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RESUMO

Objetivo: Realizar o controle de qualidade da droga vegetal e a preparacdo e avaliagdo da capacidade
antioxidante do extrato bruto das folhas de Passiflora edulis. Método: Foram utilizadas as metodologias
preconizadas na 62 edi¢do da Farmacopeia Brasileira. Resultados: O teor de matéria estranha e umidade
foram de 0,11% e 10,99%, respectivamente, valores dentro do limite especificado pela Farmacopeia
Brasileira. J& o teor de cinzas totais (17,8%) ficou acima do limite maximo de 10%. Quanto a determinacéo
do indice de espuma, os valores foram inferiores a 1 cm, estando de acordo com o especificado em
monografia de P. edulis. A determinacdo do teor de flavonoides totais foi de 59,20%, bem acima do teor
minimo de 15% estabelecido pela Farmacopeia Europeia. A producgdo do extrato bruto (EB) a partir da
droga vegetal foi realizada pelo método de turbo extracdo, com rendimento 13,25%. Em relacéo a analise
de DPPH o EB apresentou I1Cso de 314,0033 pug/mL. Concluséo: a droga vegetal apresentou caracteristicas
de qualidade e o EB apresentou alta capacidade antioxidante pelo teste de DPPH, demonstrando potencial
da amostra para utilizacdo na producdo de medicamentos e cosméticos.
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ABSTRACT

Objective: To carry out the quality control of the plant drug and the preparation and evaluation of the
antioxidant capacity of the crude extract of Passiflora edulis leaves. Method: The methodologies
recommended in the 6th edition of the Brazilian Pharmacopoeia were used. Results: The foreign matter
and moisture content was 0.11% and 10.99%, respectively, values within the limit specified by the Brazilian
Pharmacopoeia. The total ash content (17.8%) was above the maximum limit of 10%. As for the
determination of the foam index, the values were less than 1 cm, being in accordance with what was
specified in the monograph of P. edulis. The determination of the total flavonoid content was 59,20%, well
above the 15% minimum content established by the European Pharmacopoeia. The production of the crude
extract (EB) from the plant drug was carried out by the turbo extraction method, with a 13.25% vyield.
Regarding the DPPH analysis, the EB presented an 1Csp of 314.0033 pg/mL. Conclusion: the plant drug
showed quality characteristics and the EB showed high antioxidant capacity by the DPPH test,
demonstrating the potential of the sample for use in the production of medicines and cosmetics.
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INTRODUCAO

O maracuj, que pertence a familia Passifloraceae Juss. ex Rousell, tem se tornado
cada vez mais um objeto de estudo em decorréncia de suas propriedades medicinais. 1sso
ocorre pela grande presenca de compostos bioativos, principalmente polifendis,
responsaveis por varios efeitos farmacoldgicos, como: capacidade antioxidante, anti-
inflamatoria e sedativa/calmante (SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 1998).

Os principais compostos presentes nas folhas de espécies de Passiflora séo
flavonoides, como a vitexina e orientina (MORAES, 1995). Os flavonoides sao
considerados uma classe de metabdlito secundario e apresentam grande relevancia para a
indastria farmacéutica (OLIVEIRA et al., 1998; MELETTI; MAIA, 1999), e séo
responsaveis pelo efeito calmante, popularmente conhecido do maracuja. Além disso, as
folhas de Passiflora sdo utilizadas na producdo de fitoterapicos com acdo ansiolitica,
sedativa, diurética, analgésica, entre outras (MELETTI; MAIA, 1999; BERALDO;
KATO, 2010).

Em relacdo ao género Passiflora, existem mais de 400 espécies conhecidas, sendo
Passiflora edulis Sims a principal espécie cultivada no Brasil. P. edulis é popularmente
chamada de maracuja-azedo, maracuja-amarelo, maracuja-liso, maracuja roxo e
maracuja-do-mato (PIRES; SAO JOSE; CONCEICAO, 2011; BERALDO; KATO,
2008). O cultivo de P. edulis no Brasil tem relevancia mundial, pois o pais detém 70% do
dominio da producdo desta espécie. Isso representa quase a totalidade do volume
comercializado mundialmente (BRUNCKNER et al.,, 2002; SILVA; PEIXOTO;
JUNQUEIRA, 2001).

Para que uma espécie ou droga vegetal, como as folhas de Passiflora, sejam
utilizadas como matéria-prima na producdo de fitoterapicos pela industria farmacéutica,
é necessario a realizacdo e determinacdo de parametros relacionados ao controle de
qualidade do material vegetal. No Brasil, quem estabelece os parametros e analises para
o controle de qualidade de espécies vegetais é a Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).

A determinacdo do teor das substancias biologicamente ativas, garantem a pureza,
autenticidade e integridade do material vegetal. JA os testes fitoquimicos, como a
realizacdo de técnicas cromatograficas, seja para a separacdo ou isolamento de
substancias, auxiliam a identificar as principais classes de metabdlitos secundarios
presentes no vegetal (SOUZA et al., 2017).
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Portanto, para o uso seguro e eficiente das propriedades medicinais presentes nas
folhas do maracuja, é preciso determinar a qualidade da matéria-prima. Devido a
relevancia da especie P. edulis no pais, o presente estudo objetivou realizar a
caracterizacdo boténica da droga vegetal, analises fisico-quimicas e fitoquimicas,

preparacdo do extrato bruto e verificacdo do seu potencial antioxidante.
MATERIAL E METODOS
1. Coleta e preparo do material vegetal

As etapas do estudo estdo descritas no diagrama 1. As folhas de P. edulis foram
coletadas nos dias 13 e 14 do més de abril de 2021, no periodo da tarde, resultando em
aproximadamente 10 kg. As coletas foram realizadas mediante autoriza¢do no campus da

Uninga, Maringa, Parana, Brasil (23°22'03"S 51°53'57"W).

Diagrama 1. Roteiro metodologico
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As folhas coletadas de P. edulis foram submetidas a secagem em estufa de ar
circulante em condicGes controladas de temperatura a 36,0 °C durante 72 h. A amostra
seca foi submetida ao processo de quarteamento e 250 g do farmacdgeno foram
reservados para a determinacdo de matéria estranha. O quarteamento é uma forma de
garantir a reducdo do tamanho da amostra primaria, mantendo a boa representatividade e
evitando-se pulverizagdo de grandes volumes (OLIVEIRA; AQUINO, 2007). O restante

da droga vegetal foi pulverizado em moinho de martelos (Tigre, ASNG).

2.1. Determinacdo de matéria estranha

Uma camada fina da amostra (250 g) foi espalhada sobre uma superficie plana. A
matéria estranha, ou seja, qualquer material que ndo conste na descri¢do farmacopeica da
espécie vegetal, foi manualmente removida, primeiramente a olho nu e depois com
auxilio de lente de aumento (5 e 10 vezes). Apos, o farmacdgeno restante foi novamente
pesado e descontado a diferenca da amostra antes do processo, para determinar a
porcentagem de matéria estranha (ANVISA, 2019).

2.2. Perda por dessecacéo

Para determinar a perda por dessecacao foi utilizado o método de dessecacdo por
balanga com infravermelho (Ohaus, modelo MB35). Foi pesado cerca de 1 g da amostra,
distribuida uniformemente no coletor. Em seguida, a amostra foi submetida a temperatura
de 105 °C pelo periodo de 45 min. Esse processo foi realizado em triplicada e através da
média o resultado foi expresso em perda de substancias volateis e/ou agua residual
(ANVISA, 2019).

2.3  Determinacéo das cinzas totais

As cinzas totais incluem tanto as fisioldgicas quanto as ndo-fisioldgicas. Foram
utilizados cerca de 3 g da droga vegetal pulverizada, e transferidos para cadinhos
previamente tarados. Em seguida foram incinerados em mufla (Solidsteel, modelo SSFM
6,7 L), utilizando gradiente de temperatura (30 min a 200 °C, 60 min a 400 °C, e 90 min
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a 600 °C), até toda parte orgéanica ser eliminada. Aguardou-se o resfriamento em
dessecador e realizou-se a pesagem. A andlise foi realizada em quintuplicada e a
porcentagem de cinzas totais foi calculada em relagdo a droga seca (ANVISA, 2019).

2.4.  Determinacdo do indice de espuma

Iniciou-se com a pesagem exata de 1 g da amostra pulverizada, transferida para
Erlenmeyer contendo 50 mL de &gua fervente. A amostra foi mantida em fervura por 30
min. Ap0s foi resfriada, filtrada e completado com agua o volume em baldo volumétrico
de 100 mL. A amostra foi dividida em 10 tubos de ensaio com tampa, em séries sucessivas
de 1 a 10 mL. Apds, cada tubo foi completado com &gua até alcancar 10 mL, tampados e
agitados, em movimentos verticais por 15 s. O resultado foi expresso de acordo com a
altura da espuma. (ANVISA, 2019).

2.5.  Descri¢cdo macroscopica e microscopica

Na analise macroscopica foi realizada a identificacdo das folhas inteiras,
observando o tamanho, cor, consisténcia, textura, e superficie foliar. Para identificacdo
do odor foi colocado uma amostra em um recipiente de vidro e inalado devagar, repetidas
vezes, e classificado a intensidade do odor (ANVISA, 2019).

Para a analise microscépica, as folhas de P. edulis foram seccionadas a mao livre
com o auxilio de lamina de barbear, descoradas com a solucdo de hipoclorito de sodio
30% e coradas com a dupla coloragéo azul de Astra e safranina (1:1, v/v). Em seguida, as
seccOes foram montadas como laminas semipermanentes em gelatina glicerinada e
observadas em microscépio optico (MO) (KRAUS; ARDUIN, 1997).

2.6.  Flavonoides totais

Para a determinagéo do teor de flavonoides totais foram preparadas as solugdes
estoque, amostra e branco.

Para o preparo da solucdo estoque foram pesados 0,400 g do farmacdgeno
pulverizado e colocado em um bal&o de fundo redondo de 50 mL. Adicionaram-se 20 mL

de alcool etilico 50% (v/v) e a mistura foi mantida sob refluxo por 30 min. Em seguida a
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amostra foi filtrada e 20 mL de alcool etilico 50% (v/v) foi adicionado, mantendo em
refluxo por mais 30 min. Filtrou-se novamente em papel filtro e o filtrado foi transferido
para um baldo volumétrico de 50 mL, completado o volume com &lcool etilico 50% (v/v)
e homogeneizado (ANVISA, 2019). Esse processo foi realizado trés vezes e calculado a
umidade e o teor de flavonoides totais.

No preparo da solugdo amostra, 0,8 mL da solugéo estoque foram transferidos
para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionados 0,8 mL de cloreto de aluminio a 2% (p/v)
em alcool etilico 50% (v/v), completado o volume com mesmo solvente e
homogeneizado. Para a solucdo branco, foram transferidos 0,8 mL da solu¢do em estoque
para um bal&o volumétrico de 10 mL e completado o volume com &lcool etilico 50% (v/v)
e homogeneizado.
Apbs o preparo das solucGes, foi determinada a absorvancia em espectrofotémetro a 397
nm da solucdo branco para ajuste do zero e da solucdo amostra. Entéo realizado o calculo
do teor de flavonoides totais conforme a formula abaixo, considerando Teor de
Flavonoide (TF), absorvancia (A) e massa da amostra em gramas (m), expressos em
apigenina, em percentual conforme a 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira (ANVISA,
2019).

TF=A X625
m X 365,3

3. Preparacao do extrato bruto (EB)

O extrato bruto (EB) foi produzido a partir das folhas secas moidas de P. edulis,
empregando &lcool 50 °GL como liquido extrator, na proporcéo de 10% (p/v) de droga
vegetal, pelo método de turbo-extracdo, durante 20 min, com intervalos de 5 min e
temperatura inferior a 40 °C. O extrato foi filtrado e o volume final ajustado. Apds, o
extrato foi concentrado em evaporador rotatorio sob pressao reduzida, a temperatura de
40 °C, até a eliminacdo completa do solvente organico, congelado em nitrogénio liquido

e liofilizado. O extrato bruto foi acondicionado e armazenado em freezer a -20 °C.
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3.1  Avaliacdo do potencial antioxidante do EB por DPPH

Foi pesado, exatamente cerca de 1 mg de EB, diluido em metanol (solu¢do mae,
SM, 1 mg/mL). A partir da SM foram realizadas dilui¢ces seriadas em tubos eppendorf
de 2,0 mL, e homogeneizadas em vortex, alcancando as concentragdes de 100 pg/mL até
1,5625 pg/mL. Apds, foram diluidos 1,7 mg de DPPH em 1700 pL de metanol, resultando
em uma solucdo a 65 uM. Foram aplicados 100 pL de cada diluicéo seriada do extrato
em placas de 96 pocos (triplicata), e adicionaram-se 100 pL da solugdo de DPPH. Foram
realizados os controles: negativo (metanol e DPPH), positivo (quercetina e vitamina C) e
branco (metanol). Os controles positivos, quercetina e vitamina C, foram diluidos em
metanol nas concentracfes de 30 e 50 pg/mL, respectivamente. A placa foi incubada a
temperatura ambiente e auséncia de luz por 30 min e realizada a leitura a 517 nm em
leitora de microplacas (EPOCH 2) (RUFINO et al., 2007; SOUSA, et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A secagem dos 10 kg das folhas de P. edulis em estufa com circulacdo de ar
forcada resultou em 2,2254 kg do farmacdogeno. A secagem em estufa é um método que
mantém os teores de macronutrientes e é eficiente na obtencdo da matéria seca para as
analises quimicas (MARCANTE, 2010; GANCEDO, 2019).

Com as folhas secas foram realizadas as analises de controle de qualidade. Essas
etapas servem para identificar e quantificar os marcadores, podendo fornecer informacoes
mais exatas quanto a presenca de materiais externos a planta (ANVISA, 2019).

O processo de identificacdo, caracterizacdo e avaliacdo de uma droga vegetal,
deve compreender a autenticidade, que busca realizar a comparacdo entre as
caracteristicas das folhas e do padrdo da descricdo farmacognostica. Para isso, utiliza-se
o0 processo visual (FARIAS, 2003). Assim, a analise das folhas de P. edulis estdo descritas
a seguir considerando seus aspectos macro e microscopicos.

As folhas de P. edulis apresentaram comprimento médio de 6-10 cm e largura
média de 10-13 cm. Cor verde escuro a castanho, consisténcia maleavel e fina, com
superficie lisa, bordas levemente serrilhadas e odor caracteristico. As folhas s&o
hipoestomaticas, com estdmatos do tipo paracitico, anisolitico e normocitico. Presenca de

tricomas tectores unicelulares na regido da nervura central, diferente do observado em P.
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flavicarpa (WOSCH, 2015) e semelhante ao descrito para P. edulis na Farmacopeia
Brasileira (2019).

As folhas apresentaram cuticula espessa, em seccdo transversal, e epiderme
uniestratificada, parénquima palicadico contendo poucos estratos celulares e parénquima
esponjoso constituido por varias camadas celulares (Figura 1A). A nervura principal, em
seccdo transversal, apresenta uma protuberancia na face adaxial e a face abaxial é
convexa. A epiderme apresenta tricomas tectores unicelulares, na regido da
protuberancia. Células de colénquima interrompem o parénquima clorofiliano (Figura
1B). O sistema vascular é composto por quatro feixes vasculares, com a presenca de
drusas no floema (Figura 1C). O peciolo, em secc¢do transversal, apresenta dois lobos
evidentes na face adaxial, com a presenca de colénquima internamente a epiderme. Em
cada um dos lobos estdo presentes feixes vasculares, além de grupos de feixes vasculares

dispostos em forma de anel na regido central (Figura 1D).

Figura 1. Aspecto microscopico das folhas e do peciolo de Passiflora edulis. (A)
Mesofilo em seccédo transversal. (B) Seccdo transversal da lamina foliar e detalhe da
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nervura principal. (C) Detalhe da nervura central, em seccao transversal, mostrando a
presenca de drusas na regido do floema. (D) Aspecto geral do peciolo em sec¢do
transversal. Face abaxial (ab); face adaxial (ad); cambio (ca); colénquima (co); cuticula
(cu); drusa (d); epiderme (ep); floema (f); feixe vascular (fv); inclusdo celular (ic);
parénquima palicadico (pp); parénguima esponjoso (pj); xilema (x).

Com a anélise de matéria estranha foram removidos da amostra inicial um total
de 0,28 g de matéria estranha (0,11%). Este valor esta dentro do limite estabelecido pela
Farmacopeia Brasileira (2019), que deve ser inferior a 2% (p/p). Segundo a Farmacopeia
Brasileira (2019), a matéria estranha pode ser classificada em trés tipos principais,
incluindo partes do 6rgéo ou 6rgdos dos quais a droga vegetal provém, exceto os incluidos
na definicdo e descricdo da droga; quaisquer organismos, porcdes ou produtos de
organismos ndo especificados em monografia; e impurezas de natureza mineral ou demais
sujidades, ndo inerentes a droga vegetal (ANVISA, 2019).

Apods retirada de matéria estranha, o0 montante total de folhas secas (2,2254 kQ)
foi submetido a moagem em moinho de martelos, resultando em 1,975 kg. Parte desta
amostra foi submetida a analise do teor de umidade e determinacédo de cinzas totais, e 0s

resultados podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Determinacdo da pureza das folhas de Passiflora edulis

Ensaios Resultados £DP (CV%o)
Determinacdo de agua (%) 10,99+0,49 (4,63%)
Determinacdo de cinzas totais (%) 17,8%=0,61 (3,44%)

*DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagao.

Considerando que o limite estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (2019) para
as folhas de P. edulis é de até 11,0% de agua, a amostra encontra-se dentro do limite.
Determinar o teor de 4gua é importante, pois existem caracteristicas que estdo diretamente
relacionadas, como o0 aroma, a cor, a densidade, e a conservacdo do produto (BERA,;
ALMEIRA, 2007). Esse valor permite considerar que o tempo de secagem foi suficiente
e que o armazenamento foi realizado de forma correta, prevenindo a degradacdo do
material vegetal (HUBINGER; SALGADO; MOREIRA, 2009; LIMA, 2019).

O teor de cinzas totais da amostra foi 17,8%, ultrapassando o limite maximo de
10,0% estabelecido na Farmacopeia Brasileira para as folhas de P. edulis (ANVISA,

2019). Como esta analise visa verificar impurezas inorganicas ndo volateis que podem
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estar presentes, este resultado indica a presenca de materiais inorganicos nédo volateis
(como por exemplo, pedra, terra ou areia), decorrente de alguma adversidade durante a
coleta, higienizagdo, ou preparo/processamento da amostra (SOUZA et al., 2017;
GUZZO et al., 2015).

A analise do indice de espuma resultou espuma inferior a 1 cm, encontrando-se
dentro do parametro estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).

A andlise do teor de flavonoides totais resultou em 59,20% + 3,42 (CV%-= 5,78).
De acordo com a Farmacopeia Europeia, citada por Paris (2002), a espécie de Passiflora
deve ter no minimo 15% de flavonoides totais em sua matéria seca, para que possam ser
utilizados pela industria farmacéutica (FREITAS et al, 2007). Portanto, os resultados
desse estudo estdo dentro do parametro minimo exigido. Considerando, que o teor do
composto é utilizado como indicador de qualidade da planta, ao determinar sua atividade
e isso impacta inclusive no valor de mercado da planta. Quanto maior o teor de
flavonoides em suas folhas, maior seu preco, informacéao que reforga a importancia desse
tipo de estudo para a industria farmacéutica, que investe em produtos de melhor qualidade
(COHEN et al, 2008).

A producédo do extrato bruto a partir da droga vegetal foi realizada pelo método
de turbo extracdo, com rendimento 13,25%. A avaliacdo do potencial antioxidante foi
realizada utilizando o extrato bruto e os padrbes quercetina e vitamina C. Os resultados
podem ser observados na tabela 2. A curva padrdo foi preparada com uma solucao de

Trolox em diferentes concentracoes.

Tabela 2. Avaliagdo antioxidante do extrato bruto de Passiflora edulis.

Amostra
I1Cso (Mg/mL, CV%
Extrato Bruto de P. edulis 314,0033 + 15,09 (4,80)
Quercetina 19,91 + 0,40 (2,02)
Acido ascorbico 17,98 + 0,66 (3,69)
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Neste estudo obteve-se a informacdo que com 314,0033 pg/mL de extrato das
folhas de P. edulis é possivel reduzir 50% do radical DPPH. Vieira (2013) também
analisou as folhas de P. edulis, destacando sua capacidade antioxidante.

CONCLUSAO

A maioria dos resultados encontraram-se dentro do padrdo estabelecido pela
Farmacopeia Brasileira e Europeia.

A descricdo macro e microscopica e a auséncia de materias estranhas estdo de
acordo com a Farmacopeia Brasileira e identifica a espécie P. edulis.

Os teores de umidade, espuma e flavonoides totais encontram-se dentro do
estabelecido na monografia da Farmacopeia Brasileira e Europeia.

O teor de cinzas totais, indicando a presenca de materiais contaminantes, esta fora
do valor estabelecido pela Farmacopeia Brasileira, necessitando uma melhor avaliacdo

no processo de coleta do farmacdgeno.
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