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RESUMO

LIMA, R. C. Influéncia do pré-tratamento com etanol na cinética de secagem,
teor de cumarina e estrutura das folhas de guaco (Mikania glomerata
Sprengel/Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker). Monografia (graduacao),
Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

As plantas da familia Asteraceae vém sendo estudadas em virtude da sua
composicdo quimica, atividade farmacologica e uso popular. Tendo em vista a
relevancia das etapas de processamento de plantas medicinais na conservacao
das substancias ativas e qualidade dos fitoterapicos, esse trabalho teve como
objetivo avaliar a influéncia do pré-tratamento com etanol na cinética de secagem,
teor de cumarina e estrutura das folhas de guaco. A secagem foi direcionada por
um planejamento fatorial de experimentos com duas variaveis e trés niveis (3%). O
pré-tratamento consistiu na mergulhia das folhas de guaco em etanol (40, 70% e
alcool etilico absoluto) por tempos distintos (5, 45 e 85 segundos) a temperatura
ambiente. Os experimentos de secagem foram conduzidos em estufa, utilizando
temperatura de 50°C. Os dados de secagem das folhas de guaco foram ajustados
aos modelos mateméaticos de Page, Page modificado e Henderson e Pabis. Para
verificar a influéncia do pré-tratamento no teor de cumarina e na estrutura foliar do
guaco, foi validado um método por cromatografia liqguida de alta eficiéncia e
realizada a analise de superficie por microscopia eletrbnica de varredura,
respectivamente. O uso do pré-tratamento com etanol nas folhas de guaco
aumentou a remocdo do conteudo de umidade durante a secagem e reduziu o
tempo do processo. Além disso, o teor de cumarina obtido para o tratamento no
ponto 6timo foi superior a todos os resultados prévios, sendo cerca de duas vezes

maior em comparacao ao controle.

Palavras-chave: guaco, secagem, etanol, cumarina.



ABSTRACT

LIMA, R. C. Influence of pre-treatment with ethanol in the drying kinetics,
coumarin content and structure of guaco leaves (Mikania glomerata
Sprengel/Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker). Monograph (graduation),
Ceilandia College, University of Brasilia, Brasilia, 2015.

The plants of Asteraceae family have been studied due to its chemical
composition, pharmacological activity and medicinal use. Given the importance of
medicinal plants processing steps in conservation of active substances and quality
of herbal medicines, this study aimed to evaluate the effect of pretreatment with
ethanol in drying kinetics, coumarin content and structure of guaco leaves. Drying
was directed by a factorial design of experiments with two variables and three
levels (3%). The pretreatment consisted of layering leaves of guaco in ethanol (40,
70% and absolute ethyl alcohol) for different times (5, 45 and 85 seconds) at room
temperature. The drying experiments were conducted in greenhouse dryer using
50°C temperature. The drying of guaco data leaves were adjusted to Page, Page
and Henderson and modified Pabis mathematical models. To check the influence
of the pretreatment on coumarin content and leaf structure of guaco, it was
validated a method for liquid chromatography of high efficiency and performed the
surface analysis by scanning electron microscopy. The use of pretreatment with
ethanol in guaco leaves increased removal of the moisture content during drying
and reducing the process time. Furthermore, the coumarin content obtained for the
optimum treatment was superior to all previous results, about two times higher

compared to the control.

Keywords: guaco, drying, ethanol, cumarin.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), planta medicinal
pode ser definida como a planta, cultivada ou néo, utilizada para fins medicinais
(WHO, 2007).

O seu uso pela humanidade é milenar, sendo um dos primeiros recursos
empregados no mundo para prevencdo, tratamento e cura de enfermidades
(ROCHA et al., 2015). Ha relatos de documentos sumérios e babilénicos, alguns
com mais de 3.000 anos, escritos em placas de barros com caracteres
cuneiformes, que descrevem o uso do géalbano, assafétida, meimendro, 6pio
(referido em ideograma como "planta da alegria") dentre outros produtos vegetais
(RIBEIRO, 2012). Outro achado importante é o Papiro Ebers, decifrado em 1873
pelo egiptdlogo alemdo Georg Ebers, que data cerca de 1.500 anos a.C. Esse
documento abrange informacdes de mais de 7.000 substéncias medicinais em
aproximadamente 800 formulas (MENEZES, 2005). Na China h& noticias de que
0s médicos chineses, por volta do ano 2.800 a.C., contavam com um elenco de
plantas e suas indicacdes terapéuticas, sendo o Pen Tsao de Shen Nung a
primeira referéncia de documentacgéo escrita (ELDIN; DUNFORD, 2001).

Até meados do século XIX, a base da terapéutica medicamentosa era
constituida, principalmente, por produtos naturais. Em 1803, o farmacéutico
Friedrich Wilhelm Adam Sertirner isolou a morfina da Papaver somniferum, um
marco no processo de extracdo de principios ativos de plantas. A partir disso,
outras substancias foram isoladas, como por exemplo, a quinina e a quinidina
obtidas da Cinchona spp, em 1819, e a atropina da Atropa belladona, em 1831
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

O cenario de utilizacdo de ervas € modificado no século XX com a
expansao progressiva do setor industrial apdés a Segunda Guerra Mundial e
desenvolvimento da quimica organica e da medicina alopética, resultando em
substituicdo ascendente do uso de extratos de plantas por farmacos sintéticos
(RATES, 2001). A atencdo para o desenvolvimento de novos farmacos
empregando plantas € retomado em 1980, com o aprimoramento dos métodos de
isolamento de substancias ativas a partir de fontes naturais e identificacdo de
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substancias em amostras complexas como o0s extratos vegetais (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

No Brasil, o conhecimento quanto ao uso de plantas teve grande influéncia
dos indios (pajés) com seu amplo saber sobre a utilizagdo de ervas locais, dos
escravos africanos com o uso de plantas em rituais religiosos e tratamento de
doencas e dos europeus que passaram a viver no Brasil ao assimilar os
conhecimentos locais e os integrar com os que haviam trazidos da Europa
(LORENZI; MATOS, 2002).

Para alguns grupos étnicos e comunidades de regides mais pobres, as
plantas ainda representam o principal recurso terapéutico disponivel. Nas cidades
brasileiras, a comercializacdo de plantas medicinais em feiras e mercados
municipais é um ato comum, sendo crescente o interesse da populacdo por esses
produtos (SANTOS, et al., 2011). Pesquisas demonstram que 91,9% da
populacao fizeram uso de alguma planta medicinal no Brasil, sendo que 46% da
mesma mantem cultivo caseiro dessas plantas (ABIFISA, 2007; ETHUR et al.,
2011).

O conhecimento tradicional a cerca do uso de plantas vem auxiliando na
descoberta de espécies vegetais com potencial terapéutico e métodos de
pesquisa no desenvolvimento de novos farmacos. Estima-se que pelo menos 25%
de todos os medicamentos modernos s&o derivados, diretamente ou
indiretamente, de plantas medicinais principalmente por meio da aplicacdo de
tecnologias modernas ao conhecimento tradicional (BRASIL, 2012).

Nota-se uma crescente revalorizacdo, nas ultimas décadas, do emprego de
medicamentos, cosméticos e suplementos alimentares a base de produtos
naturais (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). De acordo com Alves (2013), o
mercado global de medicamentos (sintéticos e naturais) foi estimado em 800
bilhdes de ddlares, enquanto o mercado para os fitoterapicos atingiu o patamar de
26 bilhdes de ddélares em 2011. No Brasil, o setor de medicamentos fitoterapicos
representa 3% do mercado farmacéutico total, com faturamento na ordem de 1
bilh&o de ddlares (SOUZA; BORGES, 2014). Esse setor vem exercendo um papel
expressivo no desenvolvimento econbmico de varios paises e representa um

mercado farmacéutico bastante promissor, sendo as pesquisas nessa area e
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diversas linhas do conhecimento de grande relevancia na identificacdo de

espécies com potencial terapéutico e descoberta de farmacos (KUSTER, 2013).

1.1. Fitoterapia

Segundo a RDC n° 14/2010, fitoterapico pode ser definido como
“‘medicamento obtido com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais,
cuja eficacia e seguranca sdo validadas por meio de levantamentos
etnofarmacologicos, de utilizagdo, documentacdes tecnocientificas ou evidéncias
clinicas. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Nao podem ser
incluidos no medicamento fitoterapico substancias ativas isoladas, de qualquer
origem, nem as associagdes destas com extratos vegetais” (BRASIL, 2010).

O uso de plantas medicinais e fitoterapicos como prética alternativa de
saude vem sendo estimulada pela préopria OMS desde 1978. A criacdo do
“Programa de Medicina Tradicional”’, na década de 70, incentivou os estados
membros a implementarem politicas publicas com o propésito de auxiliar a
integragcdo da medicina tradicional e medicina complementar alternativa nos
sistemas nacionais de atencdo a saude, bem como, promover o seu uso racional
(BRASIL, 2012).

Em 2006, o Ministério da Saude publicou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto n° 5.813, de 22 de
junho de 2006. Esta politica tem como objetivo, garantir & populacdo o acesso
seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, além de promover o
uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional (BRASIL, 2006).

De acordo com Macedo e Gemal (2009), é nesse contexto que o
desenvolvimento de fitomedicamentos se mostra como um segmento importante
de mercado a nivel nacional e internacional, representando para o complexo
industrial da saude do Brasil uma oportunidade de consolidar o potencial
tecnoldgico e industrial dessa categoria de medicamentos.

Com o aumento no consumo desses produtos, é imprescindivel garantir a

qualidade dos mesmos. A ma qualidade da droga vegetal pode comprometer a
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eficdcia do produto fitoterdpico e oferecer riscos a saude do consumidor. Deste
modo, para atender os padrdes impostos pelo mercado internacional, a qualidade
deve ser garantida durante toda a cadeia de produtiva do fitoterapico,
contemplando as etapas de cultivo, coleta, processamento, armazenamento,

extracao e elaboracéo do produto final (KLEIN et al., 2009)

1.2. Familia Asteraceae

Asteraceae € uma das maiores familias de plantas e compreende cerca de
1.600 géneros e 23.000 espécies (ROQUE, 2008). No Brasil, essa familia é
representada por, aproximadamente, 180 géneros e 1.900 espécies (CONTIN,
2009). Tendo em vista a sua capacidade de adaptacdo ambiental, as plantas
pertencentes a essa familia podem ser encontradas nos mais diversos habitats e
em condicbes climaticas variadas, desde regifes tropicais, subtropicais e
temperadas montanhosas, sendo mais abundantes nas regides abertas e aridas
do que nas florestas tropicais umidas (MARTINS et al., 2006). Fatores como a
capacidade de dispersdo devido a presenca de sementes com papus plumosos,
apéndices, estruturas de aderéncia e metabdlitos secundarios parecem ser
determinantes para seu sucesso biolégico (VENABLE; LEVIN, 1983).

Em relacdo a caracterizacdo quimica, as plantas da familia Asteraceae
exibem grande diversidade de metabdlitos secundarios como poliacetilenos,
diterpendides, lactonas sesquiterpénicas, alcaldides e flavonoides. Dentre os
terpendides, destacam-se as lactonas sesquiterpenicas que sdo importantes
marcadores quimiotaxonomicos para as espécies dessa familia (OLIVEIRA,
2007).

Do ponto de vista econOGmico, sdo utilizadas para fins nutricionais,
tecnoldgico, ornamentais, farmacéutico, apicultura e também em forragem para a
producdo pecuéria (VITTO; PETENATTI, 2009).

1.3. Género Mikania
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A familia Asteraceae é classificada em subfamilia e, por sua vez, em tribos.
A tribo Eupatorieae dispde de cerca de 170 a 180 géneros e 2.400 espécies
(HATTORI et al., 2013). O género Mikania, pertencente a familia Asteraceae e a
tribo  Eupatoriae, contém em torno de 430 espécies distribuidas,
predominantemente, em regides tropicas e subtropicais da América. No Brasil,
com 171 espécies, sua principal area de dispersdo se encontra nos estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (KING; ROBINSON, 1987). Dentre as
principais espécies medicinais do género Mikania, encontram-se a Mikania
glomerata Sprengel e a Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker, conhecidas
popularmente como guaco (GASPARETTO et al., 2010). O guaco é uma planta
medicinal nativa do sul do Brasil, entretanto, vem sendo cultivada em outros
estados (Figura 1) (BRASIL, 2012).

Figura 1. A. Guaco cultivado no Horto de Plantas Medicinais, Aromaticas e

Condimentares da Faculdade de Ceilandia/UnB; B. Folha de guaco.

As espécies do género Mikania sdo herbaceas ou arbustivas,
frequentemente voluveis. As folhas sdo de diferentes tipos, inteiras ou partidas,
geralmente largas, opostas e pecioladas, as inflorescéncias séo variadas
(carimbosas, tirsoides), os capitulos florais constituidos por 4 flores isomorfas,

apresentando corola tubulosa de coloracdo branca ou rosada (SILVA, 2011).
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1.3.1. Atividade farmacoldgica

A acao farmacologica de extratos ou de substancias isoladas
de Mikania tem sido investigada para diversas espécies (BUDEL et al., 2009). A
M. glomerata, espécie mais estudada, € usada popularmente para tratar
bronquite, tosse e asma. Também pode ser indicada para inflamacdes da
garganta, utilizando-se as folhas para gargarejo (GASPARETTO et al.,, 2010).
Além de sua acdo broncodilatadora (SOARES et al., 2002), existem na literatura
estudos relatando as propriedades antiofidica (MAIORANO et al.,, 2005),
antialérgica (FIERRO et al., 1999; SANTOS et al.,, 2006), ansiolitica (BRITO,
2012), antimicrobiana e anti-helmintica (SANTANA, et al., 2013) e antifungica
(PEREIRA et al., 2014) da espécie. Estudos também mostrando a acdo anti-
inflamatoria da Mikania lindleyana (SILVA, 2011), anti-ulcerogénica de M. cordata
(PAUL; JABBAR; RASHID, 2000) e M. laevigata (BIGHETTI et al., 2005).

Oficializada na Farmacopeia Brasileira primeira edi¢do, a M. glomerata vem
sendo utilizada no Sistema Unico de Saude (SUS) em varias apresentacdes
(c4psula, solucdo oral, tintura e xarope) para tratar patologias relacionadas ao
sistema respiratério. A insercdo dessa espécie no elenco de Referéncia de
Medicamentos e Insumos Complementares se deu em 2007, conforme anexo I
da Portaria n°. 3.237 de 24 de dezembro de 2007. Financiados com recursos da
Unido, estados e municipios, os medicamentos podem ser manipulados ou
industrializados, e devem possuir registro na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2007). Ja a M. laevigata teve sua monografia incluida em 2005
(BRASIL, 2005).

1.3.2. Constituintes quimicos

Varios compostos tém sido identificados em Mikania tais como cumarinas,
terpendides, flavondides, estigmasterol e um grande namero de glicésidos. Dentre
0S constituintes quimicos presentes no género, tem-se observado que os
diterpenoides séo os principais constituintes de espécies como a M. congesta, M.
lindbergii, M. hirsutissima entre outras. As lactonas sesquiterpenicas sao

componentes comumente encontrados na M. micranta (YUNES; CALIXTO,
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2001;SILVA, 2011) e a cumarina simples (1,2-benzopirona) é encontrada em
grande concentracéo nas folhas de M. glomerata e M. laevigata (CASTRO, 2002).

1.4. Cumarina

A cumarina simples (1,2-benzopirona) € considerada o marcador quimico
da M. glomerata e M. laevigata por ser encontrada em grande quantidade no
vegetal, principalmente nas folhas, parte mais utilizada nas prepara¢cdes contendo
guaco (GASPARETTO et al., 2010).

Cerca de 1.300 cumarinas ja foram identificadas em fontes naturais como
vegetais e fungos (CZELUSNIAK et al., 2012). Dentre as propriedades
farmacoldgicas das cumarinas estudadas, destacam-se a acdo antimicrobiana
(TADA et al., 2002), anti-inflamatoéria (CHENG et al., 2004) antitumoral (LEWIS et
al., 2004) e antioxidante (THUONG et al., 2005). A acdo anti-HIV de algumas
cumarinas a partir de fontes vegetais também foram identificadas, como € o caso
dos calanolideos A e B, isolados das folhas da Calophyllum lanigenum Mig. var.
austrocoriaceum, familia Guttiferae, encontrada na Malasia. Essas substancias
interferiram na replicacdo in vitro do HIV-1, provavelmente, por inibicdo da
atividade enzimatica da DNA-polimerase dependente de DNA e da DNA-
polimerase dependente de RNA presentes no virus (SOUZA, 2014).

Quanto a aplicacdo das cumarinas pela indastria farmacéutica, esse
constituinte quimico jA vem sendo utilizado para a producdo de medicamentos
com acdo anticoagulante, anti-inflamatéria, expectorante e broncodilatadora. Na
indUstria cosmética e de produtos de limpeza é empregada em lavandas,
perfumes, aditivos de tintas e borrachas para mascarar o odor e como
estabilizador de sabor e/ou odor de tabacos (SANTOS, 2013).

1.4.1. Biossintese de cumarina

Estruturalmente as cumarinas, também denominadas benzopironas, séo
lactonas do acido o-hidroxicinamico (2H-1-benzopiran-2-ona), sendo o

representante mais simples a cumarina (1,2-benzopirona). As cumarinas ocorrem
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como cumarinas-simples, furanocumarinas, piranocumarinas, lignocumarinas,
cumarinas dimericas e trimericas (MARTINS et al., 2003).

A sintese dos metabolitos secundarios de plantas deriva, principalmente,
do metabolismo da glicose por duas vias principais: acido chiquimico e acetato
(LUCETTI, 2010). A via do &cido chiquimico produz trés aminoacidos aromaticos:
fenilalanina, triptofano e tirosina, que contribuem na biossintese de numerosos
produtos naturais aromaticos em plantas superiores dentre eles os alcaloides,
taninos, lignanas, ligninas e cumarinas (SCHMID; AMRHEIN, 1995).

A formacgéo das cumarinas se d& pela condensacédo de dois metabdlitos da
glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato. A juncdo do acido chiquimico
com uma molécula de fosfoenolpiruvato da origem ao &cido corismico, ou
corismato, precursor da fenilalanina. A fenilalanina € um amino&cido que por acéo
da fenilalanina-aménio-liase (PAL) forma o acido cindmico. O &cido cinamico da
origem ao acido o-cumdarico apoOs hidroxilacdo orto da cadeia lateral via acao
enzimatica da trans-cinamato-4-hidroxilase. Em seguida, o acido o-cumarico sofre
glicosilacdo e isomerizacdo cis/trans, etapa imprescindivel para que ocorra a
lactonizagdo e formagdo final da cumarina). A biossintese de cumarina esta

indicada na Figura 2.
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Figura 2: Biossintese de cumarina adaptado de Czelusniak et al. (2012).
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Outras substancias também sédo formadas apds acdo enzimética da PAL
como as ligninas, os flavonoides e o acido benzoico, precursor do acido salicilico,
importante na defesa das plantas contra patdgenos (CZELUSNIAK et al., 2012).

O teor de cumarina da droga vegetal esta relacionado com as condicbes
ambientais de cultivo, processo de secagem e armazenamento. Caso uma dessas
etapas nao seja conduzida de forma apropriada, a qualidade das preparacdes

farmacéuticas pode vir a ficar comprometida (SANTOS, 2013).

1.5. Secagem de plantas medicinais e aromaticas

Dentre o0s procedimentos pés-colheita mais antigos utilizados na
preservacao de alimentos e plantas, encontra-se a secagem. Esse método reduz
o teor de umidade dos tecidos da planta e, consequentemente, diminui o processo
de degradacdo promovido pela acdo de fungos, bactérias e enzimas que podem
interferir negativamente no teor de principio ativo (SILVA, 2014a).

Além da conservacgdo, outras vantagens sdo atribuidas a esse processo,
dentre elas podemos citar a estabilidade dos componentes por tempo prolongado,
reducdo do peso do produto e custos industriais com embalagens, transporte e
armazenamento, além de economia de energia por ndo necessario refrigerar a
planta (PARK; YADO; BROD, 2001).

O processo de secagem pode ser definido de diversas maneiras. Levando
em consideracdo que os mecanismos de transferéncia de calor e massa sao
muito evidenciados nos estudos tedricos de secagem, a mesma pode ser definida
como o processo no qual ocorre transferéncia simultanea de energia e massa
entre o produto e o meio utilizado para seca-lo, que geralmente é o ar. Outras
vezes, contudo, a secagem pode ser descrita como a operacao unitaria que leva a
reducado do teor de agua do produto até que seja alcancado um nivel seguro para
0 seu armazenamento (Dalpasquale (1984) apud Carlesso (2009)).

Dois fenbmenos ocorrem simultaneamente no processo de secagem e sao
descritos por (PARK et al., 2014). O primeiro esta relacionado a transferéncia de
energia (calor) para a superficie e da superficie para o interior do soélido, sendo
essa transferéncia dependente das condi¢gbes externas de temperatura, umidade
e fluxo do ar e pressdo. O segundo corresponde a transferéncia de massa
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(umidade) do interior até a superficie e remo¢do do vapor para 0 meio, que
geralmente é o ar. E na superficie do material que ocorre a evaporacéo da agua,
a qual foi transportada do interior do solido. Nota-se com isso que o conhecimento
do teor de umidade inicial e final (equilibrio), a distribuicdo da agua nos tecidos e
seu transporte do interior do produto até a superficie possibilitam fundamentar o
fendbmeno da secagem (SILVA, 2012).

Em relacdo ao conteudo de agua na planta, esse pode ser classificado,
segundo Hornok (1992) apud Parckert (2009) em: agua ligada quimicamente,
agua ligada fisico-quimicamente e agua ligada mecanicamente. A agua ligada
guimicamente possui uma alta energia de ligacdo com as macromoléculas
(proteinas, carboidratos) mantendo a sua integridade estrutural e ndo é removida
pela secagem. Ja a agua ligada fisico-quimicamente ocupa poros e capilares, nao
interage diretamente com a superficie das macromoléculas e pode ser retirada
parcialmente. Por fim, a &gua ligada mecanicamente, a qual apresenta
propriedade similar a solucdo diluida, encontrada na superficie e nos
macrocapilares e pode ser removida mais facilmente.

Durante o processo de secagem, algumas mudancas fisicas e quimicas
importantes ocorrem no produto gerando alteracdes na coloracdo, odor, textura,
na capacidade de reidratacdo e formacédo de fissuras internas ou superficiais o
gue torna o produto mais suscetivel a quebra (EIRAS, 2013).

De acordo com Cavariani, (1996) apud Eiras, (2013) a causa primaria dos
danos gerados por altas temperaturas em tecidos vegetais € a desintegracédo das
membranas celulares, possivelmente, por alteragbes nos lipidios que as
constituem. Os danos também podem ter reflexos a nivel cromossémico e
mitocondrial com reducdo do numero de grédos de amido no eixo embrionario,
aumento de lixiviagdo de eletrolitos e acucares, reducdo de permeabilidade de
membranas celulares e taxa respiratoria.

Cada material biol6gico possui caracteristicas préprias e, com isso,
comportamentos e alteracdes estruturais distintas durante a secagem. Por esse
motivo o fendmeno da secagem para materiais biolégicos nao pode ser
generalizado (PARK et al., 2014). No caso das folhas de guaco, algumas
caracteristicas do material interferem no processo de remocdo da agua dos

tecidos e no tempo de secagem como, por exemplo, o tamanho e espessura das
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folhas, presenca de cuticula delgada, nervura central grossa e estrutura celular
(RADUNZ, 2004). Assim, a escolha do método de secagem, as variaveis
envolvidas (temperatura do ar, umidade relativa, velocidade do ar e velocidade de
difusdo da 4gua no produto), a duracdo do processo, as caracteristicas da planta
e sensibilidade dos compostos quimicos devem ser levadas em consideracdo a
fim de preservar suas caracteristicas fisicas e farmacoldgicas, atribuindo-lhe alto
valor comercial (ATHIE et al., 1998).

1.6. Cinética de secagem

O processo de secagem, alicercado na transferéncia de calor e de massa,
pode ser observado por meio de curvas de secagem. De modo geral, a curva de
secagem corresponde a diminuicdo do teor de agua do produto durante o
processo. Cada soélido possui uma curva caracteristica (PARK et al., 2007). As
curvas tipicas de secagem estao ilustradas na Figura 3. A curva (a) e € obtida ao
tracar um grafico do conteddo de umidade do produto em base seca (X) ao longo
do tempo de secagem. E possivel notar quatro regides distintas enumeradas em
0, 1, 2 e 3 que serdo descritas a seguir neste trabalho. A curva (b) corresponde a
curva de taxa de secagem a qual pode ser descrita como a velocidade da
migracdo da umidade do interior do produto até a superficie. Essa migracédo esta
diretamente relacionada ao estado fisico das moléculas de agua (na forma liquida
ou vapor) e ao mecanismo de transferéncia de massa (DIAS, 2013). E a curva (c)
que equivale a curva da evolucao da temperatura do produto durante a secagem

e pode ser obtida medindo a temperatura do produto durante a secagem.
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Figura 3: Curvas tipicas de secagem adaptado de Marchese e Figueira (2005). A
curva de secagem esta representada graficamente pela curva (a), a taxa de
secagem pela curva (b) e a curva da evolucédo da temperatura do produto durante

a secagem pela curva (c).

O decurso das transferéncias simultaneas de calor e de massa no decorrer
da operacdo de secagem pode ser esquematizado nos periodos descritos a
seqguir:

Regido 0O: refere-se ao periodo de ajuste do material as condi¢cdes de
secagem, no qual sua temperatura varia para atingir o estado estacionario.
(AGUIRRE; GASPARINO FILHO, 2002). Em outras palavras, no inicio do
processo, a temperatura do produto é inferior a do ar de secagem e a pressao
parcial de vapor de agua na superficie do produto € baixa, consequentemente, a
transferéncia de massa e a taxa de secagem também sdo. A temperatura
aumenta conforme o ar entra em contato com o produto, ocorrendo uma elevacgéo
na pressao de vapor de agua e na velocidade de secagem. Esse processo
perdura até a transferéncia de calor compensar a transferéncia de massa.

Regido 1: corresponde ao periodo de velocidade constante, que é
caracterizado pela estabilizacdo da temperatura do sélido. A fase de taxa
constante pode ser observada na secagem de produtos biolégicos com umidade

inicial bastante elevada (MOHLER, 2010). Nessa etapa ha um filme continuo de
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adgua sobre o solido, pois a superficie exposta do material esta saturada. O
movimento de agua do interior ocorre com velocidade suficiente para manter as
condicbes de saturacdo na superficie, uma vez que a quantidade de agua
disponivel no interior do sélido € grande. Enquanto houver quantidade de agua na
superficie do produto para acompanhar a evaporagdo, a taxa de secagem sera
constante. No caso de sélidos ou materiais ndo porosos, a agua removida neste
periodo é basicamente a agua superficial. Por outro lado, para materiais porosos,
o periodo de velocidade constante tende a continuar durante um tempo maior, ja
que a agua removida da superficie é substituida pela dgua do interior do sélido
(AGUIRRE; GASPARINO FILHO, 2002; PARK et al., 2014).

A linha divisoria entre as regibes 1 e 2 delimita o fim do periodo de
velocidade constante de secagem e aponta para a umidade critica. Neste ponto, 0
movimento do liquido do interior para a superficie do solido € insuficiente para
compensar o liquido que estd sendo evaporado (PEREDA-ORDONEZ et al.,
2005).

Regido 2: corresponde a taxa de secagem decrescente a qual a
transferéncia de massa é reduzida, uma vez que a migracdo de umidade do
interior para a superficie do produto é lenta e, consequentemente, as regifes
saturadas se tornam menores. A interrupcdo da secagem ocorre quando se atinge
a umidade de equilibrio e a velocidade de secagem cai a zero (AGUIRRE;
GASPARINO FILHO, 2002).

1.7. Ajuste do modelo de secagem

Os modelos mateméticos de secagem sdao utilizados com a finalidade de
correlacionar os dados experimentais de secagem de um determinado material e
descrever a taxa de perda de agua durante o processo. Assim, o estudo dos
modelos matematicos permite realizar o dimensionamento de secadores, previsao
da taxa de secagem, melhoria das condicdes de secagem e avaliacdo das
variaveis envolvidas e qualidade do processo (NASCIMENTO; BIAGI; OLIVEIRA,
2015).
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Esses modelos podem ser divididos em modelo empirico e semi-empirico,
modelos difusivos e modelos baseados na termodindmica dos processos
irreversiveis (SILVA, 2010).

Os modelos empiricos apresentam uma relagdo direta entre o teor de
umidade e o tempo do processo de secagem, enquanto que os modelos semi-
empiricos tem como base a hipétese da lei de Newton do resfriamento aplicada a
transferéncia de massa. Quando se aplica esta Lei, presume-se que as condicdes
sejam isotérmicas e que a resisténcia a transferéncia de umidade se restrinja
apenas a superficie do produto (GONELI et al., 2014).

Os modelos difusivos descrevem as taxas de transferéncia de calor e
massa como funcéo da posicédo dentro do sélido e do tempo de secagem. Além
disso, consideram a difusdo baseada na segunda Lei de Fick que descreve que o
fluxo de massa por unidade de &rea é proporcional ao gradiente de concentracédo
de agua (GONELI et al., 2014).

Os modelos baseados na termodindmica dos processos irreversiveis
assumem basicamente a validade das relacfes reciprocas de Onsager, 0 principio
de Curie e a exigéncia de um equilibrio termodinamico local no interior do produto
(SILVA, 2010).

Os modelos empiricos de Page, Page modificado e de Henderson e Pabis
sdo bastante utilizados para a representacdo da secagem de produtos agricolas
(MARTINAZZO et al.,, 2007). O modelo de Page foi originado a partir da
modificacdo do modelo exponencial de Lewis o qual foi adicionado o expoente “n”
a variavel tempo, como mostra a Equacdo 1 na Tabela 1. JA o modelo de
Henderson e Pabis se basearam no modelo exponencial que foi modificado pela

adicao do termo “a” a equacédo (Equacao 3) (DANTAS, 2010).

Tabela 1. Modelos matematicos de secagem utilizados para predizer o fenbmeno

de secagem.
Nome Modelo Equacéo
Page RU = exp(-k.t") 1
Page modificado RU = exp[-(kt)"] 2
Henderson e Pabis RU=a.exp(-k.t) 3

Fonte: Adaptado de (FERREIRA et al., 2012).
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Em que:

RU = razdo de umidade, admensional;
t=tempo

k= constante de secagem, h, e

a,b,c, n = coeficiente do modelo

1.8. Uso do etanol previamente a secagem

Para alguns insumos farmacéuticos ativos vegetais, apenas a secagem da
planta ndo é suficiente para a inativagdo enzimatica e por esse motivo ha a
necessidade de realizar uma etapa adicional, a estabilizacdo. As drogas
cardiotdbnicas, por exemplo, possuem enzimas que desdobram a cadeia
glicosidica e reduzem a atividade farmacolégica, tornando-se, neste caso,
essencial a etapa de estabilizacdo que constitui em inativar enzimas por
aguecimento, emprego de solventes ou irradiacdo (BRASIL, 2014).

Os métodos de estabilizacdo com solvente e a secagem sado importantes
para a conservacao de alimentos e vegetais, assim como para obter um produto
com alta qualidade sensorial. Sua aplicagdo antes da secagem possibilita
modificar a estrutura natural da matéria-prima e melhorar a transferéncia de
umidade e, portanto, aumentar a velocidade de secagem do produto (KOMPANY
et al.,, 1990). Com base nisso, a influéncia do uso do etanol na cinética de
secagem e qualidade do produto vem sendo estudada, sobretudo, na &area de
alimentos (SANTOS; SILVA, 2008).

Corréa e colaboradores (2012) avaliaram a influéncia do etanol na
secagem por convecgao de bananas (Musa acuminata Var. nanica) verdes,
maduras e em estagio avancado de maturacdo sob atmosfera em condicao
normal, modificada com etanol (0,5% v/v) e tratamento da superficie das amostras
com etanol em atmosfera normal. As amostras escovadas com etanol
apresentaram menores tempos de secagem e de energia consumida.

Outro estudo de Santos e Silva, (2008) realizado em um secador de tunel,
utilizando duas temperaturas (40 e 60 °C), sob atmosfera normal e modificada,

mostrou que o uso do etanol em fatias de abacaxi reduziu o tempo de secagem e
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proporcionou maior teor de acido ascorbico, em torno de 8% a mais quando

comparada com o método convencional.

1.9. Microscopia

O microscépio eletrdnico de varredura (MEV) € um instrumento versatil que
permite a observagdo e andlise das caracteristicas microestruturais de materiais
sélidos. O principio de um MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons de
pequeno diametro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas
sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catédica cuja varredura esta
perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente (DEDAVID, 2007).

A riqueza de detalhes estruturais utilizando esse equipamento vem
contribuindo para a identificacdo botanica de espécies semelhantes
morfologicamente (SERRANO; SILVA; SILVA, 2010), diagnose de espécies
(DUARTE; SIEBENROK; EMPINOTTI, 2007), controle de qualidade de vegetais
comercializados e acompanhamento e avaliacdo da influéncia de processamentos
na estrutura de vegetais (RITTER; MIOTTO, 2006; CUNHA et al., 2004).

1.10. Cromatografica liquida de alta eficiéncia

As técnicas cromatograficas de analise sdo amplamente empregadas para
separacao, sobretudo, na andlise de substancias presentes em matrizes
complexas como produtos naturais. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
apresenta vantagens como eficiéncia, rapidez e quantificacdo de substancias em
concentracbes baixas, por esse motivo vém sendo utilizada para avaliar as

caracteristicas qualitativas e quantitativas de droga vegetal (LANCAS, 2009).

1.11. Validacdo de método analitico

A validacdo tem como objetivo garantir que o método seja adequado ao
gue se propde, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003; ICH,
2005).
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Os parametros para validacdo de métodos analiticos tém sido definidos em
diferentes grupos de trabalho de organizacGes nacionais e internacionais por meio
de documentos oficiais com as diretrizes a serem adotadas (RIBANI et al., 2004).
Em 1990, as agéncias regulatorias dos Estados Unidos, Japao e Unido Européia
passaram a organizar a Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo (ICH,
"International Conference on Harmonisation™) com o intuito de definir padrdes para
os procedimentos de pesquisa e desenvolvimento de farmacos (RIBEIRO et al.,
2008).

Os critérios para validacdo de métodos analiticos foram estabelecidos pela
ICH em 1996 nos documentos Q2A e Q2B. Em 2005, os critérios foram revisados
e atualizados e o documento Q2 (R1) publicado (ICH, 2005; 1996). No Brasil, a
ANVISA e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial), disponibilizam guias para o procedimento de validagéo de
métodos analiticos, sendo eles a Resolucdo da ANVISA RE n° 899 de 29 de maio
de 2003e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008 de julho/2011,
respectivamente (RIBANI, 2004).

Os parametros de validacao preconizados pela ICH para os ensaios de
identificacdo, teste de impurezas e teste quantitativo de principio ativo estdo

exemplificados na Tabela 2.

Tabela 2: Elementos requeridos pela ICH para validacao de ensaios.

Caracteristicas de | Identificacao Teste de impurezas Quantitativo
desempenho Quantitativa | Limite
analitico
Exatidao - + - +
Preciséo +
Repetibilidade - + - +
Precisao - + (1) - + (1)
intermediaria
Especificidade + + + +
Limite de detecgéo - -(3) + -

Limite de - + - 5
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quantificacao
Linearidade - + - +

Faixa de trabalho - + - +

Fonte: Adaptado ICH, 2005.

Em que:

- - Normalmente n&o avaliado;

+ : normalmente avaliado;

(1): No caso da reprodutibilidade ter sido realizada, a precisao intermediaria
nao € necessaria,

(2): a caréncia de especificidade em um processo analitico pode ser
compensado por outro processo analitico;

(3): pode ser preciso em alguns casos.

1.11.1. Especificidade/Seletividade

De acordo com a ICH (2005), a seletividade/especificidade de um método
pode ser definida como a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a
sua determinacdo em uma amostra complexa.

Conforme Ribani et al. (2004), a seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade nao for
assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo comprometidas. Esse
parametro pode ser avaliado por alguns testes como relacionar a matriz isenta da
substéancia de interesse e a matriz adicionada com a substancia (padrao). Caso
nao seja possivel obter a matriz isenta da substéncia, o método de adi¢do padrao
pode ser utilizado. Para isto € construida uma curva analitica do padrdo e outra
do padrédo adicionado a amostra. Curvas paralelas apontam que a matriz nao
interfere na determinacao da substancia de interesse. Também pode ser realizada
a analise da equivaléncia das respostas (picos) do analito na amostra e de uma
substancia de referéncia pura, utilizando detectores modernos como arranjo de

diodos e espectrometro de massas.
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1.11.2. Linearidade

A linearidade compreende a capacidade de uma metodologia analitica
demonstrar que o0s resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracéo do analito na amostra dentro de um intervalo especificado (BRASIL,
2003; ICH 2005). As recomendacdes dos guias da ANVISA e ICH para esse
ensaio sao do uso de, no minimo, cinco concentracdes diferentes.

O método matemaético de regresséo linear pode ser utilizado para efetuar a
estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de
medicdes experimentais. Com base na equacdo de regressdo linear, por
intermédio do método dos minimos quadrados, é possivel determinar o
coeficiente de correlagdo linear (R?) e verificar a linearidade (VIEIRA;
REDIGUIERI, 2013). A partir dos pontos experimentais também €& possivel
calcular os coeficientes de regresséo a e b (Equacgao 4).

y=ax+b, Equacao 4

Em que:

y= resposta medida (area do pico);

X= concentracao;

a= inclinagdo da curva de calibragéo / sensibilidade

b= interseccdo com eixo y, quando x=0

Uma correlacdo satisfatoria entre os pontos resultara em um valor préximo
a 1 (um), pois menor sera a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e
menor serd a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados (VIEIRA;
REDIGUIERI, 2013). A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagéo igual a
0,99 e 0 INMETRO um valor acima de 0,90 (BRASIL, 2003; INMETRO., 2011).

1.11.3. Intervalo

O intervalo corresponde a faixa de concentracdo do analito que apresenta
exatidao, preciséo e linearidade aceitaveis (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). A
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concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no
centro da faixa de trabalho. Os valores medidos obtidos tém que estar
linearmente correlacionados as concentracdes, de forma que os valores medidos
proximos ao limite inferior da faixa de trabalho possam ser distinguidos dos
brancos do método (INMETRO, 2011).

Para determinacdo quantitativa do analito em matérias-primas ou em
formas farmacéuticas, os guias da ANVISA e da ICH consideram o intervalo linear
de 80 a 120% da concentracédo tedrica do teste. J& para o teste de uniformidade
de conteudo, os valores considerados sao de 70 a 130% da concentragdo tedrica
do teste (VIEIRA; REDIGUIERI, 2013; BRASIL, 2003; ICH, 2005)

1.11.4. Limite de deteccéo

O Limite de deteccéo (LD) é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado
(ICH, 2005). O limite de deteccédo pode ser determinado por varias metodologias
como os métodos ndo instrumentais, por meio de titulagdo e cromatografia em
camada delgada, e pelos métodos instrumentais, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, cromatografia gasosa, absorcdo atbmica. No caso de métodos
instrumentais, a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na
relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base e determinada pela Equacdo 5
(BRASIL, 2003).

LD = 23X0Pa Equacéo 5
Ic

Em que:

LD = limite de deteccéo;

DPa = desvio padrao do intercepto com eixo y (coeficiente linear) de no
minimo trés curva;

IC = inclinacdo da curva de calibracdo (coeficiente angular).
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1.11.5. Limite de quantificacéo

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis (ICH, 2005). O procedimento
sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos analiticos que exibem linha

de base. O limite de quantificacdo (LQ) pode ser expresso pela Equacéo 6 abaixo.

LQ = 1";’6”“ Equac&o 6

Em que:

LQ = limite de quantificao;

DPa = Desvio padréo do intercepto com eixo y (coeficiente linear) de no
minimo trés curvas;

IC = inclinacdo da curva de calibracdo (coeficiente angular)

1.11.6. Preciséao

Consiste na avaliacdo da dispersao dos resultados entre ensaios multiplos
e independentes, sob condi¢cdes definidas, de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes (BRASIL, 2003; INMETRO, 2011). Para este parametro
de validacdo sado considerados os testes de repetibilidade, precisao intermediaria
e reprodutibilidade.

A repetibilidade consiste na concordancia entre os resultados de medi¢des
sucessivas mantendo procedimento, analista, instrumento e local. O ICH e
ANVISA sugerem que a repetibilidade seja verificada a partir de, no minimo, nove
determinacdes (trés niveis, trés repeticbes em cada um) cobrindo o limite
especificado do procedimento, ou a partir de um minimo de seis determinacdes a
uma concentracéo similar ao valor esperado.

A preciséo intermediaria avalia a concordancia entre os resultados sobre a
mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no

mesmo laboratdrio ou em laboratérios diferentes em tempos distintos, diferentes
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analistas ou equipamentos. O numero de ensaios necessarios para o calculo da
CV (%), segundo a ICH e a ANVISA, sdo os mesmos recomendados para a
repetitibidade.

A reprodutibilidade pode ser definida como a concordancia entre resultados
obtidos por laboratérios diferentes, geralmente para padronizacdo de métodos

analiticos, por exemplo, para inclusdo de metodologias em farmacopéias.

A precisdo de um método analitico pode ser expressa pelo desvio padrao e
o coeficiente de variacdo (CV %) de uma série de medidas conforme indicado na

Equacéo 7.
CV (%) = DP x190 Equacéao 7
CMD
Em que:

CV %: coeficiente de variacao;
CMD: Concentracdo média determinada;

DP = desvio padréao.

O valor méximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade

do método, ndo se admitindo valores superiores a 5% (ANVISA, 2003).

1.11.7. Exatidao

E a proximidade dos resultados encontrados pelo método em estudos em
relacdo ao valor real (ICH, 2005). A exatiddo pode ser determinada pela relacdo
entre a concentracdo media determinada experimentalmente e a concentracao

tedrica correspondente (Equacéo 8).

Exatido (%) — Concentracio media experimental x 100 Eq uac 30 8

Concentragio teorica
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Conforme o guia do ICH e a ANVISA, a exatiddo do método deve ser
determinada ap0s o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9 (nove)
determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)
concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas de cada. Os limites
preconizados para este teste sdo de 80% a 120% (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

1.11.8. Robustez

Segundo a ANVISA (2003), a robustez de um método analitico é a medida
de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacbes dos
pardmetros analiticos como a concentracdo do solvente organico, pH e forga
ibnica da fase movel em CLAE, programacéo da temperatura, natureza do gas de
arraste em CG, bem como o tempo de extracdo, agitacdo, etc. As mudancas
introduzidas refletem as alteracdes que podem ocorrer quando um método é
transferido para outros laboratérios, analistas ou equipamentos.
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2. JUSTIFICATIVA

7

A realizacdo desse estudo é justificada pela relevancia das etapas de
processamento de plantas medicinais na conservagdo de substancias ativas e
qualidade de fitoterapicos. Dentre as etapas de processamento, esta a secagem
que pode ser definida como a eliminacdo da umidade do produto com
transferéncia de massa e calor (MARCHESE; FIGUEIRA, 2005).

A influéncia da utilizacado do etanol na cinética de secagem e qualidade da
matéria-prima vem sendo estudada, principalmente, na area de alimentos, por
reduzir o tempo de secagem e reter algumas substancias volateis importantes
(CORREA et al., 2012; TOSATO, 2012; BRAGA; SILVA, 2010). Entretanto, n&o
existem muitos estudos relatando o uso desse solvente na secagem de plantas
medicinais, assim como o controle do processo por MEV.

Véarias mudancas fisicas e quimicas ocorrem nos vegetais durante o
processo de secagem como reducdo do volume, encolhimento do produto, perda
da coloragédo, perda de compostos organicos e modificagbes mecanicas que
afetam a densidade e capacidade de reidratacdo do material seco. Essas
alteracdes estruturais podem ser um dos fatores responsaveis pela perda de
qualidade da droga vegetal. Por esse motivo sdo necessarios estudos que
avaliem como as variaveis envolvidas no processo de secagem influenciam a
cinética de secagem e a qualidade do material desidratado a fim de reduzir os

danos resultantes do processo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia do pré-tratamento com

etanol na cinética de secagem, teor de cumarina e estrutura das folhas de guaco.

3.2. Objetivos Especificos

<> Desenvolver um planejamento fatorial com o intuito de avaliar a
influéncia das varidveis concentracdo de etanol e tempo de mergulhia na resposta
(teor de cumarina), bem como definir o ponto 6timo de secagem;

/7

X Avaliar a influéncia do pré-tratamento com etanol na cinética de

secagem das folhas de guaco;

®,

X2 Avaliar a estrutura foliar do guaco em diferentes condicbes de

secagem por microscopia eletrénica de varredura (MEV);

RS

X8 Validar um método cromatografico para quantificar o marcador
quimico (cumarina) presente nos extratos das folhas guaco por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Padrao e solventes

Neste estudo foram empregados os solventes alcool etilico desnaturalizado
40B com pureza de 99,66% da marca J.T.Baker lote P20C09, metanol 99,97%
grau HPLC da marca J.T. Baker lote P19C09, padrdo cumarina da marca
European Pharmacopoeia Reference Standards codigo Y0000438 Id. 0079I0,
solucdo Karnovsky, tampao cacodilato de sodio 0,05M (pH 7,2), tetroxido de

0smio (OsO4) e azul de toluidina.
4.1.2. Matéria prima
As folhas de guaco (M. glomerata/M. laevigata) foram coletadas no Horto

de Plantas Medicinais, Aromaticas e Condimentares da Faculdade de Ceilandia,
Universidade de Brasilia, Brasilia - DF (Figura 4).

g
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Figura 4. Guaco cultivado no Horto de Plantas Medicinais, Aromaticas e

Condimentares da Faculdade de Ceilandia/UnB.
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A coleta ocorreu entre os meses de margo e abril de 2015 e foi feita
manualmente no periodo das 7 a 8 horas da manha. O material estranho foi

descartado e as folhas perfeitas foram selecionadas.

4.2. Meétodo

4.2.1. Planejamento fatorial de experimentos

A secagem foi direcionada por um planejamento fatorial de experimentos
com duas variaveis e trés niveis (3?). Foram estudadas as varidveis concentracao
de etanol e tempo de mergulhia, em trés niveis codificados em baixo (-1),
intermediario (0) e alto (+1), conforme indica a Tabela 3 e 4. No total, foram
realizados dez experimentos, sendo nove tratamentos e um controle. A influéncia
dessas variaveis em cada tratamento foi avaliada por quantificagdo por CLAE e a
conducédo dos experimentos se deu de forma aleatdria.

Tabela 3: Variaveis do planejamento fatorial 3° e seus niveis.

Variaveis independentes Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
Concentragao do solvente (%) 40 70 100
Tempo de mergulhia (s) 5 45 85

Tabela 4: Matriz do planejamento fatorial 3%

Exp. Variaveis Variaveis
codificadas decodificadas

EtOH (%) t(s) EtOH (%) t (s)
F1 -1 -1 40 50
F2 0 -1 70 50
F3 1 -1 100 50
F4 -1 0 40 45,0
F5 0 0 70 45,0

F6 1 0 100 45,0
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F7 -1 1 40 85,0
F8 0 1 70 85,0
F9 1 1 100 85,0

F10 Controle

Neste trabalho a mergulhia em alcool etilico absoluto esta representada na

tabela como 100%, apenas para melhor visualizacdo dos resultados.

4.2.2. Pré-tratamento das folhas de guaco com etanol

Para o pré-tratamento com etanol, as folhas foram limpas e separadas em
trés lotes, um destinado aos experimentos de cinética de secagem, o segundo
para determinacdo do teor de umidade por dessecacdo em balanca de
infravermelho e o terceiro para microscopia e corte histolégico.

Para cada lote pesou-se cerca de 10 g de folhas de guaco e
posteriormente realizou-se o procedimento de mergulhia em etanol por um

periodo que variou de 5, 45 e 85 segundos a temperatura ambiente (Figura 5).

Figura 5: Mergulhia das folhas de guaco em etanol.
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4.2.3. Secagem das folhas de guaco

Apoés os tratamentos, as folhas foram distribuidas em monocamadas em
bandejas metalicas removiveis com fundo telado, para permitir a passagem de ar,
e levadas para secagem em estufa de esterilizacdo e secagem da marca
ODONTOBRAS modelo 1.2 a temperatura de 50°C (MARTINS, 2005). As folhas
gue nao passaram por tratamento foram igualmente dispostas em monocamadas
nas bandejas e levadas para secagem em estufa. A fim de minimizar os efeitos do
posicionamento das bandejas sobre a dessecacdo das folhas de guaco e
uniformizar o processo de secagem, utilizou-se a bandeja central para todos os
ensaios de secagem.

A reducdo de massa durante o processo foi monitorada em intervalos
regulares de tempo. Na primeira hora, as folhas de guaco foram pesadas de 15
em 15 minutos, na segunda e terceira hora de 30 em 30 minutos e da quarta hora
até o fim do processo de 60 em 60 minutos.

O término da secagem foi definido apds obtencdo de massa constante
dada por trés pesagens consecutivas com variacdo apenas em dg. Para isso,
utilizou-se uma balanca digital de 0,001 g de resolugcdo da marca SHIMADZU
modelo AUY 220.

A partir das pesagens das folhas no decorrer da secagem foi possivel obter
o teor de umidade em base Umida, teor de umidade em base seca e a razdo de
umidade. O teor de umidade em base Umida (b.u.) corresponde a relacéo entre a
massa de agua presente na amostra e a massa total de produto e o teor de
umidade em base seca (b.s.) consiste na relacdo entre a massa de 4gua contida
no produto e a massa de matéria seca. A razdo de umidade (RU) foi determinada
por meio da expressao indicada pela Equacédo 9 e pode ser definida como a razéao
entre a quantidade de agua disponivel no tempo t e a quantidade total de agua

disponivel no inicio do processo.

U- Ue Equacéao 9
Ui—Ue

<
<
I

Em que:
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RU: raz&o de umidade do produto, admensional,
U: teor de 4gua do produto, decimal (b.s.);
Ui: teor de agua inicial do produto, decimal (b.s.);

Ue: teor de 4gua de equilibrio do produto, decimal (b.s.);

Com base nos resultados, realizou-se a construcdo dos graficos de curva
de secagem (razdo de umidade em funcéo do tempo). Em seguida, os modelos
matematicos de Page, Page modificado e Henderson e Pabis foram ajustados aos
dados de secagem das folhas de guaco.

A escolha do modelo foi realizada por meio do coeficiente de determinacéo
(R?), raiz do quadrado médio residual (RMES) e qui-quadrado (x?), calculados
conforme as Equacgdes 10 e 11. Foram eliminados os modelos que apresentavam
valores de R? menores ou iguais a 0,95, RMSE maiores ou iguais a 0,10 e qui-
quadrado (X%) maior que 0,01 (DOYMAZ; KIPCAK; PISKIN, 2015; NASCIMENTO;
BIAGI; OLIVEIRA, 2015; MARTINAZZO et al., 2007).

2_ v (MRexp,i-MRpre,i)* Equacdo: 10
X=%
GLR
RMES= [ X, (MRexp,i — MRpred, ))2]"/> Equagé&o 11
Em que:

MR — Razéo de umidade;

MRexp,i — valor observado experimentalmente;
MRpre,i — valor estimado pelo modelo;

N — nimero de observacoes experimentais;

GLR — grau de liberdade do modelo.

4.2.4. Determinagéo do teor de umidade por dessecacdo em balanca de

infravermelho

Para esse ensaio foi utilizado um Analisador de umidade por infra-vermelho

(Iv 2.500) da marca GEHAKA. As condi¢cdes de temperatura e tempo foram
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programadas para 100°C e 30 minutos, nessa ordem. Para cada ensaio pesou-se
cerca de 2,0 g de folhas. Ap6s o tempo de 30 minutos foram feitas as leituras das
massas e 0s valores expressos em porcentagem. Esse procedimento foi realizado

em triplicata.

4.2.5. Microscopia eletrénica de varredura

Com auxilio de uma lamina, as folhas foram segmentadas em pedacos com
aproximadamente 0,5 cm? de &rea, fixadas em solucdo Karnovsky por um periodo
de 24 h e em tampao cacodilato de sodio 0,05M (pH 7,2). Em seguida, pdés
fixadas com tetroxido de 6smio (OsO4) durante uma hora e foram lavadas duas
vezes com agua destilada. Posteriormente o material foi desidratado com série
gradual de acetona 30, 50, 70, 90 e 100%, em intervalos de 15 minutos entre as
trocas e levado a secagem até o ponto critico com CO, em equipamento Balzers
CPD030. As fotomicrografias foram obtidas em microscopio eletrénico de
varredura FEI Quanta modelo FEG 250 na Faculdade de Ceilandia, Universidade

de Brasilia.

4.2.6. Corte histolégico

Com auxilio de uma lamina, as folhas foram segmentadas em pedacos com
aproximadamente 0,5 cm? de &rea, fixadas em solucdo Karnovsky por um periodo
de 24 h e em tampéo cacodilato de sodio 0,05M (pH 7,2). Em seguida, pés
fixadas em ferricianeto de potassio e tetroxido de 6smio (1:1) por 1 horas. O
material foi lavado duas vezes com agua destilada e permaneceu em solucdo a
0,5% de acetato de uranila por 12h a 4°C. Posteriormente, iniciou-se 0 processo
de desidratacdo em gradiente de acetona 30, 50, 70, 90, 100 e 100% por 20
minutos. A infiltragcdo foi realizada em série crescente acetona:resina por 6 horas.
As amostras foram colocadas em formas, encobertas com resina e levadas para
secagem a temperatura de aproximadamente 60°C por 48 horas. Para a andlise
da anatomia foliar, realizou-se o corte semi-fino dos blocos em ultramicrétomo
Leica EM UC7 com facas de vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina

e observados em microscopio Zeiss Axiophot no Laboratorio de Microscopia
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Eletrdnica do Departamento de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade de Brasilia (Campus Darcy Ribeiro).

4.2.7. Preparo dos extratos das folhas de guaco

Para verificar o teor de cumarina em cada experimento de secagem, foram
realizadas extragdes metandlicas das folhas de guaco.

Testes prévios foram efetuados com a finalidade de determinar o tempo de
pulverizacdo da droga vegetal utilizando um liquidificador. Para isso, foram
testados trés tempos distintos de processamento (10, 30 e 50 segundos). Notou-
se que o tempo de 30 segundo foi suficiente para obter o tamanho desejado da
droga vegetal.

Uma vez pulverizada, foi pesada 0,5 g da droga vegetal em po e transferida
para frascos de vidro previamente identificados. Aos frascos foram adicionados 5
mL de metanol que permaneceram em contato com a droga vegetal em po por 15
horas (adaptado de RADUNZ et al., 2012). Em seguida, os extratos foram filtrados
com filtro (PTFE) Sartorius e transferidos para frascos tipo vials identificados. Os

vials foram armazenados em isopor e congelados até analise por CLAE.

4.2.8. Anadlise por cromatografia liqguida de alta eficiéncia

As analises por CLAE foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de
Medicamentos, Alimentos e Cosmeéticos (LTMAC) da Faculdade de Saude,
Universidade de Brasilia (UnB).

Utilizou-se o equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
modelo Shimadzu LC 20-AD, composto por duas bombas (modelo LC 20-AT), um
injetor automatico (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS), acoplado a
um detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e a um computador
equipado com o programa de analise cromatografica Shimadzu LC. Com
metodologia adaptada, utilizou-se uma coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4,6
mm, 5 um) e fase movel composta por uma elui¢cdo isocratica de metanol e agua

MiliQ (60:40; v/v) numa vazdo de 0,8 mL.min™, volume de injecdo de 20pL,
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deteccdo UVa74nm € forno com temperatura de 30°C. O método padronizado foi

validado de acordo com as diretrizes do ICH (adaptado de Lima, 2013).
4.2.9. Validacdo do método cromatografico

Uma vez definida as condi¢cdes cromatograficas, realizou-se a validacdo do
método de acordo com os critérios estabelecidos pela ICH, em destaque na
Tabela 1. Os parametros avaliados foram os de seletividade, linearidade,
intervalo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo (ICH,
2005).

4.29.1. Especificidade/Seletividade

Foi realizado o método de adicdo do padrdo para testar a seletividade do
método. Duas curvas analiticas foram construidas, uma com padrdo cumarina
adicionadas a amostra e a outra do padrdo sem a presenca da matriz. A partir dos
resultados dos cromatogramas foi possivel elaborar as curvas de calibracdo e
comparar as linhas de regressdo. O método foi considerado especifico quando as

linhas de regressao mostraram comportamento paralelo.

4.29.2. Linearidade e intervalo

A linearidade foi determinada empregando-se o método de doseamento por
CLAE, utilizando diluices crescentes a partir de uma solucdo méae do padrao
cumarina. Para o preparo da solucdo méae foram utilizados 0,01 g do padrao
cumarina e 10 mL de metanol, obtendo uma concentragédo de 1.000 pg/mL. Em
seguida, realizou-se diluicbes seriadas para obter as concentragcbes de 0,5; 1,0;
2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 pg/mL. Foram feitas cinco determinagbes para cada
concentracdo. A partir dos resultados dos cromatogramas foi possivel elaborar
uma curva de calibracdo (area do pico versus concentracdo) e obter a curva de

regressdo linear, equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (R?. Foram
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consideradas lineares as curvas que apresentaram valores de coeficiente de
correlagdo maiores que 0,99.
O intervalo de trabalho foi determinado pelas faixas testadas na

linearidade, exatidao e precisdo para a metodologia.

4.2.9.3. Limites de deteccao e quantificagéo

Para a determinacao dos limites de deteccao e quantificacédo tedricos foram
realizadas diluicdes do padrao, a fim de obter concentracdes de 0,02; 0,03; 0,04,
0,08; 0,09 e 0,10 pg/mL. Foram realizadas 5 replicatas de cada concentragédo e
determinados os valores da média e desvio padrdo. Determinou-se a regressao
linear expressa pela equacdo de primeira ordem (y = ax +b), a média do
coeficiente angular e o desvio padrao do coeficiente linear. Em seguida aplicou-se
as Equacbes 5 e 6, obtendo-se o Ilimite de quantificacdo e deteccao,
respectivamente. Foram consideradas lineares as curvas que apresentaram

valores de coeficiente de correlacdo maiores que 0,99.

4.29.4. Precisao

A precisdo do método foi determinada pelo ensaio de repetibilidade e
precisao intermediaria. A partir dos resultados obtidos foram calculados o desvio
padréo (DP) e o coeficiente de variacédo (CV).

A repetibilidade foi determinada por doseamento por CLAE do padréo
cumarina com concentracao de 15,0 pg/mL realizado no mesmo dia, pelo mesmo
analista, utilizando o mesmo equipamento e laboratério, porém em curtos
intervalos de tempo. A partir dos valores das areas dos picos, foi realizado o
calculado do coeficiente de variagao (CV). Nao se admitindo valores superiores a
5%.

A precisao intermediaria foi determinada conforme descrito para a
repetibilidade, porém, as andlises foram realizadas em dias consecutivos, pelo

mesmo analista.
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4.295. Exatidao

Trés concentracdes distintas do padrdao cumarina (0,5, 5,0 e 15 pg/mL)
foram utilizadas para esse ensaio, sendo que cada concentracao foi realizadas
em triplicata. A exatiddo foi obtida pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente e
expressa em porcentagem. Os limites para esse ensaio segundo a ICH sao de 80
a 120%

4.3. Anélise estatistica

Os graficos de cinética de secagem foram elaborados utilizando o
programa Microsoft Excel 2010. Foram realizadas as analises estatisticas da raiz
do quadrado médio residual (RMES) e qui-quadrado (X?).

A linearidade foi determinada a partir dos resultados dos cromatograma. A
curva de calibracdo (area do pico versus concentracdo) foi construida com a
finalidade de obter a curva de regressao linear, equacao da reta e o coeficiente de
correlacdo (R?). Para isso foi utilizado o programa Microsoft Excel 2010. Também
foi realizada a analise de variancia (ANOVA) na regressdao com confiabilidade de
95% (p<0,05). Se o F calculado = valor-p, existe relacao linear entre as variaveis e
a inclinacdo da reta de regressao néo é nula.

A especificidade do método validado foi realizada a partir dos resultados
dos cromatograma. As curvas de calibracdo (area do pico versus concentracao)
foram elaboradas utilizando o programa Microsoft Excel 2010.

Para verificar se houve diferenca significativa entre os valores obtidos nos
ensaios de precisdo intermediaria, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA). O
valor de F calculado < F critico, confirma a precisdo do método.

A diferenca significativa entre os resultados de quantificagédo por CLAE foi
realizada empregando o teste t de Student.

O diagrama de Pareto, graficos de superficie resposta e curva contorno
foram elaborados utilizando o programa STATISTICA 12.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Modelagem matematica

Com os dados das pesagens em intervalos regulares de tempo foi possivel
construir as curvas experimentais de secagem (razdo de umidade em funcao do
tempo de secagem) para cada tratamento. Em seguida, foi feito o ajuste dos
dados aos modelos de Page, Page modificado e Henderson e Pabis. Os critérios
utilizados neste trabalho para verificar a adequacdo dos modelos em estudo
foram os valores de coeficiente de determinacédo (R®) maiores que 0,95, qui-
quadrado (x?) menor ou igual a 0,01 e raiz do quadrado médio residual (RMSE)
menor ou igual a 0,10. A Tabela 5 mostra os parametros de ajuste de cada
modelo matematico e os valores do coeficiente de determinacgdo, qui-quadrado e
erro médio quadrado.

Tabela 5: Parametros obtidos para o ajuste do modelo matemético de secagem
das folhas de guaco e valores do coeficiente de determinacéo (R?), qui-quadrado
(x?) e raiz do quadrado médio residual (RMSE).

Modelo Exp. Parametros X RMSE R?

40% 05s 0,0057 1,0120 0,0024 0,0470  0,9790
40% 45s 0,0014 1,2386 0,0008 0,0283  0,9970
40% 85s 0,0017 1,1960 0,0017 0,0400 0,9872
70% 05s 0,0004 1,3533 0,0038 0,0593  0,9891
Page 70% 45s 0,0031 11,0852 0,0009 0,0283  0,9935

70% 85s 0,0026  1,1199 0,0021 0,0435  0,9939
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1000% 05s
RU = exp(-k.t") 100% 45s
100% 85s

Controle

Exp.

40% 05s
40% 45s
40% 85s
Page 70% 05s
Modificado
70% 45s
70% 85s
1000% 05s
RU = exp[-(kt)"]
100% 45s
100% 85s

Controle

Exp.

40% 05s
40% 45s

Henderson e 40% 85s

0,0018 11,2211

0,0026 1,1711

0,001 1,2169

0,0449 1,1775

Parametros

0,0061 1,0125

0,0051 1,2386

0,0048 1,1960

0,0038  1,2653

0,0048  1,0852

0,0049  1,1199

0,0056  1,2211

0,0062 1,1711

0,0004 1,2169

0,0036  1,1775

Parametros

k a

0,7582  2,1344

0,0060  1,1320

0,0083  1,9441

0,0002

0,0004

0,0041

0,0013

0,1166

0,0008

0,0018

0,0031

0,0008

0,0021

0,0002

0,0004

0,0079

0,0022

0,1989

0,0020

0,1247

0,0123

0,0198

0,0608

0,0449

RMSE

0,3248

0,0283

0,0400

0,0528

0,0282

0,0435

0,0123

0,0197

0,0842

0,0449

RMSE

0,4242

0,0430

0,3359

0,9994

0,9985

0,9985

0,9939

0,9790

0,9919

0,9872

0,9891

0,9935

0,9939

0,9994

0,9985

0,9985

0,9939

0,9617

0,9840

0,9519
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Pabis
70% 05s 0,0078 2,1149 0,1914 0,4151 0,9193
70% 45s 0,0063 1,3019 0,0137 0,1173 0,9504
70% 85s 0,0079 1,8263 00,1023 0,3042 0,9602
RU=a.exp(-k.t)
1000% 05s 0,0077 1,3396 0,0120 0,1043 0,9747
100% 45s 0,0077 1,3396 0,0160 0,1196 0,9939
100% 85s 0,0058 1,3949 0,0246 0,1483 0,9580
Controle 0,0056 1,6882 0,0600 0,2372 0,9598

Dentre os modelos testados, apenas o modelo de Page apresentou ajuste
apropriado para descrever a secagem das folhas de guaco. Os valores do
coeficiente de determinacdo para esse modelo foram superiores a 0,97. Segundo
Sousa e colaboradores (2013), a selecdo dos modelos de secagem néo deve ser
realizada utilizando apenas o coeficiente de determinacdo como critério de
avaliacdo. Para esse fim, outros parametros estatisticos devem ser analisados.
Com base nisso, também foram avaliados os valores do teste qui-quadrado e raiz
do erro médio quadrado. Os resultados obtidos ficaram entre 0,0002 e 0,0041
para o teste qui-quadrado e 0,01 e 0,06 para a raiz do quadrado médio residual.
Tendo em vista isso, 0 modelo de Page foi utilizado para analise dos resultados
deste trabalho.

Verificou-se que esse modelo de Page também foi empregado para
representar a secagem de outras espécies vegetais, como a carqueja, Baccharis
trimera (RADUNZ et al., 2011) e Lippia alba (MILL) N.E. BROWN (BARBOSA et
al., 2007).

5.2. Cinética de secagem

O teor de umidade inicial das folhas de guaco foi de 83,35% b.u. O controle
atingiu o teor de umidade de equilibrio (8,30% b.u) apés 1.200 minutos. As folhas

tratadas com etanol 40% apresentaram teor de umidade de equilibrio de 7,17;
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9,43 e 8,44% b.u. para os tempos de 5, 45 e 85 segundos, respectivamente. Os
valores do teor de umidade de equilibrio para os tratamentos com etanol 70% nos
tempos de 5, 45 e 85 segundos, foram de 7,73; 8,45 e 7,59% b.u., nessa ordem.
As folhas tratadas com etanol absoluto apresentaram teor de umidade de
equilibrio de 7,03% b.u. para o tempo com mergulhia de 5 segundos, 7,95% b.u
para 45 segundos e 6,98% b.u. para 85 segundos.

Quanto a duracdo do processo de secagem, 0S experimentos 0s quais 0
etanol 40% foi empregado alcancaram o teor de umidade de equilibrio apés 840,
960 e 840 minutos para os tratamentos com mergulhia de 5, 45 e 85 segundos,
respectivamente. O tempo de secagem para os tratamentos em que foram usados
etanol 70% foram de 780, 840 e 840 minutos para os tempos de mergulhia de 5,
45 e 85 segundos. E por fim, a duracdo da secagem das folhas tratadas com
etanol absoluto e mergulhia de 5, 45 e 85 segundos que foram equivalentes a
840, 720 e 720 minutos, nessa ordem.

Os dados experimentais e estimados do teor de umidade empregando-se a

equacdao de Page estdo representadas nas Figuras 6 - 11.
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0,60
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0,50
—B— EtOH 40% 05s
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—A— EtOH 40% 45s
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—O6— EtOH 40% 85s
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Razdo de umidade admensional

0,10

0,00

0 500 1000 1500
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Figura 6: Curva de secagem do controle e das folhas de guaco tratadas com

etanol 40% em tempos distintos de mergulhia (5,45 e 85 s).
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Figura 7: Curva de secagem do controle e das folhas de guaco tratadas com

etanol 70% em tempos distintos de mergulhia (5,45 e 85 s).
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Figura 8: Curva de secagem do controle e das folhas de guaco tratadas com

alcool etilico absoluto em tempos distintos de mergulhia (5,45 e 85 s).
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Figura 9: Curva de secagem do controle e das folhas de guaco tratadas com

etanol em concentracdes distintas (40, 70 e 100%), avaliando o tempo de

mergulhia de 5 s.
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Figura 10: Curva de secagem do controle e das folhas de guaco tratadas com

etanol em concentracdes distintas (40, 70 e 100%), avaliando o tempo de

mergulhia de 45 s.
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Figura 11: Curva de secagem do controle e das folhas de guaco tratadas com
etanol em concentracdes distintas (40, 70 e 100%), avaliando o tempo de

mergulhia de 85 s.

As curvas de secagem das folhas tratadas com etanol (40, 70 e 100%) em
tempos distintos de mergulhia (5, 45 e 85s) e do controle apresentaram intensa
perda do contetdo de umidade nas primeiras horas do processo. Ja no fim da
secagem a perda de agua ocorreu de forma lenta. Esse fenbmeno pode estar
relacionado com o fato de que no inicio do processo ha um alto contetdo de
umidade no tecido vegetal com a formacao de um filme continuo de dgua sobre o
sélido mantendo as condi¢cdes de saturacdo na superficie. JA& no término da
secagem, boa parte do teor de umidade ja evaporou e o conteido de umidade
tem que migrar do interior para a superficie do produto.

De maneira geral, o uso do etanol influenciou na remoc¢éo do contetdo de
umidade, sendo maior nas folhas tratadas quando comparadas ao controle. Os
menores tempos de secagem foram observados para os tratamentos com alcool
etilico absoluto nos tempos de mergulhia de 45 e 85 segundos com reducéo de
4% no tempo de secagem em relagao ao controle.

O etanol de certa forma colabora com a difuséo e liberacdo do contetudo de
agua para o ambiente, reduzindo o tempo de secagem. Esse fenbmeno pode

bY

estar relacionado a mistura do solvente com a solucdo aquosa da amostra
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resultando em uma mistura etanol-agua com pressdo de vapor maior do que a
contendo somente agua, contribuindo com a evaporacdo de agua e reducao do

tempo de secagem (Hochheim; Silva; Braga (2010) apud Lopes (2013)).

5.3. Influéncia do uso do etanol e da secagem na estrutura foliar do

guaco

Essa parte do estudo teve como objetivo investigar as mudancas fisicas
decorrentes do uso do etanol e da secagem na estrutura foliar do guaco, bem
como avaliar as caracteristicas morfoanatémicas.

As alteracdes observadas com a desidratagéo das folhas de guaco foram:
mudancas na coloracéo, odor e encolhimento.

O encolhimento das folhas de guaco foi constatado em todas as condicbes
estudadas. Por MEV foi possivel verificar que as folhas tratadas com etanol
apresentaram maiores encolhimentos quando comparadas ao controle (Figura 12;

Figura 13; Figura 14 e Figura 15).

Figura 12: MEV. Superficie abaxial (A) e adaxial (B) das folhas de guaco retirada

ao término da secagem. Secagem do controle (1A-B). Escala: (500 um), 100 X.
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Figura 13: MEV. Superficie abaxial (A) e adaxial (B) das folhas de guaco retirada
ao término da secagem. Tratamento com etanol 40% e mergulhia de 5 segundos

(2 A-B); Tratamento com etanol 40% e mergulhia de 45 segundos (3 A-B);



62

Tratamento com etanol 40 % e mergulhia de 85 segundos (4 A-B). Escalas: 500
pm, 100 X.

Figura 14: MEV. Superficie abaxial (A) e adaxial (B) das folhas de guaco retirada
ao término da secagem. Tratamento com etanol 70% e mergulhia de 5 segundos
(5 A-B); Tratamento com etanol 70% e mergulhia de 45 segundos (6 A-B);
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Tratamento com etanol 70% e mergulhia de 85 segundos (7 A-B). Escalas: 500
pm, 100 X.

Figura 15: MEV. Superficie abaxial (A) e adaxial (B) das folhas de guaco retirada
ao término da secagem. Tratamento com etanol 100% e mergulhia de 5 segundos
(8 A-B); Tratamento com etanol 100% e mergulhia de 45 segundos (9 A-B);
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Tratamento com etanol 100% e mergulhia de 85 segundos (10 A-B). Escalas: 500
pm, 100 X.

A secagem de produtos agricolas com alto teor de umidade é
acompanhada por uma série de mudancas fisicas e quimicas importantes. Uma
mudanca perceptivel desse processo € a reducdo do volume do material
decorrente da remocdo do conteddo de umidade durante a secagem com
consequente encolhimento.

Quando a umidade é removida dentro da rede sdlida de um produto
durante a secagem, um desequilibrio de pressao é produzido entre a parte interna
e externa do material, gerando tensdes que levam ao encolhimento das folhas,
mudancas na forma e as vezes podem levar a formacao de fissuras (MAYOR,;
SERENO, 2004). A extensdo do encolhimento varia conforme as caracteristicas
de cada material e método de secagem utilizado.

Levando em consideracao os resultados obtidos na cinética de secagem,
0s quais as folhas tratadas com etanol apresentaram maior remocéo do contetdo
de umidade e menor tempo de secagem em comparacdo com o0 controle,
podemos dizer que esses resultados estdo de acordo com a descricao de Mayor e
sereno (2004) para o fenbmeno de encolhimento. Segundo os autores o
encolhimento de materiais biolégicos aumenta com o aumento do contetdo de
umidade removido, uma vez que, quanto maior a quantidade de agua removida
do material, maiores serdo as tensdes de contragdo originadas no interior do
mesmo.

As concentragfes do solvente também influenciaram no encolhimento das
folhas, conforme indicam as Figuras 15 8A - 10B que mostram as microfotografias
obtidas por MEV da superficie abaxial e adaxial das folhas tratadas com alcool
absoluto e diferentes tempos de mergulhia. Dentre os tratamentos avaliados, o
encolhimento mais pronunciado foi observado para as folhas tratadas com etanol
absoluto, sendo maior na por¢cédo adaxial. A remocédo da agua durante a secagem
depende da sua migracéo pelo tecido vegetal até a superficie. Por esse motivo as
das caracteristicas da planta como as parede e disposicao célular, presenca de
tricomas, estdbmatos, cuticula sdo tdo importantes no processo de secagem. Os
estbmatos estdo relacionados com a troca de gases e agua entre as folhas e o



65

meio e os tricomas tem papel na defesa mecéanica e quimica contra herbivoros,
além de alterar a fisiologia, reduzindo a quantidade de luz absorvida pelas folhas,
baixando as temperaturas e diminuindo a perda de agua (STANGARLIN et al.,
2011). As folhas de guaco apresentam estdmatos apenas na parte abaxial bem
como uma grande quantidade de tricomas nessa porgao da folha. Esses anexos
da planta desempenham papel importante para evitar a perda de agua e podem
ter contribuido para o encolhimento mais uniforme dessa regido quando
comparada a porcao adaxial.

Além disso, foi observado que o tempo de mergulhia também influenciou
no processo do encolhimento nos tratamento utilizando etanol 70% e absoluto. As
folhas que passaram por esses tratamentos apresentaram maiores deformacdes
quando comparadas as folhas tratadas com etanol 40% e mesmo tempo de
mergulhia.

Tosato, (2012) avaliou a influéncia do etanol na secagem de maca fuji e
notou que as amostras tratadas com etanol apresentaram maiores danos
estruturais que foram identificados na superficie por micrografia. Constatou-se
que a temperatura teve influéncia significativa no encolhimento superficial das
amostras nao tratadas com etanol, sendo maior em temperaturas mais elevadas.

Ja Hochheim et al. (2010) verificou em seu trabalho sobre o encolhimento
de abacaxi submetido a secagem em atmosfera modificada pela adicdo de etanol
que a aplicacdo de uma camada de etanol diretamente na superficie da amostra
resultou em um menor encolhimento.

A importancia do estudo do encolhimento de materiais biolégicos se deve
ao fato de que durante o processo de secagem esse fendmeno interfere de
maneira decisiva na difusividade de agua. Entender como o conteudo de umidade
esta distribuido no tecido vegetal e sua remocéo durante a secagem também séao
de grande relevancia para fundamentar o processo de secagem.

No que diz respeito as caracteristicas morfoanatbmicas, a folha de M.
glomerata/M. laevigata é hipoestomatica com estdbmatos anomocitico localizados
apenas na porcao abaxial e no mesmo nivel que as outras células. Tricomas
glandulares pluricelulares bisseriados, unisseriados e curvo estao inseridos em
depressdes na epiderme de ambas as faces, sendo observados, principalmente,

na porcao abaxial. Em seccéo transversal, a epiderme mostra-se uniestratificada
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em ambas as faces, as células apresentam paredes periclinais externas,
revestidas por cuticula delgada e formas diversificadas que variam de retangular a
cubica. As células da face abaxial sdo relativamente menores quando
comparadas com as da face adaxial. O mesofilo de M. glomerata/M. laevigata
apresenta simetria dorsiventral constituido de uma a duas camadas de
parénquima palicadico caracterizado por células curtas pequenas, alongadas, de
tamanhos e formas variaveis (Figura 17 A - B). O parénquima lacunoso é
constituido de células de tamanhos e forma irregular com grande espaco entre
elas (Figura 17 C).

Conforme indicam as Figuras 17 D e E, a secagem promoveu mudancas
importantes e irreversiveis na organizacdo celular e estrutura das folhas para
todos os tratamentos e controle. Por MEV foi possivel observar tricomas
pluricelular bisseriado e curvos murchos e/ou rompidos (Figura 16).

Figura 16: Tricoma glandular na superficie abaxial da folha de guaco seca que
passou por tratamento em etanol 40% e mergulhia de 45 segundo. Escalas: 10

pm.

Santana et al. (2014) estudaram as alteracbes na estrutura durante a
secagem de frutas e vegetais. Verificou-se a ruptura de tricomas glandulares nas
folnas de Ocimum gratissimum o que pode ter influenciado no teor de 6leos

essenciais durante o método de secagem.
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Em seccdo transversal € possivel verificar células descaracterizadas,
formacdo de uma crosta acima da epiderme e reducdo na espessura das folhas

Figura 17.

Figura 17: Seccdes transversais das folhas de guaco. Folha fresca (A-C); Folha
desidratada (D-E). Epiderme (ep); Parénquima palicadico (pp); Parénquima
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lacunoso (pl); Folha fresca sem tratamento (A), Escala: 50 um, 20 X; Parénquima
palicadico da folha fresca sem tratamento (B), Escala: 10 um, 40 X; Parénquima
lacunoso da folha fresca sem tratamento (C), Escala: 10 um, 40 X; Folha
desidratada que n&o passou pelo tratamento com etanol (D), Escala: 20 um, 20 X;
Folha desidratada que passou por tratamento com etanol absoluto e mergulhia de
45 segundos (E), Escala: 50 um, 20 X.

As células da epiderme, em ambas as faces, apresentam poucas
mudancas na forma com células que variam de retangular a cubica. As camadas
de parénquima palicadico sédo de dificil reconhecimento, com células colapsadas,
disformes e estruturas celulares descaracterizadas e muitas vezes concentradas
em uma regido do tecido vegetal. O parénquima lacunoso apresentou células com
forma irregular, estruturas celulares descaracterizadas e grande espaco de ar
entre as células.

As seccdes transversais das folhas secas do controle e tratamento estédo
indicadas nas Figuras 17 (D — E). Maiores danos estruturais sdo observados nas
folhas tratadas com etanol, o que pode estar relacionado a maior remoc¢édo do

conteudo de umidade do tecido vegetal.

5.4. Validacdo do método cromatografico

Para a validacdo do método cromatografico, foram avaliados os parametros
seletividade, linearidade, intervalo, limite de deteccédo, limite de quantificacao,
exatidao e preciséao.

5.4.1. Especificidade/Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela comparacdo do perfil
cromatografico dos padroes em relacdo ao perfil obtido das amostras. Nao houve
coeluicdo e sobreposicado de picos de substancias interferentes com o pico de
cumarina. Os tempos de retengcédo correspondentes aos picos de cumarina dos
cromatograma dos extratos metandlicos das folhas de guaco secas e do padrdo
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cumarina foram de 3,80 minutos. A Figura 18 mostra o cromatograma do pico de
cumarina referente ao padrdo na concentracdo de 5,0 pug/mL (A) e do extrato
metandlico de folhas de guaco que foram tratadas com etanol 70% e mergulhia de

5 segundos (B).

A B
Figura 18: Cromatogramas do pico de cumarina de uma solucdo do padréo
(5ug/mL) (A) e da amostra (B) obtidos empregando-se CLAE. Condigbes
cromatogréficas: volume de injecdo de 20 pL, vazdo de 0,8 mL.min*, eluicdo
socratica metanol:agua MiliQ (60:40) v/v, UV - 274 nm, temperatura do forno de

30°C e coluna C18 de fase reversa: 150 mm x 4,6 mm, 5 pm.

Além disso, o método de adi¢cdo do padrao também foi realizado para testar
a seletividade. Para essa analise, duas curvas analiticas foram construidas, uma
com padrdo cumarina adicionadas a amostra e a outra do padrdo sem a presenca
da matriz. As duas curvas analiticas foram paralelas, demostrando que nao ha
interferéncia da matriz na determinacdo da cumarina. Portanto, o método é

considerado seletivo.

5.4.2. Linearidade

A linearidade foi determinada empregando-se o método de doseamento por
CLAE utilizando diluicbes crescentes a partir de uma solugcdo mae do padréo
cumarina. Foi estabelecida pela média de cinco curvas do padrado, as quais foram
obtidas em seis niveis de concentracdes diferentes de cumarina (15,0; 10,0; 5,0;

2,5,1,0 e 0,5 pg/mL). A equacéo da regresséo linear média obtida a partir de trés
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curvas de calibragcéo foi y = 106125x-3722,8 em que “y” corresponde a area do

pico e “X” a concentragao de cumarina (ug/mL), como indica a Figura 19.

1800000 -
1600000 - y = 106.124,7806x - 3.722,7900
1400000 - R?=1,0000
1200000 -
1000000 -
800000 -
600000 -
400000 -
200000 -
0 . . . . . .
000 250 500 7,50 10,00 12,50 15,00

Concentracao (ug/mL)

Area do pico

Figura 19: Curva de calibracdo construida com padrdo cumarina para avaliar a

linearidade do método.

A curva apresentou valor de coeficiente de correlacdo linear superior a
0,99, mostrando que o método € linear. A analise de variancia (ANOVA) também
foi utilizada para avaliar a linearidade do método com confiabilidade de 95% (p <
0,05). O valor de F calculado foi maior que o valor de p, comprovando a relacao

linear.
O intervalo de aplicacdo foi avaliado pelas faixas testadas na linearidade,

exatidao e precisdo, sendo de 0,5 a 15 pg/mL.

5.4.3. Limite de deteccéo e Limite de quantificacéo

A partir dos resultados dos cromatograma, foram construidas 5 curvas de
calibracdo utilizando seis concentracdo do padrdo cumarina (0,02; 0,03; 0,04;
0,08; 0,09 e 0,10 pg/mL). Os limites de detecgcéo e quantificacdo foram de 0,03 e

de 0,09 pug/mL, respectivamente.
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5.4.4. Precisao

Este parametro foi avaliado em dois niveis: a repetibilidade e a precisédo
intermediaria. Os resultados da precisdo para o método proposto foram expressos
como coeficiente de variagdo. Segundo o ICH, ndo se admite valores superiores a
5%. O valor para a repetibilidade foi de 0,10% e para a preciséo intermediaria os
valores do coeficiente de variacdo foram de 0,31 e 0,73% para os dias 1 e 2,
respectivamente. A observancia de diferenga estatisticamente significativa entre
as médias obtidas para os ensaios realizados em dias diferentes foi determinada
aplicando-se a analise de variancia (ANOVA). O F calculado (Fc¢a = 1,2813) foi
menor que o Ftabelado (F= 5,3176), mostrando que nao existe diferenca

significativa nos valores testados em dias distintos.

5.4.5. Exatidao

ApoOs determinacéo da linearidade, intervalo e especificidade, avaliou-se a
exatiddo do método. Os limites para esse ensaio segundo a ICH sédo de 80 a
120%, os valores obtidos nesse estudo foram de 100,67 a 103,18 %, indicando a

exatidao do método.

5.5. Planejamento fatorial e doseamento

Para avaliar a influéncia das variaveis independentes (concentracdo de
etanol e tempo de mergulhia) sobre a variavel dependente (teor de cumarina), foi
elaborado um planejamento fatorial de duas variaveis em trés niveis.

Os extratos foram preparados na proporgéo de 1 g da droga vegetal para
10 mL de metanol e diluidos 100 vezes para quantificar a cumarina dentro da
faixa validada. ApoOs os calculos de correcéo da diluicdo, foram obtidos valores
expressos em mg de cumarina por grama de folha. Os valores médios das
triplicatas da cumarina quantificada por CLAE estao indicados na Tabela 6.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 6, é possivel observar

que o tratamento das folhas com etanol (40, 70 e 100%) nos tempos de megulhia



72

de 5 e 45 segundos proporcionaram maiores teores de cumarina em relagcdo ao

controle.

Tabela 6: Dados da quantificagdo da cumarina dos extratos metandlicos das
folhas de guaco nos diferentes experimentos.

EtOH (%) Tempo de Concentracao

Mergulhia (s) Mensurada

(mg/g)

Controle 0 2,27
40 5 3,09
40 45 3,65
40 85 1,33
70 5 3,25
70 45 4,10
70 85 1,26
100 5 3,94
100 45 3,80
100 85 1,12

O tratamento com etanol 70% e mergulhia de 45 segundos apresentou
maior teor de cumarina (4,10 mg/g) e o tratamento utilizando alcool absoluto com
mergulhia de 85 segundos o menor rendimento (1,12 mg/g). O aumento no tempo
de mergulhia de 45 para 85 segundos teve efeito negativo sobre o teor de
cumarina para todas as concentracdes de etanol avaliadas nesse estudo. As
folhas tratadas com etanol 40% e tempo de mergulhia de 45 segundos
apresentaram teor de cumarina (3,65 mg/g) superior ao das folhas mergulhadas
nos tempos de 5 segundos (3,09 mg/g) e 85 segundos (1,33 mg/g). Esse
decréscimo no teor de cumarina em fungcdo do aumento do tempo de mergulhia
no solvente, também foi constatado nos experimentos com mergulhia em etanol
70%.

Os valores médios das triplicatas para o teor de cumarina (mg/g) obtidos

para cada tratamento de secagem estdo indicados na Figura 20.
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Figura 20: Teor de cumarina das folhas de guaco secas, utilizando diferentes

tratamentos de secagem.

Nota-se que os extratos das folhas tratadas com etanol absoluto
apresentaram menores quantidades de cumarina conforme aumento do tempo de
mergulhia. No tratamento das folhas com alcool absoluto e tempo de mergulhia de
5 segundos, o teor de cumarina foi de 3,94 mg/g. Esse valor caiu para 3,80 e
1,12 mg/g com o aumento do tempo de mergulhia de 5 segundos para 45 e 85
segundos respectivamente. Essa reducéo pode ser justificada pelo fato de que o
aumento do tempo de contato da droga vegetal com o solvente pode ter
contribuido para extracdo desse constituinte quimico.

A analise da influéncia estatisticamente significativa das variaveis foi

verificada pelo Diagrama de Pareto apresentado na Figura 21.
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Tempo mergulhia (sequndos)(Q)

(2)Tempo mergulhia (segundos)(L)

1Lby2L ko

(1)Etanol %(L)

Etanol %(Q)

p=0,05

Figura 21: Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis no teor de cumarina.

As variaveis estudadas que estdo a direita da reta vertical foram
estatisticamente significativas. Apenas o tempo de mergulhia apresentou efeito
significativo (p<0,05) no processo global da extragao.

Uma vez avaliada as interacdes das variaveis e seus efeitos no teor de
cumarina, realizou-se a otimizagcdo dos resultados por meio do método de
superficie de resposta, empregando o planejamento experimental indicado na
Tabela 3. Os gréficos foram elaborados utilizando o programa STATISTICA 12 e
estdo apresentados nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22: Grafico de superficie de resposta para as condi¢cdes estudadas

e seus efeitos no teor de cumarina.
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Figura 23: Gréfico da curva de contorno para as condi¢cdes estudadas e seus

efeitos na resposta (teor de cumarina).
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As Figuras 22 e 23 mostram os graficos de superficie de resposta e curva
de contorno para as condi¢des estudadas. O tempo de mergulhia teve grande
influéncia no teor de cumarina. Nota-se que o ponto 6timo encontra-se entre a
concentragdo de etanol de 60 e 100% e tempo de mergulhia de 20 a 40
segundos.

Assim, as condi¢cfes 6timas para o teor de cumarina foram estimadas com
base na “funcdo de desejabilidade”. Essa técnica permite encontrar condigoes
que fornecam o ponto 6timo com base na combinacdo de mudltiplas respostas
dentro de limites previamente estabelecidos. O valor 6timo encontrado
correspondeu as condicfes experimentais utilizando etanol 70% com tempo de
mergulhia de 33 segundos. Com base nisso, realizou-se o tratamento das folhas
de guaco com as condi¢cOes apresentadas pela funcdo de desejabilidade. O teor
de cumarina obtido para o tratamento no ponto 6timo foi de 4,71 mg/g. Esse valor
foi superior a todos os resultados de experimentos prévios, demostrando que a
funcdo desejabilidade foi aplicada corretamente. Ainda, em comparacdo com o
controle, o teor de cumarina das folhas secas mais do que dobrou apos
tratamento nas condicbes Otimas de concentracdo de etanol e tempo de
mergulhia.

Maiores rendimentos de cumarina também foram observados no trabalho
de Silva, 2014 que estudou a influéncia do etanol na secagem de folhas de guaco
e no rendimento de cumarina, assim como avaliou a estabilidade da cumarina em
amostras secas durante o armazenamento em atmosfera acelerada e normal. As
folnas submetidas ao processo de secagem usando etanol apresentaram o0s
menores tempo de secagem e 0s maiores rendimentos de cumarina, tanto nos
experimentos realizados no tunel quanto na estufa.

Braga e Silva (2010) realizaram estudos de secagem de fatias de abacaxi
em atmosfera normal, atmosfera modificada com etanol (0,5 % v/v) e atmosfera
normal com tratamento prévio da superficie do abacaxi com etanol. A evaporacao
de agua foi mais intensa nas fatias tratadas com etanol em comparagcdo com 0s
outros meétodos, apresentando menor tempo de secagem. Verificou-se também
menor degradacdo da cor e maior retencdo de vitamina C nas fatias com o

tratamento.
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A reducédo no tempo de secagem e o aumento do teor de &cido ascérbico
com o uso do etanol foram igualmente constatados no trabalho de Santos e Silva
(2008) que apuraram a influéncia da atmosfera modificada com etanol na
secagem e retencdo de &cido ascorbico em fatias de abacaxi. O experimento foi
realizado em um secador de tunel, utilizando duas temperaturas (40 e 60 °C), sob
atmosfera normal e modificada, até o teor de umidade atingir aproximadamente
27 % b.u. A presenca de etanol na secagem a 40 °C promoveu uma evaporacgao
mais intensa e maior retencéo de &cido ascoérbico, aproximadamente 8% a mais,
guando comparada com o método convencional.

Vérios estudos vém mostrando as vantagens do emprego de tecnologias
combinados aos métodos tradicionais de secagem na preservacdo da matéria
prima vegetal. O uso de pré-tratamentos antes da secagem vem ganhando
atencdo por acelerar o processo de secagem, melhorar a qualidade final do
produto seco e a estabilidade para seu armazenamento. Um dos tratamentos que
pode ser utilizado € o tratamento osmético que consiste em mergulhar a planta ou
alimento em uma solucdo aquosa de glicerol, etanol, acucar, sal para desidrata-la
parcialmente (RATTI, 2009).

Neste trabalho foi possivel verificar que a utilizacdo do tratamento com
etanol apresentou varios aspectos positivos. O primeiro esta relacionado a maior
remocédo do contetdo de umidade durante a secagem e consequente reducéo do
tempo do procedimento. Esse fator pode apresentar beneficios no que diz
respeito a reducdo de gastos de energia com equipamento e permitir que varios
ciclos de secagem sejam realizados em um periodo menor de tempo menor,
aumentando a produtividade. Além disso, por meio do ponto 6timo foi possivel
observar que ndo h4 a necessidade da utilizacdo do alcool absoluto antes da
secagem para obter o rendimento almejado do constituinte quimico, o que
representa reducdo nos custos com solvente.

Vale ressaltar que ndo existem na literatura estudos avaliando a influéncia
de diferentes tempos de mergulhia no teor de substancias ativas ou compostos
volateis. Foi constatado neste trabalho que tempos prolongados desse processo
podem ter efeitos negativos no rendimento de compostos ativos e qualidade final
do produto. Assim, fica evidente a necessidade de maiores estudos que

verifiquem a aplicacdo do tratamento com etanol para outras espécies vegetais,
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uma vez que esses experimentos podem gerar grande repercussdo para a

industria e mercado farmacéuticos.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que estudos na area de
processamento de plantas medicinais e aromaticas sdo fundamentais para a
obtencdo de produtos de qualidade, uma vez que a escolha do método de
secagem é fundamental para minimizar a perda de substancias ativas.

A secagem promoveu mudancgas fisicas e anatdmicas importantes nas
folhas de guaco com encolhimento e perda na colocaragao.

O modelo de Page apresentou ajuste apropriado para descrever a
secagem das folhas de guaco. O uso do etanol influenciou na remocédo do
conteldo de umidade durante a secagem, sendo maior nas folhas tratadas
quando comparadas ao controle. Além disso, foi possivel observar reducao no
tempo de secagem das folhas tratadas com etanol e maior teor de cumarina em
relacdo ao controle. O valor 6timo encontrado correspondeu as condicdes
experimentais utilizando etanol 70% e tempo de mergulhia de 33 segundos, com
teor de cumarina de 4,71 mg/g. Esse valor foi superior a todos os resultados
prévios, sendo cerca de duas vezes maior em comparacdo ao controle. Com
adaptacdes apropriadas, esses experimentos podem ser extrapolados para outras
plantas medicinais e gerar grande repercussdo para a industria e mercado

farmacéuticos.
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