ajudando a assegurar a sua qualidade e, por

conseguinte, a sua seguranca e eficacia.
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ABSTRACT

The increased search for herbal products has generated an increasing interest in improving the
quality control of dried extracts by pharmaceutical industry since these are raw materials of
great importance by their quality and versatility. This work aimed at the application of various
analytical techniques (thermal analysis, X-ray diffraction, scanning electron microscopy, and
infrared Fourier transform spectroscopy) in the characterization of dried extracts of two plants
from the Brazilian semiarid region with medicinal properties. The DSC curves for the dried
extracts of Ximenia americana L. and Schinopsis brasiliensis Engl. showed that thermal
processes occur between 33.50 and 118.58 °C and between 39.17 and 126.14 °C. The X-ray
powder diffraction revealed high degree of amorphization, but the dried extract of X.
americana L. showed some diffraction peaks of high intensity.The IR spectra showed high
variety ofmetabolites in the extracts dried. Through this study it was possible to verify the
feasibility of applying these techniques in the characterization of raw materials from

medicinal plants for use in the herbal medicines production.

KEYWORDS: Dried extract. Herbal medicine. Thermal analysis. Analytical techniques.
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