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I

APRESENTACAO

Neste trabalho sdo descritas as atividades realizadas no periodo que corresponde a
agosto de dois mil e oito até julho de 2009.
O trabalho contém introducdo, objetivos do estudo, revisdo literdria sobre o tema,

descri¢do da metodologia empregada, resultados e discussdo e a bibliografia consultada.
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RESUMO

A espécie vegetal Byrsonima japurensis (Malphighiaceae), conhecida como saratudo
ou muruci, ¢ originaria da Amazodnia ¢ desenvolve-se em terra firme, bosque primario e
freqiientemente sobre solos arenosos. Destaca-se pelo grande uso na medicina popular para
diferentes patologias. E utilizada pelos habitantes da regidio como antiinflamatério, no
tratamento de feridas, como antitoxico, contra tulceras gastricas, regulador menstrual e
estimulante do sistema imune e fisico. Além disso, apresenta relatos de atividade
antiagregante, antiespasmodica, inseticida, sedativo, diurético e sudorifero. Estudos realizados
com extrato da casca do vegetal, nos laboratorios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
desta Instituicdo de ensino, demonstraram excelentes resultados de inibicdo da enzima lipase
pancreatica, indicando uma possibilidade de utilizacdo de extratos da casca de B. japurensis
como auxiliares no tratamento da obesidade. Sendo assim, o trabalho teve como objetivo
desenvolver um produto seco por aspersdo a partir de cascas de B. japurensis e avaliar a
atividade inibitdria da lipase pancreatica. A matéria-prima vegetal, constituida por cascas de
B. japurensis, foi caracterizada através da perda por dessecagdo, teor extrativo e analise
granulométrica por tamisacdo. As solucdes extrativas foram elaboradas seguindo um
planejamento fatorial 2x3 onde foram avaliadas como varidveis independentes a relagdo
droga:solvente (5 e 10%) e a concentracdo etanodlica (20, 40 e 80%); e como dependentes o
teor de residuo seco e a inibi¢do da lipase pancreatica. Os resultados dos experimentos foram
analisados estatisticamente através de ANOVA multivariada. Os resultados obtidos mostram
que a solucdo extrativa possuindo 10% de droga vegetal e 40% de etanol apresentou melhor
atividade inibitoria da lipase pancreatica e melhor teor de residuo seco. A analise estatistica
mostra que apenas a proporcdo de droga vegetal apresentou significdncia na inibicdo da
lipase, porém houve interacdo significativa entre ambos os fatores estudados. Os resultados
permitem concluir que os extratos secos obtidos de B. japurensis apresentam um potencial
inibitério da lipase pancreatica, no entanto, considerando que os produtos secos elaborados a
partir da solucdo extrativa com adjuvantes de secagem apresentaram perda de atividade,
maiores estudos devem ser realizados a fim de otimizar uma solucdo extrativa para melhorar a
estabilidade dos produtos secos e, confirmar se ha incompatibilidade dos constituintes
quimicos com os adjuvantes farmacéuticos.

Palavras Chaves: Byrsonima japurensis, Produto seco, Inibidor da lipase



ABSTRACT

The specie Byrsonima japurensis (Malphighyaceae), known as saratudo or Muruci,
comes from the Amazon is developing in the mainland, and often primary forest on sandy
soils. It is great for use in folk medicine for different diseases. It is used by the inhabitants of
the region as anti-inflammatory, to treat wounds, as antitoxic, against gastric ulcers, menstrual
regulator and stimulating the immune system and physical. Besides ant platelet activity also
present, antispasmodic, insecticide, sedative, diuretic and sudoriferous. Studies with extract of
the bark of the plant, in the laboratories of the Faculty of Pharmaceutical Sciences of this
institution of education, have shown excellent results in inhibition of pancreatic lipase
enzyme, indicating a possibility use of extracts of the bark of B. japurensis as auxiliaries in
the treatment of obesity. Thus, the study aimed to develop a dry product from bark of B.
Jjapurensis and evaluate the inhibitory activity of pancreatic lipase. The raw material of B.
Jjapurensis bark was characterized by loss of dry, content extraction and analysis of size
particle. The extractives solutions were prepared following a 2x3 factorial using as
independent variables the relationship drugs:solvent (5 and 10%) and ethanol concentration
(20, 40 and 80%), and how dependent variables the dry residue and the inhibition of
pancreatic lipase. The results of the experiments are analyzed statistically through
multivariate ANOVA. The results show that the extractive solution obtained with 10% of
vegetable drug and 40% of ethanol presented better inhibitory activity of pancreatic lipase and
higher content of dry residue. The statistical analysis shows that only the proportion of
vegetable drug showed significant inhibition of the lipase, but there was significant interaction
between the factors studied. The results show that the dried extract obtained from B.
japurensis have a potential inhibition of pancreatic lipase, however, considering that the dried
products prepared from the extractive solution with adjuvants of drying showed loss of
activity, more studies should be performed to optimize an extractive solution to improve the
stability of dried products and confirm if there is incompatibility among chemical constituents
and pharmaceutical adjuvants.

KEYWORDS: Byrsonima japurensis, Dry product, Inhibitor of lipase
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do
numero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimonio genético, ja escasso nos paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estratégico inestimavel em varias
atividades, mas ¢ no campo de desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua
maior potencialidade (CALIXTO, 2003).

As plantas representaram, durante séculos, a unica fonte de agentes terapéuticos. No
inicio do século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, as plantas passaram a
representar a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de medicamentos.
Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese orgdnica e de novos processos
biotecnoldgicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados sdo originarios
de plantas (HOSTETTMAN et al., 2003).

A regido amazoOnica abriga uma das mais fantdsticas riquezas naturais do planeta
constituindo-se numa preciosa biblioteca genética, na qual apenas uma pequena parte de seus
componentes foi adequadamente estudada e cujos beneficios futuros ainda sdo desconhecidos.

A espécie vegetal Byrsonima japurensis (Malphighyaceae), originaria da Amazonia,
desenvolve-se em terra firme, bosque primdrio e freqlientemente sobre solos arenosos.
Destaca-se pelo grande uso na medicina popular para diferentes patologias. E utilizada pelos
habitantes da regido como antiinflamatoério no tratamento de feridas, como antitoxico e contra
ulceras gastricas (REVILLA, 2000), além de apresentar também atividade antiagregante
plaquetaria. Sendo assim, as indicagdes populares e literatura existente, ainda que insipientes,
sugerem esta espécie como bastante promissora para a investigacdo cientifica visando a
comprovagao de atividades biologicas e desenvolvimento de uma forma farmacéutica.

A transformacdao de solugbes extrativas em extratos secos visa, além de sua

concentracdo, a obtencdo de um produto com melhores caracteristicas tecnologicas. A
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secagem por aspersdo ou nebulizagdo em spray-drier tem sido indicada, por pesquisas em
desenvolvimento tecnoldgico realizadas durante os ultimos anos, como uma das técnicas mais
importantes na produgdo de pdés que podem ser incorporados em formulagdes de
comprimidos, granulados, capsulas, pomadas (DE PAULA, et al., 1998; LINDEN, 1998; DE
SOUZA et al., 2000).

O produto seco por aspersdo ¢ uma forma intermediaria que pode ser utilizada para a
producdo de varias formas farmacéuticas, contudo, geralmente, ndo exibe propriedades
reologicas apropriadas, necessitando ser adicionado de adjuvantes farmacéuticos para
melhorar suas caracteristicas. Entretanto, o sucesso de um produto seco depende de
consideragdes cuidadosas sobre as propriedades dos adjuvantes e condi¢des de secagem
(LIBERMAN & LACHMAN, 1989; SHAH et al., 1996; VOIGT, 2000).

A utilizagdo de adjuvantes tecnologicos na secagem pode melhorar as condi¢des de
obtengdo dos produtos secos, principalmente, no que se refere ao rendimento, propriedades
reologicas e conservagdo frente a umidade (CASADEIBAIG et al., 1989). Porém, tanto a
operacdo de secagem quanto a adicdo de adjuvantes podem interferir nas propriedades
biologicas dos produtos obtidos (CARVALHO et al., 1997). Sendo assim, na elaboragao
desses produtos além das caracterizagdes tecnoldgicas e quimicas € interessante o
acompanhamento com ensaios farmacoldgicos a fim de garantir a manutengdo da atividade

bioldgica do vegetal.
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2. OBJETIVOS

GERAL:

Desenvolver um produto seco por aspersdo a partir de cascas de Byrsonima japurensis e

avaliar a atividade inibitoria da lipase pancreatica

ESPECIFICOS:
- Caracterizar a matéria-prima vegetal;

- Avaliar a influéncia de fatores extrativos sobre o teor de sélidos soluveis nas solugdes

extrativas e atividade inibitdria da lipase pancreatica;
- Obter um produto seco através da secagem por aspersao;

- Avaliar a influéncia de adjuvantes farmacéuticos sobre o rendimento da operagdo de

secagem e atividade inibitoria da lipase pancreatica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Espécie vegetal

A familia Malpiphiaceae compreende aproximadamente 60 géneros e 1200 espécies,
sendo que 50% encontram-se no Brasil. Os géneros mais importantes da América meridional
sdo Malpighia e Byrsonima. Varias espécies pertencentes ao género Byrsonima ocorrem no
nordeste brasileiro, sendo algumas delas intensamente consumidas na forma de sucos, licores,
geléias e doces. Folhas e cascas de algumas espécies de Byrsonima sdo usadas popularmente
em disfuncdes gastricas, infecgdes cutineas, picadas de cobra e ainda como antidiarréicos
(AMARQUAYE et al., 1994).

O género Byrsonima compreende mais de 135 espécies de arvores e arbustos

encontrados no Novo Mundo tropical e subtropical a partir do sul do México, sudeste da

Florida e do Caribe ao sudeste do Brasil (Figura 1).

Figura 1: Distribuicao do género Byrsonima.
FONTE: http://zipcodezoo.com/Key/Plantac/map.asp?taxon=13192257




14

De modo geral, as plantas tém folhas inteiras, flores amarelas, carnudas e frutos

comestiveis (Figura 2 e Figura 3).

Figura 2: Fruto da B. japurensis.

FONTE: http://www.inteligentesite.com.br/arquivos/amazoniadelivery/img_murici.j

Feras ]

Figura 3: Folha de B. japurensis.
FONTE :http://fm2.fieldmuseum.org/vrrc/details/MALP-byrs-japu-ecu-2225523.jpg

O género  Byrsonima  segue a  seguinte classificacdo  taxondmica

(http://www.zipcodezoo.com/Key/Plantae/map.asp?taxon=13192257):

Dominio: Eukaryota Whittaker & Margulis, 1978 - eukaryotes

Reino: Plantae Haeckel, 1866

Subreino: Viridaeplantae Cavalier-Smith, 1981 - Green Plants
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Filo: Tracheophyta Sinnott, 1935 Ex Cavalier-Smith, 1998 - Vascular Plants

Subfilo: Euphyllophytina

Infrafilo: Radiatopses Kenrick & Crane, 1997

Classe: Magnoliopsida Brongniart, 1843 - Dicotyledons

Subclasse: Rosidae Takhtajan, 1967

Superordem: Geranianae (Dumortier, 1829) Takhtajan, 1997

Ordem: Vochysiales Dumortier, 1829

Familia: Malpighiaceae A.l. De Jussieu, 1789 - Barbados Cherry Family

Género: Byrsonima (bur-SO-nim-uh) - Byrsonima

As plantas dessa familia sdo de grande utilizacdo, porém pouco se sabe sobre sua
constituicdo quimica. Os poucos trabalhos realizados reportam a presenca, em geral, de
flavonoides, triterpenos e esterodides. O género Byrsonima € tipico de regides alagadicas, de
solos arenosos e cresce sob elevada incidéncia luminosa. Sdo plantas geralmente arboreas,
com galhos retorcidos e porte médio, podendo chegar a cinco metros de altura. Como se
encontra presente em varias regides do Brasil, este género recebe nomes diferentes,
dependendo da regido de ocorréncia, por exemplo, na regido amazdnica recebe o nome de
“muruci” ou “sara-tudo” variando de acordo com a espécie, por exemplo, “sara-tudo de
quintal”, “muruci da vazea”, “muruci da mata”, entre outros. A analise fitoquimica aponta a
presenga de taninos hidrolisaveis, antocioaninas, antocianidinas, chalconas, auronas,

flavondides catequinicos, triterpenos pentaciclicos livres e saponinas (ANDRADE &

PEREIRA, 2007).
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Estudo farmacoldgico, realizado “in vivo”, com extratos aquoso, alcodlico e
hidroalcoolico envolvendo trés espécies de plantas, entre elas a Byrsonima japurensis
comprova a agdo antiagregacao plaquetaria nas plantas. A espécie Byrsonima japurensis foi a
que apresentou melhor resultado (acima de 80%), tanto para a casca interna quanto para a
casca externa. Na prospeccdo fitoquimica preliminar da espécie B. japurensis foram
encontrados flavonodides, taninos e fendis, saponinas, bases quartenarias, flavononois,

catequinas e flavononas (GRAPIGLIA & PEREIRA, 2006).

3.2 Lipase pancreatica

Lipases sdo enzimas que digerem gorduras, incluindo triacilglicerol e fosfolipidios. As
lipases humanas incluem as pré-duodenal (lingual e gastrica) e as extra-duodenal (pancreatica,
hepatica, lipoproteinas e a endotelial) lipases. Lipase pancreatica (LP) (triacilglicerol acil
hidrolases), a principal enzima lipolitica sintetizada e secretada pelo pancreas, desempenha
um papel fundamental na digestao eficiente dos triglicerideos. Ela remove os acidos graxos a
partir da posi¢do o e o’ de uma dieta de triglicerideos, produzindo B-monoglicerideos ¢ longa
cadeia saturada e dacidos graxos poliinsaturados como produtos lipoliticos (BIRARI &
BHUTANI, 2007). Sendo assim, a lipase pancredtica degrada triacilglicerdis nas posicdes 1 e
3 seqliencialmente para gerar 1,2-diacilglicerdis e 2-acilglicerois. Ela é responsavel pela
quebra e absor¢do de gorduras nos intestinos (STEDWARDS, 2009). LP ¢ responsavel pela
hidrdlise de 50-70% do total de gorduras alimentares.

A estrutura tridimensional de LP humana foi determinada por cristalografia de raios-
X. A principal estrutura da LP foi estabelecida através da analise de clones cDNA isolado de
pancreas do cDNA humano e foi encontrada uma unica cadeia glicoprotéica de 449
aminodcidos. A proteina codificada mostra 86% e 68% de homologia com a LP de suinos e

caninos, respectivamente. A cadeia polipeptidica se divide em duas unidades, o maior
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dominio N-terminal, incluindo os residuos 1-336 de aminoacidos e o dominio C terminal que
contém os residuos 337-449 de aminoacidos tipicos do tipo b- sanduiche. O dominio N-
terminal ¢ o dominio catalitico e o dominio C-terminal liga a colipase, um co-fator requerido
para atividade. Na estrutura da LP dos humanos His-263, Asp-176 e Ser-152 formam uma
triade, analogas as da serino proteases, representando o sitio lipolitico (BIRARI &
BHUTANI, 2007; CASTRO, 2004).

Atividade enzimatica tem mostrado ser diminuida apds modificagdo quimica da Serina
na posi¢ao 152 (Ser. 152), indicando assim que Ser. 152 ¢ essencial para a atividade catalitica.
LP exige uma outra proteina pancreatica exocrina, a colipase, para plena atividade em
condicdes fisioldgicas. Colipase ¢ secretada pelo pancreas exdcrino como uma molécula
precursora, procolipase, que é processada para colipase madura por clivagem da procolipase
pro-peptidica (APGPR). Pro-colipase liga-se exclusivamente ao dominio C-terminal da
molécula da LP, sem induzir qualquer mudanga conformacional (BIRARI & BHUTANI,
2007).

A inibicdo da LP ¢ um dos mais amplamente estudados mecanismos para a
determinagdo do potencial da eficicia dos produtos naturais como agentes antiobesidade

(BIRARI & BHUTANI, 2007).

3.3 Spray drier

O “spray drier” (secador por aspersdo) ¢ um equipamento que permite a secagem de
produtos em estado fluido (solucdo, suspensdo ou pasta), convertendo em uma forma
particulada seca pela aspersao do fluido em uma camara de secagem aquecida (usualmente
pelo ar). Ha quatro etapas principais no processo de secagem por aspersdo: (a) atomizacao da
alimentagdo; (b) evaporacdo da umidade livre; (c) evaporagdo da umidade ligada; e (d)

recuperacao do produto - obteng¢do do produto seco (MASTERS, 1978).
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A secagem por aspersdo produz esferas relativamente uniformes apresentando a
mesma propor¢do de compostos ndo volateis que a alimentacdo liquida homogénea. Portanto,
a mesma pode ser utilizada para preparar misturas complexas de solidos que ndo podem ser
produzidas por métodos mecénicos. A secagem por aspersdo pode ocorrer de forma
concorrente, contracorrente, ou como um processo de escoamento misto. A secagem
concorrente expde as gotas a maior temperatura do agente de secagem e, desta forma, uma
rapida evaporacdo ocorre. Portanto, esta caracteristica pode gerar produtos com baixa
densidade de particulas. A secagem em contracorrente expde as particulas que estdo quase
secas as temperaturas mais elevadas e, desta forma, produtos extremamente secos podem ser
produzidos (MASTERS, 1978).

A otimizagdo dos parametros de secagem como temperaturas de entrada e de saida e
velocidade de fluxo de alimentacdo, concentracdo e tipo de adjuvante tecnoldgico, assim
como os teores de residuo seco do extrato fluido a nebulizar sdo fatores indispensaveis para
obtencdo de extratos secos com melhores caracteristicas fisico-quimicas e aumento do
rendimento da operagdo de secagem (GAUDY et al., 1991; PAULA et al., 1998).

O uso de adjuvantes tecnoldgicos influéncia de maneira decisiva no aumento do
rendimento do processo de secagem, além de contribuir positivamente sobre a recomposi¢ao
em agua do produto (LINDEN et al,2000; SOUZA et al., 2000; SOARES, 2002). Os
adjuvantes tecnologicos mais utilizados e citados na literatura sdo o dioxido de silicio
coloidal, fosfato tricalcio e p-ciclodextrina (WOUESSIDJEWE & DUCHENE, 1994; TSAI,
1997). Extratos vegetais secos por aspersao tém sido utilizados como produtos finais e
intermediarios na obtengdo de diferentes formas farmacéuticas (WENDEL & CELIC, 1998).
Os produtos secos apresentam vantagens relacionadas com a homogeneidade de distribuicao
dos constituintes da preparagdo e maior estabilidade fisica (CASADEIBAG et al., 1989;

GONZALEZ & SCHMIDT, 1995; SENNA et al., 1997).
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4. METODOLOGIA

4.1. Material Vegetal

O material vegetal, constituido por cascas da espécie Byrsonima japurensis, foi obtido na
comunidade do Purupuru, municipio do Careiro-Castanho, estado do Amazonas. A amostra
coletada foi classificada taxonomicamente e identificada com o auxilio de botanicos do
herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdénia (INPA). Foram preparadas

exsicatas, as quais foram depositadas neste herbario.

4.2. Obtenc¢iao da Matéria-Prima Vegetal

O material vegetal foi levado a secagem em estufa de ar circulante, a temperatura de
40 °C £ 2 °C, até estabilizacdo da umidade residual. Apds a secagem, o material foi
submetido @ moagem em moinho de facas. O material moido resultante foi misturado,

constituindo assim a matéria-prima vegetal.

4.3. Caracterizacio Matéria-Prima vegetal

O material vegetal foi caracterizado através dos ensaios descritos abaixo.

4.3.1. Determinagdo de perda por dessecagao (F. Bras. IV, 1988).

Cerca de 0,5 g da matéria-prima vegetal, exatamente pesados, foram colocados em
pesa-filtro, previamente tarado, ¢ levados para a estufa a 105°C por um periodo de 2 horas.
Em seguida, os pesa-filtros foram resfriados em dessecador por 20 minutos e pesados. Este

procedimento foi repetido até peso constante.
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4.3.2. Analise granulométrica por tamisacao (VOIGT, 2000).

Cerca de 50 g da matéria-prima vegetal foi submetida a passagem através de tamises
com abertura de malha de 1,00; 0,800; 0,710; 0,600; 0,500; 0,400; 0,330 ¢ 0,250 mm. A
tamisagao foi realizada a 60 vibragdes por segundo durante 15 minutos. As fragdes retidas nos
tamises e coletor foram pesadas e¢ os dados analisados por método grafico. A partir das curvas
de retengdo e passagem foi calculado o diametro médio de particula e o histograma de

distribuicdo granulométrica.

4.3.3 Teor de extrativos (BUNDESVEREINIGUNG, 1986).

Cerca de 1g da matéria-prima vegetal, exatamente pesados, foi colocado em
erlenmeyer adicionado de 100 ml de agua destilada, pesado o conjunto, e submetido a
extragdo por decocg¢do durante 10 minutos. Apds resfriamento, pesou-se novamente o
conjunto reconstituindo-se a massa inicial com 4gua destilada, filtrou-se desprezando os
primeiros 20 ml do filtrado. Cerca de 20g do filtrado, foram pesados e colocados em pesa-
filtro, previamente tarados, e evaporados a secura em banho-maria, com agitagdo ocasional.
Ap0s a evaporagdo, o pesa-filtro, contendo a amostra foi levado & estufa 105°C £ 2 °C até
peso constante. O resultado foi expresso pela média de trés determinagdes € o teor extrativo
foi calculado segundo abaixo.

TE = (g x FD x 100)/m-(m x pd/100)

Onde; TE = teor extrativo (%, m/m); g = massa (g) do residuo seco; FD = constante, igual a 5;

m= massa da amostra inicial (g); pd = perda por dessecag¢@o da amostra (%, m/m).
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4.4. Obtenciao das solucoes extrativas e dos extratos secos

As solugdes extrativas foram elaboradas seguindo um planejamento fatorial 2x3 onde
foram avaliadas como variaveis independentes a relagdo droga:solvente (5 e 10%) e
concentragdo etandlica (20, 40 e 80%); e como dependentes o teor de residuo seco e a inibi¢do

da lipase pancreatica.

As solugdes extrativas foram obtidas através de decocg@o sob refluxo por um periodo
de 15 minutos. As solugdes extrativas avaliadas foram secas através de secagem por aspersao
em equipamento Mini Spray Dryer modelo MSD 1,0 da Labmagq, utilizando o bico de
secagem numero 1 (0,7 mm), fluxo de alimentacdo de 8 ml/mim com temperatura de secagem

de 120 °C.

4.4.1. Determinagao de Residuo Seco (BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

Aliquota de 20,0 ml da solugdo extrativa foi exatamente pesada, diretamente, em pesa-
filtro, previamente tarado, e evaporada até a secura em banho-maria, sob agitacdo ocasional.
Ap6s evaporagdo da solugdo extrativa, o pesa-filtro contendo o residuo foi levado a estufa 105

°C= 2 °C até peso constante. A analise foi feita em triplicata.

4.4.2 Rendimento da operagdo de secagem

O rendimento foi obtido através da diferenca entre a massa teoérica de solidos presente

na solugdo extrativa (residuo seco) e a massa do extrato seco obtido.
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4.4.3. Avaliagdo da atividade de inibi¢@o da lipase pancreatica

A avaliagdo de acdo das solugdes extrativas sobre inibicdo da lipase pancreatica foi
realizada através de ensaio “in vitro”, utilizando o KIT lipase liquiform da LABTEST
(TSIJITA et al., 20006).

Foi utilizada solug@o obtida a partir de macerado de pancreas extraido de ratos como
fonte da enzima e Orlistat como substancia padrdao. Pesou-se 10 mg de cada extrato seco por
aspersdo e diluiu-se em 10 mL de dimetilsufoxido (DMSO). Em um tubo ependorf foi
adicionado 160 puL da enzima lipase e 40 uL de cada extrato. A mistura foi incubada a 37 °C,
por 30 minutos antes da realizagdo da leitura da absorbancia (Abs) medida no comprimento
de onda de 550 nm, em equipamento Cobas Mira Plus. O célculo foi realizando utilizando a
equagao abaixo:

Inibicao %: 100 — (AbSamostra-AbSpranco/ AbScontrole)X 100.

4.5. Desenvolvimento de produto seco por aspersao

O produto seco por aspersdo foi produzido a partir de solugdo extrativa obtida com
10% de droga vegetal e 40% de etanol, através da incorporacdo na solucdo extrativa de 20%

adjuvante farmaceéutico, calculados a partir do teor de residuo seco da solugdo extrativa.

A secagem foi realizada em Mini Spray Dryer modelo MSD 1,0 da Labmaq,
utilizando o bico de secagem numero 2 (1,0 mm), fluxo de alimentagdo de 8§ ml/mim e

temperatura de secagem de 120 °C.

Foram preparados trés produtos secos por aspersdo, utilizando os adjuvantes de
secagem didxido de silicio coloidal, celulose microcristalina ¢ goma arabica. Os produtos
secos por aspersao foram avaliados através do rendimento da operacao de secagem e atividade

inibitoria da lipase pancreatica.
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4.5.1 Rendimento da operacdo de secagem

O rendimento foi obtido através da diferenca entre a massa tedrica de solidos presente
na solugdo extrativa (residuo seco mais adjuvante) e a massa do produto seco por aspersdo

obtido.

4.5.2. Avaliagdo da atividade de inibi¢@o da lipase pancreatica

A avaliagdo de ag¢do do produto seco por aspersdo sobre a inibicdo da lipase
pancredtica foi realizada através de ensaio “in vitro”, com a enzima lipase da Sigma L3126
obtida através do “porcine” pancreas. Para esse procedimento, preparou-se uma solugdo do
produto seco por aspersdo na concentracdo de 1 mg/mL, realizando diluigdes sucessivas a
partir dele. Para execucdo do teste, adicionou-se 20 puL da amostra e 80 uL da solugdo da
enzima em microplaca com 96 pocos. Incubou-se por 2 minutos a 37° C. Posteriormente,
adicionou-se 200 uL do Tampao Tris pH 8,5. A leitura da absorbancia foi realizada na leitora
DTX 800 em comprimento de onda de 405 nm (Absl). Adicionou-se 20 puL do reativo 4-
nitrofenil palmitato da SIGMA e incubou-se por 20 minutos a 37° C. Fez-se novamente a
leitura (Abs2). A partir das absorbancias foram feitos os calculos da porcentagem de inibicao

através da equacao:

% Inibigcdo = 100 — [(Abs2 amostra — Abs1 amostra)/(Abs2 controle — Absl controle)] x 100

4.6. Analise Estatistica (MONTGOMERY, 1991).

Os resultados dos experimentos foram expressos através de meédia aritmética e desvio

padrao e os dados analisados estatisticamente através de ANOV A two way (dois fatores).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizacao da Matéria-Prima Vegetal (MPV)

Na tabela 1 estdo descritos os ensaios de caracterizagdo da Matéria-prima vegetal.

Tabela 1: Caracterizagdo da Matéria-Prima Vegetal

Ensaio Resultados

X+s

Perda por dessecagao (g%) 8,310281 +0,309706

Teor extrativo (g%) 11,18645 + 0,333323

Diametro médio de particula (mm) 0,34 mm

Os ensaios realizados demonstraram que amostra apresentou perda por dessecagdo de
8,3% com valores muito proximos entre si, indicando que a operacdo de secagem foi eficiente
em eliminar o conteido de umidade. Isso demonstra também, que a umidade residual esta
apropriada para o armazenamento, ou seja, abaixo de 14%, evitando, assim, o
desenvolvimento de microorganismo que possam comprometer a estabilidade e contaminar os

produtos elaborados a partir da MPV (LIST e SCHMIDT, 1989).

A andlise do teor extrativo descreve a quantidade de solidos soliivel presentes na
matéria-prima vegetal e, também, a eficiéncia da d4gua em extrair as substancias presentes nas
células vegetais (LIST e SCMIDT, 1989). O Resultado encontrado de 11,18% demonstra que
a matéria-prima vegetal estudada tem um teor extrativo baixo, principalmente, quando
comparado com outra espécie vegetal, por exemplo, de Phyllanthus niruri que apresenta um

teor extrativo de 31,29 % (DE SOUZA, 2004).
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O ensaio de andlise granulométrica ¢ importante para identificacdo da distribuicdo de
tamanho de particula da matéria-prima vegetal, uma vez que a granulometria da matéria
prima-vegetal ¢ um dos fatores de grande influéncia no processo extrativo, exigindo assim,

uma padronizacio (LIST e SCMIDT, 1989; SIMOES et al. 2003).
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Figura 4: Histograma de distribuicdo da matéria-prima vegetal de B. japurensis
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Figura 5: Curva de retencdo e passagem da matéria-prima vegetal
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O histograma de distribuicdo das particulas da matéria-prima vegetal (Figura 4)
demonstra uma ampla faixa de distribuicdo granulométrica situada a partir de 0,600 mm. Na
figura 5 pode-se observa que 50% das particulas estdo nas duas ultimas malhas de menor

tamanho particular, justificando o didmetro médio de 0.34 mm.

5.2 Obtencao das solucoes extrativas e extratos secos

A quantidade de solidos soluveis extraida da droga vegetal pelo solvente ¢
determinada pelo teor de residuo seco. Posteriormente, ele ¢ utilizado para avaliagdo do

rendimento operacional num processo de secagem da solucdo extrativa.

De acordo com a figura 6 pode-se observar que a solugdo extrativa com melhor

residuo seco foi a produzida com 10% de droga vegetal e 40% de Etanol.
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Figura 6: Grafico do residuo seco das solugdes extrativas

A analise estatistica dos resultados (Tabela 2) demonstrou que tanto o concentragao de

etanol como a propor¢ao de droga vegetal sdo fatores altamente significantes, p < 0,001, sobre
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o teor de residuo seco das solugdes extrativas. Além disso, ha interacdo significativa entre os

fatores.

Tabela 2: ANOVA do residuo seco das solugdes extrativas

Fonte de variagdo SQ gl MQ F p

A = Etanol(%) 0,182804 2 0,091402 115,215%**% | 1,47E-08
B= Droga (%) 0,668646 1 0,668646 | 842,8505%** | 1,74E-12
Interagdo = AxB 0,216872 2 0,108436 136,6871%** | 5 53E-09
Erro 0,00952 12 0,000793

Total 1,077841 17

***significativo a<0,001

Com relacdo ao rendimento da operacdo de secagem, pode ser observado na figura 7,
que todos os extratos secos apresentaram rendimento inferior a 40%, sendo o produzido a
partir de uma solugdo extrativa com 10% de droga vegetal e 80% de etanol o com maior

rendimento de secagem.
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Figura 7: Grafico do rendimento das solugdes extrativas.

O baixo rendimento do extrato seco pode ser justificado pelo proprio processo de
secagem, que gera perdas do produto seco e, pelo baixo teor de solidos presentes na solucdo

extrativa.
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5.3 Produto seco por aspersao

O produto seco por aspersao foi obtido a partir da solu¢do extrativa com maior teor de
residuo seco, ou seja, com 10% de droga vegetal e 40% de etanol, utilizando adjuvantes de
secagem visando o aumento do rendimento da operacao.

Na figura 8 estdo descritos os rendimentos dos produtos secos obtidos com diferentes
adjuvantes. Pode ser observado que a adigdo de adjuvante melhorou o processo de secagem,

sendo a celulose microcristalina e a goma arabica a apresentarem melhores resultados.

% de Inibigao
N
[6)]

Sem adjuvante Dioxido de Celulose Goma Arabica
silicio coloidal ~ Microcristalina

Produtos secos por aspersao

Figura 8: Grafico do rendimento da solucdo extrativa com adjuvantes

5.4 Atividade de inibicdo da lipase pancreatica

Os resultados da avaliacdo da atividade de inibicdo da lipase pancredtica sdo
mostrados na figura 9. Pode-se observar que a solucdo extrativa obtida com 10% de planta e
40% de etanol apresentou melhor porcentagem de inibicdo quando comparado com as outras

solucdes extrativas.
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Figura 9: Grafico da porcentagem de inibi¢@o da lipase pancreatica pelos extratos secos

A analise estatistica apresentada na tabela 3 mostra que de ambos os fatores estudados,
apenas a propor¢ao de droga vegetal apresentou significancia (o < 0,01) na inibi¢do da lipase,

porém houve interacdo significativa (o < 0,01) entre ambos os fatores.

Tabela 3: ANOVA do percentual de Inibi¢do da Lipase pelas solugdes extrativas

Fonte de variagdo SQ gl MQ F p

A = Etanol(%) 8,391548 2 4,195774 4,672414 0,059782
B= Droga (%) 104,1047 1 104,1047 115,93 1%%** 3,79E-05
Interagao = AxB 11,3642 2 5,6821 6,327586%* 0,03327
Erro 5,387931 6 0,897989 4,672414 0,059782
Total 129,2484 11

***significativo a<0,01 **significativo a<0,05

A figura 10 demonstra o percentual de inibigao da lipase pelos produtos secos obtidos
com diferentes adjuvantes farmacéuticos. Pode ser observado que, de modo geral, os produtos
secos por aspersdo tiveram a porcentagem de inibicdo inferior ao extrato seco obtido sem

adjuvante.
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Figura 10: Grafico da percentagem de inibigdo da lipase pancredtica pelos produtos secos por aspersao

A analise estatistica dos resultados demonstrou que quando comparado o percentual de
inibi¢do do extrato seco sem adjuvante com os produtos secos elaborados com adjuvante,
houve diferenca estatistica, p = 0,022. No entanto, entre os produtos secos ndo houve
significancia, p = 0,192, demonstrando que todos tiveram igual percentual de inibicao.
Embora o produto seco obtido com goma arabica tenha demonstrado, em termos numéricos,
maior inibigao.

O fato dos produtos secos terem apresentado menor inibicdo do que o extrato sem
adjuvante pode ser indicativo de uma possivel interacdo entre os componentes quimicos do

extrato e dos adjuvantes, resultando em uma perda de atividade.

No entanto, observa-se que o proprio extrato seco perdeu atividade, uma vez que
quando avaliado pela primeira vez, imediatamente apds a secagem, apresentou inibi¢ao de
cerca de 86% (Figura 9) e quando avaliado quatro meses apds armazenamento, mostrou uma
inibicao de cerca de 65% (Figura 10). Assim, ndo se pode afirmar se houve interacao dos
adjuvantes com o extrato ou a perda de atividade foi causada por estabilidade do préprio

extrato.
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6. Conclusao

A caracterizagdo da matéria prima vegetal ¢ um parametro utilizado para o controle de
qualidade da espécie vegetal. Sendo assim, a perda por dessecacdo foi eficiente no processo
de secagem, o teor extrativo mostrou baixa eficiéncia da dgua em extrair as substancias
presentes nas células vegetais e que através da analise granulométrica foi possivel determinar

o diametro médio das particulas.

Com relagdo a obtengdo de solucdes extrativas, a solugdo que apresentou melhor teor
de residuo seco e atividade de inibi¢ao da lipase foi a produzida com 10% de droga vegetal e
40% de etanol, indicando que essa solu¢do pode ser utilizada para um desenvolvimento

tecnologico.

Tanto a concentracdo de etanol como a propor¢do de droga vegetal sdo fatores
altamente significantes sobre o teor de residuo seco das solugdes extrativas e ha significativa

interagdo entre os fatores.

Os produtos secos elaborados com adjuvantes apresentaram maior rendimento que o
extrato sem adjuvante, sendo a Goma Aréabica e a Celulose microcristalina os adjuvantes com

melhores resultados.

A atividade de inibicdo da lipase pancreatica estudada, demonstrou que a solugdo
extrativa contendo 10% de droga vegetal e 40% de etanol apresentou maior porcentagem de
inibicdo, cerca de 86%, indicando que esta espécie vegetal apresenta uma promissora

atividade antiobesidade.

No entanto, os produtos secos por aspersdo, obtidos com adjuvantes, apresentaram
menor inibicdo enzimatica, ou seja, perderam atividade, fato que pode ter sido causado por

questoes de estabilidade do proprio extrato ou interacdo com os adjuvantes.
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N° | Descricao Ago [Set |Out |Nov |Dez |[Jan |Fev |Ma |Abr | Mai|Jun |Jul
2008 2009 r
01 |Levantamento X X |X X X X X X X X X
bibliografico
01 |Obtencgédo e tratamento | X X
do material vegetal
02 |Caracterizacdo da X X X
Matéria-prima vegetal
03 |Preparacao do X X
relatorio parcial
04 | Obtengdo das solucdes X X X
extrativas
05 | Avaliacdo da atividade X X
inibitoria da lipase das
solucoes extrativas
sem adjuvantes
farmacéuticos
06 |Desenvolvimento dos X X X
produtos secos por
aspersao
07 |Avalia¢io da atividade X X
inibitoria da lipase dos
produtos secos por
aspersao
08 |Elaboragdo do X
Resumo e Relatorio
Final
09 |Preparacao da X

Apresentacdo  Final

para o COIlgI'CSSO
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