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Obtenção e caracterização do extrato seco por spray drying de Punica granatum para o 

desenvolvimento de comprimidos mucoadesivos. SEAN TELLES PEREIRA. Orientador: 

Dr. Lívio César Cunha Nunes. Dissertação de Mestrado. Programa de Pós-graduação em 

Ciências Farmacêuticas. Centro de Ciências da Saúde. Universidade Federal do Piauí, 2014. 

 

RESUMO 

 

Punica granatum, vulgarmente conhecida como romãzeira, corresponde a um vegetal que 

durante séculos, as cascas, folhas, flores e frutos têm sido utilizados para o tratamento de 

inúmeras doenças. O objetivo do presente trabalho foi otimizar a obtenção de extrato seco a 

partir de solução extrativa hidroetanólica do pericarpo do fruto de Punica granatum por 

secagem em spray drying, visando o desenvolvimento tecnológico de comprimidos 

mucoadesivos.  No primeiro capítulo realizou-se um levantamento bibliográfico dos últimos 

dez anos (2005-2014) sobre o uso terapêutico de Punica granatum. Os resultados mostraram 

inúmeras propriedades biológicas desta espécie vegetal em ensaios in vitro e in vivo, 

comprovando a importância e viabilidade do seu uso. Destacam-se as atividades 

antiproliferativas, antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatórias. O segundo capítulo 

apresenta a obtenção e caracterização de extrato etanólico e extrato seco do pericarpo do fruto 

de Punica granatum. O extrato seco foi obtido por secagem em spray drying tendo como 

parâmetro de comparação o extrato seco por liofilização. A secagem por spray drying utilizou 

adjuvantes tecnológicos a fim de melhorar as características dos pós secos. Após 

caracterização quanto às propriedades de fluxo, umidade residual, higroscopicidade, 

morfologia e perfis cromatográficos, determinaram-se o melhor processo de secagem. As 

propriedades reológicas dos pós sugerem que extratos sem uso de adjuvantes tecnológicos 

apresentam melhores características relacionadas ao fluxo e à compressão. Entretanto, a não 

utilização desses adjuvantes possui como desvantagem a alta higroscopicidade. A análise 

cromatográfica concluiu que o processo de secagem não altera quali ou quantitativamente os 

componentes químicos dos extratos. O terceiro capítulo apresenta uma avaliação da 

capacidade antioxidante dos extratos secos e avalia a atividade antimicrobiana do extrato 

eleito como melhor produto intermediário. Os resultados obtidos para esses ensaios 

confirmaram os relatos da literatura, que apontam a alta capacidade antioxidante e corrobora o 

uso etnofarmacológico desse vegetal no tratamento de infecções bacterianas e fúngicas. No 

último capítulo foi obtido e caracterizado comprimidos mucoadesivos contento extrato seco 

de Punica granatum produzidos a partir de uma mistura em diferentes proporções de 

hidroxipropilmetilcelulose e amido.  Os comprimidos foram obtidos por compressão direta e 

apresentaram características físico-químicas adequadas em relação aos parâmetros 

farmacopeicos (dimensões uniformes, baixa variação de peso, dureza e friabilidade). Em 

relação às características adesivas (intumescimento, força e tempo de mucoadesão), a 

formulação com proporção equimolar entre hidroxipropilmetilcelulose e amido apresentou as 

melhores respostas. As formulações obtidas correspondem a um ponto de partida para o 

desenvolvimento de formulações farmacêuticas. 

Palavras-chave: Punica granatum; Punicaceae; spray drying; comprimidos mucoadesivos. 
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Obtaining and characterization of dry extract by spray drying of Punica granatum for 

development of mucoadhesive tablets. SEAN TELLES PEREIRA. Advisor: Dr. Lívio 

César Cunha Nunes. Master’s Dissertation. Post-graduate Program in Pharmaceutical 

Sciences. Center for Health Sciences. Federal University of Piauí, 2014. 

 

ABSTRACT  

 

Punica granatum, commonly known as pomegranate, corresponds to a plant for centuries 

been used about husks, leaves, flowers and fruits for treating numerous diseases. This study 

has as object to optimize the achievement of dry extract from hydroethanolic extract of 

pericarp fruit of Punica granatum by spray drying, aiming technological development of 

mucoadhesive tablets. In first chapter we held a literature review of the last ten years (2005-

2014) on the therapeutic use of Punica granatum. Results showed numerous biological 

properties in in vitro and in vivo assays demonstrating the importance and viability of their 

use. There are antiproliferative, antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory activity. The 

second chapter presents the obtaining and characterization of ethanolic and dry extracts of 

pericarp from Punica granatum. The dry extract was obtained by drying in spray dryer taking 

as control parameter the dry extract by lyophilization. The spray drying process used aids 

drying to improve powder characteristics. After characterization about flow properties, 

residual moisture, hygroscopicity, morphology and chromatographic profiles was determined 

the best drying process. The rheological properties of powders suggest that no use of aids 

drying show extracts with better characteristics related to flow and compression. However the 

use of these aids has the disadvantage of high hygroscopicity. Chromatographic analysis 

concluded that drying process does not alter the qualitative or quantitative chemical 

composition of extracts. The third chapter presents an evaluation of antioxidant capacity by  

dried extract and evaluate the antimicrobial activity of the elected extract as best intermediate 

product. The results for these tests confirmed the reports in the literature, pointing to high 

antioxidant capacity and corroborates the ethnopharmacological use of this plant to treat 

bacterial and fungal infections. In the last chapter were obtained and characterized 

mucoadhesive tablets with Punica granatum dry extract produced from a mixture in different 

ratios of hydroxypropyl methylcellulose and starch. The tablets were obtained by direct 

compression and showed physical and chemical characteristics appropriate in relation to  

pharmacopoeial parameters (uniform size, low weight variation, hardness and friability). 

Regarding the adhesive characteristics (swelling, strength and mucoadhesion time) the 

formulation with an equimolar ratio of hydroxypropyl methylcellulose and starch obtained the 

best answers. The obtained formulations correspond to starting point for further testing. 

Keywords: Punica granatum; Punicaceae; spray drying; mucoadhesive tablets. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Estima-se que o gasto com medicamentos em todo o mundo aumentará de 1 trilhão de 

dólares em 2014 para 1,2 trilhões até o final de 2017 (IMS, 2013). O Brasil, que hoje ocupa a 

sexta colocação no ranking do comércio de medicamentos, alcançará a quarta colocação em 

2016 (IMS, 2012).  

O uso de medicamentos cujos constituintes ativos são plantas ou derivados vegetais é 

denominado fitoterapia. Estima-se que pelo menos 25% dos medicamentos modernos são 

derivados diretamente ou indiretamente de plantas medicinais, principalmente por meio da 

aplicação de tecnologias modernas ao conhecimento tradicional (BRASIL, 2012).  

Os medicamentos fitoterápicos são responsáveis por uma parcela significativa do 

mercado, e o crescimento das vendas, mais de 15% ao ano contra 4% ao ano obtido com a 

venda de fármacos sintéticos, corresponde a principal atração. Assim, considerando tanto as 

vendas de produtos fitoterápicos como toda a cadeia de produção, o mercado brasileiro 

movimenta cerca de 1 bilhão de dólares por ano (CARVALHO et al., 2011). Paradoxalmente 

a parcela dos produtos fitoterápicos no mercado farmacêutico e a biodiversidade brasileira, 

praticamente toda a matéria-prima utilizada na produção de fitoterápicos é importada 

(BRASIL, 2012). 

A formulação e implementação de políticas públicas, programas e legislação com 

vistas à valoração e valorização das plantas medicinais e derivados nos cuidados primários 

com a saúde e sua inserção na rede pública são avanços recentes (BRASIL, 2012). 

Atualmente, a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no 

Sistema Único de Saúde (SUS) e a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos 

(PNPMF) através do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos norteiam ações 

e programas com plantas medicinais e fitoterapia e buscam garantir à população brasileira o 

acesso seguro e seu uso racional (BRASIL, 2006a;2006b;2008). Em 2009, o Ministério da 

Saúde divulgou a Relação Nacional de Plantas  Medicinais  de  Interesse  ao  Sistema Único 

de Saúde (RENISUS) com o objetivo de orientar estudos e pesquisas para subsidiar a 

elaboração da lista de plantas medicinais e fitoterápicos a serem disponibilizados para uso da 

população. Dentre as 71 plantas de interesse ao Sistema Único de Saúde, está a Punica 

granatum L., popularmente conhecida como romãzeira. 

Punica granatum é uma planta arbustiva originária do oriente médio, cultivada 

principalmente no Irã, Índia e países mediterrâneos como Egito, Turquia, Tunísia, Espanha, 

Marrocos, Afeganistão e Paquistão, mundialmente difundida. Punica granatum é pertencente 
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à família Punicaceae. Sua classificação morfológica é bem próxima às famílias Lythraceae e 

Onagraceae. É um vegetal tolerante à seca e de fácil cultivo em zonas áridas e semiáridas. É 

uma árvore espinhosa e pode crescer até 3 metros de altura. Seu tronco é reto com coloração 

acinzentada se avermelhando nos ramos mais novos e ramifica-se intensamente. As folhas são 

opostas, estreitas, oblongas com 3 a 7 cm de comprimento e 2 cm de largura. As flores 

possuem cor vermelha, laranja ou rosa com 3 cm de diâmetro, e contêm quatro a cinco 

pétalas. O fruto de Punica granatum, conhecida como romã, possui forma hexagonal 

arredondada, com 5 a 12 cm de diâmetro e peso médio de 200 g. Uma casca grossa envolve 

cerca de 600 arilos, que encapsulam as sementes (HAJIAHMADI; TALEBI; SAYED-

TABATABAEI, 2013;  LORENZI, 2002;  MIDDHA; USHA; PANDE, 2013;  

ZARFESHANY; ASGARY; JAVANMARD, 2014). 

Extratos de Punica granatum têm sido utilizados ao longo de séculos com diversas 

finalidades medicinais. São várias as propriedades terapêuticas comumente atribuídas as 

diferentes partes desse vegetal, dentre as quais se destacam as atividades antiproliferativa, 

antimicrobiana e anti-inflamatória (ZARFESHANY; ASGARY; JAVANMARD, 2014). 

Assim, é claro o interesse em desenvolver métodos, processos e formulações a base deste 

vegetal para a obtenção de formas farmacêuticas. 

O processo de secagem de extratos vegetais corresponde a uma etapa importante no 

desenvolvimento tecnológico de fitomedicamentos, visto as inúmeras vantagens de trabalhar 

com extratos secos, tais como: maior estabilidade química, físico-química e microbiológica, 

fácil padronização, maior concentração de compostos ativos, facilidade de transporte, menos 

espaço para armazenamento e elevada capacidade de transformação em diferentes tipos de 

formas farmacêuticas, sobretudo as sólidas (FERNANDES et al., 2014;  OLIVEIRA; 

PETROVICK, 2010). 

É nesse contexto que a técnica de secagem por aspersão (spray drying) é amplamente 

aplicada na obtenção de extratos secos com melhores características tecnológicas. As 

propriedades físico-químicas dos produtos obtidos por spray drying são influenciadas por 

fatores relacionados ao processo, à formulação do material e ao equipamento utilizado 

(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Esta técnica possibilita a obtenção de produtos 

intermediários constituídos por partículas de pó mais homogêneas, estáveis e que apresentam 

um bom fluxo. A obtenção dessas características facilita o desenvolvimento de formulações 

farmacêuticas finais (CUNHA et al., 2010). 

Desse modo, o desenvolvimento de produtos farmacêuticos oriundos de plantas 

medicinais é necessário e justificável. O presente trabalho foi organizado em quatro capítulos 
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e teve como objetivo obter e caracterizar o extrato seco por aspersão (spray drying) de Punica 

granatum para o posterior desenvolvimento de comprimidos mucoadesivos.   
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Obter comprimidos mucoadesivos contendo extrato seco por spray drying do 

pericarpo de Punica granatum. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Obter extrato hidroalcóolico do pericarpo do fruto de Punica granatum; 

 Otimizar o processo de secagem do extrato hidroalcóolico de Punica granatum 

utilizando a técnica por aspersão (spray drying); 

 Caracterizar o extrato seco obtido a fim de determinar o melhor processo de secagem; 

 Determinar a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato seco de Punica 

granatum; 

 Obter comprimidos mucoadesivos contendo extrato seco de Punica granatum; 

 Caracterizar os comprimidos mucoadesivos e determinar a melhor formulação. 
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3. CAPÍTULO I - Evidências científicas de Punica granatum como alternativa 

terapêutica: uma revisão 

 

(Artigo submetido à Phytochemistry Reviews. Fator de Impacto: 2,407) 
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Resumo 

Punica granatum é uma planta com tradição de uso medicinal em diversos países. As 

preparações de P. granatum são utilizadas há séculos com inúmeros propósitos medicinais. A 

literatura reporta essa planta, em particular o seu fruto, como uma rica fonte de polifenóis 

bioativos, compostos com características antioxidantes e diversas propriedades terapêuticas. 

Embora a existência de vários estudos, poucos têm sido realizados a fim de determinar a 

eficácia em humanos. Esta revisão resume o conhecimento científico atual sobre os aspectos 

farmacológicos desse vegetal, com destaque aos efeitos estudados extensivamente 

(antiproliferativo, antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatório), a fim de proporcionar 

uma fonte de informação atualizada para os interessados em desenvolver pesquisas com a 

espécie. 

 

Palavras-chave: planta medicinal; Punicaceae; romãzeira; Punica granatum; efeito 

terapêutico; propriedades farmacológicas. 
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Abstract 

Punica granatum L. (Punicaceae) is a plant with a history of medicinal use in several 

countries. For centuries, P. granatum (pomegranate) preparations have been used for 

countless medicinal purposes. The literature describes this plant and its fruit in particular, as a 

rich source of bioactive polyphenols, compounds with antioxidant characteristics and various 

therapeutic properties. Although many studies on the medicinal use of P. granatum exist, few 

have been performed with the aim of determining its efficacy in humans. The present review 

summarizes the current scientific knowledge on the pharmaceutical aspects of this plant, 

highlighting its extensively researched effects (antiproliferative, antimicrobial, antioxidant, 

and anti-inflammatory), with the purpose of providing an updated source of information for 

those interested in developing research on this species. 

 

Keywords: medicinal plants; Punicaceae; pomegranate; Punica granatum; therapeutic effect; 

pharmacological properties. 
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INTRODUÇÃO 

 

 Nos últimos anos, o uso terapêutico de plantas aumentou progressivamente. O uso de 

Punica granatum (P. granatum) remonta a manuscritos bíblicos e relatos de sua qualidade 

terapêutica acompanha o homem desde a antiguidade. Para os babilônios, as sementes do 

fruto de P. granatum são consideradas um agente da ressurreição; os persas acreditavam que 

as sementes conferiam a invencibilidade nas batalhas, enquanto para os antigos chineses, as 

sementes simbolizavam longevidade e imortalidade (MINAIYAN et al., 2014;  USTA et al., 

2013;  VIUDA-MARTOS; FERNANDEZ-LOPEZ; PEREZ-ALVAREZ, 2010). 

Punica granatum pertence à família Punicaceae. É nativa da região do Irã, norte da 

Índia, países mediterrâneos, Malásia e, em certa medida, dos Estados Unidos, China e Brasil 

(LUCCI et al., 2015;  MINAIYAN et al., 2014;  VIUDA-MARTOS; FERNANDEZ-LOPEZ; 

PEREZ-ALVAREZ, 2010). Está disponível em diversos produtos comerciais, tais como suco, 

extratos secos, cápsulas, molhos, temperos, os quais são derivados principalmente da semente, 

arilos e pericarpo do fruto (ZARFESHANY; ASGARY; JAVANMARD, 2014). O seu uso 

etnofarmacológico é direcionado ao tratamento contra diarreias, parasitas e desordens 

inflamatórias (SHIRODE et al., 2015). O objetivo desta revisão é buscar evidências científicas 

dos efeitos terapêuticos atribuídos à Punica granatum, sobretudo relacionados aos problemas 

de saúde tratados com esta espécie bem como a parte da planta utilizada.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Realizou-se uma pesquisa eletrônica nas bases de dados do Pubmed, Web of Science e 

Scopus utilizando como busca a expressão “((punica granatum) OR pomegranate) AND 

(therapeutic effects)”. A busca utilizando termos livres, sem uso de vocabulário controlado 

(descritores), foi escolhida como estratégia de obter maior número de manuscritos. 

 Os critérios de inclusão corresponderam aos trabalhos que propuseram avaliar algum 

efeito terapêutico de extratos, misturas vegetais e/ou produtos comerciais que continham em 

sua composição Punica granatum (trabalhos que utilizaram compostos isolados da planta 

também foram incluídos no estudo); manuscritos no formato de artigo; e trabalhos publicados 

nos últimos dez anos (2005-2014). Após a busca em cada base de dados mencionada, utilizou-

se o software EndNote-X5 como ferramenta de gerenciamento dos artigos e suas referências. 
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 Ao final da triagem, os artigos foram avaliados através de leitura e análise do título, 

resumo e texto completo. Patentes, capítulos de livros e editoriais foram deixados de fora 

dessa pesquisa. 

 Para a análise e/ou apresentação dos dados, utilizaram-se os software Microsoft Excel 

(versão 2010), TerraView-4.2.2, ACD/ChemSketch (versão gratuita), todos para o 

ambiente Windows. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Um total de 318 trabalhos foram encontrados na base Pubmed, sendo 4 livros e 35 

publicados entre os anos de 1954 e 2004. Assim, desta base foram incluídos, 279 artigos. A 

busca na base Scopus retornou 100 trabalhos, dos quais 6 correspondiam a capítulos de livros 

e 3 publicados entre os anos de 2002 e 2004. Portanto, desta base foram incluídos 91 artigos. 

A busca na base Web of Science obteve 206 trabalhos, 24 patentes e 5 publicados entre 2002 e 

2004. Da base Web of Science foram incluídos 177 artigos. Ao final, das três bases de dados 

utilizadas, obtiveram-se 547 manuscritos. Excluídos os duplicados (ou) triplicados restaram 

418 trabalhos para avaliação. Ao final da leitura do título, resumo e texto completo, foram 

incluídos nessa revisão 355 artigos. Desse total, 77 (22%) corresponderam a revisões da 

literatura sobre o uso de P. granatum ou derivados para fins terapêuticos. 

 

Aumento da pesquisa com Punica granatum 

 É notório que nos últimos anos ocorreu um aumento significativo de estudos cujo foco 

é a utilização de P. granatum ou derivados para alguma finalidade terapêutica. Percebe-se que 

mais da metade (57%) dos trabalhos incluídos foram publicados nos últimos quatro anos. A 

figura 1 apresenta esse crescimento. 

 

Figura 1 – Distribuição do número de publicações em função do ano. 
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Centros de pesquisa 

A análise dos artigos incluídos mostrou que a maior quantidade de trabalhos é de 

autores vinculados a instituições localizadas nos Estados Unidos da América (EUA), Índia, 

Turquia, Brasil e Irã. A grande quantidade de trabalhos de origem norte-americana (114) é 

compreendida pelo vasto interesse das instituições desse país na busca de alternativas obtidas 

a partir de P. granatum para o tratamento ou prevenção do câncer, visto que 50% (35 artigos) 

dos trabalhos que apresentaram esse efeito terapêutico eram de autoria de pesquisadores com 

filiação nos EUA. Destaca-se ainda o grande consumo do fruto de P. granatum pela 

população norte-americana devido a grande variedade de produtos disponíveis no mercado 

desse país. 

Tem-se também um grande interesse de pesquisadores com vínculo a instituições 

indianas. Esse resultado reflete o interesse por fitoterapia desse país, justificado pela prática 

da medicina ayrvédica, que corresponde a um dos sistemas de saúde vigentes mais antigos do 

mundo. Com origem na Índia, essa medicina inclui dieta e fitoterapia, e enfatiza o uso do 

corpo, da mente e do espírito na prevenção e tratamento das enfermidades (FERNÁNDEZ et 

al., 2015).  

Em seguida, o maior número de autores é vinculado às instituições da Turquia, Brasil, 

Irã e China. Em relação à Turquia, Irã e China, justifica-se pelo fato da P. granatum ser uma 

planta nativa da região mediterrânea, em especial Irã, Afeganistão, Índia e, também, da China 

(LUCCI et al., 2015;  MINAIYAN et al., 2014). Entretanto, é um vegetal cultivado em 

diversas regiões do mundo, inclusive no Brasil, confirmando o interesse em seu estudo nesse 

país. No Brasil, em especial, detaca-se a inclusão da P. granatum em uma lista de autoria do 

órgão máximo da saúde como de interesse do sistema de saúde do país (BRASIL, 2009). A 

figura 2 apresenta a nacionalidade das instituições com as quais os autores possuem vínculo 

(trabalhos desenvolvidos em mais de uma nacionalidade foram considerados individualmente 

para cada nação). 
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Figura 2- Nacionalidade das instituições vinculadas aos autores. 

 

 

Partes da planta estudadas 

Praticamente todas as partes desse vegetal têm sido estudadas com diversos objetivos. 

Dos manuscritos incluídos no estudo, 26,30% (73) utilizaram o pericarpo do fruto, que 

corresponde ao epicarpo e mesocarpo; 20,10% (56), produtos comerciais e 16,90% (47), 

compostos isolados. Dentre os produtos comerciais, a maior parte utilizou extratos 

padronizados e/ou suco do fruto. Em seguida, existe uma predominância de estudos 

utilizando, simultaneamente, arilos e sementes (12,60%), matéria-prima utilizada 

praticamente em todas as metodologias de obtenção do suco desse vegetal, visto que é 

considerada a parte comestível da planta. Destaca-se ainda que 9,40% (26) dos estudos 

utilizaram o fruto inteiro nas pesquisas. A figura 3 apresenta a proporção dos estudos em 

função da parte de P. granatum utilizada. 

 

Figura 3 – Proporção dos estudos em função da parte de Punica granatum utilizada. 
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Constituintes químicos 

Diversos fitoquímicos podem ser encontrados nas diferentes partes de P. granatum. 

Além da parte do vegetal, a composição química sofre forte influência também das condições 

ambientais (LI, X. et al., 2015;  WANG, L.; LI; et al., 2014). As folhas de P. granatum 

contêm principalmente esteróis, saponinas, flavonoides, alcaloides de piperidina e taninos 

(WANG, L.; LI; et al., 2014). Derivados de ácido gálico, ácidos graxos e triterpenóides (por 

exemplo, ácido ursólico, oleanólico, maslínico e asiático) foram isolados a partir das flores 

(BEKIR et al., 2013;  WANG, L.; LI; et al., 2014). A investigação fitoquímica dos frutos tem 

sido feito com as três principais partes anatômicas: arilos, pericarpo e sementes. Os arilos e 

pericarpo contêm antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidina), que fornecem ao suco 

a sua cor vermelha, bem como ácido elágico e taninos hidrolisáveis, tais como punicalagina, 

punicalina e ácido galágico. Flavanoides (campferol, quercetina e luteolina) também foram 

isolados das arilos e pericarpo (JAGANATHAN et al., 2014;  SREEKUMAR et al., 2014;  

ULLAH et al., 2014;  WANG, L.; LI; et al., 2014). O óleo da semente é composto de ácidos 

graxos conjugados em que o ácido punícico é o componente principal. A Figura 4 apresenta 

alguns componentes antioxidantes isolados a partir de P. granatum. 

 

Figura 4 - Alguns componentes antioxidantes presentes em Punica granatum. 
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Mclay e colaboradores (2012), as principais indicações para o uso de medicina alternativa era 

o bem-estar geral, a melhora do sistema imunológico e a profilaxia do câncer. De acordo com 

esse autor, os níveis de satisfação dos usuários que utilizam dessa medicina são altos. 38% 

dos pacientes dessa pesquisa utilizavam ervas, dentre elas, P. granatum. Isso explica o anseio 

da comunidade acadêmica de conseguir comprovar as informações etnofarmacológicas do uso 

desse vegetal não apenas para a prevenção, mas também para o tratamento do câncer. 

 Apesar do grande número de manuscritos comprovando a eficácia antiproliferativa de 

P. granatum, apenas três artigos correspondem a ensaios clínicos com humanos. Pantuk e 

coautores (2006) realizaram o primeiro ensaio clínico, no qual se comprovou que a utilização 

do suco de P. granatum conseguiu aumentar o tempo necessário para a duplicação do nível de 

PSA (PSADT). Apenas em 2013, mais dois ensaios clínicos demonstraram a eficácia do 

extrato padronizado no PSADT e a acumulação de um metabólito do extrato (urolithin-A), no 

tecido da próstata, capaz de reduzir os níveis de oxidação do DNA (FREEDLAND et al., 

2013;  PALLER et al., 2013). O grande interesse em estudos de câncer de próstata se explica 

pelo fato dos elagitaninos (compostos majoritários de P. granatum), no trato intestinal, 

sofrerem hidrólise a ácido elágico que é rapidamente metabolizado a urolithins. Os tecidos da 

próstata e cólon intestinal demonstram serem os únicos locais em que se confirmaram a 

presença desses metabólitos (GIMENEZ-BASTIDA et al., 2012;  NUNEZ-SANCHEZ et al., 

2014;  PIWOWARSKI et al., 2014;  SHIRODE et al., 2015).  

 MCDOUGALL et al. (2008) foram os únicos que demonstraram ineficiência da 

atividade antiproliferativa do extrato, obtido a partir do fruto inteiro, contra linhagens de 

células HeLa e CaCo-2. Uma possível explicação, segundo o autor, foi a baixa dose de extrato 

utilizada no ensaio quando comparado com outras pesquisas. 

 

Antimicrobiana 

 Muitas pesquisas que relatam atividade antimicrobiana de plantas têm sido publicadas 

recentemente. Com a crescente resistência aos antibióticos, o desenvolvimento de novas 

estratégias para o combate de bactérias é válido (COPPO; MARCHESE, 2014). P. granatum 

é uma das diversas plantas com extensa pesquisa sobre esse efeito terapêutico. Sua atividade 

antimicrobiana é atribuída principalmente à presença de compostos polifenólicos (COPPO; 

MARCHESE, 2014). 

 A tabela 2 (final do texto) apresenta um resumo dos trabalhos que pesquisaram essa 

atividade. Foram 56 artigos que apresentaram em seus resultados a eficácia ou não de 

produtos obtidos da planta. Apenas quatro estudos apresentaram ensaios in vivo 
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(BHADBHADE et al., 2011;  DISILVESTRO; DISILVESTRO, 2009;  HAYOUNI et al., 

2011;  MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006). Hayouni e colaboradores (2011) 

demonstraram, além da atividade antimicrobiana in vitro contra fungos e bactérias, o 

potencial terapêutico de pomadas contendo extrato hidroalcóolico do pericarpo de P. 

granatum em feridas dérmicas de porcos da índia. Destaca-se também o interesse da 

utilização dessa planta em odontologia (GROPPO et al., 2008;  OLIVEIRA, J. R. et al., 

2013). Bhadbhade et al. (2011), Disilvestro e Disilvestro (2009) e Menezes, Cordeiro e Viana 

(2006) em seus resultados levantaram a possibilidade de utilização de extratos na confecção 

de produtos, em especial, enxaguatórios bucais para a profilaxia e tratamento de doenças da 

cavidade oral (gengivites e placa dentária, por exemplo).  

 Entre os trabalhos analisados, sobressaiu-se, também, a utilização de preparações 

dessa planta como descontaminante de alimentos, em especial, carnes, queijos e vegetais 

(alface, cebolinha, salsa). Para esses estudos, determinou-se a ação antibacteriana, 

principalmente, contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, 

Salmonella sp. e Campilobacter jejuni (AL-ZOREKY, 2009;  BIRK et al., 2010;  

KARABIYIKLI; KISLA, 2012;  SHAN et al., 2011;  TAYEL et al., 2012). 

 O efeito sinérgico com antimicrobianos utilizados na clínica foi evidenciado em 

alguns estudos. Esse sinergismo melhorou a atividade quando se compara com aquela obtida 

pelas preparações vegetais ou antibióticos isolados. A atividade sinérgica foi observada com 

os antibióticos novobiocina, ciprofloxacino, fluconazol, tetraciclina, clorafenicol, 

gentamicina, ampicilina e oxacilina (AQIL, F.; AHMAD, 2007;  BRAGA; LEITE; et al., 

2005;  DEY et al., 2012;  ENDO et al., 2010;  PHATTHALUNG; CHUSRI; 

VORAVUTHIKUNCHAI, 2012). Esses resultados indicam que a utilização de preparações 

vegetais corresponde a uma terapia alternativa barata capaz de melhorar a eficácia de um 

fármaco existente. 

 Dentre os patógenos sensíveis às preparações de P. granatum ressaltam-se as bactérias 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa e o 

fungo Candida albicans. Braga e coautores (2005), além de demonstrarem a inibição e morte 

de S. aureus, conseguiram que o extrato metanólico do fruto, em uma concentração de 0,05% 

(v/v), fosse capaz de inibir a produção da enterotoxina estafilocócica A.   

O'may e Tufenkji (2011) mostraram que a punicalagina, um dos compostos 

majoritários dessa planta, foi capaz de bloquear a mobilidade "swarming" (mobilidade em 

meios sólidos e semi-sólidos mediada por múltiplos flagelos) de Pseudomonas aeruginosa. 
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Segundo o autor, esse resultado poderia ser estendido a outras cepas bacterianas com a 

finalidade de combater a colonização de superfícies por bactérias e a formação de biofilmes. 

Antioxidante 

 A atividade antioxidante de P. granatum foi avaliada em 9% dos trabalhos (32 artigos) 

incluídos nessa pesquisa. Os resultados demonstrados comprovam a forte ação antioxidante 

da planta, dos seus derivados e compostos isolados. O fruto de P. granatum mostrou 

superioridade na ação antioxidante quando comparada à obtida pelo vinho tinto, cranberry e 

chá verde (ÁVILA et al., 2013).  

 Os artigos utilizaram diferentes metodologias na determinação dessa atividade. Os 

ensaios de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline - 6 

ácido sulfônico), TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico), FRAP (habilidade 

plasmática de reduzir o sal férrico) foram os mais utilizados. A proteção contra compostos 

tóxicos como tetracloreto de carbono, alumínio, chumbo e ferro também foram avaliadas em 

estudos in vivo (AL-OLAYAN et al., 2014;  LEIVA et al., 2011;  MONEIM et al., 2013;  

SHEMA-DIDI et al., 2013). 

 Os principais compostos antioxidantes dessa planta correspondem a polifenóis 

encontrados no fruto, dentre os quais se destacam: ácido elágico, taninos hidrolisáveis, 

conhecidos como elagitaninos, alguns flavonoides e antocianinas (LI, G. et al., 2014;  ZHOU 

et al., 2015). Além disso, Orgil e colaboradores (2014) demonstraram que o pericarpo do fruto 

apresentava, significativamente, níveis de polifenóis mais elevados que as demais partes da 

planta. 

 

Anti-inflamatória 

 A quarta atividade mais relatada nos artigos correspondeu à ação anti-inflamatória. 

Essa atividade foi comprovada em diferentes modelos de inflamação em ensaios in vitro e in 

vivo. Apenas Shema-Didi e coautores (2012) demonstraram ação anti-inflamatória em 

humanos. Nesse estudo determinou-se que a ingestão prolongada do suco de P. granatum 

reduz os efeitos inflamatórios associados a pacientes em hemodiálise. A tabela 3 mostra um 

resumo da ação anti-inflamatória associada à planta e seus derivados.  
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Tabela 3 – Atividade anti-inflamatória de Punica granatum. 

Modelo de 

inflamação 

Tipo do estudo/ 

Linhagem de 

células 

Mecanismo de ação Referências 

Adipócitos e 

macrófocos 
In vitro 

Diminuição da secreção de CCL-2 em ambas células, 

da expressão e secreção de IL-6 em adipócitos e da 

secreção de TNFα pelo macrófagos. 

(WINAND; 

SCHNEIDER, 

2014) 

Pele 

In vivo com 

camundongos 
Inibição da avitidade MPO; 

(MO et al., 

2014) 

In vivo com 

camundongos 

Inibição da infiltração de leucócitos e modulação de 

IL-1β e TNF-α; 

(MO et al., 

2013) 

In vitro e in vivo 

com camundongos 

Ác. elágico diminuiu a produção de IL-1β e IL-6 e 

bloqueou a infiltração de macrófagos inflamatórios.  

(BAE et al., 

2010) 

Tecido 

nervoso 
In vivo com ratos Diminuição dos níveis de MDA, IL-1β e TNF-α. 

(CELIK et al., 

2013) 

Tecido 

hepático 
In vivo com ratos 

Supressão da cascata inflamatória através da 

modulação da via de sinalização NF-kB. 

(BISHAYEE 

et al., 2013) 

Pacientes em 

hemodiálise 

In vivo com 

humanos 

Diminuição dos níveis de IL-6, TNF-α, albumina, e o 

fibrinogênio. 

(SHEMA-

DIDI et al., 

2012) 

In vitro em 

linhagem de 

células 

Células KU812 

Diminuição da expressão do gene estimulado e da 

produção de IL-6 e IL-8; e inibição da ativação de 

MAP quinases e NF-kappa B; 

(RASHEED et 

al., 2009) 

Células microgliais 

BV2 

Supressão da produção de TNFα estimulada por LPS 

através da inibição da NF-kB; 

(JUNG et al., 

2006) 

Células THP-1 

derivadas de 

macrófagos 

Inibição da produção de TNFα; 

(PIWOWARS

KI et al., 

2014) 

Células MH7A Delfenidina inibiu da acetilação de NF-kB; 
(SEONG et 

al., 2011) 

Células 3T3-L1 e in 

vivo com 

camundongos 

 

Ácido punícico suprimiu a ativação de NF-kB, a 

expressão de TNF-α e regulou positivamente genes 

alfa e gama PPAR no músculo esquelético e tecido 

adiposo; 

(HONTECILL

AS et al., 

2009) 

Células CCD18-Co 
Urolithins inibem a ativação de NF-kB e MAPK, 

sub-regulam a COX-2 e a expressão de mPGES-1; 

(GONZALEZ-

SARRIAS et 

al., 2010) 

Células Caco-2 

Sub-regulação da transcrição de genes que codificam 

a IL-6 e MCP-1 e diminuição das quantidades de IL-

6, IL-8 e MCP-1; 

(HOLLEBEE

CK et al., 

2012) 

Lesão 

pulmonar 

aguda 

In vivo com 

camundongos 

Ácido elágico reduziu a inflamação induzida por 

COX-2, reduziu os níveis de IL-6 e aumentou os 

níveis de IL-10 no lavado broncoalveolar. 

(FAVARIN et 

al., 2013) 

Inflamação 

alérgica das 

vias aéreas 

In vivo com 

camundongos 

Ácido elágico reduz a concentração de IL-5, a 

atividade da eosinófilo peroxidase e a expressão de 

selectina-p. 

(ALVES et al., 

2013) 

 

 Dentre os trabalhos que apresentam ação anti-inflamatória, destacam-se aqueles com 

modelo de inflamação intestinal. No meio intestinal, os taninos hidrolisáveis, principais 

constituintes de P. granatum, são metabolizados a urolithins pela flora (GIMENEZ-

BASTIDA et al., 2012). Estes são encontrados tanto no intestino como na circulação 

sanguínea sistêmica (GONZALEZ-SARRIAS et al., 2010). Logo, ao considerar o uso interno 

de preparações de P. granatum, a bioatividade de taninos hidrolisáveis é comprometida. Isso, 
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explica à atenção dada as atividades, não apenas anti-inflamatórias, no meio intestinal. A 

tabela 4 resume os ensaios que demonstraram ação anti-inflamatória no trato intestinal. 

 

Tabela 4 – Atividade anti-inflamatória intestinal de Punica granatum. 

Modelo da 

inflamação 

intestinal 

Tipo de 

estudo 
Mecanismo de ação Referências 

Modelo de doença 

de Crohn 

In vivo com 

ratos 

Redução da atividade de MPO, dos níveis de TNF-α, 

da expressão de COX-2 e iNOS, da fosforolação de 

MAPKs e inibição da translocação do NF-kB para o 

núcleo; 

(ROSILLO et 

al., 2012;  

ROSILLO et 

al., 2011) 

Células do cólon 

HT-29 
In vitro 

O suco suprimiu a expressão de COX-2 e aboliu a 

ativação de AKT induzidas por TNFα. 

(ADAMS, L. 

S. et al., 2006) 

Modelo de colite 

aguda e crônica 

In vivo com 

camundongos 

 

Ác. elágico regulou negativamente os mediadores 

COX-2 e iNOS e bloqueou as vias de sinalização 

p38 MAPK, NF-kB e STAT3; 

(MARIN et al., 

2013); 

 

In vivo com 

ratos 

Ácido punícico inibiu a produção de ROS, a ativação 

de neutrófilos e o dano tecidual mediado por 

ROS/MPO. 

(BOUSSETTA 

et al., 2009) 

Células CC18-Co In vitro 
Urolithins regularam negativamente os níveis de 

GE2, PAI1 e IL-8. 

(GIMENEZ-

BASTIDA et 

al., 2012) 

 

Outras atividades terapêuticas 

 A tabela 5 resume os efeitos terapêuticos pesquisados nos 278 artigos originais 

incluídos nesse estudo. As quatro atividades discutidas detalhadamente correspondem a 

aproximadamente 70% de todas as atividades pesquisadas.  

 

Tabela 5 - Principais atividades terapêuticas pesquisadas de Punica granatum. 

Efeito terapêutico 

pesquisado 

Quantidade 

de trabalhos* 

% % 

acumulada 

Antiproliferativo 70 25,18% 25,18% 

Antimicrobiano 56 20,14% 45,32% 

Antioxidante 32 11,51% 56,83% 

Anti-inflamatório 29 10,43% 67,27% 

Antidiabético 11 3,96% 71,22% 

Antiviral 7 2,52% 73,74% 

Hepatoprotetor 7 2,52% 76,26% 

Antilipêmico 6 2,16% 78,42% 

Antiprotozoário 6 2,16% 80,58% 

Antiulceroso 6 2,16% 82,73% 

Antimalárico 5 1,80% 84,53% 

* Incluiu-se apenas as atividades com 5 ou mais referências. 
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CONCLUSÃO 

 

 Os resultados demonstram que P. granatum corresponde a uma planta com grande 

potencial de uso na prevenção e tratamento de vários tipos de câncer, infecções, doenças 

inflamatórias, cardiovasculares, diabetes e outras doenças. A parte desse vegetal mais 

estudada, o fruto, contém diferentes compostos dos quais se destacam taninos (elagitaninos), 

flavonoides, antocianinas, ácido elágico e ácido punícico. As atividades terapêuticas são 

resultado da influência dos constituintes e seus metabólitos. Apesar dos diversos estudos in 

vitro e in vivo com animais que comprovam os efeitos terapêuticos de derivados e compostos 

isolados, são necessários mais estudos em humanos a fim de conhecer melhor o metabolismo, 

biodisponibilidade, toxicidade, dose/resposta desses produtos. 
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Tabela 1 – Atividade antiproliferativa de Punica granatum. 

Tipo de 

câncer 

Parte do 

vegetal 

utilizada 

Preparação Tipo do estudo Resultado Referências 

Próstata 

Produto comercial 

Extrato padronizado 

In vivo com camundongos 

Evidência pré-clínica; (RETTIG et al., 2008;  WANG, 

Y.; ZHANG; et al., 2014); 
Diminuição da angiogênese associada ao tumor. (SARTIPPOUR et al., 2008). 

In vitro 

Inibição da proliferação de células PC3, C4-2 e ARCaPM; (WANG, Y.; ZHANG; et al., 

2014); 

Inibição da proliferação e indução de apoptose de células LAPC4; (KOYAMA et al., 2010); 

Inibição da proliferação de células LNCaP e HUVEC; (SARTIPPOUR et al., 2008); 

Inibição da proliferação de células LNCaP-AR e LAPC4. (RETTIG et al., 2008). 

In vivo com humanos 
Evidência clínica que o uso do extrato aumenta o tempo do PSADT; (PALLER et al., 2013); 
Urolithin A, um metabólito do extrato, provavelmente se acumula no tecido da próstata e reduz os níveis 

de um dos principais produtos de oxidação do DNA. 

(FREEDLAND et al., 2013). 

Suco 

In vitro 

Indução de apoptose em células DU145 e LNCap, aumento da adesão celular e diminuição da migração 
de células que não morrem; 

(LEE, S.-T. et al., 2012;  WANG, 
L. et al., 2011); 

Inibição da proliferação de células LNCaP-AR e LAPC4; (RETTIG et al., 2008); 

Inibição da proliferação de células LNCaP; (PANTUCK et al., 2006); 

Inibição da proliferação e indução de apoptose de células 22Rv1 e RWPE-1; (SEERAM, N. P. et al., 2005). 

In vivo com camundongos Evidência pré-clínica. (RETTIG et al., 2008). 

In vivo com humanos Evidência clínica que o suco prolonga o tempo de duplicação do PSA. (PANTUCK et al., 2006). 

Blend de plantas 
In vivo com camundongos Evidência pré-clínica. (JIANG et al., 2012). 

In vitro Inibição da proliferação de células PC3. (JIANG; ELIAZ; SLIVA, 2011). 

Compostos isolados 

Ác. elágico, ác. 
punícico e luteolina 

In vivo com camundongos 
Evidência pré-clínica. (WANG, L.; LI; et al., 2014). 

Ác. elágico e 

punicalagina 

In vitro 

 

Inibição da proliferação e indução de apoptose de células 22Rv1 e RWPE-1. (SEERAM, N. P. et al., 2005). 

Ác. elágico In vitro Inibição da proliferação de células DU145 e LNCap. (VANELLA et al., 2013). 

Ác. punícico In vitro 
Inibição da proliferação e indução de apoptose de células LNCap, PC3 e RWPE-1. 

 

(GASMI; SANDERSON, 

2010;2013). 

Urolithins, 
punicalagina e 

punicalina 

In vitro 
Inibição da atividade de CYP1 em células 22Rv1. (KASIMSETTY et al., 2009). 

Ác. elágico, ác. 

caféico, luteolina e 

ác. punícico. 

In vitro 

Inibição da proliferação de células PC-3. (LANSKY; HARRISON; et al., 

2005). 

Fruto inteiro Extrato etanólico 
In vivo com camundongos e 

in vitro 

Inibição da proliferação de células LNCaP e 22Rv1, fenômeno também manifestado in vivo. (MING et al., 2014). 

Arilos e sementes 

Suco 

 

In vivo com ratos Evidência pré-clínica. (GUERITAT et al., 2014). 

In vitro 
Inibição da proliferação de células 22Rv1 e RWPE-1; (WANG, L. et al., 2012); 

Inibição da proliferação de células DU145 e PC3. (LANSKY; JIANG; et al., 2005). 

Extrato em acetona 
In vivo com camundongos 

Evidência pré-clínica. (ADHAMI et al., 2012;  MALIK 
et al., 2005). 

In vitro Inibição da proliferação de células PC3. (MALIK et al., 2005) 

 Pericarpo Extrato enriquecido 

In vitro 

Metabólitos do extrato, ác. elágico e urolithins, inibem a proliferação  de células DU145, LNCaP, 22Rv1 

e LNCaP-AR; 

(SEERAM, NAVINDRA P. et 

al., 2007); 

Inibição da proliferação e indução de apoptose de células 22Rv1 e RWPE-1; (SEERAM, N. P. et al., 2005); 

Inibição da proliferação de células DU145 e PC3. (LANSKY; JIANG; et al., 2005). 

In vivo com camundongos 
Evidência pré-clínica. (SEERAM, NAVINDRA P. et 

al., 2007) 
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Sementes Óleo In vitro 
Inibição da proliferação de células DU145 e PC3. (LANSKY; JIANG; et al., 2005) 

 

Cólon 

Pericarpo 

Extrato aquoso In vivo com ratos 
Evidência pré-clínica. (WALY et al., 2014;  WALY et 

al., 2012); 

Extrato enriquecido In vitro 
Inibição da proliferação e indução de apoptose de células SW480, SW620, HT29 e HCT116. (SEERAM, N. P. et al., 2005). 

Composto isolado 

Polissacarídeo; In vitro Inibição do crescimento de células HCT116. (JOSEPH et al., 2013). 

Elagitaninos e 

urolithins 

In vitro 

 

Inibição do crescimento de células HT-29. (KASIMSETTY et al., 2010). 

Ác. elágico e 
punicalagina 

In vitro Inibição da proliferação de células SW480, SW620, HT29 e HCT116; (SEERAM, N. P. et al., 2005); 

Inibição da proliferação e de apoptose de células Caco-2. (LARROSA; TOMAS-
BARBERAN; ESPIN, 2006). 

Ácido elágico In vivo com ratos 
Evidência pré-clínica. (UMESALMA; 

SUDHANDIRAN, 2011). 

Produto comercial 
Suco 

In vivo com ratos 
Evidência pré-clínica (diminuição na formação de FCA). (BANERJEE et al., 2013;  

BOATENG et al., 2007). 

In vitro 
Inibição da sulfoconjugação em células Caco-2; (SARUWATARI et al., 2008); 

Inibição da proliferação e indução de apoptose de células SW480, SW620, HT29 e HCT116. (SEERAM, N. P. et al., 2005). 

Extrato padronizado In vivo com ratos Evidência pré-clínica. (SADIK; SHAKER, 2013). 

Mama 

Produto comercial 

Extrato padronizado In vitro 
Inibição da proliferação e apoptose de células MCF-7; (SHIRODE et al., 2014); 
Inibição do crescimento de células WA4. (DAI et al., 2010). 

Suco 
In vivo com camundongos e 

in vitro 
Evidência pré-clínica e inibição do crescimento de células BT479 e MDA BM-231. (BANERJEE et al., 2012). 

Pericarpo, epicarpo, 

mesocarpo, lamelas, 

arilos, sementes, 

folhas, flores, 

infrutífera, raízes, 
casca do caule e 

galhos 

Extrato aquoso In vitro 

Pericarpo, seguido das lamelas, exibiram atividade maior que o epicarpo e mesocarpo em linhagem de 

células MCF-7.  

(ORGIL et al., 2014). 

Sementes Óleo da semente In vitro Inibição da proliferação de células MCF-7 e MDA-MB-231. (COSTANTINI et al., 2014). 

Pericarpo 

Nanopartículas  In vitro 
A concentração de nanopartículas inibição do crescimento (IC50) de células MCF-7 foi menor que o 

controle (5-FU). 

(GANESHKUMAR et al., 2013). 

 

Extrato metanólico 

In vitro 
Inibição da proliferação e indução da apoptose de células MCF-7. (DIKMEN; OZTURK; 

OZTURK, 2011;  SREEJA et al., 

2012). 

In vivo com camundongos 
Evidência pré-clínica. (SREEJA et al., 2012). 

 

Polissacarídeo 

isolado 
In vitro 

Efeito antitumoral em células MCF-7. (JOSEPH et al., 2012). 

Flores Extrato etanólico In vitro Inibição da proliferação de células MCF-7. (BEKIR et al., 2013). 

Arilos e sementes Suco In vitro 
Inibição da proliferação de células MCF-7 e MDA MB-23. (JAYAKUMAR, R.; 

KANTHIMATHI, 2011;  

ROCHA et al., 2012). 

Composto isolado 

Punicalagina In vitro 
Inibição da proliferação de células MCF-7. (ADAMS, LYNN S. et al., 2010;  

AQIL, FARRUKH et al., 2012). 

Ácido elágico, ácido 

gálico e urolithins 
In vitro 

Inibição da proliferação de células MCF-7aro. (ADAMS, LYNN S. et al., 2010). 

Ácido punícico In vitro Inibição da proliferação e indução de apoptose de células MDA-MB-231 e MDA-ERalpha7. (GROSSMANN et al., 2010). 
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Cervical 
Fruto inteiro 

Nanopartículas de 
ouro 

In vitro 
Atividade citotóxica em células HeLa. (LOKINA et al., 2014). 

Composto isolado Punicalagina In vitro Inibição da proliferação de células CaSki, HeLa e SiHa.  (AQIL, FARRUKH et al., 2012). 

Ossos Pericarpo Polissacarídeo In vitro Inibição da proliferação e indução da apoptose de células U2OS. (LI, J.; ZHANG; WANG, 2014). 

Fígado 

Arilos e sementes Extrato em acetona In vitro Diminuição na proliferação de células HepG2. (KARAASLAN et al., 2014) 

Composto isolado 
Polissacarídeo 

galactomanana 
In vitro 

Inibição do crescimento de células HepG2. (JOSEPH et al., 2013). 

Produto comercial Emulsão In vivo com ratos Evidência pré-clínica. (BISHAYEE et al., 2011). 

Sementes Extrato aquoso In vitro Inibição da proliferação de células HepG2. (NAVARRO et al., 2014). 

Neuronal Composto isolado Ácido punícico In vitro 
Curativos de polímeros com ácido linolênico conjugado impregnado e nanocristais de prata tem função 

antitumoral em células PC12. 

(CAO et al., 2014). 

Bexiga Arilos e sementes Extrato etanólico In vitro Inibição da proliferação e indução da apoptose de células T24 e J82. (LEE, S. T. et al., 2013). 

Melanoma Composto isolado 
Polissacarídeo 

galactomanana 
In vitro 

Inibição da proliferação de células A375. (JOSEPH et al., 2013). 

Leucemia 

Pericarpo 

Polissacarídeo 

isolado 
In vitro 

Inibição da proliferação de células K562. (JOSEPH et al., 2012). 

Nanopartículas In vitro Efeito apoptótico maior de elagitantinos livres que encapculados em células HL-60. (LI, Z. et al., 2011). 

Arilos e sementes Suco In vitro Inibição da proliferação em linhagem de células cancerígenas linfoides e mieloides. (DAHLAWI et al., 2012). 

Folhas Extrato etanólico In vitro Inibição do crescimento em células K562. (OLIVEIRA, L. P. et al., 2010). 

Fruto inteiro Extrato etanólico In vivo com camundongos Eficácia contra o crescimento do tumor ascítico de Ehrlich. (OLIVEIRA, L. P. et al., 2010). 

Pulmão 

Pericarpo Extrato metanólico In vitro 
Inibição da proliferação de células A549. (JAYAKUMAR, S.; 

HARIDASS; 

KRISHNAMURTHY, 2012) 

Composto isolado Punicalagina In vitro Inibição da proliferação de células A549 e H1299. (AQIL, FARRUKH et al., 2012). 

Arilos e sementes Extrato em acetona 

In vitro Inibição da proliferação de células A549. (KHAN, N.; HADI; et al., 2007). 

In vivo com camundongos 

Evidência pré-clínica em modelo xenográfico. (KHAN, N.; HADI; et al., 2007); 

Evidência pré-clínica em modelo induzido por Benzo(a)pireno [B(a)P] e N-nitroso-tris-cloroetilureia. (KHAN, NAGHMA; AFAQ; et 

al., 2007). 

Pâncreas Produto comercial Extrato padronizado In vitro Inibição da proliferação de células PANC-1 e AsPC-1.  (NAIR et al., 2011). 

Pele Arilos e sementes 
Suco 

In vivo com camundongos Suco e dialil sulfeto, em combinação, possuem melhor atividade supressiva em modelo de câncer de 
pele que qualquer um dos dois isolados. 

(GEORGE et al., 2011). 

Extrato em acetona In vivo com camundongos Evidência pré-clínica. (AFAQ et al., 2005). 

Oral 

 

Pericarpo 
Extrato enriquecido In vitro 

Inibição da proliferação e indução de apoptose de células KB e CAL27. (SEERAM, N. P. et al., 2005). 

Produto isolado 
Ácido elágico e 

punicalagina 
In vitro 

Inibição da proliferação e indução de apoptose de células KB e CAL27. (SEERAM, N. P. et al., 2005). 

Produto comercial Suco In vitro Inibição da proliferação e indução de apoptose de células KB e CAL27. (SEERAM, N. P. et al., 2005). 

Cerebral Composto isolado Punicalagina In vitro Inibição da proliferação e indução de apoptose de células U87MG. (WANG, S.-G. et al., 2013). 
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Tabela 2 – Atividade antimicrobiana de Punica granatum. 

Micro-

organismos 
Parte vegetal Patógeno Referências 

Bactérias 

Gram-

positivas 

Pericarpo 

Listeria monocytogenes (AL-ZOREKY, 2009;  LI, G. et al., 2014;  SHAN et al., 2011). 

Staphylococcus aureus 
(AL-ZOREKY, 2009;  AQIL, F. et al., 2005;  BAKKIYARAJ et al., 2013;  DURAIPANDIYAN; AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2006;  
FAWOLE; MAKUNGA; OPARA, 2012;  GOULD; FIELDER; KELLY; NAUGHTON, 2009;  HAYOUNI et al., 2011;  MCCARRELL et al., 

2008;  QABAHA, 2013;  SHAN et al., 2011;  TAYEL et al., 2012). 

Staphylococcus epidermidis (DURAIPANDIYAN; AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2006). 

Enterococcus faecalis (DURAIPANDIYAN; AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2006). 

Bacillus subtilis (DURAIPANDIYAN; AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2006;  FAWOLE; MAKUNGA; OPARA, 2012;  QABAHA, 2013). 

Micrococcus luteus (QABAHA, 2013). 

Streptococcus pneumoniae (HAYOUNI et al., 2011). 

Streotococcus mutans (ROSAS-PINON et al., 2012;  VASCONCELOS et al., 2006). 

Streotococcus sanguis (VASCONCELOS et al., 2006). 

Streotococcus mitis (VASCONCELOS et al., 2006). 

Produto comercial 
Staphylococcus aureus (KARABIYIKLI; KISLA, 2012;  KISLA; KARABIYIKLI, 2013;  REDDY et al., 2007;  SU; HOWELL; D'SOUZA, 2012). 

Mycobacterium intracellulare (REDDY et al., 2007). 

Composto 

isolado 

Ác. linolênico 
conjugado 

Bacillus subtilis 
(CAO et al., 2014). 

Staphyloccocus aureus 

Ác. galágico Staphyloccocus aureus (REDDY et al., 2007). 

Punicalagina Staphyloccocus aureus (REDDY et al., 2007). 

Pelargonidina; 

Cyanidina; 
Ácido gálico; 

Quercetina; 

Myricetina 

Bacillus subtilis,  

(NAZ et al., 2007). 

Corynebacterium diphtheriae 

Corynebacterium diphtheriticum 

Micrococcus lysodiecticus 

Staphylococcus aureus 

Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus saprophyticus 

Enterococcus faecalis 

Enterococcus faecium 

Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus pyogenes 

Arilos e sementes 

Bacillus cereus (HAGHAYEGHI; SHETTY; LABBE, 2013). 

Bacillus megaterium (DUMAN et al., 2009). 

Clostridium perfringens (HAGHAYEGHI; SHETTY; LABBE, 2013). 

Listeria monocytogenes (HAGHAYEGHI; SHETTY; LABBE, 2013;  LUCAS; WERE, 2009). 

Staphylococcus aureus (DUMAN et al., 2009;  FAZELI et al., 2011;  HAGHAYEGHI; SHETTY; LABBE, 2013). 

Corynebacterium xerosis (DUMAN et al., 2009). 

Enterococcus faecalis (DUMAN et al., 2009;  FAZELI et al., 2011). 

Micrococcus luteus (DUMAN et al., 2009). 

Fruto inteiro 

Staphylococcus aureus (BRAGA; LEITE; et al., 2005;  BRAGA; SHUPP; et al., 2005;  LOKINA et al., 2014;  MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006). 

Staphylococcus epidermidis (MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006) 

Staphylococcus B-hemolyticus (MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006) 

Sementes Staphylococcus aureus (GUL; SHINWARI; AFZAL, 2012)* 

Folhas 
Staphylococcus aureus 

(GHOSH et al., 2008)* 
Bacillus subtilis 
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Bactérias 

Gram-

negativas 

Pericarpo 

Escherichia coli 

 

(AL-ZOREKY, 2009;  ALANIS et al., 2005;  BAKKIYARAJ et al., 2013;  DEY et al., 2012;  DURAIPANDIYAN; AYYANAR; 
IGNACIMUTHU, 2006;  FAWOLE; MAKUNGA; OPARA, 2012;  HAYOUNI et al., 2011;  MCCARRELL et al., 2008;  QABAHA, 2013). 

Shigella flexneri (ALANIS et al., 2005). 

Shigella sonnei (ALANIS et al., 2005). 

Salmonella sp. (ALANIS et al., 2005). 

Salmonella enterica (SHAN et al., 2011). 

Klebsiella pneumonia (DEY et al., 2012;  FAWOLE; MAKUNGA; OPARA, 2012;  HAYOUNI et al., 2011;  QABAHA, 2013). 
Yersinia enterocolitica (AL-ZOREKY, 2009). 

Salmonella typhimurium (HAYOUNI et al., 2011;  TAYEL et al., 2012). 

Salmonella anatum (HAYOUNI et al., 2011). 

Acinetobacter baumannii (PHATTHALUNG; CHUSRI; VORAVUTHIKUNCHAI, 2012). 

Pseudomonas aeruginosa 
(QABAHA, 2013)*(DEY et al., 2012;  GOULD; FIELDER; KELLY; EL SANKARY; et al., 2009;  HAYOUNI et al., 2011;  MCCARRELL et 
al., 2008). 

Helicobacter pylori (HAJIMAHMOODI et al., 2011). 

Proteus mirabilis (MCCARRELL et al., 2008). 
Porphyromonas gingivalis (ROSAS-PINON et al., 2012). 

Produto comercial 
Escherichia coli (KARABIYIKLI; KISLA, 2012;  KISLA; KARABIYIKLI, 2013;  REDDY et al., 2007). 

Pseudomonas aeruginosa (REDDY et al., 2007). 

Composto 
isolado 

Ácido galágico Pseudomonas aeruginosa (REDDY et al., 2007). 

Punicalagina Pseudomonas aeruginosa (REDDY et al., 2007). 

Pelargonidina; 

Cyanidina; 

Ácido gálico; 
Quercetina; 

Myricetina 

Escherichia coli 

(NAZ et al., 2007). 

Klebsiella pneumoniae 

Proteus mirabilis 

Pseudomonas aeruginosa 

Salmonella typhi 

Salmonella paratyphi 

Shigella dysenteriae 

Shigella sonneie 

Shigella flexneriae 

Arilos e sementes 

Helicobacter pylori (HAGHAYEGHI; SHETTY; LABBE, 2013). 

Vibrio parahemolyticus (HAGHAYEGHI; SHETTY; LABBE, 2013). 
Pseudomonas aeruginosa (DUMAN et al., 2009;  FAZELI et al., 2011). 

Escherichia coli (DUMAN et al., 2009;  FAZELI et al., 2011). 

Salmonella typhi (FAZELI et al., 2011). 

Fruto inteiro 

Salmonella typhi (LOKINA et al., 2014). 

Vibrio cholerae (LOKINA et al., 2014). 

Pseudomonas aeruginosa (MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006). 

Klebsiella pneumoniae (MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006). 
Proteus vulgaris (MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006). 

Escherichia coli (MELENDEZ; CAPRILES, 2006;  MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006). 

Sementes 
Escherichia coli (GUL; SHINWARI; AFZAL, 2012).* 

Pseudomonas aeruginosa (GUL; SHINWARI; AFZAL, 2012).* 

Folhas 

Enterobacter aerogenes 

(GHOSH et al., 2008).* Escherichia coli 

Proteus vulgaris 

Fungos 

Pericarpo 

 
 

Candida albicans 

(ANIBAL et al., 2013;  BAKKIYARAJ et al., 2013;  DURAIPANDIYAN; AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2006;  ENDO et al., 2012;  

HAYOUNI et al., 2011;  HOFLING et al., 2010;  PAI et al., 2010;  PONNUSAMY et al., 2010;  QABAHA, 2013;  TAYEL; EL-TRAS, 2010;  

VASCONCELOS et al., 2006). 
Candida dubliniensis (ANIBAL et al., 2013;  HOFLING et al., 2010). 

Candida tropicalis (ANIBAL et al., 2013;  ENDO et al., 2012;  HOFLING et al., 2010). 

Candida krusei (ANIBAL et al., 2013;  HOFLING et al., 2010). 
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Candida guilliermondii (ANIBAL et al., 2013;  HOFLING et al., 2010). 

Candida utilis (ANIBAL et al., 2013;  HOFLING et al., 2010). 

Candida parapsilosis (ANIBAL et al., 2013;  ENDO et al., 2010;  HOFLING et al., 2010). 

Candida lusitaniae (ANIBAL et al., 2013;  HOFLING et al., 2010). 

Candida glabrata (ANIBAL et al., 2013;  ENDO et al., 2012;  HAYOUNI et al., 2011;  HOFLING et al., 2010). 

Candida rugosa (ANIBAL et al., 2013;  HOFLING et al., 2010). 

Aspergillus niger (HAYOUNI et al., 2011;  PONNUSAMY et al., 2010;  QABAHA, 2013). 

Trichopyton rubrum (HAYOUNI et al., 2011;  PONNUSAMY et al., 2010). 

Trichophyton mentagrophytes (PONNUSAMY et al., 2010). 

Trichophyton simii (PONNUSAMY et al., 2010). 

Trichophyton tonsurans (PONNUSAMY et al., 2010). 
Epidermophyton floccosum (PONNUSAMY et al., 2010). 

Scopulariopsis brevicaulis (PONNUSAMY et al., 2010). 

Cryptococcus sp. (PONNUSAMY et al., 2010). 

Produto comercial 

Candida albicans 

(REDDY et al., 2007). Cryptococcus neoformans, 

Aspergillus fumigatus 

Composto 

isolado 

Punicalagina 

Candida albicans (ENDO et al., 2010). 

Candida parapsilosis (ENDO et al., 2010). 

Cryptococcus neoformans (REDDY et al., 2007). 

Ác. galágico Cryptococcus neoformans (REDDY et al., 2007). 

Arilos e sementes 

Candida albicans 

(DUMAN et al., 2009). Kluvyeromyces marxianus 

Rhodotorula rubra 

Fruto inteiro 

Candida albicans (LOKINA et al., 2014;  MENEZES; CORDEIRO; VIANA, 2006). 

Candida dubliniensis (HOFLING et al., 2010). 

Candida parapsilosis (HOFLING et al., 2010). 

Candida tropicalis (HOFLING et al., 2010). 

Candida guilliermondii (HOFLING et al., 2010). 

Candida utilis (HOFLING et al., 2010). 

Candida  krusei (HOFLING et al., 2010). 

Candida lusitaniae (HOFLING et al., 2010). 

Candida glabrata (HOFLING et al., 2010). 
Aspergillus flavus (LOKINA et al., 2014). 

Folhas Trichophyton mentagrophytes (FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2009). 

Legenda: * = sensibilidade não demonstrada. 
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4. CAPÍTULO II – Obtenção e caracterização de extrato etanólico e extrato seco por 

spray drying de Punica granatum 
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Resumo  

Punica granatum, popularmente conhecida como romãzeira, é uma planta com diversas 

propriedades terapêuticas e uso difundido na medicina popular de vários locais. Muitas dessas 

propriedades são evidenciadas por trabalhos científicos em todo o mundo. Esse trabalho teve 

como objetivo obter e caracterizar o extrato etanólico e o extrato seco por spray drying de 

Punica granatum a fim de obter um produto tecnológico intermediário com características 

viáveis de produção. Dentre os processos de secagem realizados, aquele que utilizou 15% de 

aerosil e 10% de maltodextrina obteve melhor rendimento. As propriedades reológicas dos 

pós sugerem que extratos sem uso de adjuvantes tecnológicos apresentam melhores 

características relacionadas ao fluxo e compressão. Entretanto, a não utilização de adjuvantes 

tecnológicos possui como desvantagem a alta higroscopicidade. A análise cromatográfica 

concluiu que o processo de secagem não alterou quali e quantitativamente os componentes 

químicos dos extratos. Assim, os extratos secos por spray drying mostram-se como uma 

alternativa viável na obtenção de um produto intermediário para produção de formas 

farmacêuticas. 

Palavras-chave: Punica granatum; Punicaceae; spray drying; maltodextrina; aerosil. 
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Abstract 
Punica granatum, popularly known as pomegranate, is a plant with many therapeutic 

properties and widespread use in folk medicine from many places. Many of these properties 

are evidenced by scientific works throughout the world. This study aimed to obtain and 

characterize ethanolic and dried extract by spray drying of Punica granatum in order to get a 

technological intermediate product with viable production characteristics. Among the 

performed drying processes, the extract which utilized 15% of aerosil and 10% of 

maltodextrin had a better yield. The rheological properties of powders suggest that without 

use of aids drying the extracts have better flow and compression characteristics. However, no 

use of aids drying has disadvantage of high hygroscopicity. Chromatographic analysis 

concluded that drying process does not change qualitatively and quantitatively chemical 

components of extracts. Thus, extracts dried by spray drying are shown as viable alternative 

to obtain an intermediate product for the production of pharmaceutical forms. 

Keywords: Punica granatum; Punicaceae; spray drying; maltodextrin; aerosil. 
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INTRODUÇÃO 

 

Diversos estudos comprovam propriedades benéficas de produtos derivados de 

vegetais para a saúde humana. Inúmeras moléculas foram isoladas e suas propriedades 

farmacológicas e físico-químicas foram estudadas. Entretanto, esses compostos e extratos 

devem ser adequadamente formulados de modo a atingir o alvo e exercer a atividade 

farmacológica esperada, visto que correspondem a misturas complexas de diferentes classes 

de compostos químicos (CORTÉS-ROJAS, D. F.; SOUZA; OLIVEIRA, in press-a). 

Punica granatum (P. granatum), popularmente conhecida como romãzeira, é uma 

planta de múltiplas propriedades terapêuticas e uso difundido na medicina popular de vários 

locais. Estudos científicos destacam principalmente a atividade antioxidante, antilipêmica, 

antihiperglicemiante e antimicrobiana dos derivados desse vegetal (LORENZI; MATOS, 

2008;  MIDDHA; USHA; PANDE, 2013).  É cultivada em quase todo o mundo, inclusive no 

Brasil, sendo provavelmente originária da Ásia e espalhada em toda a região do Mediterrâneo 

(LORENZI; MATOS, 2008). Além do seu uso medicinal, tem ampla aplicação na indústria de 

alimentos, na fabricação de sucos, geleias, aromatizantes, corante e na indústria de 

cosméticos, na fabricação de sabonetes, hidratantes, shampoos, e condicionadores (SILVA, 

2013). 

Preparações vegetais padronizadas são comercializadas principalmente sob a forma de 

extratos líquidos ou como pós secos de material vegetal ou de um extrato (FERNANDES, et 

al., 2014). A tendência na indústria farmacêutica é a utilização de extratos secos em 

detrimento às formas líquidas convencionais devido às vantagens significativas, dentre as 

quais se destacam a maior estabilidade química, físico-química e microbiológica, a fácil 

padronização, a maior concentração de compostos ativos e a elevada capacidade de 

transformação em diferentes tipos de formas farmacêuticas sólidas (FERNANDES, M. R. V. 

et al., 2014;  OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).  

Desse modo, o processo de secagem trata-se de uma técnica empregada no 

processamento de diversos materiais para a obtenção de pós e grânulos. O objetivo principal 

desse processo é a retirada da água, responsável por propiciar um meio reacional para reações 

químicas, fenômenos físicos e proliferação microbiana (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). 

Métodos como spray drying, leito de jorro, leito fluidizado e liofilização têm sido 

comumente empregados na produção de pó de extratos de plantas (CORTÉS-ROJAS, DIEGO 

FRANCISCO; SOUZA; OLIVEIRA, in press-b). A técnica de secagem por aspersão (spray 

drying) consiste em três etapas. Na primeira fase, o líquido é disperso como gotículas, 
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produzindo uma grande área superficial. Na segunda etapa, ocorre contato das gotículas com 

uma corrente de ar aquecido, havendo transferência de calor. Na terceira etapa acontece a 

evaporação do solvente e a formação da partícula sólida (SEVERO et al., 2014).  

O uso de adjuvantes na técnica de secagem por spray drying é uma prática bastante 

comum. Essa etapa visa melhorar o aspecto dos pós, desde suas características de fluxo 

até mesmo sua estabilidade. Alguns adjuvantes utilizados são: amido, ciclodextrinas, 

dióxido de silício coloidal, fosfato tricálcico, gelatina, goma arábica, lactose e 

maltodextrina (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). 

O dióxido de silício coloidal (aerosil), que apresenta elevada superfície específica e 

alto poder sorvente corresponde a um dos principais adjuvantes tecnológicos de secagem. 

Seu uso apresenta excelentes resultados na obtenção de produtos secos por spray drying a 

partir de soluções extrativas de vegetais (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Já a 

maltodextrina, na indústria alimentícia, corresponde ao principal adjuvante de secagem 

utilizado. Esse componente é capaz de reduzir a higroscopicidade dos produtos secos 

(MISHRA; MISHRA; MAHANTA, 2014;  WANG, W.; ZHOU, 2012).   

Esse estudo teve como objetivo obter e caracterizar o extrato etanólico e o extrato 

seco por spray drying de Punica granatum a fim de obter um produto tecnológico  

intermediário  com  características  viáveis  de  produção.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção do extrato etanólico de P. granatum 

 

Coleta do material vegetal 

 O fruto de Punica granatum (variedade molar) foi coletado em seu estágio de 

maturação, determinado visualmente com base na cor e tamanho dos frutos (coloração 

amarelo avermelhada – figura 1A), no período de janeiro a agosto de 2014 em uma horta 

comunitária do bairro Primavera Leste, zona nordeste da cidade de Teresina, Estado do Piauí, 

Brasil, sendo a georreferência: S 5º 02’ 53.9”, W 42º 44’ 33.9”. Exsicatas foram depositadas 

no acervo do herbário Graziela Barroso da Universidade Federal do Piauí so o número de 

registro TEPB 30120. 
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Preparação do extrato etanólico 

 Os frutos de Punica granatum foram previamente lavados com água corrente e 

conservados sob refrigeração (4 º C) até a utilização. O intervalo entre a coleta do fruto e 

início do processo de extração não ultrapassou cinco dias. Aguardou-se que o fruto atingisse a 

temperatura ambiente antes do uso.  

Determinou-se a massa dos frutos e, em seguida, realizaram-se dois cortes transversais 

perpendiculares a fim de permitir a separação manual entre o pericarpo (epicarpo e 

mesocarpo) e a parte comestível (arilos e sementes) do fruto (Figura 1B). 

 

Figura 1 – Fruto de Punica granatum (A).  Representação anatômica do fruto de Punica 

granatum (B). 

  

 

 A massa do pericarpo (epicarpo e mesocarpo do fruto) foi mensurada e esse material 

foi submetido à secagem em estufa (Biopar, modelo S805T) a uma temperatura de 45 º C, 

durante 48h (CALÍN-SÁNCHEZ et al., 2013). Esse procedimento foi realizado para diminuir 

a percentagem de água do material, consequentemente garantir estabilidade microbiológica 

até a sua utilização. O material seco foi triturado durante 2 minutos utilizando um 

liquidificador doméstico (Philips Walita, modelo RI2104, 550W de potência). O pó obtido foi 

mantido em dessecador até sua utilização.   

 O processo de extração foi realizado através de maceração com solução hidroetanólica 

70% (v/v) a temperatura ambiente. Utilizou-se uma proporção de 20% (p/v) de material 

vegetal (pericarpo) nesse processo. A suspensão foi mantida por 72 horas em frasco de 

polietileno tereftalato protegida da luz com agitação diária durante 1 minuto. Após 72 horas, a 

suspensão foi filtrada à vácuo utilizando papel filtro qualitativo (J Prolab, modelo 15 cm), 

obtendo-se o extrato fluido de Punica granatum. 

 

 

 

Arilos e 

sementes 

Mesocarpo 

Epicarpo 
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Caracterização do extrato etanólico de P. granatum 

 

Determinação da densidade relativa 

A densidade relativa foi determinada utilizando picnômetro limpo e seco, previamente 

calibrado. A calibração consistiu na determinação da massa do picnômetro vazio e da massa 

de seu conteúdo com água, recentemente destilada e fervida. A amostra foi transferida para o 

picnômetro e posteriormente realizou-se a pesagem. O peso da amostra foi obtido através da 

diferença de massa do picnômetro cheio e vazio. O cálculo da densidade relativa foi 

determinado através da razão entre a massa da amostra líquida e a massa da água (BRASIL, 

2010). 

 

Determinação do pH 

A determinação do pH foi realizada  em pHmetro Hanna Instruments
®
 previamente 

calibrado. 

 

Determinação do resíduo seco (p/v)  

Para a determinação do resíduo seco, uma alíquota de 2 ml do extrato foi transferida 

para pesa-filtro limpo e desengordurado, previamente pesado em balança analítica (Bel 

Engineering
®

). Após evaporação em banho-maria (Nova Ética
®
, modelo 314/8) , o pesa filtro 

foi colocado em estufa (Biopar, modelo S805T) a uma temperatura de 105 º C durante três 

horas.  Após esse período, o pesa-filtro foi colocado em dessecador até atingir temperatura 

ambiente e, só então, pesado novamente. Após pesagem, o pesa filtro retornou à estufa a 105 º 

C por mais 30 minutos e ao final colocado em dessecador até atingir temperatura antes da 

pesagem final. O resíduo seco foi expresso em porcentagem sobre o volume do extrato. 

  

Triagem fitoquímica  

A pesquisa das principais classes de metabólitos secundários foi realizada por meio de 

reações qualitativas de coloração e precipitação baseadas nas propriedades químicas e físico-

químicas dos principais grupos de constituintes químicos que compõem o material vegetal 

(MATOS, 1997;  SIMÕES et al., 2010). Para esse ensaio utilizou-se extrato seco obtido 

através de liofilizador (Thermo MudulyoD Freeze Dryer) com temperatura de -50 º C, pressão 

a vácuo de 2,5 mbar durante 72h (o etanol do extrato fluido foi previamente retirado através 

de evaporador rotativo (Fisatom 801) com banho-maria a 80 º C, água do condensador a 10 º 

C e pressão a vácuo de 200 mmHg).  
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Alcaloides (Reação de Mayer) 

Dissolveram-se 10 mg do extrato seco em 5mL de solução de HCl a 5%. Em seguida, 

separou-se três porções de 1 mL em tubos de ensaio, e adicionou-se 5 gotas do reativo de 

Mayer (BARBOSA et al., 2004). Observou-se a formação de precipitado. 

 

Flavonoides (Reação de Shinoda) 

Dissolveram-se 10 mg do extrato seco em 10 mL de metanol. Em seguida, 

adicionaram-se 5 gostas de HCl concentrado e quatro fragmentos de fita de magnésio 

(0,5cm/cada) à  solução. O surgimento de uma coloração rósea na solução indica reação 

positiva. (BARBOSA et al., 2004). 

 

Quinonas (Reação de Bornträger) 

Dissolveram-se 10 mg do extrato seco em 5 ml de clorofórmio e agitou-se. Após 15 

minutos, recolheu-se a fase clorofórmica e adicionou-se 1 ml de hidróxido de sódio (NaOH) a  

5% e verificou-se o aparecimento de coloração roxa, que é o indicativo da presença de 

quinonas (BESSA, 2007).  

 

Saponinas (Reação de formação de espuma) 

Dissolveram-se 10 mg do extrato seco em 5 mL de água destilada. Em seguida, diluiu-

se para 15 mL em tubo de ensaio e agitou-se vigorosamente durante 2 min. Observou-se a 

formação de camada de espuma permanente por mais de meia hora (BARBOSA et al., 2004). 

 

Taninos e polifenóis (Reação com cloreto férrico) 

Dissolveram-se 10 mg do extrato seco em 5 mL de água purificada e adicionou-se 5 

gotas de solução de FeCl3 (cloreto férrico) a 1 % (BARBOSA et al., 2004). Observou-se 

possível mudança de coloração. 

 

Obtenção do extrato seco de P. granatum 

 

Adicionaram-se adjuvantes tecnológicos à solução extrativa e sob homogeneização, 

em agitador  magnético, a preparação foi submetida à secagem por aspersão (spray drying) 

utilizando Mini Spray Dryer Büchi B-290 nas seguintes condições:  temperatura de entrada de 

170 º C, velocidade de fluxo de 10 % (aproximadamente 3 mL/min), pressão de 0,6 barr e 

aspiração em 90% da capacidade do equipamento. Para escolha do melhor adjuvante 
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tecnológico a ser empregado, bem como sua concentração foi realizado um planejamento 

fatorial 2
2
 com dois adjuvantes tecnológicos, o dióxido de silício coloidal (aerosil) e a 

maltodextrina  (fatores),  ambos variando as concentrações  de  15% (nível +) e  10% (nível -

). A matriz de planejamento fatorial estabeleceu os experimentos (lotes) realizados 

combinando todos os fatores em todos os níveis.  As combinações das variáveis em estudo 

podem ser observadas na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Matriz de planejamento fatorial 2
2 

para a secagem do extrato etanólico de Punica 

granatum. 

Lotes 
Maltodextrina  

(1) 

Dióxido de silício 

coloidal (aerosil) 

(2) 

Interação 

(1/2) 

Lote 1 (L1) + + + 

Lote 2 (L2) - + - 

Lote 3 (L3) + - - 

Lote 4 (L4) - - + 

Lote 5 (L5) x x x 

Lote F (LF) x x x 
Legenda: +: concentração de 15%; -: concentração de 10%; x: ausente; L1: extrato seco com 15% de aerosil e 

15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% 

de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato 

seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes. 

 

Os extratos secos foram armazenados em tubos Falcon fechados e as tampas 

envolvidas com Parafilm
®
 M. Foram mantidos em dessecador provido de sílica gel. Realizou-

se uma caracterização dos pós (aspectos visuais, rendimento, propriedades de fluxo, análise 

morfológica e perfil cronatográfico) a fim de determinar o melhor método de obtenção do 

extrato seco. Utilizou-se o extrato seco liofilizado como controle. 

Como grupo controle, utilizou-se extrato seco de P. granatum por liofilização. Para 

esse ensaio utilizou-se liofilizador (Thermo MudulyoD Freeze Dryer) com temperatura de -50 

º C, pressão a vácuo de 2,5 mbar durante 72h (o etanol do extrato fluido foi previamente 

retirado através de evaporador rotativo (Fisatom 801) com banho-maria a 80 º C, água do 

condensador a 10 º C e pressão a vácuo de 200 mmHg). 
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Caracterização dos extratos secos de P. granatum 

 

Aspectos visuais 

As características macroscópicas foram avaliadas através da observação visual da cor e  

do  aspecto  dos  pós. Esse resultado foi registrado fotograficamente. 

 

Rendimento do processo de secagem 

O rendimento bruto da operação de secagem dos extratos foi calculado em relação à 

massa teórica de sólidos totais presentes nas soluções extrativas. Os sólidos totais 

correspondem ao teor do resíduo seco da solução extrativa, somada ao peso do adjuvante 

adicionado, quando utilizado (VASCONCELOS et al., 2005). 

 

Densidade aparente e densidade compactada 

Para a determinação da densidade aparente, três gramas de amostras foram colocadas 

em provetas de 50 mL e o volume encontrado registrado. A densidade de compactação foi 

determinada com auxílio de um densímetro de sólidos Copley JV2000. O pó foi submetido à 

1250 quedas, conforme preconizado na norma DIN 53194 e pela  Farmacopeia Americana 

(BOLHUIS; ENGELHART; EISSENS, 2009;  USA, 2011). A densidade aparente (da) e a de 

compactação (dc) foram calculadas pelas equações: 

 

𝐃𝐞𝐧𝐬𝐢𝐝𝐚𝐝𝐞 𝐚𝐩𝐚𝐫𝐞𝐧𝐭𝐞(𝐝𝒂) =
massa da amostra

volume aparente
                  (Equação 1) 

𝐃𝐞𝐧𝐬𝐢𝐝𝐚𝐝𝐞 𝐜𝐨𝐦𝐩𝐚𝐜𝐭𝐚𝐝𝐚 (𝒅𝒄) =
massa da amostra

volume compactado
        (Equação 2) 

 

Determinação do fator de Hausner e índice de Carr  

O fator de Hausner (FH) e o índice de Carr são parâmetros vinculados às propriedades 

de fluxo do pó. O fator de Hausner e o índice de Carr foram determinados através das 

equações abaixo (BHUSARI; MUZAFFAR; KUMAR, 2014):  

 

𝐅𝐚𝐭𝐨𝐫 𝐝𝐞 𝐇𝐚𝐮𝐬𝐧𝐞𝐫 (𝐅𝐇) =
Densidade de compactação

Densidade aparente
         (Equação 3) 

 

Í𝐧𝐝𝐢𝐜𝐞 𝐝𝐞 𝐂𝐚𝐫𝐫 (%) =
Densidade de compactação−Densidade aparente

Densidade de compactação
𝑥 100        (Equação 4) 
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Teor de umidade residual 

A determinação da umidade residual foi realizada por meio do método gravimétrico de 

perda por dessecação. Um grama de cada extrato foi colocado em pesa-filtro, previamente 

tarado, e submetido à dessecação em estufa a 105 ± 2 º C durante 2 horas. Após o 

resfriamento por 20 minutos em dessecador, o pesa-filtro foi pesado e recolocado em estufa 

por mais 30 minutos, repetindo o procedimento anterior antes da pesagem. O resultado foi 

expresso em perda percentual de umidade em massa (BRASIL, 2010). 

 

Higroscopicidade 

A higroscopicidade dos extratos secos foi analisada após submissão de 0,5g de cada 

extrato à atmosfera de umidade relativa de 90%, obtida com a diluição de 9,76 mL de ácido 

sulfúrico concentrado para 100 mL de água destilada. Essa solução foi transferida para 

dessecadores. 

 Nos dessecadores foram colocados béqueres de 20 mL previamente tarados, contendo 

500 mg dos extratos secos.  A cada 24 horas, o material foi retirado do dessecador de umidade 

relativa de 90% e colocado em dessecador com sílica gel  por uma hora com a finalidade de 

retirar o excesso de umidade dos recipientes de acondicionamento. Em seguida, o material foi 

pesado e retornado ao dessecador de umidade relativa de 90%. A higroscopicidade foi 

determinada por gravimetria, através da diferença entre o peso inicial e a cada 24 horas 

(equação 5), durante 7 dias de ensaio. As alterações das características macroscópicas dos 

extratos foram avaliadas (GAUDY, 1984;  VASCONCELOS et al., 2005). 

 

𝐇𝐢𝐠𝐫𝐨𝐬𝐜𝐨𝐩𝐢𝐜𝐢𝐝𝐚𝐝𝐞 (%) =  
Massa após 24h− Massa inicial 

Massa inicial
 x 100 (Equação 5) 

 

Análise morfológica  

Os extratos foram previamente revestidos com ouro através de metalizador HHV 

AUTO306 (espessura de recobrimento de 5nm). A análise foi realizada na Central Analítica 

do Instituto de Química da Universidade de São Paulo, Brasil, em microscópio eletrônico de 

varredura (MEV-EDS) Jeol JSM-7401F. A análise EDS (espectroscopia de energia dispersiva 

de raios-x) foi realizada com o propósito de obter o gradiente de composição de partículas da 

amostra e utilizou voltagem de aceleração igual a 10.0 kV e magnificação de 4000x. A 

morfologia, a superfície e homogeneidade de tamanho e forma das partículas foram 

observadas.  
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Perfil cromatográfico 

Inicialmente as amostras foram solubilizadas em metanol grau HPLC (High 

Performance Liquide Chromatography) em concentração final de 20mg/mL. Em seguida, a 

amostra obtida foi filtrada com filtro Millex-HV PVDF Durapore (0,45mm) e transferida para 

frasco de 1,8 mL para análise por HPLC. Os parâmetros da análise foram: volume de injeção 

de 20 µL, coluna ACE 5 AQ (25 cm x 4.8 mm x 5 µm), fase móvel água Milli-Q acidificada 

(AMQ) com ácido acético glacial (pH 3,0) e acetonitrila (ACN) com eluição em gradiente 

(tempo 0 min = 100 % AMQ / 0 % ACN; tempo 35 min = 0 % AMQ/ 100 % ACN; tempo 

35,1 min = 100 % AMQ/ 0 % ACN; tempo 45 min = 100 % AMQ/ 0 % ACN), temperatura 

do forno igual a 50 º C, e fluxo de 0,5 mL/min. A leitura das amostras foi realizada em 

comprimento de onda de 340 nm. Utilizou-se punicalagina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

como padrão cromatográfico. 

 

Análise estatística 

 

Todas as análises descritas foram realizadas em triplicata, exceto quando especificado 

diferentemente. Os resultados obtidos foram avaliados aplicando-se o teste estatístico 

ANOVA, seguido de teste Tukey, quando aplicável. A análise estatística e a obtenção dos 

gráficos foram realizadas com auxílio dos programas Statistica
®

 12, Excel
®
 e GraphPad 

Prisma
®
 5, todos para ambiente Windows. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Caracterização do extrado etanólico de P. granatum 

Os valores correspondentes ao resíduo seco, pH e densidade relativa podem ser 

visualizados na Tabela 2.1. 

 

Tabela 2 - Resíduo seco, pH e densidade relativa do extrato etanólico de Punica granatum. 

Parâmetros avaliados Média ± DP 

Resíduo seco (p/v) 8,48 ± 0,134 

pH 6,32 ± 0,083 

Densidade relativa (g/mL) 0,91 ± 0,002  

Legenda: DP: desvio padrão. 
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O extrato apresentou densidade realativa igual a 0,91 g/mL, valor próximo à densidade 

da água. O resíduo seco correspondeu a 8,48% (p/v), o que caracteriza uma alta capacidade 

extrativa do método utilizado. O resíduo seco trata-se de uma resposta dependente de 

multifatores, dentre os quais se destacam a quantidade de material vegetal, o método de 

extração e os solventes utilizados. Rodríguez Chanfrau, González e López Armas (2013) 

determinaram que as condições ideais de extração de compostos polifenólicos do fruto de P. 

granatum correspondem à maceração por 72h utilizando 20% de material vegetal e solvente 

hidroalcóolico (etanol:água) na proporção de 50%. Nesse estudo, não houve diferença 

significativa no uso do solvente (etanol:água) a 70% e 50%. No presente trabalho preferiu-se 

a utilização do solvente etanol:água a 70% com a finalidade de diminuir possíveis 

contaminações microbiológicas.  

A determinação do pH apontou um extrato fracamente ácido, apresentando um valor 

de 6,32. Este quadro é importante para a estabilidade dos compostos nos diferentes processos 

futuramente empregados. O pH fornece informações sobre a natureza química dos compostos 

existentes na solução extrativa. As antocianinas, compostos pertencentes ao grupo dos 

falvanoides, por exemplo, apresentam diferentes estruturas em função do pH (MARÇO; 

POPPI; SCARMINIO, 2008;  SOUZA et al., 2010). A triagem fitoquímica qualitativa revelou 

a presença de taninos, polifenóis, flavonoides e saponinas. Os resultados podem ser 

visualizados na tabela 2. 

 

Tabela 3 – Triagem fitoquímica qualitativa de extrato etanólico de Punica granatum. 

Classe de compostos Reação utilizada Resultado 

Alcaloides Reação de Mayer Ausente 

Taninos e polifenóis Reação com FeCl3 Presente 

Quinonas Reação com NaOH Ausente 

Flavonoides  Reação de Shinoda Presente 

Saponinas  Formação de espuma Presente 

 

A presença de flavonoides nesta espécie é comprovada pela literatura e muitos estudos 

apontam a presença de tais substâncias nas folhas e arilos e pericarpo. Os principais 

flavanoides presentes em P. granatum são: campferol, quercetina e luteolina (DE OLIVEIRA 

et al., 2013;  JAGANATHAN et al., 2014;  LANSKY; NEWMAN, 2007;  SREEKUMAR et 

al., 2014;  ULLAH et al., 2014;  WANG, L. et al., 2014). 
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Os polifenóis são os principais compostos a que se atribuem as propriedades 

biológicas dessa planta. Esses constituintes estão presentes em todas as partes do vegetal. 

Destaca-se a presença de ácido elágico e taninos hidrolisáveis, tais como punicalagina, 

peduncalagina, punicalina e ácido galágico (ANIBAL et al., 2013;  DKHIL, 2013;  LI, D. Q. 

et al., 2014;  MINAIYAN et al., 2014;  SHABAN et al., 2013;  ZARFESHANY; ASGARY; 

JAVANMARD, 2014). 

 

Caracterização dos extratos secos de P. granatum 

 

Aspectos visuais 

O aspecto visual dos extratos secos por spray drying mostrou a presença de pós finos, 

de coloração  semelhante,  apresentando  uma  tonalidade  amarelo-clara  (Figura 2). Por outro 

lado, o pó obtido por liofilização apresentou uma coloração mais escura, cor de caramelo. As 

características físicas visuais mostraram que os extratos com maior concentração aerosil (L1 e 

L2), apresentaram melhores propriedades, aderindo menos às paredes do recipiente em que 

foi armazenado e formando menos aglomerados. O Aerosil adicionado aos extratos 

proporcionou um aspecto de pó fino e solto. Esse resultado corrobora estudos realizados 

anteriormente utilizando esse adjuvante tecnológico na secagem de extratos vegetais 

(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010;  VASCONCELOS et al., 2005a).   

 

Figura 2 - Aspecto visual dos extratos secos de Punica granatum. 

. 
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Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes. 

 

Rendimento do processo de secagem 

O rendimento do processo de secagem forneceu resultados superiores aos comumente 

encontrados para secagens por pulverização tradicionais, que ficam em torno de 50 a 70 % 

(LI, X. et al., 2010).  Percebe-se que o processo de secagem por liofilização mostrou 

rendimentos bem próximo ao valor de 100%, uma característica inerente desse método. 

Apesar de L2 apresentar rendimento quantitativamente superior aos demais lotes (tabela 4 e 

figura 3), percebe-se que os rendimentos obtidos por spray drying, aparentemente, não 

sofreram influência dos adjuvantes tecnológicos nas concentrações estudadas. Provavelmente, 

a homogeneidade deste comportamento seja em função dos demais parâmetros de secagem, 

temperatura de entrada, pressão, aspiração e velocidade de fluxo que permaneceram 

constantes durante a secagem. 

 

Tabela 4 - Rendimento dos processos de secagem do extrato etanólico de Punica granatum. 

Lote Rendimento (%) 

L1 82,66 

L2 85,24 

L3 82,64 

L4 82,16 

L5 84,34 

LF 99,80 
Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes. 

 

Figura 3 – Análise de superfície de resposta do rendimento dos processos de secagem de 

extratos etanólico de Punica granatum. 
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Densidade aparente, densidade compactada fator de Hausner e índice de Carr  

Na tabela 5 e figura 4 estão apresentados os resultados da densidade, antes e após 

compactação, fator de Hausner e índice de Carr de cada lote de extrato seco. 

 

Tabela 5 - Densidade aparente, densidade compactada, fator de Hausner e índice de Carr dos 

extratos secos de Punica granatum. 

Extratos 
da 

(g/mL) 

dc 

(g/mL) 

Fator de 

Hausner (FH) 

Índice de 

Carr 

L1 0,153 ± 0,005 0,214 ± 0,000 1,405 ± 0,041 28,772 ± 2,127 

L2 0,148 ± 0,004 0,201 ± 0,013 1,358 ± 0,062 26,270 ± 3,285 

L3 0,148 ± 0,004 0,192 ± 0,007 1,299 ± 0,043 22,937 ± 2,612 

L4 0,158 ± 0,000 0,232 ± 0,018 1,467 ± 0,113• 31,579 ± 5,263• 

L5 0,164 ± 0,013 0,205 ± 0,008 1,249 ± 0,073 19,771 ± 4,555 

LF 0,567 ± 0,058* 0,567 ± 0,058* 1,000 ± 0,001* 0,000 ± 0,000* 

Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes; 

da: densidade aparente; dc: densidade compactada; *: estatisticamente diferente dos demais lotes; •: 

estatisticamente diferente de L5. 

 

Figura 4 - Densidade aparente, densidade compactada, fator de Hausner e índice de Carr do 

extrato seco de Punica granatum. 

 

Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes; 

* * 

* 

* 

• 
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da – densidade aparente; dc – densidade compactada; *: estatisticamente diferente dos demais lotes; •: 

estatisticamente diferente de L5. 

 

 O parâmetro densidade é um fator importante em relação à embalagem, transporte e 

comercialização de pós, portanto, seus resultados podem ser úteis em termos de massa do 

material que se encaixe em determinado recipiente. Um produto seco com alta densidade pode 

ser armazenado em recipientes menores, ao contrário de produtos com baixa densidade 

(FERNANDES, R. V. D. B.; BORGES; BOTREL, 2013). Percebe-se que as densidades 

aparentes dos extratos secos por spray drying foram estatisticamente semelhantes (p<0,05). 

Apenas o extrato seco por liofilização apresentou características e resultados diferentes dos 

demais grupos para esse parâmetro.  

Os resultados obtidos para o fator de Hausner são parâmetros vinculados às 

propriedades de fluxo do pó ( 1,0 < FH <1.1, pó de fluxo livre; 1,1 < FH <1,25, pó de fluxo 

médio; 1,25 < FH <1.4, pó de difícil fluxo; e FH > 1.4, pó de fluxo muito difícil). Em relação 

ao índice de Carr, valores abaixo de 20% indicam facilidade no processo de compressão 

(BHUSARI; MUZAFFAR; KUMAR, 2014;  FERREIRA, 2009). Os extratos secos por spray 

drying não apresentaram propriedades reológicas satisfatórias. Os resultados demonstram que 

LF, L5, L3 e L2, em ordem decrescente, apresentaram melhores características em relação a 

esses parâmetros. Entretanto, é visível a instabilidade de LF quando em contanto com o 

ambiente, devido sua elevada capacidade de absorver água. Em relação ao L5, verificou-se 

uma elevada aderência ao recipiente de armazenamento quando comparado a L3 e L2, 

provavelmente devido, também, a sua alta higroscopicidade. 

 

Teor de umidade residual 

A umidade é um fator determinante na qualidade farmacotécnica de materiais sólidos 

pulverulentos, podendo interferir tanto nas características reológicas quanto na estabilidade 

físico-química (MENDEZ et al., 2011). Teores de umidade elevados possibilitam o 

desenvolvimento de fungos e bactérias, hidrólise e atividade enzimática com consequente 

deterioração de constituintes químicos (MARQUES et al., 2012).  

Os valores de umidade residual dos extratos secos de P. granatum são exibidos na 

tabela 6. Os extratos secos por spray drying apresentaram umidade residual entre 1,29 ± 0,21 

% e 3,61 ± 0,08 % (m/m). O extrato seco por liofilização apresentou valores estatisticamente 

superiores aos obtidos pela secagem por aspersão (p < 0,05). Esse resultado demonstra que o 

spray drying corresponde a um método eficiente de secagem de matéria prima vegetal.  
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Tabela 6 – Umidade residual dos extratos secos de Punica granatum. 

Extratos Umidade residual (% m/m) 

L1 2,75 ± 0,20 

L2 3,61 ± 0,08 

L3 3,60 ± 0,14 

L4 1,29 ± 0,21 

L5 2,95 ± 0,15 

LF 9,10 ± 0,26 * 
Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes; 

*: estatisticamente diferente dos demais lotes. 

 

A análise estatística dos dados de umidade residual permite afirmar que L1 e L5 são 

estatisticamente iguais entre si e diferentes dos demais lotes de extratos secos (p < 0,05). L2 e 

L3, após análise estatística, também demonstraram serem iguais entre si. Logo, para esse 

ensaio, concluímos que L4, L1/L5, L2/L3 e LF, em ordem decrescente, correspondem aos 

extratos com menor teor de água. 

 

Higroscopicidade 

A higroscopicidade em extratos secos vegetais é um problema comum, uma vez que a 

elevada carga de constituintes vegetais e as reduzidas dimensões acarretam problemas de 

fluxo e causam aumento da superfície específica, favorecendo um comportamento 

desfavorável frente à umidade ambiental. O comportamento dos extratos frente à umidade 

está diretamente relacionado à estabilidade e às propriedades tecnológicas de manipulação dos 

extratos para obtenção de produtos finais (SOARES et al., 2005). O comportamento 

higroscópico dos extratos secos frente à umidade relativa controlada de 90% é apresentado na 

figura 5. 
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Figura 5 – Higroscopicidade dos extratos secos de Punica granatum frente à umidade relativa 

de 90%. 

 

Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes. 

 

O ganho de massa dos extratos ocorreu de forma acentuada nas primeiras 72 horas de 

teste, seguindo a um platô para os demais dias de exposição. Ao final dos 7 dias de ensaio, 

apenas L1 e L3 tiveram valores estatisticamente semelhantes para o ganho de massa (p < 

0,05). LF apresentou o menor ganho de massa entre os extratos. Entretanto, a capacidade de 

absorção da umidade do meio por LF e L5 são, aparentemente, as mais nítidas entre os 

extratos secos (figura 6). Assim, os resultados da higroscopicidade interpretados em 

associação aos dados de umidade residual fornecem melhor clareza da capacidade de 

absorção de umidade, visto que se leva em consideração a massa de água que já se encontra 

nas amostras. A figura 7 apresenta os valores de higroscopicidade e umidade residuais 

associados. 
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Figura 6 - Extratos secos de Punica granatum antes (A) e após (B) teste de higroscopicidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes. 

 

Figura 7 – Higroscopicidade associada à umidade residual dos extratos secos de Punica 

granatum. 

 

Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes. 

 

L2, seguido de L4, L1, L3, LF e L5, corresponde à ordem decrescente de qualidade 

dos extratos, quando se analisa, simultaneamente, a umidade residual e a higroscopicidade. 
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Estatisticamente, L1 = L2, L1 = L3, L1 = L4, L2 = L4 e L3 = L4. As demais comparações 

entre extratos foram estatisticamente significantes (p < 0,05). Macroscopicamente, L2 

correspondeu ao extrato seco com melhor aspecto, sem enegrecimento da coloração ou 

alteração da forma física de sólida para semissólida, fenômeno verificado para L1, L4, L5 e 

LF. Esses resultados permitem inferir que a presença dos adjuvantes tecnológicos (aerosil e 

maltodextrina) foi capaz de diminuir a elevada higroscopicidade dos extratos secos.  

 

Análise da morfológica  

A análise por microscopia eletrônica de varredura demonstrou que a secagem por 

spray drying com presença de adjuvantes tecnológicos não resultou em produtos homogêneos 

(figura 8A, 8B, 8C e 8D).  Essa característica é percebida quando se compara esses resultados 

com aquele obtido para L5 (figura 8E). Além disso, percebe-se a presença de aglomerados 

com grandes dimensões nas amostras L1, L2, L3 e L4 que, após o ensaio de EDS (Figura 9), 

confirmou que se tratava de aerosil.  

 A presença de carbono, oxigênio e silício na composição de partículas da amostra, 

determinada através do ensaio de EDS, permite afirmar que o aerosil, apesar de sua má 

distribuição, foi capaz de recobrir partes do material vegetal (figura 9.1). Esse recobrimento é 

visualizado nas fotomicrografias dos extratos com presença de adjuvantes tecnológicos 

(figura 8A, 8B, 8C e 8D). Esse recobrimento, justifica as melhores características 

tecnológicas dos extratos com presença de adjuvantes. 

 Quanto à morfologia, todas as imagens apresentam partículas esféricas ocas, em 

menor quantidade, e em maior quantidade, partículas irregulares análogas a uma hemácia 

crenada. Esse resultado condiz ao processo de secagem por spray drying. Nessa técnica, a 

evaporação do solvente presente nas gotículas aspergidas leva à formação de esferas com 

diversas formas, desde esferas intactas, com superfície imperfeita ou fragmentada, sólidas ou 

ocas (PETROVICK, 2010). 
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Figura 8 – Fotomicrografias dos extratos secos de Punica granatum. 

 

Legenda: A: L1; B: L2; C: L3; D: L4; E: L5; F: LF. 
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Figura 9 – Análise semi-quantitativa dos elementos químicos presentes em extrato seco por 

spray drying de Punica granatum. 

 

 

Perfil cromatográfico 

 A comparação entre os perfis cromatográficos dos adjuvantes tecnológicos utilizados 

na secagem por spray drying e os cromatogramas dos extratos secos determinou que os 

adjuvantes em nada interferem na análise cromatográfica, visto que, além de picos em um 

tempo diferente, a área de pico (mAU) é extremamente baixa. A figura 10 apresenta a 

sobreposição do cromatograma de L1 com aerosil e maltodextrina. Verificou-se que na janela 

cromatográfica do padrão, punicalagina, nem a maltodextrina e nem o aerosil contribuem para 

aumentar a área da substância analisada. 
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Figura 10 – Sobreposição do cromatogramas do L1 e dos adjuvantes tecnológicos utilizados 

na secagem por spray drying. 

 

Legenda: linha azul: maltodextrina; linha vermelha: aerosil; linha marrom: L1. 

 

A sobreposição dos cromatogramas demonstra que a secagem por spray drying não 

altera quali e quantitativamente os componentes químicos do extrato. A figura 11 apresenta a 

sobreposição dos cromatogramas no campo de eluição da substância padrão, punicalagina, 

(figura 11). 

 

Figura 11 – Sobreposição do cromatogramas dos extratos secos de Punica granatum no 

campo cromatográfico de eluição a punicalagina.  

 

Legenda: linha verde: L1; linha marrom: L2; linha azul: L3; linha marrom claro: L4; linha rósea: L5; linha 

mostarda: LF. 
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CONCLUSÃO 

 

A partir da metodologia desenvolvida, dos resultados obtidos e da comparação com 

outros estudos, a obtenção de extrato etanólico do pericarpo do fruto de Punica granatum 

mostra-se como alternativa viável na obtenção de derivados vegetais com metabólitos 

secundários presentes. A secagem por spray drying correspondeu a uma alternativa viável na 

obtenção de um produto intermediário para produção de formas farmacêuticas. Os extratos 

secos tiveram bom rendimento de secagem e a adição de adjuvantes tecnológicos permitiu 

obter extratos secos com melhores características tecnológicas. Além disso, a secagem por 

spray drying não interferiu quali e quantitativamente nos compostos dos extratos. 
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5. CAPÍTULO III – Avaliação da atividade antioxidante e antimicrobiana 

do extrato seco de Punica granatum 

 

(Artigo a ser submetido à African Journal of Pharmacy and Pharmacology. Fator de 

impacto: 0,27) 
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granatum 

PEREIRA, S.T.
1
; GONÇALVES, T. V. S. R 

2
; OLIVEIRA, E. H.

 2
; NUNES, L.C.C.

1 

1
Programa de Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, Universidade Federal do Piauí, 

Teresina, Piauí, Brasil. 

2
Curso de Farmácia, Universidade Federal do Piauí, Teresina, Piauí, Brasil. 

 

Resumo  

Punica granatum, popularmente conhecida como romãzeira, é uma planta com diversas 

propriedades terapêuticas e uso difundido na medicina popular de vários locais. Muitas dessas 

propriedades são evidenciadas por trabalhos científicos em todo o mundo. Esse trabalho teve 

como objetivo avaliar a capacidade antioxidante e antimicrobiana do extrato seco de Punica 

granatum. O extrato seco apresentou alta capacidade antioxidante nos ensaios de DPPH e teor 

de polifenóis totais. A avaliação antimicrobiana preliminar demonstrou sensibilidade frente às 

bactérias Staphylococcus áureos e Escherichia coli e ao fungo Candida albicans. O extrato na 

concentração de 5mg/mL obteve o melhor resultado, sendo estatisticamente semelhante com o 

controle positivo, gentamicina (p < 0,05). Assim, o extrato seco por spray drying mostra ser 

uma alternativa barata que pode corresponder a um produto intermediário para produção de 

produtos tecnológicos. 

Palavras-chave: Punica granatum; Punicaceae; antioxidante; antimicrobiano. 
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Abstract 

Punica granatum, popularly known as pomegranate, is a plant with many therapeutic 

properties and widespread use in folk medicine from many places. Many of these properties 

are evidenced by scientific works throughout the world. This study aimed to evaluate the 

antioxidant and antimicrobial capacity of dry extract of Punica granatum. The dry extract 

showed high antioxidant capacity in DPPH assays and total polyphenol content. The 

preliminary antimicrobial assessment showed sensitivity to bacteria Staphylococcus aureus 

and Escherichia coli and fungus Candida albicans. The extract at concentration 5mg/mL had 

the best result, being statistically similar to positive control, gentamicin (p <0.05). Thus, dried 

extract by spray drying proves to be a cheap alternative which may correspond to  

intermediate product for the production of technological products. 

Keywords: Punica granatum; Punicaceae; antioxidante; antimicrobial. 
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INTRODUÇÃO 

 

Diversos estudos comprovam propriedades benéficas de produtos derivados de 

vegetais para a saúde humana. Inúmeras moléculas de origem vegetal foram isoladas e suas 

propriedades farmacológicas e físico-químicas foram estudadas (CORTÉS-ROJAS; SOUZA; 

OLIVEIRA, in press). 

Neste contexto, a atividade antioxidante de vegetais é de grande interesse, visto que é 

amplamente conhecido que os radicais livres são responsáveis por danos aos lipídeos, 

proteínas e ácidos nucleicos das células. Atualmente, a busca por antioxidantes naturais para 

uso em produtos farmacêuticos ou alimentícios tem ganhado destaque a fim de limitar a 

utilização de antioxidantes sintéticos (TLILI et al., 2015). Da mesma forma, com a crescente 

resistência aos antibióticos, o desenvolvimento de novas estratégias para o combate de 

bactérias é válido (COPPO; MARCHESE, 2014). Assim a atividade antimicrobiana de 

plantas e suas preparações correspondem a uma terapia alternativa capaz de melhorar a 

eficácia de um fármaco existente. 

Punica granatum corresponde a uma planta arbustiva originária do oriente médio, 

cultivada no mundo inteiro. Pertencente à família Punicaceae, as preparações das diferentes 

partes de P. granatum são utilizadas há séculos com inúmeros propósitos. A literatura reporta 

esse vegetal como uma rica fonte de polifenois bioativos, compostos com características 

antioxidantes e diversas propriedades terapêuticas (ÁVILA et al., 2013). Dentre os efeitos 

terapêuticos, a atividade antimicrobiana dessa planta é atribuída principalmente à presença de 

compostos polifenólicos (COPPO; MARCHESE, 2014). Tais compostos são encontrados 

principalmente no fruto, dentre os quais se destacam: ácido elágico, taninos hidrolisáveis, 

conhecidos como elagitaninos, alguns flavonoides e antocianinas (LI et al., 2014;  ZHOU et 

al., 2015). ORGIL et al. (2014) demonstrou que o pericarpo do fruto apresentava, 

significativamente, níveis de polifenóis mais elevados que as demais partes da planta. 

Assim, esse estudo teve como objetivo investigar o potencial antioxidante e 

antimicrobiano de extratos secos de Punica granatum (Punicaceae). 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção dos extratos secos 

 

Os extratos secos de Punica granatum utilizados nesse estudo foram obtidos por 

secagem em spray drying e liofilização.  

O extrato fluido correspondeu a extrato hidroetanólico a 70% (v/v) com proporção de 

20% (m/v) de pericarpo do fruto de P. granatum (material vegetal) obtido por maceração 

durante 72 h com agitação diária durante 1 minuto.  

Para secagem por spray drying foram adicionados ao extrato fluido adjuvantes 

tecnológicos e sob homogeneização, em agitador  magnético, a preparação foi seca em Mini 

Spray Dryer Büchi B-290 nas seguintes condições:  temperatura de entrada de 170 ºC, 

velocidade de fluxo de 10% (aproximadamente 3 mL/min), pressão de 0,6 barr e aspiração em 

90% da capacidade do equipamento. A proporção de adjuvante presente em cada lote de 

extrato seco é apresentada na tabela 1 e foi calculado de acordo com o resíduo seco do extrato 

fluido. 

Para a secagem por liofilização não foi utilizado adjuvantes tecnológicos. Esse 

processo foi realizado a fim de comparação com o extrato seco por aspersão. Utilizou-se 

liofilizador Thermo MudulyoD Freeze Dryer. Inicialmente, o extrato etanólico teve o etanol 

retirado por meio de evaporador rotativo Fisatom 801 com banho-maria a 80 ºC, água do 

condensador a 10 ºC e pressão a vácuo de 200 mmHg, até eliminação completa do etanol. O 

extrato aquoso obtido foi seco por liofilização com temperatura de -50 ºC, pressão a vácuo de 

2,5 mbar, durante 72h. 

 

Tabela 1 – Proporção de adjuvante de secagem presente nos extratos secos de Punica 

granatum. 

Lotes 
Maltodextrina  

(%) 

Dióxido de silício 

coloidal (aerosil) 

(%) 

Lote 1 (L1) 15 15 

Lote 2 (L2) 10 15 

Lote 3 (L3) 15 10 

Lote 4 (L4) 10 10 

Lote 5 (L5) 0 0 

Lote F (LF) 0 0 
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Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes. 

 

Determinação do teor de polifenóis totais dos extratos secos de Punica granatum 

 

A determinação do teor de polifenóis totais presentes nas amostras de extratos secos 

foi realizada através de espectrofotometria de absorção no UV-Visível, utilizando o método 

de Folin–Ciocalteu adpatado (SINGLETON; ROSSI, 1965;  SOUSA et al., 2007). Amostras 

contento o equivalente a 100 mg de material vegetal de cada lote de extrato seco foram 

dissolvidas com metanol em balão volumétrico de 100 mL e o volume final completado com 

metanol. Uma alíquota de 40 mL desta solução foi transferida para um balão volumétrico de 

50 mL; esta segunda solução teve seu volume acertado novamente com metanol. Uma 

alíquota de 100 μL (80 μg) desta última solução foi misturada com 500 μL do reagente de 

Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA) e 6 mL de água destilada e agitada por 1 

minuto; passado este tempo, 2 mL de carbonato de sódio (Na2CO3) a 15% foram adicionados 

à mistura e agitada por 30 segundos. Por fim, a solução teve seu volume acertado para 10 mL 

com água destilada e passado 2 horas, a absorbância das amostras foi medida a 750 nm 

utilizando-se cubetas de quartzo, tendo como “branco” o metanol e todos os reagentes, menos 

as amostras de extratos. O teor de fenóis totais foi determinado por interpolação da 

absorbância das amostras contra uma curva de calibração construída com padrões de ácido 

gálico, Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA, (20 a 140 μg/mL) e expressos como mg 

equivalentes de ácido gálico por g de extrato (EAG/g). A Equação da curva de calibração do 

ácido gálico foi C = 98,626A – 5,9875, onde C é a concentração do ácido gálico em µg, A é a 

absorbância a 750 nm. O coeficiente de correlação foi igual a 0,9991.  

O teor de polifenóis totais (PT) foi expresso como equivalente de ácido gálico em mg 

de ácido gálico por g de extrato seco (EAG/g), obtido a partir da aplicação da equação 1: 

 

EAG/g =
𝐶

m
  (Equação 1) 

 

Onde, EAG/g = equivalentes ácido gálico por grama de extrato; C = concentração de 

ácido gálico em mg e m = massa do extrato utilizado em g. 
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Avaliação da capacidade antioxidante dos extratos secos de Punica granatum 

 

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada monitorando-se o consumo do 

radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA) pelas 

amostras, através da medida do decréscimo da absorbância de soluções de diferentes 

concentrações de material vegetal (OLIVEIRA, G. L. D. S. et al., 2014).  Utilizaram-se cinco 

concentrações de cada lote de extrato seco (10 µg, 20 µg, 40 µg, 80 µg e 160 µg) preparadas 

por diluição em etanol (ZAHIN; AQIL; AHMAD, 2010). Foi utilizado etanol como controle 

negativo e o antioxidante Trolox (6-hidroxi 2,5,7,8-tetrametilcromano 2-ácido carboxílico) 

(Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA), como controle positivo. A mistura de reação (0,3 mL da 

amostra em análise com 2,7 mL de solução de DPPH) foi incubada a temperatura ambiente 

durante 30 minutos e a absorvância foi medida utilizando cubetas de quartzo em 

espectrofotômetro Shimadzu UVmini-1240 a 515 nm. Os valores de absorbância foram 

convertidos em percentagem da capacidade antioxidante (% CA) através da seguinte equação: 

 

𝐂𝐀 (%) =
[(Absorbância do controle negativo−Absorbância da amostra reativa)x 100]

Absorbância do controle negativo
                 (Equação 2) 

 

A concentração efetiva para se obter 50% de atividade antioxidante estimada em 100% 

(CE50) dos extratos secos foi determinada por regressão de probit (OLIVEIRA et al., 2014). 

 

Ensaios microbiológicos 

 

Cepas bacterianas utilizadas e preparação do inóculo. 

O estudo da atividade antimicrobiana do extrato seco de Punica granatum foi 

realizado frente à cepa padrão ATCC 25923 de Staphylococcus aureus, ATCC 251922 de 

Escherichia coli e Newp 31 de Candida albicans. As cepas bacterianas foram cultivadas em 

meio ágar Müeller Hinton. Para padronização da densidade do inóculo para o teste de 

sensibilidade, utilizou-se a metodologia de acordo com o CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute). Suspendeu-se as colônias em solução salina estéril (NaCl 0,85%) até se 

obter uma turvação compatível com o grau 0,5 da escala Mac Farland (1x106 UFC/mL). 

 

Diluição do Extrato Seco  

O extrato seco utilizado nesse teste correspondeu a L2, extrato seco por spray drying 

escolhido como melhor dentre os lotes obtidos na pesquisa. O extrato seco foi ressuspendido 
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em água purificada estéril na concentração inicial de 100 mg/mL. A partir dessa suspensão 

foram realizadas sete diluições: 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 

mg/mL, 1,56 mg/mL e 0,78 mg/mL.  

 

Avaliação da atividade antimicrobiana 

A avaliação do potencial antimicrobiano de P. granatum correspondeu a um ensaio 

preliminar. Placas de ágar Müeller Hinton foram preparadas antecipadamente e retiradas da 

refrigeração para atingir a temperatura ambiente antes do semeio. Com um swab estéril, os 

inóculos bacterianos e fúngico foram distribuídos uniformemente sobre a superfície do ágar 

até completar toda a superfície da placa. Em seguida, as placas foram deixadas em repouso 

em temperatura ambiente por 3 minutos.  

A técnica de perfuração em ágar está esquematizada na figura 1. Nessa técnica, a 

remoção do meio de cultura sólido é realizada com auxílio de cilindros de 6-8 mm de 

diâmetro para a formação de poços, nos quais é possível aplicação das substâncias a serem 

analisadas (OSTROSKY et al., 2008). Confeccionaram-se onze poços com 6 mm de diâmetro 

em cada placa para análise da atividade contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli e 

nove poços para o ensaio contra Candida albicans. 

Em cada poço foi colocado 50 µL da suspensão de extrato de Punica granatum 

previamente diluído em diferentes concentrações. Oxacilina e gentamicina foram testadas 

frente às bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli como controle positivo. Como 

controle negativo para os três patógenos utilizou-se DMSO. As placas foram mantidas em 

estufa a 35 ºC durante 24h. 
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Figura 1 – Esquema da metodologia de perfuração em ágar para inoculação de extrato seco de 

Punica granatum.  

 

Adaptado de (OLIVEIRA, F. D. D. S., 2012) 

 

Análise estatística 

 

Todas as análises descritas foram realizadas em triplicata, exceto quando especificado 

diferentemente. Os resultados obtidos foram avaliados aplicando-se o teste estatístico 

ANOVA, seguido de teste Tukey, quando aplicável. A análise estatística e a obtenção dos 

gráficos foram realizadas com auxílio dos programas Excel
®
 e GraphPad Prisma

®
 5, todos 

para ambiente Windows. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Determinação do teor de polifenóis totais dos extratos secos de Punica granatum 

 

A quantificação de compostos fenólicos é realizada por meio de uma variedade de 

técnicas, dentre as quais, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu figura entre as mais 

utilizadas (MATHEW; SUBRAMANIAN, 2014;  MINAIYAN et al., 2014). O reagente 

consiste de mistura dos ácidos fosfomolibídico e fosfotunguístico, no qual o molibdênio e o 

tungstênio encontram-se no estado de oxidação 6+, porém, em presença de certos agentes 

redutores, como os compostos fenólicos, formam-se os chamados molibdênio azul e 
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tungstênio azul (figura 2), nos quais a média do estado de oxidação dos metais está entre 5 e 6 

e cuja coloração permite a determinação da concentração das substâncias redutoras, que não 

necessariamente precisam ter natureza fenólica (SOUSA et al., 2007). 

 

Figura 2 – Determinação do teor de polifenóis totais do extrato seco de Punica granatum (L5) 

com seu respectivo controle negativo. 

 

Os resultados expressos como equivalentes de ácido gálico por 1 g de extrato seco 

(EAG/g) são apresentados na tabela 2.  

 

Tabela 2 – Conteúdo de polifenóis totais de extratos secos de P. granatum expressos em 

equivalentes de ácido gálico (EAG/g). 

Lotes de extratos TPT (mg de EAG/g) ± DP 

L1 537,04 ± 14,91 

L2 528,41 ± 27,71 

L3 537,04 ± 28,01 

L4 535,40 ± 19,84 

L5 556,77 ± 23,60 

LF 531,29 ± 2,57 

Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes; 

PT: polifenóis totais; EAG/g: equivalentes de ácido gálico por g de extrato seco; DP: desvio padrão. 
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Todos os extratos avaliados apresentaram altos teores de compostos fenólicos de 

acordo com a classificação proposta por RUFINO et al. (2010) (baixo (<1000 mg GAE/100g), 

médio (1000-5000 mg GAE/100 g) e alto (>5000 mg GAE/00 g) para sólidos secos). 

Os teores de PT dos diferentes extratos secos de P. granatum não tiveram diferença 

significativa (p<0,05), o que garante que o processo de secagem não degrada os compostos 

fenólicos. Assim, considerando que substâncias naturais podem ser responsáveis pelo efeito 

de proteção contra os riscos de muitos processos patológicos, os resultados descritos neste 

trabalho estimulam a continuidade dos estudos com P. granatum. 

 

Avaliação da capacidade antioxidante dos extratos secos de Punica granatum 

 

O DPPH é um radical orgânico estável que tem sido  

amplamente utilizado em estudos para avaliar a capacidade antioxidante de extratos vegetais 

ou compostos puros (ZAHIN; AQIL; AHMAD, 2010). Neste  

método, a capacidade antioxidante é determinada pela análise da diminuição da absorbância 

da mistura reativa do reagente DPPH e a amostra em análise, em que o DPPH de cor roxa é 

reduzido para formar DPPH2 de cor amarela (figura 2) (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 

2012). 

 

Figura 3 – Determinação da capacidade antioxidante do extrato seco liofilizado de Punica 

granatum. 

 

 

A tabela 3 e a figura 4 apresentam os resultados obtidos na determinação da 

capacidade antioxidante dos extratos secos de P. granatum. 

10µg/mL 20µg/mL 40µg/mL 80µg/mL 160µg/mL 
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Tabela 3 – Capacidade antioxidante de extratos secos de Punica granatum e Trolox pelo 

método de DPPH. 

Concentração 

(µg/mL) 

Capacidade antioxidante (%) 

L1 L2 L3 L4 L5 LF Trolox 

10 µg/mL 22,80 ± 

0,62 

22,63 ± 

1,16 

21,67 ± 

1,40 

22,93 ± 

1,76 

22,16 ± 

1,48 

21,27 ± 

1,10 

20,32 ± 

0,89 

20 µg/mL 35,27 ± 

1,93 

34,67 ± 

1,27 

34,00 ± 

0,72 

33,20 ± 

1,67 

32,12 ± 

0,72 

33,27 ± 

0,90 

21,25* ± 

1,40 

40 µg/mL 62,60 ± 

1,15 

62,80 ± 

0,70 

62,30 ± 

0,40 

63,00 ± 

0,75 

61,55 ± 

1,07 

62,40 ± 

0,82 

43,58* ± 

2,00 

80 µg/mL 84,03 ± 

0,47 

83,97 ± 

0,47 

83,57 ± 

0,46 

83,67 ± 

0,86 

84,53 ± 

0,67 

84,17 ± 

0,76 

82,03 ♦ ± 

1,38 

160 µg/mL 90,37 ± 

1,81 

90,90 ± 

0,66 

90,33 ± 

0,67 

90,13 ± 

0,21 

90,67 ± 

0,57 

91,10 ± 

0,40 

93,65 ◙ ± 

1,90 

CE50 (µg) 22,89 23,76 24,10 23,83 24,79 24,47 36,38 

Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes; 

CE50: Concentração efetiva para se obter 50% de atividade antioxidante estimada em 100% do radical DPPH; *: 

diferente estatisticamente dos demais lotes; ♦: diferente estatisticamente de L5; ◙: diferente estatisticamente de 

L1, L3 e L4. 

 

Figura 4 - Capacidade antioxidante de extratos secos de Punica granatum e Trolox pelo 

método de DPPH. 

 

Legenda: L1: extrato seco com 15% de aerosil e 15% de maltodextrina; L2: extrato seco com 15% de aerosil e 

10% de maltodextrina; L3: extrato seco com 10% de aerosil e 15% de maltodextrina; L4: extrato seco com 10% 

de aerosil e 10% de maltodextrina; L5: extrato seco sem adjuvantes; LF: extrato seco liofilizado sem adjuvantes. 
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Os resultados expostos na tabela 3 e figura 4 mostram que o extrato seco de Punica 

granatum possui boa capacidade antioxidante, reduzindo o radical DPPH numa forma 

dependente da concentração. Os valores da capacidade antioxidante dos extratos nas 

concentrações de 20 µg/mL e 40 µg/mL foram estatisticamente superiores ao controle 

positivo (Figura 4B e 4C) (p<0,05). Esse resultado demonstra uma alta ação antioxidante do 

extrato seco tanto por spray drying como por liofilização. Os resultados obtidos são 

semelhantes aos vários estudos que confirmam a atividade antioxidante de P. granatum, com 

destaque ao pericarpo e arilos do fruto (AMYRGIALAKI et al., 2014;  HASNAOUI; 

WATHELET; JIMÉNEZ-ARAUJO, 2014;  ZAHIN; AQIL; AHMAD, 2010). 

 

Avaliação da atividade antimicrobiana 

 

As placas de antibiograma obtidas na avaliação da atividade antimicrobiana de P. 

granatum são apresentadas na figura 5 e tabela 4.    

 

Figura 5 - Atividade antimicrobiana de extrato seco de Punica granatum frente a 

Staphylococcus aureu (A), Escherichia coli (B) e Candida albicans (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A - Staphylococcus aureus  B - Escherichia coli 

C - Candida albicans 
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Legenda: DMSO: dimetilsulfóxido ; GEN: gentamicina ; OXA: oxacilina 

 

Tabela 4 - Halos de inibição (mm) do extrato seco de Punica granatum em diferentes 

concentrações obtidos pelo método de perfuração em ágar. 

Concentração 

do extrato 

(mg/mL) 

Halo de inibição para 

S.aureus (mm) ± DP 

Halo de inibição para 

E. coli (mm) ± DP 

Halo de inibição para 

C. albicans (mm) ± DP 

5,0 21,67 ± 0,58 19,33 ± 0,58 24,00 ± 0,00 

2,5 20,67 ± 0,58 17,33 ± 0,58 23,00 ± 1,00 

1,25 20,33 ± 0,58 15,67 ± 0,58 21,67 ± 0,58 

0,62 19,00 ± 0,00 14,00 ± 0,00 18,67 ± 0,58 

0,31 16,33 ± 0,58 R 17,00 ± 0,00 

0,15 15,33 ± 0,58 R 15,67 ± 1,15 

0,07 9,00 ± 1,00 R 9,67 ± 1,53 

0,04 R R R 

Controle positivo 

Oxacilina R R ND 

Gentamicina 22,33 ± 0,58 19,67 ± 1,15 ND 

Controle negativo 

DMSO R R R 

Legenda: DP: desvio padrão; ND: não determinado; R: resistente.  

 

 Os primeiros antimicrobianos utilizados no tratamento de infecções por S. 

aureus foram as penicilinas. A oxacilina e a meticilina foram introduzidas na terapêutica 

apenas em 1960 e após alguns anos já foram encontradas cepas resistentes a esses dois 

antibióticos (MONCAYO-ORTIZ et al., 2015). Resultado semelhante pode ser constatado no 

resultado obtido neste estudo (figura 5A), em que frente a S. aureus, o poço de oxacilina 

apresentou halo de inibição menor que o de gentamicina. A inibição desse composto foi 

menor até mesmo que os poços referentes ao extrato de P. granatum nas concentrações de 5, 

2,5 e 1,25 mg/mL. Além disso, devido à existência de crescimento bacteriano no diâmetro do 

halo de inibição, classificou-se a atividade para essa substância como sem inibição. 

Por outro lado, a gentamicina corresponde a um antibiótico aminoglicosídeo de largo 

espectro. É eficaz contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo E. 

coli, Proteus, Salmonella, e cepas de Staphylococcus resistentes (RADHAKUMARY; 

SREENIVASAN, 2014). Logo, os resultados observados nas figura 5A e 5B, em que os poços 

de inoculação de gentamicina apresentaram sensibilidade, eram esperados. Estatisticamente, a 

inibição obtida para a concentração de 5mg do extrato foi igual à obtida para gentamicina (p < 

0,05). 
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A atividade antimicrobiana não se restringe apenas às bactérias. Ao considerar que 

um dos usos tradicionais de P. granatum é como dentifrício, é necessário considerar, além da 

ação bacteriana, as infecções causadas por fungos (MENEZES; PINTO; CORDEIRO, 2008). 

A atividade antifúngica do pericarpo de P. granatum é confirmada em diversos trabalhos 

(ANIBAL et al., 2013;  HAYOUNI et al., 2011;  HOFLING et al., 2010;  PONNUSAMY et 

al., 2010).(ENDO et al., 2012). Nas placas com semeio de C. albicans, os poços de 

inoculação do extrato de P. granatum produziram halos de inibição consideráveis, sobretudo 

naqueles de maior concentração (5, 2,5, 1,25 e 0,62 mg), demonstrando atividade antifúngica 

(figura 5 e tabela 4).  

Além da atividade antimicrobiana própria do extrato frente às cepas bacterianas, 

alguns estudos demonstram efeito sinérgico de preparações de P. granatum com 

antimicrobianos utilizados na clínica. Essa atividade sinérgica foi observada com 

novobiocina, ciprofloxacino, fluconazol, tetraciclina, clorafenicol, gentamicina, ampicilina e 

oxacilina (AQIL; AHMAD, 2007;  BRAGA et al., 2005;  DEY et al., 2012;  ENDO et al., 

2010;  PHATTHALUNG; CHUSRI; VORAVUTHIKUNCHAI, 2012). Esses resultados 

indicam que a utilização de preparações vegetais corresponde uma terapia alternativa capaz de 

melhorar a eficácia de um fármaco existente. 

Os resultados apresentados reiteram as evidências quanto à atividade antimicrobiana 

de P. granatum e demonstram a possibilidade de obtenção de produtos a base de P. granatum 

com finalidade bactericida e fungicida.  

 

CONCLUSÃO 

 

 A partir da metodologia desenvolvida, dos resultados obtidos e da comparação com 

outros estudos, o extrato seco do pericarpo do fruto de Punica granatum demonstrou ter uma 

boa capacidade antioxidante e antimicrobiana. Essas atividades são atribuídas principalmente 

aos compostos polifenólicos presentes nesse vegetal. Desse modo, o extrato seco por spray 

drying mostra ser uma alternativa que pode corresponder a um produto intermediário para 

produção de produtos tecnológicos. 
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6. CAPÍTULO IV - Obtenção e caracterização de comprimidos mucoadesivos contendo 

extrato seco de Punica granatum  

 

(Artigo a ser submetido à Chemico-Biological Interactions. Fator de impacto: 2,577) 
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Obtenção e caracterização de comprimidos mucoadesivos contendo extrato seco de 

Punica granatum. 
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Resumo  

Punica granatum, é uma planta com tradição de uso medicinal em diversos países. As 

preparações de P. granatum são utilizadas há séculos com inúmeros propósitos medicinais. 

Destaca-se o interesse da utilização dessa planta em odontologia. Estudos demonstram a 

possibilidade de utilização de extratos na confecção de produtos para a profilaxia e tratamento 

de doenças da cavidade oral (gengivites e placa dentária, por exemplo). Neste sentido, esse 

trabalho teve como objetivo obter e caracterizar comprimidos mucoadesivos contendo extrato 

seco por spray drying utilizando uma mistura de hidroxipropilmetilcelulose e amido em 

diferentes proporções.  Os comprimidos foram obtidos por compressão direta e apresentaram 

características físico-químicas adequadas em relação aos parâmetros farmacopeicos 

(dimensões uniformes, baixa variação de peso, dureza e friabilidade satisfatórios). Em relação 

às características adesivas (intumescimento, força e tempo de mucoadesão), a formulação com 

maior proporção de hidroxipropilmetilcelulose em relação ao amido e aquela com proporção 

equimolar entre esses dois polímeros tiveram características melhores que a formulação com 

maior concentração de amido. Assim, dependendo da concentração, o amido em mistura com 

a hidroxipropilcelulose é capaz de alterar a adesão. As formulações obtidas correspondem a 

um ponto de partida para testes posteriores. 

Palavras-chave: Punica granatum; Punicaceae; comprimidos mucoadesivos; 

hidroxipropilmetilcelulose; amido; liberação bucal; bioadesão. 
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Abstract  

Punica granatum, is a plant with medicinal use tradition in many countries. P. granatum 

preparations have been used for centuries with numerous medicinal purposes. Research also 

highlighted the interest in this plant in the dentistry field raised the possibility of using P. 

granatum extracts in the manufacture of products for the prevention and treatment of diseases 

in the oral cavity (gingivitis and dental plaque, for example). In this sense, this study aimed to 

obtain and characterize mucoadhesive tablets containing dry extract by spray drying using a 

mixture of hydroxypropyl methylcellulose and starch in different proportions. Tablets were 

obtained by direct compression and showed physical and chemical characteristics appropriate 

with pharmacopoeial parameters (uniform size, low weight variation, satisfactory hardness 

and friability). Regarding the adhesive characteristics (swelling, strength and mucoadhesion 

time), the formulation with higher concentration of hydroxypropyl methylcellulose and that 

with equimolar concentration of hydroxypropyl methylcellulose and starch had better 

characteristics than that with a higher concentration of starch. Thus, depending on 

concentration, the blend starch and hydroxypropyl methylcellulose is able to modify 

adhesion. The obtained formulations correspond to starting point for further testing. 

Keywords: Punica granatum; Punicaceae; mucoadhesive tablets; hydroxypropyl 

methylcellulose; starch; oral release; bioadhesion. 
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INTRODUÇÃO  

 

Nos últimos anos, o uso terapêutico de plantas aumentou progressivamente 

(CARVALHO et al., 2011). Punica granatum (Punicaceae) têm sido utilizada ao longo de 

séculos com diversas finalidades medicinais. O seu uso etnofarmacológico é direcionado ao 

tratamento contra diarreias, parasitas e desordens inflamatórias (SHIRODE et al., 2015).  

 Destaca-se o interesse da utilização de P. granatum em odontologia. Bhadbhade et al. 

(2011);  Disilvestro e Disilvestro (2009);  Groppo et al. (2008);  Menezes, Cordeiro e Viana 

(2006) e Oliveira et al. (2013) em seus resultados levantaram a possibilidade de utilização de 

extratos na confecção de produtos, em especial, enxaguatórios bucais, para a profilaxia e 

tratamento de doenças da cavidade oral (gengivites e placa dentária, por exemplo).  

Desde 1980 tem crescido o interesse em formulações para liberação bucal utilizando 

polímeros mucoadesivos. A mucosa bucal é uma opção promissora devido às suas 

características biofarmacêuticas favoráveis. As principais vantagens desta via são a excelente 

acessibilidade, imobilidade relativa, acesso direto à circulação sistêmica (evitando-se o 

metabolismo hepático de primeira passagem), baixa atividade enzimática e administração 

indolor. O efeito da eliminação salivar, a propriedade de barreira e a deglutição acidental são 

as maiores limitações dessa via (DAL PIZZOL, 2009;  PERIOLI; PAGANO, 2013;  

SUDHAKAR; KUOTSU; BANDYOPADHYAY, 2006;  VINOD et al., 2012).  

A escolha de polímeros mucoadesivos para aplicação bucal requer algumas 

características dentre as quais se destacam: o polímero e seus produtos não podem ser tóxicos 

ou irritantes, devem aderir rapidamente à mucosa bucal e possuir resistência mecânica 

adequada, ser solúvel em água e quando se encontrar na forma seca atrair água da superfície 

da mucosa e essa água proporcionar uma interação forte a partir de ligações de hidrogênio 

(SUDHAKAR; KUOTSU; BANDYOPADHYAY, 2006). 

Desse modo, a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) corresponde a um polímero 

semissintético com potencial na produção de formas farmacêuticas adesivas para aplicação 

bucal (JAIPAL et al., 2015). A HPMC (Figura 1) é um éter de celulose cujos hidrogênios e 

grupos hidroxilas da celulose foram parcialmente substituídos por alquil ou por grupos alquil 

substituídos a fim de modificar as características da celulose. A diferença na massa molar 

(viscosidade), substituição química (proporção dos substituintes metóxi e hidroxipropi) e 

tamanho da partícula, permitem a seleção desse polímero para muitas propriedades desejadas 

(PEKEL et al., 2004;  ZACCARON, 2005). 
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Figura 1 - Estrutura da hidroxipropilmetilcelulose. 

 

O amido corresponde a um polímero natural composto por dois polissacarídeos: a 

amilose e a amilopectina. É obtido de diversos vegetais (milho, batata, arroz, feijão e trigo, 

por exemplo). Os diferentes amidos possuem constituição química diferente que proporciona 

propriedades distintas (PRADO, 2013). Na indústria farmacêutica são utilizados 

principalmente como desintegrantes que são substâncias adicionadas às formulações a fim de 

facilitar a ruptura ou desintegração quando este entra em contado com a água (ROWE; 

SHESKEY; QUINN, 2009).  

O objetivo desse trabalho foi obter e caracterizar comprimido mucoadesivo contendo 

extrato seco de P. granatum obtidos a partir da mistura de dois polímeros, HPMC e amido, 

em diferentes proporções e, assim, entender e avaliar o efeito de cada polímero nas 

propriedades físico-químicas dessa forma farmacêutica. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Extrato vegetal 

 

 O extrato seco de P. granatum utilizado neste trabalho foi obtido por secagem por 

aspersão (spray drying). O extrato foi obtido a partir de uma solução extrativa hidroalcoólica 

20% (p/v) de pericarpo de P. granatum contendo 10% (p/p) de maltodextrina e 15% (p/p) de 

dióxido de silício coloidal como adjuvantes tecnológicos. 

 

Matérias-primas 

 

 Hidroxipropilmetilcelulose (Methocel™ K15M Premium, EUA) e amido (CAAL, 

Brasil). 
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Solventes e reagentes 

 

 Todos os solventes utilizados apresentam qualidade pró-análise (p. a.). A água 

empregada foi purificada por destilação. Fosfato de potássio monobásico (Vetec, Brasil); 

fosfato de potássio bibásico anidro (Vetec, Brasil); adesivo instantâneo de éster de 

cianoacrilato (Loctite, Brasil); metanol (Dinâmica, Brasil); ácido gálico (Sigma Aldrich Co., 

St. Louis, EUA); reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA); mucina 

tipo II crua de estômago suíno (Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA). 

 

Material biológico 

 

 Para a realização do ensaio de tempo de mucoadesão foi utilizada mucosa bucal 

isolada de porco (Sus domesticus) obtida em frigorífico, situado na cidade de Regeneração, 

Piauí, Brasil. 

 

Preparação dos comprimidos 

 

 A composição das formulações obtidas encontram-se na tabela 1.0. 

 

Tabela 1 – Formulação de comprimidos mucoadesivos bucais de Punica granatum. 

Componente Formulação 1 Formulação 2 Formulação 3 
Função na 

formulação 

Extrato seco* 9,53 % 9,53 % 9,53 % 
Matéria-prima 

ativa 

Amido 27,14 % 45,23 % 63,33 % 
Aglutinante e 

desintegrante 

HPMC 63,33 % 45,23 % 27,14 % 

Mucoadesivo e 

formador de 

matriz de 

liberação 

Massa total do 

comprimido 
70,00 mg 70,00 mg 70,00 mg - 

* A massa de extrato presente em cada comprimido corresponde a 5mg de material vegetal. 

  

A técnica de preparação dos comprimidos correspondeu à compressão direta. Esse 

método constituiu-se das seguintes etapas: 

I) Mistura de pós por diluição geométrica, em gral de porcelana, seguida de 

homogeneização durante três minutos; 
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II) Compressão da mistura dos pós com auxílio de máquina compressora 

Monopress LM-1 Lemaq. A câmara de compressão foi ajustada para conter 70 

mg da mistura. Foi utilizada punção única circular de 5mm de diâmetro. 

Durante o processo de compressão foram avaliados o peso dos comprimidos a fim de 

se obter comprimidos de cerca de 70mg. 

 

Caracterização dos comprimidos 

 

Avaliação da aparência e dimensões 

 Os comprimidos foram avaliados visualmente levando em consideração a 

homogeneidade de coloração, forma, rugosidade de superfície e defeitos físicos do processo 

de compressão. A espessura e diâmetro foram determinados com auxílio de um paquímetro 

digital Pantec® modelo 11112B-150. 

 

Peso médio 

Vinte comprimidos de cada formulação, escolhidos aleatoriamente, foram pesados 

individualmente. Calculou-se o peso médio, permitindo-se uma variação de ± 10% (BRASIL, 

2010). 

 

Dureza  

Foram submetidas dez unidades ao teste com a finalidade de verificar a resistência a 

uma força aplicada diametralmente através do durômetro Nova Ética modelo 298. 

 

Friabilidade 

 Vinte comprimidos foram pesados e submetidos à ação do friabilômetro a uma 

velocidade de vinte e cinco rotações por minuto durante quatro minutos. Decorrido o prazo, 

removeu-se qualquer resíduo de pó da superfície dos comprimidos e estes foram novamente 

pesados. A diferença entre o peso inicial e o peso final dos comprimidos representa a 

friabilidade em função da porcentagem de pó perdido. Consideram-se aceitáveis os 

comprimidos com perda igual ou inferior a 1,5% do seu peso (BRASIL, 2010). 

 

 

 



120 
 

 

Teor de polifenóis nos comprimidos 

A determinação do teor de fenóis totais presentes nos comprimidos foi realizada 

através de espectrofotometria de absorção no UV-Visível, utilizando o método de Folin–

Ciocalteu adaptado (SINGLETON; ROSSI, 1965;  SOUSA et al., 2007). Cinco comprimidos 

foram finamente pulverizados. Uma quantidade do pó correspondente a um comprimido (70 

mg) foi exatamente pesada, extraída com 50 mL de metanol duas horas sob agitação 

magnética. Em seguida, a solução obtida foi filtrada com papel filtro qualitativo.  Uma 

alíquota de 800 μL (80 μg) dessa solução foi misturada com 500 μL do reagente de Folin-

Ciocalteu (Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA) e 6 mL de água destilada e agitada por 1 

minuto; passado este tempo, 2 mL de carbonato de sódio (Na2CO3) a 15% foram adicionados 

à mistura e agitada por 30 segundos. Por fim, a solução teve seu volume acertado para 10 mL 

com água destilada e passado 2 horas, a absorbância das amostras foi medida a 750 nm 

utilizando-se cubetas de quartzo, tendo como “branco” o metanol e todos os reagentes, menos 

as amostras de comprimidos. O teor de fenóis totais (FT) foi determinado por interpolação da 

absorbância das amostras contra uma curva de calibração construída com padrões de ácido 

gálico (Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA), (20 a 140 μg/mL) e expressos como mg 

equivalentes de ácido gálico por g de extrato (EAG/g). A Equação da curva de calibração do 

ácido gálico foi C = 98,626A – 5,9875, onde C é a concentração do ácido gálico em µg, A é a 

absorbância a 750 nm. O coeficiente de correlação foi igual a 0,9991. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 

O teor de polifenóis foi expresso como equivalente de ácido gálico em mg de ácido 

gálico por g de extrato seco (EAG/g), obtido a partir da aplicação da equação 1: 

 

EAG/g =
𝐶

m
  Equação 1 

 

Onde, EAG/g = equivalentes ácido gálico por grama de extrato; C = concentração de 

ácido gálico em mg e m = massa do extrato utilizado em g. 

 

Avaliação do intumescimento dos comprimidos 

 O intumescimento dos comprimidos foi avaliado por gravimetria. O meio de 

intumescimento utilizado foi solução tampão fosfato pH 6,8 ± 0,05. Cada comprimidos foi 

pesado individualmente e imerso em solução tampão por tempos determinados (5min, 10min, 

15min, 30min, 1h, 2h e 12h). Após imersão, o comprimido foi colocado sobre papel toalha 
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para retirada de excesso de solução tampão durante 1min. A capacidade de hidratação dos 

comprimidos foi avaliada utilizando a seguinte equação: 

Equação 1: 

𝐻 =
𝑀2 − 𝑀1

𝑀1 𝑥 100
 

Em que:  

H = capacidade de hidratação 

P1 = massa inicial do comprimido 

P2 = peso do comprimido intumescido 

 

Força de mucoadesão 

 A força de mucoadesão foi avaliada através de texturômetro TA.XT plus (Stable 

Micro Systems, Reino Unido), Figura 2, utilizando discos produzidos através da compressão 

direta de 250 mg de mucina de estômago de porco em pó. Estes discos foram aderidos à prova 

analítica do equipamento com fita adesiva dupla face. O disco foi umedecido com 100 µL de 

solução tampão fosfato (pH = 6,8). No probe do equipamento, o comprimido foi fixado com 

éster de cianoacrilato. O teste iniciou no momento em que o probe encontrou uma força de 2 

mN quando em contato com a amostra. O comprimido foi mantido em contato, sem aplicação 

de nenhuma força adicional, durante 60s. Em seguida, o probe foi deslocado a uma velocidade 

de 0,5 mm/s, e a força necessária para destacamento foi registada (CARVALHO, F. C. et al., 

2013).  

 

Figura 2 – Teste de mucoadesão utilizando texturômetro. 
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Tempo de mucoadesão  

 Um segmento de mucosa bucal de porco foi fixado no lado interno da cuba do 

aparelho de dissolução Nova Ética (modelo 299) com cola de éster de cianocrilato. Um lado 

do comprimido foi umedecido com 100 µL de solução tampão fosfato (pH = 6,8) e 

pressionado contra a superfície da mucosa até adesão. A cuba foi preenchida com 500mL de 

solução tampão fosfato (pH = 6,8), agitado em uma velocidade de 150 rpm com temperatura 

controlada (37ºC ± 0,5), simulando a cavidade bucal. O comportamento dos comprimidos foi 

então monitorado até desprendimento ou ao final de 120 minutos (PERIOLI et al., 2004). 

 

Análise estatística 

 

 Todas as análises descritas foram realizadas em triplicata, exceto quando especificado 

diferentemente. Os resultados obtidos foram avaliados empregando-se a análise de variância 

(ANOVA), seguida do pós-teste de Tukey. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Visto que esse trabalho é pioneiro na incorporação de extrato de P. granatum em uma 

forma farmacêutica sólida mucoadesiva de aplicação na cavidade bucal, e que não existem 

registros científicos da quantidade de extrato seco do pericarpo de P. granatum para profilaxia 

e tratamento de doenças da cavidade bucal, o estudo preliminar da atividade antimicrobiana 

do extrato foi determinante na eleição da quantidade de 5mg de extrato de P. granatum. A 

massa final do comprimido foi determinada em 70mg considerando as características da via 

de administração, a qual não permite um comprimido com tamanho elevado. 

 

Caracterização dos comprimidos 

 

Avaliação da aparência e dimensões  

Os comprimidos obtidos apresentavam coloração não homogênea, predominante 

amarelo pardo (cor influenciada pelo extrato incorporado), formato cilíndrico e não 

apresentavam capping. A figura 3 exibe as três formulações. A formulação 3 foi a única que 

apresentou pequenas fissuras. As formulações utilizadas foram desenvolvidas tendo como 

finalidade principal produzir comprimidos mucoadesivos para aplicação na cavidade bucal. 

Sendo assim, a análise das dimensões dos comprimidos é parâmetro importante uma vez que 
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um dos requisitos para essa via de administração é o tamanho da forma farmacêutica, a qual 

deve ser pequena (DAL PIZZOL, 2009;  SUDHAKAR; KUOTSU; BANDYOPADHYAY, 

2006). As formulações apresentaram uma espessura média 3,55 ± 0,02 mm e 5,00 ± 0,01 mm 

de diâmetro (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Espessura e diâmetro das formulações. 

Formulações Diâmetro (mm) ± DP Espessura (mm) ± DP 

Formulação 1 5,00  ± 0,012 3,49  ±  0,012 

Formulação 2 5,00  ±  0,020 3,52  ±  0,012 

Formulação 3 5,01  ±  0,010 3,49  ±  0,006 

DP: desvio padrão. 

 

Figura 3 - Aspecto macroscópico dos comprimidos de Punica granatum. 

 

 

Peso médio, dureza e friabilidade 

 O peso médio de todas as formulações variou entre 69,28 ± 0,59 e 70,21 ± 0,70 mg, 

que corresponde a uma variação entre 0,3% a 1,03%, respectivamente. Apesar desses valores 

se encontrarem de acordo, por exemplo, com o preconizado pela Farmacopeia Brasileira 5 ed, 

que permite variações de ± 10,0 % para formas farmacêuticas com peso médio menor que 80 

mg, percebe-se uma variação maior na formulação 3 quando comparada com as demais 

(tabela 3).  
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Tabela 3 – Peso médio, dureza e friabilidade das formulações. 

Formulações Peso médio (mg)  ± DP Dureza (KgF) ± DP Friabilidade (%) 

Formulação 1 69,99 ± 0,48 14,83  ±  0,29 0,28 

Formulação 2 70,21 ± 0,70 14,67  ±  0,29 0,19 

Formulação 3 69,28 ± 0,59 12,5  ±  0,87 0,44 

DP: desvio padrão. 

 

A dureza é a resistência do comprimido ao esmagamento ou à ruptura sob pressão 

radial (BUTTOW et al., 2012). Como pode ser observado na tabela 3, a dureza média das 

formulações variou entre 12,5 e 14,83 Kgf. As diferenças encontradas entre as formulações 

podem ser explicadas pela concentração diferente dos polímeros presentes nas formulações. A 

dureza mais elevada pode ser atribuída à maior área superficial apresentada pelas formulações 

1 e 2, que continham maior proporção de HPMC, resultando em uma maior área de ligações 

interparticulares, permitindo a obtenção de comprimidos mais resistentes (CURY; SILVA 

JÚNIOR; CASTRO, 2009). 

A friabilidade pode ser conceituada como a falta de resistência dos comprimidos à 

abrasão, quando submetidos à ação mecânica de aparelhagem específica (BUTTOW et al., 

2012). A Farmacopeia Brasileira considera aceitável perda igual ou inferior a 1,5% do peso 

do comprimido (BRASIL, 2010). As formulações obtidas apresentam valores de friabilidade 

entre 0,28 e 0,44%. Mais uma vez, a formulação 3 apresentou maior perda de massa em 

comparação com as demais. Esse resultado, aliado à análise macroscópica e ao ensaio de 

dureza, coloca essa formulação em desvantagem quando comparada com as demais para os 

parâmetros apresentados até o momento. 

 

Teor de polifenóis nos comprimidos 

O extrato seco de P. granatum utilizado para a obtenção dos comprimidos 

mucoadesivos possui, de acordo com determinação realizada anteriormente, 535,40 ± 20,37 

mg equivalentes de ácido gálico por g de extrato seco. Portanto, espera-se que cada 

comprimido contendo 5 mg de extrato vegetal (desconsiderando a presença dos adjuvantes 

tecnológicos de secagem) possua 2,6421 mg de ácido gálico (teor teórico). Os valores obtidos 

para o teor dos comprimidos são apresentados na tabela 4. 
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Tabela 4 – Teor de polifenóis das formulações 

Formulações 
EAG/g (mg) ± 

DP 

EAG/c teórico ± 

DP (mg) 

EAG/c real ± 

DP (mg) 
% Teor ± DP 

Formulação 1 548,14 ± 8,75 2,6421 2,7407 ± 0,04 103,73 ± 1,66 

Formulação 2 547,73 ± 10,09 2,6421 2,7387 ± 0,05 103,65 ± 1,91 

Formulação 3 556,36 ± 15,74 2,6421 2,7818 ± 0,08 105,29 ± 2,98 

DP: desvio padrão; EAG/c: equivalente de ácido gálico por comprimido; EAG/g: equivalentes 

de ácido gálico por grama de extrato. 

 

Apesar de não existir um procedimento padrão para análise do teor de polifenóis em 

extratos de P. granatum, a especificação oficial mais comum é de que a quantidade de ativo 

em formas farmacêuticas deve estar entre 90 e 110% da quantidade declarada. Assim, o teor 

de compostos fenólicos presentes nos comprimidos apresentaram valores entre 103,73 ± 1,66  

e 105,29 ± 2,98 %, estando dentro do intervalo mais habitual.  

  

Avaliação do intumescimento dos comprimidos 

A hidratação polimérica é um processo importante envolvido na adesão do 

comprimido à superfície da mucosa. É um processo ativado por água que produz o inchaço do 

polímero e melhora a etapa de consolidação do processo de mucoadesão (PERIOLI; 

PAGANO, 2013). Esse processo favorece a flexibilidade das cadeias poliméricas e a 

interpenetração entre estas e mucina, principal glicoproteína que compõe o muco 

(CARVALHO et al., 2010;  DAL PIZZOL, 2009).  

 Os valores obtidos no teste de intumescimento são apresentados na figura 4.  
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Figura 4 – Perfil de intumescimento das formulações. 

 

 A partir da análise do perfil de intumescimento, três comportamentos distintos podem 

ser verificados. O primeiro representado pela formulação 3, em que o aumento do teor de 

água é estatisticamente superior ao das formulações 1 e 2 no intervalo de 5-60 min (p<0,05). 

O segundo, no intervalo 60-120 min, em que se percebe a equivalência no grau de hidratação 

das três formulações, apesar da redução registrada para F3 justificar-se pela perda de 

fragmentos do comprimido. O amido, um dos desintegrantes mais utilizados na produção de 

comprimidos, por corresponder ao componente em maior concentração na formulação 3, 

explica a perda de fragmentos e a maior percentagem de intumescimento dessa formulação. O 

terceiro comportamento foi observado após 720 min (12 horas) de teste, em que as três 

formulações apresentaram grau de hidratação estatisticamente diferente entre si. Enquanto F1 

e F2 aumentaram o grau de hidratação, F3 reduziu. O mesmo fenômeno de desintegração foi 

observado nesse intervalo para F3. A figura 5 apresenta as formulações durante o teste de 

intumescimento. 
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Figura 5 – Intumescimento das formulações no tempo 10 e 120 min. 

 

 

Dessa forma, o teste de intumescimento indicaria uma liberação mais rápida para 

comprimidos da formulação F3 e uma possível liberação contínua para as formulações F1 e 

F2. Todavia, essa afirmação só poderá ser confirmada em ensaios de liberação. 

 

Força e tempo de mucoadesão 

O resultado do ensaio de força de mucoadesão é apresentado na figura 6. As respostas 

de F1 e F2 foram mais favoráveis para esse quesito e F2, em especial, apresentou valores de 

força superiores. Entretanto, estatisticamente, a força de mucoadesão de F1 e F2 é semelhante, 

enquanto os valores obtidos para F3 são significativamente diferentes de F2 (p < 0,05). Esses 

resultados demonstram uma perda da capacidade mucoadesiva dos comprimidos à medida que 

a concentração de amido é aumentada nas formulações. Apesar da mistura de polímeros ser 

uma alternativa mais econômica e rápida na obtenção de um novo material com propriedades 

intermediárias àquelas apresentadas pelos polímeros isolados, os resultados obtidos 

demonstram que concentrações elevadas de amido ocasionam diminuição da força de 

mucoadesão das formulações, enquanto concentrações elevadas de HPMC não resultam em 

forças de adesão superiores, por exemplo, a mistura em proporção equimolar de HPMC-

amido (SILVA; ARAÚJO; MELO, 2012). A superioridade (quantitativa) da força de 

mucoadesão de F2 explica a importância do amido na formulação durante a fase de 

intumescimento. Essa fase é determinante na etapa de consolidação em que se aumentam as 

interações HPMC-amido e polímeros-mucina.  
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Figura 6 – Força de mucoadesão das formulações. 

 

*: estatisticamente diferente de F2 (p < 0,05). 

 

 F1 e F2 permaneceram aderidos à mucosa durante todo o ensaio de tempo de 

mucoadesão, que teve duração de 120 minutos. Apesar de F3 também ter permanecido 120 

minutos aderida à mucosa, duas das três amostras dessa formulação sofreram fragmentação 

rapidamente em 1min e 17 min, respectivamente (figura 7). Esse resultado era esperado 

quando se considera as análises realizadas anteriormente. A figura 8 apresenta a mucosa após 

o teste de tempo de mucoadesão. 

 

Figura 7 – Representação da fragmentação de F3 durante a análise do tempo de mucoadesão. 
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Figura 8 – Representação da mucosa após o teste do tempo de mucoadesão. 

 

 

Dessa forma, os resultados das análises físico-químicas e da adesividade mostram F1 e 

F2 mais adequadas ao objetivo do estudo, e poderão ter sua formulação otimizada para 

melhorar esses resultados preliminares. 

 

CONCLUSÃO 

 

As fórmulas desenvolvidas apresentaram características físico-químicas adequadas em 

relação aos parâmetros farmacopeicos. Os comprimidos apresentaram dimensões uniformes, 

baixa variação de peso, dureza e friabilidade satisfatórios. Em relação às características 

adesivas (intumescimento, força e tempo de mucoadesão), F1 e F2 demonstraram 

características melhores que F3, logo dependendo da concentração, o amido em mistura com 

o HPMC foi capaz de alterar tais características o que faz dessas formulações preliminares o 

ponto de partida para testes posteriores. 
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