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RESUMO

Constituiu objetivo deste trabalho o desenvolvimento tecnolégico de formas
farmacéuticas obtidas a partir de Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae), incluso no
Projeto de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de Medicamentos. Para tanto,
foram desenvolvidas metodologias analiticas capazes de avaliar a qualidade da
matéria-prima, das ag¢des de transformag¢do, dos produtos intermediarios e do
produto final. Estudaram-se técnicas de preparagdo de solugbes extrativas e de
produto seco por aspersao. O estudo da metodologia adaptada para quantificagao de
flavonoides na matéria-prima, demonstrou desvio da linearidade de resposta com o
aumento da massa da amostra, limitando o seu emprego as condigdes fixadas neste
trabalho. O teor de flavondides totais do material vegetal foi de 0,80 g % (m/m). A
solugdo extrativa empregada no desenvolvimento do produto seco foi selecionada
através da realizagcdo do planejamento fatorial 2, onde foram avaliados os fatores:
método de extragdo (decocgdo e infusdo), relagdo droga solvente (2,5 e 7,5:100) e
tempo de extragéo (5 e 15 min), utilizando como parametro de decisdao o teor de
flavondides totais. A solugdo extrativa selecionada foi obtida através de decocgdo
durante 15 minutos das partes aéreas moidas na proporgdo 7,5:100 (m/V). O
emprego da mesma metodologia quantitativa aplicada a matéria-prima e ao produto
intermediario mostrou a existéncia de erro sistematico proporcional com o0 aumento
da concentragdo das amostras. Entretanto, alcangou-se comportamento linear, com
auséncia de erros sistematicos, empregando-se amostras de menor concentragéo. O
produto seco por aspersdo foi obtido em torre de secagem, a partir da solugao
extrativa selecionada, adicionada de diéxido de silicio coloidal a 30 % do residuo
seco. Tanto a operagdo de secagem quanto a adigdo de didxido de silicio coloidal
ndo causaram interferéncia nas analises qualitativas e quantitativas, obtendo-se uma

taxa de recuperagao, calculado como flavondides totais, de 99%.

Palavras-chave: Phyillanthus niruri, quebra-pedra, produto seco por asperséo,

flavondides, controle de qualidade, fitoterapico.



ABSTRACT

Phyllanthus niruri L. is a medicinal plant used in Brazil mainly against
genitourinary disorders. Despite of its wide use in the folk medicine and in the
pharmaceutical industry no attempts were done to provide technological
knowledge in order to obtain pharmaceutical dosage forms with adequate and
constant quality. The governmental program on medicinal, managed by the
Brazilian Drug Agency CEME. developed pharmacological, chemical and
botanical studies for this plant in a feasible dosage form, the technological
development spray-dried product starting from Phyllanthus niruri was the aim of
this work. For such purpose quality control and production methods for the piant
raw material, aqueous extracts and spray-dried product were proposed and
studied. The total flavonoid assay method for the plant raw material showed a
lack of linearity at extremes high and low concentration, but, however, linear at
the middle values. The extractive solution was selected through a 2° factorial
design, considering the extraction method (decoction and infusion), piant to
solvent proportion (2.5 and 7.5:100 w/v) and extraction time (5 and 15 minutes).
The total flavonoids content was employed as decision parameter. The chose
extractive solution was obtained by 15 min decoction of a plant to solvent ratio
of 7.5 :100 (w/v). The assay method was not influenced by the amount of the
plant used in the extract, but by the aliquot size. The spray dried product was
prepared using colloidal silicon dioxide as drying excipient. The spray drying
process and the excipient did not interfere on the qualitative and quantitative
profile of the product. The total flavonoid recovery was around 99 % (w/w). The
final product showed a low residual humidity content, but limited stability when

exposed to high moisture atmospheres.

Keywords: Phyllanthus niruri, spray drying, herbal drug, flavonoids assay,
quality control.
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento da medicina cientifica no inicio do século XX,
respaldado por notaveis contribuigbes da farmacologia, fisiologia e quimica, fez
com que o uso de plantas medicinais ficasse restrito a fonte de obtengdo de
substancias ativas purificadas ou seus derivados semi-sintéticos, perdendo sua
abordagem e insergdo sdcio-culturais. Ao mesmo tempo, a descoberta de
novas substancias medicamentosas sintéticas praticamente selaram o uso de
plantas medicinais na terapéutica, limitando sua utilizagdo, principalmente, as
faixas populacionais urbanas de poucos recursos financeiros ou a populagéo
rural, alheia ao desenvolvimento dos grandes centros. No Brasil, este momento
é marcado pela fase de desnacionalizagdo dos laboratérios farmacéuticos
durante a década de 50. Estes laboratérios, que empregavam plantas
medicinais em seus produtos, ao serem absorvidos pelo capital estrangeiro,
passaram a introduzir uma grande gama de produtos sintéticos, desenvolvidos
no exterior, compostos por matérias-primas importadas (XAVIER, 1991).

Entretanto, apesar das expectativas exageradas em torno das farmacos
sintéticos, os avangos obtidos ndo permitiram atingir uma terapia totaimente
segura. Os efeitos indesejaveis e os prejuizos causados tanto pelo uso correto
quanto pelo uso abusivo ou extensivo destes farmacos, fizeram com que, nas
Ultimas décadas, houvesse uma busca de alternativas terapéuticas. A partir de
entdo, percebe-se o ressurgimento da utilizagdo de plantas medicinais, bem
como, o aumento do interesse da comunidade cientifica, por produtos
fitofarmacéuticos (SCHENKEL, et al., 1985; XAVIER, 1991).

Diante das perspectivas da importancia de plantas medicinais na
terapéutica, destacou-se na reunido da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
de 1978 a contribuicdo das mesmas e de preparagdes galénicas derivadas,
como agentes terapéuticos validos para as mais diversas patologias,
recomendando, em nivel mundial, a difusdo dos conhecimentos necessarios a
sua pratca (FARNSWORTH, 1980). Para tanto, através da resolugéo
WHA31.33 desta mesma reunido, foi solicitado ao diretor geral da OMS que
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direcionasse os esforcos de seus membros, no intuito de desenvolver critérios
cientificos e métodos que garantissem a seguranga e a eficacia de produtos
fitoterapicos. especialmente formas farmacéuticas derivadas, bem como, de
desenvolver padrbes internacionais e especificagbes de identidade. pureza e
eficacia destes produtos, preparagdes e praticas de preparagdo (ZHI-CHEN,

1980).

Durante a década de 80, as discussfes a respeito das plantas
medicinais e de suas preparagdes farmacéuticas derivadas abordaram
questbes tais como a garantia da manutencdo da qualidade, seguranca,
inocuidade e eficiéncia do uso proposto (MENBEN, 1981, 1982; STELLMACH,
1980; FARIAS, 1985 PETROVICK, 1988). Estas culminaram na definicdo de
critérios basicos na VI Conferéncia Internacional da Organizagdo Mundial da
Saude (OTTAWA, 1991), enfocando os fitoterapicos na sua real dimenséo de
medicamento (WORLD, 1991). Tais critérios, determinados pela OMS, podem
ser encontrados na legislagdo de paises como a Franga e a Alemanha e o
Brasil (NAGEL, 1987; ARTIGUES, 1991; KELLER, 1991, 1992; BAUER, 1993,
PETROVICK, 1996)

No Brasil, a primeira mengdo do ponto de vista de legislag&o a respeito
do emprego de fitoterapicos como medicamentos s6 aconteceu em 1967
(BRASIL, 1967). A partir de entdo, apenas em 1981 houveram novas alteragdes
legais quanto a produtos fitoterapicos. Entretanto, a abordagem de produto
fitoterapico como “produto natural”, permitiu a disseminagédo de um pensamento
errdneo quanto ao uso destes, que se estende ainda nos dias de hoje (BRASIL,
1981). Até a inclusdo dos produtos fitoterapicos no Sistema Oficial de Saude
em 1988, estes ndo eram precisamente caracterizados como medicamentos e
figuravam, as vezes, entre as terapias alternativas (BRASIL, 1988). Com a
proibigdo do emprego de Sumphytum officinale (confrei) como matéria-prima
terapéutica em 1992 (BRASIL, 1992), desencadeou-se um processo de
regulamentagdo dos produtos fitoterapicos como medicamentos. Para tanto, o
Ministério da Saude, através da portaria 546, instituiu o Grupo Consultor
Técnico-Cientifico (GCTC) em 21 de maio de 1993. Constituido por
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representantes de instituicdes de ensino e pesquisa, orgdos da saude publica e
organizagdes ligadas ao estudo de plantas medicinais, o GCTC, foi incumbido
de estabelecer a normatizagdao sobre o controle de servigos, a produgao, a
armazenagem e a utilizagdo de substancias e produtos naturais. Assim, foi
elaborada a portaria 123/SVS, que continha uma proposta de regulamentagao
de registro de produtos fitoterapicos, com um prazo para apresentacao de
sugestdes por todos os setores da sociedade (BRASIL, 1994). Apds avaliagéo
das contribuigbes recebidas foi entdo redigida a portaria 6/SVS (BRASIL, 1995).

A portaria 6/SVS, publicada em 31 de janeiro de 1995, trata das
definicées, de ensaios comprobatérios da qualidade em todas as etapas do
processamento, dos critérios de registro destes produtos junto aos orgdos de
Vigilancia Sanitaria no Pais e, de ensaios biologicos e de toxicidade a fim de
estabelecer a seguranca e a eficacia do produto (BRASIL, 1995). As
especificagdes dos ensaios toxicolégicos e de eficacia foram abordadas mais
profundamente na portaria 116/SVS (BRASIL, 1996).

Sintonizada com as perspectivas do emprego de plantas medicinais
como recurso terapéutico, a CEME (Central de Medicamentos) do Ministério da
Saude, implantou no Brasil o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais -
PPPM. Este programa tinha o intuito de promover a investigagéo cientifica de
plantas usadas com fins terapéuticos pela populagdo. Desde seu inicio, em
1983, propiciou o desenvolvimento de estudos pré-clinicos e clinicos, assim
como de cultivo de diversas plantas medicinais brasileiras (LAPA, 1996). Mais
recentemente o PPPM financiou, de forma inédita no Brasil, o desenvolvimento
tecnolégico de produtos fitoterapicos dando énfase a qualidade total, utilizando
matérias-primas nacionais tais como Maytenus Iilicifolia (espinheira-santa);
Mikania glomerata (guaco), Cecropia glazioui (embauba) e Phyllanthus niruni L
(quebra-pedra) (PETROVICK, 1996).
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O estabelecimento e a manutencdo da qualidade de produtos
farmacéuticos de origem vegetal apresentam grandes problemas ligados a
insuficiéncia de dados fitoquimicos sobre muitas matérias-primas vegetais, bem
como o desconhecimento das substancias responsaveis pelas atividades
terapéuticas relatadas. Por outro lado, existem determinadas limitagbes
metodoldgicas e aparativas, que dificultam o controle de qualidade de produtos
constituidos por extratos vegetais. Para garantr a qualidade no
desenvolvimento de um produto é necessario 0 monitoramento da constitui¢cdo
quimica e da agdo farmacoldgica, durante todo o processamento. Para tanto,
frequentemente é utilizada a substancia ou o grupo de substancias responsavel
pela atividade biolégica. No caso de desconhecimento das substancias
responsaveis pela atividade farmacolégica, podem ainda ser utilizadas
substancias referéncia, ou grupo delas, que sejam as mais tipicas possiveis
para a droga vegetal, majoritarias, providas ou ndo de agdo farmacologica e
que sejam extraidas no extrato primario. Neste caso, a identidade da matéria-
prima vegetal deve ser inequivocamente assegurada (SONAGLIO, 1987,
MELO, 1989; FRANCO, 1990, DE PAULA, 1997).

Dentre as técnicas de controle do processo extrativo encontram-se as
técnicas cromatograficas, com as quais torna-se possivel realizar avaliagdes
tanto qualitativa quanto quantitativas. A analise da composigdo da droga
vegetal e de preparagbes extrativas derivadas pode ser direta, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia ou cromatografia gasosa, ou indireta,
com o emprego de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia,
cromatografia em camada delgada ou cromatografia em papel, seguidas de
extragdo do componentes e determinagdo por analise quimica quantitativa ou
fisico-quimica tais como volumetria, espectrofotometria, fotocolorimetria ou
densitometria (MELO, 1989, KNORST, 1991).

Para realizagdo de estudos qualitativos, tanto em drogas vegetais quanto
em solugbes extrativas obtidas a partir das mesmas, a cromatografia em
camada delgada € o método mais amplamente empregado entre os testes
descritos em Farmacopéias, formularios ou outros textos oficiais (WAGNER,
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1996). Em estudos quantitativos destaca-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, técnica que possui emprego intensivo, pois permite, facilimente,

quantificar substancias presentes em solugdes extrativas.

Pode-se, ainda, encontrar na literatura metodologias fisico-quimicas, que
permitem a quantificagdo de grupos de substancias diretamente em solugdes
extrativas vegetais, que constituem metodologias menos complexas e que
,normalmente, empregam menor aparato. Entretanto, muitas destas
metodologias ndo tém apresentado resuitados coerentes quando empregadas a
diferentes familias, géneros e até espécies de plantas, que apresentem em sua
composi¢do os mesmos grupos de substancias. Assim, a realizagéo de estudos
para validagdo destas técnicas para cada espécie vegetal é necessaria para
garantir a confiabilidade nos resultados obtidos (SCHMIDT e GONZALEZ
ORTEGA, 1993; DE SOUZA, 1997).

Para que se possa desenvolver um produto fitoterapico, ou seja, um
medicamento cujas propriedades sejam conhecidas e sua qualidade garantida,
e que este possa ser produzido industriaimente, € necessario que a matéria-
prima vegetal, seja abundante e com qualidade conhecida. E sabido que alguns
fatores tais como estagio de desenvolvimento da planta e as condiges
edafoclimaticas influenciam suas propriedades. Assim, o cuitivo de plantas
medicinais que possam ser empregadas no desenvolvimento de fitoterapicos
constitui uma das etapas mais importantes para padronizacdo dos mesmos.
Entretanto, a literatura demonstra que as plantas medicinais tiveram sua
tecnologia de produgdo melhor equacionada em alguns paises da Europa,
especialmente Franga e Espanha. Mais recentemente dos Estados Unidos, com
algumas excegbes para culturas especificas, como € a cuitura da menta, no
Paraguai e Brasil (MATTOS, 1996).

A maior parte das espécies vegetais nativas, ou aclimatadas no Brasil, é
colhida por procedimento extrativistas, sem que haja fiscalizagdo eficiente por
parte dos 6rgdos responsaveis. Com isto, além de diversas espécies tais como
o jaborandi (Pilocarpus microphylum), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) e
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poaia (Cephaelis ipecacuanha) correrem o risco de extingdo, o material colhido
do ponto de vista quantitativo & bastante heterogéneo e muitas vezes de baixa
qualidade (FURLAN, 1996).

Outra etapa importante na preparagdo de um medicamento de origem
vegetal & a operagdo de extragdo. Frequentemente sdo empregadas misturas
de solventes, tais como etanol, metanol ou acetona com agua, com o objetivo
de aumentar o rendimento na extracdo das substancias de interesse,
baseando-se, principalmente, na sua solubilidade e estabilidade (VOIGT, 1993).
Entretanto, quando ndo se sabe qual grupo de substancias é responsavel pela
atividade bioldgica, tanto a escotha do solvente quanto a escolha do método de
extracdo, pode basear-se em estudos etnofarmacologicos e clinicos. Boa parte
das preparagbes extrativas empregadas na medicina tradicional utilizam,
principalmente, a agua como liquido extrator, destacando-se a decocgéo e a

infusdo como métodos de extragdo.

O desenvolvimento de uma solugdo extrativa padronizada requer o
conhecimento de suas propriedades tecnoldgicas e/ou fisico-quimicas e de
fatores que influenciam as mesmas, criando condigdes para avaliar a
manutengao e reprodutibilidade de sua qualidade. Assim, &€ necessario detectar
e estudar os efeitos de tais fatores, os quais podem ser estimados através da
realizagdo de uma analise fatorial ou planejamento fatorial (MONTGOMERY,

1991)

Os projetos fatoriais sdo, em geral, os mais eficientes para a
determinagédo do efeito de dois ou mais fatores sobre propriedades especificas
relacionadas a uma determinada operagdo. Através de seu emprego pode se
estabelecer todas as possiveis combinagées dos niveis de cada fator, e assim
determinar qual ou quais fatores causa ou causam compatibilidade ou
incompatibilidade. A realizagdo de uma analise fatorial com objetivo de otimizar
formulagdes farmacéuticas emprega modelos estatisticos que permitem
assegurar o resultado, diminuindo a possibilidade de erros aleatorios
(MONTGOMERY, 1991).
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Com a finalidade de estabelecer parametros que assegurem a qualidade
do produto obtido apds a otimizagdo da operagdo de extragdo, a solugao
extrativa & caracterizada pela determinagéo de suas propriedades, como o valor
do pH, densidade, residuo seco, perfil qualitativo e quantitativo de constituintes

quimicos, entre outros.

A transformagédo de solugbes extrativas em produtos secos, tem sido
amplamente realizada no desenvolvimento tecnolégico de fitoterapicos. Os
objetivos desta operagdo tém sido normalmente a obtengdo de produtos com
maior concentragao de constituintes quimicos e com melhores caracteristicas
tecnologicas. Os produto secos tém apresentado vantagens relacionadas com a
homogeneidade de distribuicdo dos constituintes da preparagdo, estabilidade,
simplicidade e precisdo na realizagdo de operagdes de pesagem, bem como
com sua utilizagdo como produto intermediario na obtengéo de outras formas
farmacéuticas como comprimidos, capsulas, granulados e pomadas, entre
outros. Entre as técnicas de secagem mais empregadas encontram-se a
liofilizagéo e a secagem por aspersao (LIST e SCHMIDT, 1989; GAUDY, 1991).

O emprego de secagem por aspersdo no desenvolvimento de
fitoterapicos tem sido amplamente estudada, podendo ser encontrados diversos
relatos na literatura (JACOB, 1976, 1984; SOERTANO,1980; GAUDY, 1987,
CASADEBAIG, 1989; PUECH, 1991; BASSANI, 1990; GONZALEZ ORTEGA,
1993). A técnica de secagem por aspersao bem como o desenvolvimento de
formas farmacéuticas a partir de produtos secos, também tem sido objeto de
estudo do Laboratério de Desenvolvimento do Curso de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da UFRGS, onde ja foram concluidos diversos
trabalhos nesta area (LEMMOS SENNA, 1997; CAMPOS, 1996; DE PAULA,
1996; TEIXEIRA, 1996; DE SOUZA, 1997)

A preferéncia na utilizagdo desta técnica de secagem na produgdo de
fitoterapicos deve-se, especialmente, aos baixos custos e baixos riscos de
degradagdo dos constituintes quimicos durante a operagdo, devendo-se o
uitimo ao curto tempo de contato entre o produto a ser seco e a fonte de calor,
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sendo esta uma das principais vantagens do processo de secagem por
aspersao quando comparado com outros metodos que empregam o calor
(MASTERS, 1976; BROADHEAD., 1992).

Estudos realizados sobre 0 emprego de adjuvantes de secagem tém
demonstrado uma melhora nas propriedades fisico-quimicas, bem como,
proporcionado um aumento no rendimento da operagdo, além de influir
positivamente sobre a recomposi¢do em agua do produto e a estabilidade frente
a umidade (GAUDY, 1987; PUECH, 1991, MOURA, 1996). Adjuvantes tais
como o amido, didxido de silicio coloidal, fosfato tricalcico, glicose, goma
arabica e lactose, entre outros, tem sido amplamente empregados neste

procedimento.

O didxido de silicio coloidal tem se destacado devido a propriedades tais
como: elevada pureza, inércia quimica e inocuidade. O produto seco obtido com
a adigdao de diéxido de silicio coloidal apresenta boa fluidez, decorrente do
baixo diametro de sua particulas (16 pm), bem como, possui melhor
estabilidade frente a umidade, como consequéncia de sua elevada superficie
especifica (200 mzlg). Este uitimo fator & importante para manutengdo da
qualidade dos produtos, principalmente tratando-se de produtos obtidos a partir
de extratos vegetais, altamente higroscopicos (WADE e WELLER, 1994).
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Phyllanthus niruri L.
ASPECTOS BOTANICOS E AGRONOMICOS

Descrigao botanica

O género Phyllanthus, com aproximadamente 750 espécies distribuidas
em mais de 50 segbes, corresponde ao maior e mais diversificado género das
Euphorbiaceae, subfamilia Phyllanthoideae, onde a grande maioria das

espécies e estritamente tropical (WEBSTER, 1970).

No Brasil, espécies pertencentes ao género Phyllanthus L. sa&o
encontradas do Norte até o Sul do Pais. Entretanto, trés espécies muito
semelhantes recebem o nome de “quebra-pedra”. Nos Estados Amazdnicos a
espécie corresponde principalmente a Phyllanthus urinaria, no Nordeste a
Phyllanthus amarus e nos Estados do Centro e Centro Sul a Phyllanthus niriun,
sendo esta a mais conhecida (MATOS, 1989). Outras espécies também séo
relatadas como quebra-pedra, como Euphorbia prostrata (PETROVICK, 1975),
Phyllanthus sellowianus (CALIXTO, 1984), Phyllanthus tenellus e Phyllanthus
corcovadenses (BACCHI e DE OLIVEIRA, 1983).

A literatura revisada fornece poucos elementos que permitam assegurar
inequivocamente a identidade do vegetal, possibilitando sua substituicdo por
outras espécies vegetais assemelhadas e comumente utilizadas com o mesmo
objetivo, especialmente Phyllanthus urinania e Phyllanthus amarus. (WEBSTER,
1970). A semelhanga morfolégica entre espécies de Phyllanthus fez com que
fossem realizados diversos relatos erroneos, especialmente em levantamentos
etnobotanicos. As principais trocas de espécies tém sido entre Phyllanthus
niruni e Phyllanthus amarus (UNANDER et al., 1991).

O Phyillanthus niruni L. é uma erva anual de 3 a 6 decimetros de altura,
glabra; o caule com folhas reduzidas a escamas, ramos finissimos com folhas
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umbricadas e assim semelhantes a folhas compostas, apresentando-se
oblongo-elipticas, arredondadas e agug¢adas pelo apice, assimétricas e
levemente cordadas na base, 6 a 14 mm de comprimento, nervuras laterais
evidentes na face dorsal; estipulas linear-lanceoladas. intensas, assoveladas,

com 1.5 mm de comprimento. e peciolo de 0,5 a 1 mm.

As flores desta espécie de planta sdo mondicas, dispostas em fasciculos
unissexuais. As partes florais masculinas, 1 a 2, se fixam nas axilas e perto dos
apices dos ramos; seus pedicelos medem 2 mm de comprimento; sépalos em
numero de 5, largo-ovados, obtusos, distribuidos livremente; normalmente séo
compostos por trés estames; com cinco glandulas; filamentos livres acima do
meio; anteras deiscentes por uma linha horizontal. Os pedicelos femininos
possuem de 4 a 5 mm,; cinco sépalos, obovalados, com nervuras distintas mas
sem margens brancas; disco plano, levemente ondulado; ovario liso; estiletes
bipartidos. Os frutos do P. niruni apresentam capsula deprimida, com tamanho
de 2 a 5 mm de diametro; as sementes medem cerca de 1,5 mm, com muitos
pontos em linha regulares (fig. 1) (WEBSTER, 1970).

Estudos agronémicos

O estudo de propagagado realizado demonstrou que o P. niruri L. se
reproduz facilmente através de sementes, porém a longevidade destas é curta,
perdendo rapidamente o poder germinativo quando armazenadas. Em campo, a
longevidade das sementes & bem maior, entretanto, 0 processo de coleta e
secagem acelera a perda do poder germinativo. A secagem é realizada ao sol
ou em estufa, e tem o objetivo de desprendimento das sementes. O material
assim colhido apresenta 50 % de impurezas, com germinacao inicial de 85 %,
caindo significativamente nos meses seguintes. Devido a abundancia de
plantas nas épocas chuvosas, & possivel realizar a coleta de mudas para
transplante direto no campo. Quando as mudas sdo formadas por sementes, o
tempo de formagdo das mudas em casa de vegetacdo é de 20 a 30 dias
(CPQBA/UNICAMP, 1990).
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Figura 1. Aspectos botanicos de Phyllanthus niruri L.: 1 - ramos; 2 - folha; 3 -
semente; 4 - flor masculing; 5 - flor feminina (WEBSTER, 1970)

Os estudos sobre o estabelecimento da cultura em campo demonstraram
que o vegetal requer alta umidade do solo nos primeiros dias apos o
transplante. Exige também condigdes de baixa radiagdo, que sdo favoraveis,
embora ndo imprescindiveis. Foram realizados também cultivos a pleno, sob
ripados de bambu, e em diferentes espagamentos. Também foi possivel a
realizagdo do plantio direto, obtendo-se resultados satisfatérios. O
desenvolvimento vegetativo numa cultura é continuo, isto é, sdo plantas anuais
de ciclo curto, que florescem apés 30 a 60 dias no campo. Plantas novas e
perfilhos se desenvolvem, porém, em grande nimero, continuamente, formando
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touceiras do vegetal, por tempo bem maior. Torna-se dificil portanto, precisar o
momento ideal da colheita. Para o cuitivo isolado de Phyllanthus niruri L. foi
relatado severo ataque de formigas e pragas, sendo portanto, recomendado o
cultivo consorciado com outras ervas (CPQBA/UNICAMP, 1990; SCHEFFER,

1990).

ASPECTOS FITOQUIMICOS

Quanto a composigdo quimica, foi relatada pela literatura, entre outros

componentes, a presenga de flavondides, alcaloides e lignanas

Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de substancias amplamente distribuida
no reino vegetal e com reconhecida atividade bioldgica. Em Phyllanthus nirun L.
foram relatados varios compostos deste grupo de substancias (fig. 2).

Flavonéide R1 R2 R3 R4
Quercetina OH OH OH OH
Quercetrina OH OH O - ramnose OH
Rutina OH OH O - rutinosideo OH
Canferol H OH OH OH
Astragalina H OH O - glicose OH

Figura 2. Principais flavondides relatados para Phyllanthus niruri L.
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STANISLAS et al. (1967) separaram a fragao flavonoidica e identificaram
a quercetina. Em 1977 NARA et al. separaram, das partes aéreas do vegetal,
quercetina, quercetrina, isoquercetrina, astragalina e rutina, tendo sido a rutina
o componente de maior concentragcdo. CHAUAN et al. (1977) isolaram e
identificaram canferol-4'-O-a-L-(-)ramnopiranosideo e eriodictiol-7-O-a-L-(-)
ramnopiranosideo. GUPTA e AHMED (1984) descrevem a presenga de
5,6,7 4’-tetra-hidroxi-8-(3-metilbut-2-enil)flavone-5-O-rutinosideo nesta espécie

de planta.
Alcaldides

Na literatura revisada para Phyllanthus niruri L. foram encontrados
relatos da presenca de diversos alcaléides derivados da securinina (fig. 3).
Entre estes destacam-se a 4-metoxi-nor-securinina, nor-securining,
entnorsecurinina, nirurina e filocrisina (STANISLAS et al, 1967, ROUFFIAC e
PARELLO, 1969; MULCHANDINI et al, 1984; JOSHI et al, 1986,
PETCHNAREE e BUNYAPRATHATSARA, 1986).

0
| |
@) O
H3C 0 H3C 0)
N N I
4-metoxi-securinina 4-metoxi-nor-securinina
(filantina)

nirurina

Figura 3. Alcaléides relatados para Phyllanthus nirun L.
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Lignanas

A maioria das lignanas relatadas na literatura para P. niruri L possuem
estrutura do tipo ariltetralina. A este grupo pertencem quatro compostos ja
isolados nesta espécie: hipofilantina, nirtetralina, filtetralina e lintetralina.
Também foram relatadas as presengas de filantina, nirfilina, nirantina e
hidroxinirantina, lignanas pertencentes a classe diarilbutano. Outra lignana
também relatada € a filnirurina (fig. 4) (STANISLAS et al, 1967; RAO e
BRAMLEY, 1971; ANJANEYULU et a/, 1973; KARD et a/,1979; BHADBHADE
et al, 1980; GANESHPURE et al, 1981; SATYANARAYANA et al, 1988; SINGH

et al, 1986; 1989)

o) “"CH,OMe
Me
OMe
Me
Nirtetralina
MeO H,OMe
MeO *CH,0Me
O
o/
Hidroxinirtetralina Lintetralina
O Me
H g OMe
Me Me
o MeO Me
Filnirurina H
Nirfilina

Figura 4. Lignanas relatadas para Phyllanthus nirun L.
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ASPECTOS ETNOFARMACOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

O Phyllanthus niruri L. € comumente conhecido como quebra-pedra ou
erva pombinha e tem sido empregado na medicina popular sob a forma de
infuso ou decocto das partes aéreas, principalmente, visando o auxilio a
eliminagdo de calculos renais (urolitiase), sendo ainda utilizado, no tratamento
de nefrites, cistites, pielites, hepatites do tipo B, largamente usado nas
hidropsias, bem como em afecgdes renais e das vias urinarias (COIMBRA,
1958, CRUZ, 1985, VENKATESWARAN, 1987, MATOS, 1988, 1989;
UNANDER, 1991; VIEIRA, 1992; SIMOES, 1995)

Os estudos farmacologicos desenvolvidos com diversas espeécies do
género Phyllanthus foram direcionados para seu emprego no tratamento da
hepatite do tipo B, afecgbes geniturinarias e no auxilio a eliminagao de caiculos

renais.

MILMAN (1986), VENKATESWARAN et a/ (1987, 1988) comprovaram a
propriedade de extratos aquosos de partes aéreas de Phyllanthus niruni L. em
inibir a DNA polimerase endégena do virus da hepatite do tipo B in vitro. Os
mesmos autores também relataram atividade significativa contra o virus da
hepatite do tipo B, quando o extrato foi administrado por via i.p. em cobaios,

nao ocorrendo 0 mesmo com a administragao subcutanea.

UENO et al. (1988) comprovaram que o tanino geraniina, isolado a partir
de P. niruni, possui atividade inibitéria da enzima de conversao da angiotensina.

O infuso aquoso das partes aéreas de Phyllanthus niruri demonstrou

ainda, efeito uricosurico e de aumento na filtragdo glomerular (SANTOS, 1990).
ASPECTOS TOXICOLOGICOS, PRE-CLINICOS E CLINICOS (SANTOS, 1990)

O uso de doses crescentes e sucessivas do cha de Phyllanthus nirun L.
em seis voluntarios, ndo demonstrou alteragdes toxicas agudas. Nao foram
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detectadas alteragdes no exame fisico. inclusive da pressdo arterial dos

pacientes.

Os testes psicomotores realizados (tempo de reagdao e teste de
coordenagado) nao detectaram qualquer alteragdo com o uso do cha nas doses
empregadas, mostrando auséncia de potencial de toxicidade neuroldgica do

cha.

Os efeitos de toxicidade cardiaca foram avaliados através da realizagédo
de eletrocardiograma e analise da frequéncia cardiaca, ndo sendo identificado

qualquer efeito deletério.

Através da realizagdo de hemograma completo (hematdcrito,
hemoglobina, leucograma) bilirrubina total, direta e indireta e transaminase
glutamico-pirtvica, avaliou-se a toxicidade sanglinea e possivel efeito
hepatotoxico, ndo sendo detectada qualquer alteragdo nos parametro

analisados.

O estudo crénico realizado em trinta pacientes portadores de calculose
renal confirmada por estudo radiobiolégico e/ou ultrasonografico, demonstrou
que o0 uso do cha por um periodo de 3 meses nao apresentou efeito
toxicolégico, ndo modificando o volume urinario e nem os parametros de

bioquimica sangliinea analisados.

Com doses maiores do cha houve diminuigdo do nivel de creatinina
plasmatica e aumento de sua depuragdo. O uso prolongado do cha de
Phyllanthus niruri L. propiciou maior eliminagdo de calculos no periodo de

acompanhamento.

Estudo paralelo realizado em ratos, com 0 modelo de calculo vesical por
oxalato de caicio, demonstrou que o uso do cha de Phyllanthus niruri acarretou
um aumento no volume e nas concentragdes de creatina e sédio urinarios, bem
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como uma redugdo significante no crescimento do calculo vesical (SANTOS,
1990).

A revisdo bibliografica evidenciou um grande numero de estudos
abordando aspectos farmacolégicos e fitoquimicos para Phyllanthus niruri L. e
espécies semelhantes. Por outro lado. pdde-se observar a escassez de
trabalhos que abordem aspectos de desenvolvimento de formas farmacéuticas
empregando P. niruri. Desta forma, o desenvolvimento de um produto seco
padronizado representa um passo primeiro passo na obtencdo de uma forma
farmacéutica intermediaria ou ainda de uma foram farmacéutica final de

reconstituicdo instantanea.



3. MATERIAIS

3.1 Material vegetal

As partes aéreas de Phyllanthus niruri L. foram fornecidas pelo
Centro Distribuidor da CEME (CPQBA/UNICAMP), onde foram coletadas
no dia 16 de janeiro de 1996 e identificadas. Espécime do vegetal foi
depositada no Herbario do Departamento de Botanica da UFRGS sob o
numero de registro ICN 111765

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante a 45 °C
durante sete dias, sendo em seguida selecionado manuaimente e moido

em de moinho de facas.

A droga vegetal moida foi utilizada como matéria-prima no

desenvolvimento deste trabalho.

As partes aéreas de Phyllanthus amarus foram gentiimente
fornecidas pelo Prof. Dr. José A. Matos (Universidade Federal do Ceara),
em meados de 1996. O material foi recebido moido e identificado como

tal.
3.2 Adjuvante
Diéxido de silicio coloidal (Aerosil 200“’) (Degussa/Sao Paulo) foi

gentilimente cedido pela Fundagao Estadual de Pesquisa e Protegdo em
Saude. Este adjuvante foi utilizado sem tratamentos prévios.
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3.3 Reagentes, solugdes, substancias-referéncias e outras matérias-

primas

Todos os reagentes utilizados, quando n&o indicada outra fonte,
sdo de procedéncia da Merck e possuiam grau de pureza pro-analise ou
encontravam-se inscritos na FARMACOPEIA BRASILEIRA IV (1988).

acido aceético glacial,

acido cloridrico R;

acido formico;

acetato de etila;

acetona;

cloreto de aluminio hexahidratado;

cloroférmio;

cromatofolhas de gel de silica GF2s4 (art. 5626)
cromatofolhas de gel de silica GF2s4 (Whatmam, art. 4420-222)
éter etilico;

hidroxido de aménio;

hexametilenotetramina,

isoquercitina;

luteolina (Extrasynthése);

metanol;

metiletilcetona;

n-butanol;

nitrito de sadio;

quercetina (art. 7456);

reagente de Dragendorff (STAHL, 1969),

rutina (Rothchrom CHR, art. 71761 - C. Roth);
solugdo metandlica de acido acético a 5% (V/V),
solugdo metandlica de difenilboriloxietiiamina a 0,5% (m/v) (Rotichrom
CH, art. 35315843 - C. Roth);
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3.4 Aparelhos e equipamentos

agitador magnético Fisatom 725 A;

aparelho de tamisag¢ao Retsch 30;

balanga analitica Mettler AB204;

balanga semi-analitica Mettler PM 200;

balanga analitica Sartorius 2402,

banho de agua Biomatic 869;

espectrofotdmetro UV/VIS Unicam 8625;
espectrofotdmetro de varredura Shimadzu UV - 190,
estufa de ar circulante Memmert Tv 60 uL,

estufa termostatizada Fabbe 119;

evaporador rotatorio Biichi RV-02;

higrémetro de fio de cabelo;

manta aquecedora Fisatom 52;

metalizador Jeol Jee 4B - modelo JVG - IN
microscdpio eletronico de varredura Phillips - série XL 20 - tipo PW
6620/00;

microscépio 6ptico Jena;

moinho de facas Retsch SK1,

potencidmetro Knick pH-mV-Meter 520;
regulador de temperatura Fisatom 402,

secador da ar quente portatil - Arno MTA - 0080;
tamises DIN 12791 série 4188;

torre de secagem por aspersdo B JCHI MSD 190;



4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal
4.1.1 Caracterizagao quimica

Para avaliagdo da presenga de compostos alcaloidicos, foi
tomado cerca de 1 g da droga seca e moida, adicionado de 10 ml de HCI
2 N e levado a fervura em banho-maria sob refluxo. Apods resfriamento a
mistura foi filtrada. O filtrado foi transferido para funil de separagao,
alcalinizado com amdnia diluida e extraido trés vezes com 10 ml de uma
solugdo de eéter:cloroformio (3:1). As fragdes organicas foram reunidas
em funil de separagdo e extraidas com 10 mi de HCI 2 N. A solugéo
acida obtida foi distribuida em quatro tubos de ensaio e adicionada dos
reagentes de caracterizagdo Bouchardat; Mayer; Dragendorff e Bertrand.
A formagdo de precipitados indica a presenga de alcaldides (COSTA,
1972).

Foi desenvolvido estudo preliminar para alcaldides e flavondides
por cromatografia de camada delgada utilizando cromatoplacas prontas
de gel de silica GFzs4. Para o estudo de flavonodides foram utilizadas,
como substancias referéncia, quercetina, isoquercitrina e rutina (NARA et
al, 1977, STANISLAS et al, 1967).

Preparagdo das amostras
Estudo preliminar para flavonéides

Solugdo-amostra:

Foi utilizada uma amostra de solugdo extrativa aquosa
obtida sob refluxo durante 15 minutos das partes aéreas de
Phyllanthus niruni L. na propor¢do planta/solvente de
7,5:100 (m/V).
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Sistemas de eluigao:

| - n-butanol:acido acético:agua (4:1:5 VIV) (STAHL, 1969);

Il - acetato de etila:metanol:acido formico:agua (80:1:8:10
V/V) (DE SOUZA, 1997), e

Il - acetato de etila:metiletiicetona:acido formico:agua
(5:3:1:1 VIV) (STAHL, 1969).

Os cromatogramas foram desenvolvidos de forma
ascendente, em cubas saturadas, até a altura de
aproximadamente 10 cm. Apds secagem a temperatura
ambiente, procedeu-se a observagédo sob luz UV em 366
nm, antes e depois de borrifar as placas com solugdo
metandlica de difenilboriloxietilamina a 0,5 % (m/V).

Estudo preliminar para alcaldides:

Solugdes-amostra:

Foram utilizadas como amostras solugdes extrativas
aquosas obtidas pelo aquecimento durante 15 minutos, sob
refluxo, das partes aéreas moidas, nas proporgdes
planta/solvente 7,5:100, 20:100 e 30:100 (m/V) apos
filtracdo a vacuo. As amostras foram tratadas conforme

representado na figura 5.

Sistema de eluigao:

| - n-butanol:acido acético:agua (4:1:5 V/V) (STAHL, 1969),
Os cromatogramas foram desenvolvidos de forma

ascendente, em cubas saturadas, até altura aproximada de

10 cm. Apds secagem a temperatura ambiente, procedeu-

se a observacgdo sob luz UV em 366 nm, antes e depois de

serem borrifadas com reagente de Dragendorff.
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Solugdes extrativas
7,5; 20 e 30:100 (m/V)
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Figura 5. Representagdo esquematica dos ensaios cromatograficos

preliminares para alcaléides em solugbes extrativas de

Phyllanthus niruri L.
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Estudo cromatografico comparativo entre P. niruni e P. amarus

De cada espécie foram pesados cerca de 2 g da
droga seca e moida e transferidos para baldo de fundo
redondo. As amostras foram extraidas, sob refluxo, durante
45 minutos com 20,0 mL de etanoi 80 % (V/V). As solugdes
foram transferidas para funis de separagio e extraidas por
3 vezes com porgdes de 10,0 ml de acetato de etila. As
fragOes acetato de etila foram reunidas em copo becker e
evaporadas em banho de agua. O residuo foi retomado em
5 mL de metanol e aplicado em placa de gel de silica GF2s4.
Foram empregadas como padroes solugdes metandlicas de

rutina, isoquercetrina, quercetina e acido cafeico.

O cromatograma foi desenvolvido de forma
ascendente, em cuba saturada, até a altura de
aproximadamente 10 cm, utilizando o sistema de eluigdo .
Apls secagem a temperatura ambiente, procedeu-se a
observagdo sob luz UV em 366 nm, antes e depois de
borrifar as placas com solugdo metandlica de
difenilboriloxietilamina a 0,5 % (m/V).

41.2 Determinagdo da perda por dessecagdo (HARTKE,
MUTSCHLER, 1987)

Foram pesados, exatamente, cerca de 2,0 g da droga em pesa-
filtro (d.i. 27 mm x 55 mm), previamente tarado. O pesa-filtro contendo a
droga foi colocado em estufa a 100-105 °C por 2 horas, resfriado em
dessecador € pesado. Em seguida foi recolocado em estufa por mais 30
minutos, repetindo-se~ o procedimento até peso constante. As
determinagdes foram também realizadas aos 1, 2, 3, 5, 7, 9, e 12 meses
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de armazenamento. Os resultados expressam a média de trés

determinagdes.

4.1.3 Determinacdo do Teor de Extrativos (BUNDESVEREINIGUNG,
1986a):

Cerca de 1,0 g da droga, exatamente pesado, foi aquecido ate
fervura com 100 g de agua durante 10 minutos. Apds resfriamento,
reconstituiu-se 0 peso inicial com acréscimo de agua e procedeu-se a
filtragdo, desprezando-se os 20 mL iniciais. Do restante do filtrado foram
pesados, exatamente, cerca de 20,0 g em pesa-filtro (d.i. 27 mm x §5
mm) previamente tarado. O filtrado foi evaporado sob movimentagio
constante, em banho de agua. Apés completa evaporagdo, o pesa-filtro
foi colocado em estufa a 100-105 °C por 2 horas, resfriado em
dessecador e pesado. Em seguida, foi recolocado em estufa por mais 30
minutos, repetindo-se o procedimento até peso constante. Os resultados
foram expressos pela média de seis determinagdes com trés repetigdes.

g-500

m
Onde: TE = teor de extrativos (m/m), g = massa do residuo seco

em gramas e m = massa da amostra em gramas

TE =

4.1.4 Analise granulométrica (VOIGT, 1993)

Cerca de 100 g de partes aéreas secas e moidas foram
submetidos a passagem através de tamises previamente tarados com
aberturas de malha de 0,800; 0,630; 0,315; 0,200; 0,125 e 0,071 mm. A
operagéo foi realizada a 60 vibragdes por segundo durante 15 minutos.
Para avaliagdo da distribuigdo granulométrica foi utilizada a média de
trés determinagdes.
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4.1.5 Determinagdo do teor de flavondides totais na matéria-prima
vegetal (BUNDESVEREINIGUNG, 1986b)

Pesou-se exatamente cerca de 0,400 g da droga e transferiu-se
para baldo de fundo redondo de 100 mL, acrescentando-se 1,0 mL de
solugdo aquosa de hexametilenotetramina 0,5 % (m/V), 20,0 mL de
acetona R e 2,0 mL de acido cloridrico R. A mistura foi aquecida em
banho de agua, sob refluxo, durante 30 minutos e filtrada, apos
resfriamento a temperatura ambiente, para baldo volumétrico de 100 mL
através de pequena quantidade de algoddo. O residuo da droga e O
algoddo foram lavados com duas porgbes de 20,0 mL de acetona,
aquecendo-se até fervura, sob refluxo, durante 10 minutos. Apds
resfriamento a temperatura ambiente, as solugdes foram filtradas,
através de algodéo, para o baldo volumétrico, completando-se o volume
com acetona (Solugdo méae, SM). Em funil de separagdo, 20,0 mL de SM
foram adicionados de 20 mL de agua e tratados com 15,0 mL de acetato
de etila R. Este procedimento foi repetido, por trés vezes, com porgdes
10,0 mL de acetato de etila. As fases acetato de etila, apés serem
reunidas e lavadas em funil de separagdo com duas porgoes de 50,0 mL
de agua, foram transferidas para baldo volumétrico de 50 mL,
completando-se o volume com o mesmo solvente (solugdo estoque, SE).
A 10,0 mL da SE foram adicionados 2,0 mL de cloreto de aluminio 2 %,
diluindo-se a 25,0 mL com solugdo metandlica de acido acético 0,5 %
(V/V) (solugdo amostra, SA). Paralelamente, 10,0 mL de SE foram
diluidos a 25,0 mL com solugédo metandlica de acido acético 0,5 % (V/V)
(solugéo comparativa, SC). Apés 30 minutos, procedeu-se a leitura de
SA contra SC em espectrofotometro em 420 nm (fig. 6).

Os resultados foram expressos em percentual de flavondides
totais, calculados como quercetina, pela média de seis determinagbes
com trés repeti¢goes, utilizando a férmula abaixo:

A-FD

C=—:
EL% (m-1)
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onde: A = absorvancia lida; FD = fator de diluicdo; m = massa da droga; t
= perda por dessecagdo da matéria-prima vegetal; E'%icm

= absorcao
especifica do complexo AlCl;-quercetina (500).

Droga vegetal + HCI R,
acetona R.
hexametilenotetramina

RQf‘IL-IXD 2x com 20,0 mL acetona
B D
1x 15,0 mL
T 3x 10,0 mL
¢ AcOEt
. S N
_ 200mLdeSM
+ 20,0 mL de agua l
> N -
100 mL |
SM
-—— Fragdes ACOEt -— — - -~
2xcom 500 mL AL Fragdo aquosa .
agua < descartada
:;222: Fragéo
descartada ACOE'___
50 mL % Compietar com
SsE A ACOEt
(o
baldo wolumétrico 25 mL, balio wolumétrico 25 mL,
10,0 mL de SE + solugao i 10,0mL de SE+20mL AC! 2% +
metandlica de ac. acético Q (/ solugio metanélica de ac. acético
5% (SC)

5% (SA)

Ap6s 30 minutos da adig4o da solugdo de cloreto de aluminio,
. leitura em espectrofotdmetro a 420 nm de SA contra SC.

Figura 6. Representagdo esquematica da técnica de quantificagio de

flavonodides na droga seca de Phyllanthus nirun L.
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4.1.6 Estudo da linearidade para a metodologia de determinagdo do

teor de flavonodides totais na matéria-prima vegetal.

Amostras de 0,400; 0,755; 1,125; 1,500 e 1,850 g da droga
vegetal foram exatamente pesadas e o teor de flavondides totais em g %
de quercetina, foi determinado segundo a metodologia descrita no item
4.1.5.

Os resultados obtidos experimentalmente para o teor de
flavonéides foram comparados com os valores calculados,
estabelecendo-se qual faixa a quantidade de amostra de material vegetal

apresentou comportamento linear.
4.2 Solugéo extrativa
4.2.1 Desenvolvimento da metodologia analitica

4.2.1.1 Selegdo do comprimento de onda para leitura

Espectro de varredura para rutina apds hidrélise acida

Pesou-se exatamente cerca de 0,050 g de rutina e
transferiu-se para baldo de fundo redondo de 100 mL
acrescentando-se 1,0 mL de solugdo aquosa de
hexametilenotetramina 0,5 % (m/V), 20,0 mL de acetona R e 2,0
mL de &cido cloridrico R. A mistura foi aquecida em banho de
agua, sob refluxo, durante 30 minutos e transferida para balédo
volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com acetona
(Solugdo mae - SM). Em funil de separagdo, 20,0 mL de SM
foram adicionados de 20,0 mL de agua e tratados com 15,0 mL de
acetato de etila R. Este procedimento foi repetido, por trés vezes,
com por¢gdes 10,0 mL de acetato de etila. As fases acetato de
etila, apds serem reunidas e lavadas em funil de separagdo com
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duas porgdes de 50,0 mL de agua, foram transferidas para baldo
volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com o mesmo
solvente (solugdo estoque - SE). A 2,0 mL de SE foram
adicionados 2,0 mL de cloreto de aluminio 2 %, diluindo-se a 25,0
mL com solugdo metandlica de acido acético 0,5 % (V/V) (solugéo
amostra - SA). Ao mesmo tempo, 2,0 mL de SE foram diluidos a
25,0 mL com solugdo metandlica de acido acético 0,5 % (V/IV)
(solugdo de compensagdo - SC). Apds 30 minutos SA foi
submetida a espectro de varredura (200 - 500 nm) utilizando SC
como solugdo de compensagao.

Espectro de varredura para solucdo extrativa apds hidrélise

O espectro obtido foi comparado com o espectro de
varredura de 200 a 500 nm da amostra resultante do tratamento
de uma solugdo extrativa das partes aéreas obtida por decocgdo
durante 15 minutos com propor¢ao droga solvente igual a 7,5:100
(m/V) utilizando agua com liquido extrator, submetida a

metodologia descrita no item 4.2.1.2.

4.2.1.2. Determinacdo do teor de flavonéides totais na

solugdo extrativa

Cerca de 15,0 g da solugdo extrativa em analise foram
exatamente pesados e transferidos para baldo de fundo redondo,
adicionados 20,0 mL de acetona R, 2,0 mL de HCI R, 1,0 mL de
solugdo aquosa de hexametilenotetramina 0,5 % (M/V) e
submetidos a aquecimento sob refluxo em banho-maria, por 30
minutos. Apés resfriamento, a solugdo foi transferida para baléo
volumétrico de 50 mL e seu volume completado com acetona R
(Solugdo Mae, SM). Foram transferidos 20,0 mL de SM para funil
de separagdo, adicionados de 20,0 mL de agua destilada e
extraidos com 15,0 mL de acetato de etila, repetindo-se o
procedimento por mais trés vezes com 10,0 mL do mesmo
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reagente. As fases acetato de etila foram reunidas e transferidas
para balao volumétrico de 50 mL completando seu volume com o
mesmo solvente (solu¢cdo Estoque, SE). De SE foram retiradas
duas aliquotas de 10,0 mL e, de forma independente, foram
transferidas para baldes de 25 mL. A primeira foram adicionados
2,0 mL de solugdo etandlica de cloreto de aluminio 2 % (m/V) e
completado o volume com solugdo metandlica de acido acético
5% (VIV)(solugdo amostra, SA). A segunda foi diluida diretamente
a 25,0 mL com solugdo metandlica de acido acético 5 % (solugéo
comparativa, SC). Apés 30 minutos procedeu-se a leitura de SA
contra SC em comprimento de onda de 420 nm.

Os resultados foram expressos em percentual de
flavondides totais calculados como quercetina pela média de seis
determinagbes, com trés repeticoes, utilizando a formula abaixo:

A-FD

[4)
Ellcf;z “m

C =

onde: A = absorvancia lida; FD = fator de dilui¢do; m = massa do
extrato; E'*;.n = absorcio especifica do complexo AICls-
quercetina (500).

4.2.2 Efeito da relag¢do planta:solvente e da aliquota tomada sobre a

quantificagdo espectrofotométrica de flavonoéides totais

Para obtencdo da curva de calibragdo, seguiram-se 0s seguintes

passos:

1. De forma separada foram preparadas solugdes extrativas aquosas
obtidas por decocgdo das partes aéreas durante 15 minutos, nas
proporgoes planta/solvente de 2,5; 5; 7,5 e 10:100 (m/V).
2. De cada solugdo extrativa foram exatamente pesados cerca de 15,0 g
e submetidos independentemente a metodologia descrita no item 4.2.1.2.
Os experimentos foram realizados em trés niveis (fig. 7):
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Nivel 1 - utilizando aliquota de 20 mL da solugdo extrativa em acetona
obtida apos hidrolise acida (SM);
Nivel 2 - utilizando aliquota de 30 mL da solugdo extrativa em acetona
obtida apéds hidrolise acida (SM);
Nivel 3 - utilizando aliquota de 40 mL da solugdo extrativa em acetona

obtida apos hidrolise acida (SM).

Os trés niveis foram empregados para todas as solugbes
extrativas, independentemente da proporgdo planta/solvente. Os
resultados foram expressos pela média de trés determinagdes.

Sol. Extrativa  Sol. Extrativa  Sol. Extrativa  Sol. Extrativa
2.5:100 (M) 5:100 (M/V) 75100 (M)  10:100 (m\)

e—— . —— -

15 g de Sol. Ext. 15gde Sol. Ex. 15gde Sol. Ex. 15 g de Sol. Ext.
+ HCIR, acetona + HCIR, acetona” + HCIR, acetona + HCIR, acetona.

R,metenamina R,metenamina R,metenamina R,metenamina
Refluxo “Refluo _Refiuxo Refluxo
rL r[ i [L Em baldo volumétrico
o) A A A 50 mL, completar o
= g - = volume com acetona
(SM - Sol. Mie)

20,30 0u40 20, 300u40  20.300u40 20,30 ou 40
mLde SM+20 mLdeSM+20 mLdeSM+20 mLdeSM+20 n=3
mL de Agua mL de Agua mL de Agua mL de Agua

Em funil de separagéo extragdo com AcOEt para cada
solugiio como descrito 4.2.1..2

Figura 7. Representacdo esquematica da preparagdo das curvas
segundo o item 4.2.2 obtidas para solugdes extrativas de

Phyllanthus nirun L.
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Avaliagao estatisticas das curvas

A determinagao dos coeficientes de regressao e equagao da reta,
foram calculados mediante o método dos minimos quadrados. Os limites
de confianga do ponto de intersegcdo e do angulo de inclinagdo da reta
foram estabelecidos segundo as equagdes (FUNK et al., 1992):

La = a £ (tu g Sy)

onde:

La = limites de confianga para intersegao
Lb = Limites de confianga para inclinagdo
a = interse¢ao obtida a partir da regressao
b = inclinagao obtida a partir da regressao
sy = desvio padrao

taign = “t” tabelado, o = 0.05 e gl = n-1

4.2.3 Estudo preliminar da influéncia do tempo de extragdao sobre o

rendimento da extragdo de flavondides

Foram preparadas solugdes extrativas com propor¢ao
planta/solvente de 7,5:100 (m/V) utilizando agua destilada como liquido
extrator, através de decocgéo durante 10, 20 e 30 minutos.

A influéncia do tempo foi avaliada através do teor de flavondides
totais nas solugdes extrativas, determinado segundo metodologia

descrita no item 4.2.1.2.
4.2.4 Planejamento fatorial (MONTGOMERY, 1991)

Para avaliar a influéncia de fatores especificos sobre propriedades
da solugdo extrativa foi realizado delineamento fatorial do tipo 2° onde
foram estudados trés fatores em dois niveis (tab. 1). Os experimentos
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foram ordenados ao acaso e sem reposicdo (tab. 2). A influéncia dos
fatores foi avaliada através do teor de flavonodides totais.

Tabela 1: Fatores e niveis para realizagdo do delineamento fatorial

FATORES NiVEIS
A: Método de extragédo + decocgéo
- infusdo
B: Relagdo planta solvente (m:V) + 7,5:100
- 2,5:100
C: Tempo de extragdo (min) + 15
- 5

Tabela 2: Combinagéo dos fatores para realizagdo dos experimentos

Experimento Combinagdes Fator e nivel
(n°) A B C
1 (1) - - -
2 a + - -
3 b - + -
4 c - - +
5 ab + + -
6 ac + - +
7 bc - + +
8 abc + + +

O resultado dos efeitos de um ou mais fatores e das interagdes
entre os fatores sobre o teor de flavondides totais na solugéo extrativa foi
calculado empregando-se a forma padrdo do delineamento fatorial (tab.

3).
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A influéncia de um determinado fator sobre o teor de flavondides
totais na solugdo extrativa corresponde a diferenga da média aritmética
entre os tratamentos com o nivel superior e o0 nivel inferior deste mesmo

fator (tab. 4, equagdes 1,2 e 3).

A influéncia das interagbes duplas foi obtida através da metade da
diferenca entre o efeito do primeiro fator no nivel superior do segundo
fator e do primeiro fator no nivel inferior do segundo fator (tab. 4,

equagdes 4,5 e 6).

A interagdo tripla determinou-se como a metade da diferenga entre
a interagdo dos dois primeiros fatores com o terceiro fator nos niveis

superior e inferior (tab. 4, equagao 7).

Tabela 3: Avaliagdo padrdao dos efeitos principais e interagdes em um

planejamento fatorial 2°

Efeitos Interagdes
Tratamentos |A B C| AB AC BC ABC | Resultados
(1) T EEE S Y
a + - - - - + + y2
b -+ - - + - + Y3
ab + + - + - - - Ya
c - - 4+ + - - + ys
ac + - 4+ - + - - Ye
bc - 4+ + - - + - y7
abc + + + + + + + Ys
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Tabela 4. Equagdes para avaliagdo de experimentos do tipo 2°

. Efeitos/ Equacgdes

interagdes
Ea 1 1/14(y2 + y4 + Yo + yg) - 1/4(y1 + y3 + y5 + y7)
Eg 2 1A(ys + Y4 + y7 +Ys) - 1/4(y1 +y2 + ys5 + Ye)
Ec 3 1/4(ys + Yo + y7 + ys) - 1/4(y1 + y2+y3 +Ys)
Y 4 18(y1 +ya+ys+ys)-(Y2+ Y3+ Ye+Y7)
Iac 5 118(y1 +ys+Ys+ys) - (y2+Yat ys+yr)
lac 6 1/8(yy + y2+ y7 +ys) - (Y3 + Ya + Y5+ Ye)
IaBC 7 1B(y2 + y3+ys + Ys) - (Y1 + Ya + Yo + ¥7)

4.2.4.1 Analise da varidncia do planejamento fatorial

Para analise estatistica do planejamento fatorial foi empregado o
método de YATES (1937), seguido do método proposto por DANIEL
(1959) para planejamentos fatoriais ndo replicados (MONTGOMERY,
1991).

4.2.5 Determinagdo do residuo seco (BOHME; HARTKE, 1981)

Pesaram-se exatamente cerca de 20,0 g da solugdo extrativa em
pesa-filtro (d.i. 27 mm x 55 mm) previamente tarado, evaporando-se em
banho de agua, sob movimentagdo constante. Apés evaporagao, o pesa-
filtro foi colocado em estufa a 100-105 °C por 2 horas, deixou-se esfriar
em dessecador e pesou-se. O resultado foi calculado em relagdo a 100 g
da solugdo extrativa, pela média de quatro determinagdes, expresso em

percentagem ponderal.
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426 Determinagcio da densidade relativa (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988).

Empregou-se picnémetro de 25 ml, previamente calibrado pela
determinagdo de seu peso e 0 peso de agua recentemente destilada,
nele contida a 25 °C. A solugdo extrativa a 20 °C foi transferida para o
picnOmetro e sua temperatura ajustada a 25 °C. O conjunto foi pesado
apds remog¢do do excesso de liquido. A densidade foi calculada através

da divisdo entre massa da solu¢do extrativa e a massa de agua (n = 3).
4.2.7 Determinacgdo do pH

O pH da solugdo extrativa foi determinado a 25 °C em

potencidbmetro calibrado com solugbes tampéao de fosfato e acetato, pH
7,0 e 4,0, respectivamente. O resultado foi calculado pela média de cinco

determinagdes.

4.3 Produto seco por aspersdao (PSA) (SENNA, 1993; CAMPOS, 1996;
TEIXEIRA,1996; DE SOUZA, 1997).

4.3.1 Avaliagdo da viabilidade tecnoldgica de produtos secos por
aspersdo a partir de partes aéreas de Phyllanthus niruri L.
(SOARES, 1996)

A influéncia da técnica de secagem, da adigdo de adjuvante e de
sua concentracdo foram avaliadas, através da comparagdo do perfil
cromatografico, entre produtos secos e solugdo extrativa. As
caracteristicas macroscopicas dos produtos secos também foram
observadas e comparadas quanto sua coloragdo e formagdo de

aglomerados.
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Preparagdo das amostras

1. Solucdo extrativa: Foi preparada solugdo extrativa aquosa na
propor¢do droga/solvente 7,5:100 (m/V), sob refluxo, durante 15

minutos.

2. Produtos secos por aspersdo (PSA). Foram preparados trés

produtos nas condigbes descritas na tabela 5, onde: o PSA 1 foi
obtido através da secagem direta da solugdo extrativa. Os PSA 2
e PSA 3 foram preparados a partir da solugéo extrativa adicionada
de diéxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) como adjuvante de
secagem de modo a perfazer respectivamente, 20 e 30 % do total
de solidos do produto seco obtido.

Para analise qualitativa foram pesados, exatamente, cerca
de 500,0 mg de cada um dos produtos secos (PSA) e retomados
em 15 ml de agua destilada.

Tabela 5: Condigbes de operagdo para preparacdo do produto seco por

aspersao a partir de solugao extrativa aquosa de P. niruri L.

Parametro Valor
Temperatura de entrada do ar de secagem (°C) 145 + 2
Temperatura de saida do ar de secagem (°C) 105+ 2
Fluxo de alimentagdo da solugado extrativa (mL/min) 3,0
Pressao de ar comprimido (kPa) | 200

Diametro de abertura do bocal de aspersdo (mm) 0,7
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Avaliagao cromatografica

A cromatografia em camada delgada foi desenvolvida em
cuba saturada utilizando cromatofolhas prontas de gel de silica
GF254. Como sistema de eluigdo, AcOEt:MeOH:HCOOH:H,0 na
proporcdo de 80:1:8:10 (V/IV)(DE SOUZA, 1997). As amostras
foram aplicadas em igual volume e, como substancias referéncias,
foram empregadas solugdes metandlicas de isoquercitrina e
rutina. As manchas foram observadas em 366 nm, apés terem
sido borrifadas com solugdo metandlica de difenilboriloxietilamina
a 0,5 % (m/\V).

4.3.2 Preparacao do produto seco por aspersdo (PSA)

O produto seco por aspersao utilizado no trabalho foi preparado
em torre de secagem por aspersdo a partir da solugdo extrativa aquosa,
obtida por decocgdo, na proporgao planta/solvente 7,5:100 adicionada de
didxido de silicio coloidal como adjuvante de secagem, de modo a
perfazer 30 % do total de sélidos do produtos seco obtido.

As condigbes de operagdo da torre de secagem estdo descritas

na tabela 5.

O produto seco obtido foi acondicionado em frasco ambar e

armazenado em dessecador para posterior caracterizagao.
4.4 Caracterizagdo do produto seco por aspersido (PSA)
4.4.1 Determinacédo do teor de flavondides totais
A determinagao do teor de flavondides totais foi realizada segundo

metodologia descrita no item 4.1.5, pesando-se exatamente cerca de
500,0 mg de PSA e transferindo para baldo de fundo redondo,
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juntamente com 20,0 mL de acetona R, 1,0 mL de hexametilenotetramina
e 2 mL de HCI R. Os resultados foram expressos em percentual de
quercetina por 100 g de produto seco por aspersdo representado pela

média de seis determinagdes.

A-FD

(1]
Ellc{‘;z ~m

C =

onde: A = absorvancia lida; FD = fator de diluigdo; m = massa de PSA,; t
= perda por dessecacdo de PSA; E'*.n = absorgdo especifica do

complexo AlCl;-quercetina (500).
4.4.2 Recuperagio de flavondides no produto seco por aspersado

O rendimento em flavonodides no produto seco por aspersao, foi
determinado através da diferenga entre a quantidade total de flavondides
esperada para o volume de solugdo extrativa submetida a secagem e a
quantidade de flavonoides total do produto seco por asperséo.

4.4.3 Rendimento da operagdo de secagem

O rendimento bruto foi determinado através da diferenga entre a
massa tedrica esperada do total de sélidos presentes e a massa do PSA
obtido. Para o rendimento corrigido considerou-se a perda por
dessecacgdo do PSA.

4.4.4 Perda por dessecagéo

Foram exatamente pesadas trés amostras de cerca de 500,0 mg
do produto seco por aspersdo e submetidas a metodologia descrita no
item 4.1.2.
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4.4.5 Determinagdo do pH

Cerca de 500,0 mg do produto seco por asperséo foram pesados
e dispersos em 15,0 mL de agua destilada. O pH foi determinado em
potenciémetro calibrado com solugdes tampéo pH 4,0 e 7,0 a 25 °C. Os
resultados foram expressos pela média de cinco determinagées.

4.4.6 Analise granulométrica por microscopia 6ptica (LANTZ, 1990)

A andlise granulométrica do produto seco por aspersdo foi
realizada através da determinagdo do didmetro de Feret, medindo-se 640
particulas dispersas em vaselina liquida sobre lamina de vidro, com
microscopio optico com ocular dotada de nénio e calibrado com escala

de 1 mm com 100 divisdes.
4.4.6.1 Determinacdo do tamanho médio de particula

Para a determinagdo do tamanho médio de particula foram
utilizadas as metodologias de analise grafica (LANTZ, 1990) e da rede de
distribuicido RRSB (DIN 66145).

4.4.7 Andlise por microscopia eletrénica de varredura

A forma e superficie das particulas do produto seco por asperséo
foram analisadas por microscopia eletronica de varredura. As
fotomicrografias foram obtidas com aumentos de 1000 e 6000 vezes.

4.4.8 Avaliacdo da influéncia de atmosfera imida controlada sobre
o produto seco por aspersdo (GAUDY, 1987, CASADEBAIG, 1987)

A atmosfera de umidade relativa de 63 % foi obtida utilizando
aproximadamente 500 mL de solugdo aquosa saturada de nitrito de sodio
(62,3 %, m/V), em dessecador com capacidade para 5 litros e mantida a



Metodologia 42

temperatura constante de 25 + 2 °C. A umidade relativa foi aferida e sua
variacao foi monitorada por hiarémetro de fio de cabelo.

Em pesa-filtros (d.i. 33 mm x 48 mm) previamente tarados. foram
exatamente pesados 500.0 mag de do produto seco por aspersio. e
colocados abertos no dessecador (n=5). Pesa-filtros vazios foram
utilizados como controle (n=3). A avaliacdo da sorcdo de agua foi
realizada por gravimetria. pesando-se apos 24 e 48 horas e. a partir de
entdo. a cada 48 horas perfazendo um total de 14 dias de experimento.

Os resultados sdo expressos em percentual ponderal.



5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1 Matéria-prima vegetal

A caracterizagdo da matéria-prima vegetal foi iniciada pela identificagéo
botanica das partes aéreas de Phyillanthus niruni L., realizada pelo proprio
centro produtor e distribuidor (Centro de Pluridisciplinar de Pesquisa Quimicas
Biolégicas e Agricolas - UNICAMP)'. Entretanto, sabe-se que somente a
identificacdo botanica nao é suficiente para a descricdo da qualidade de uma
matéria-prima vegetal. Ha necessidade de verificar, entre outros quesitos, a
presenga de marcadores quimicos caracteristicos para a mesma.

A realizagao de estudos cromatograficos comparativos entre as diversas
espécies de Phyllanthus permite estabelecer critérios mais especificos para
diferenciagdo das espécies. A representagdo esquematica do cromatograma
comparativo entre Phyllanthus niruni e Phyllanthus amarus empregando o
sistema de eluigdo AcOEt:MeOH:acido formico:H20 (5:3:1:1 V/V)(fig. 8) mostra
um perfil cromatografico distinto para cada uma das espécies. A principal
caracteristica encontrada para o Phyllanthus nirun foi a presengca de uma
mancha esverdeada em seu cromatograma correspondente, provavelmente, ao
canferol-4’-O-a-L-(-)-ramnopiranosideo (CHAUAN et al., 1977), e das manchas
alaranjadas correspondentes a isoquercetrina e a quercetina, enquanto que o
Phyllanthus amarus, além da auséncia das manchas relatadas para a outra
espécie, apresentou diversas manchas azuis abaixo e acima da mancha
correspondente a rutina. Os resultados obtidos constituem um caracteristica
adicional na identificagdo e, principaimente, na distingdo das espécies

estudadas.

' O Autor agradece ao Eng. Agron. llio Montanari Jr do CPQBA/UNICAMP
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Figura 8. Representagio do cromatograma comparativo entre P. nirun (Pn) e
P. amarus (Pa), utilizando como padrdes a rutina (R), isoquercetrina
(1Q), quercetina (Q) e acido cafeico (AC), e, como sistema de
desenvolvimento, AcOEt : metiletilcetona : HCOOH : H20 (5:3:1:1 VIV)
sobre gel de silica GFas4 ap0Os revelagdo com solugdo metandlica de
difenilboriloxietilamina 0,5 % (m/\V).

O cromatograma foi revelado com difeniloxiletiiamina 0,5 % (m/V) e
observado sob luz UV em 366 nm. Para o Phyllanthus amarus foram detectadas
seis manchas principais. Sendo uma de cor laranja e Rf de 0,33, quatro
azuladas com Rf de 0,2; 0,27; 0,39 e 0,68, respectivamente, e uma mancha
vermelha com Rf de 0,87. Enquanto que, para P. niruri, foram detectadas nove
manchas. Destas, quatro manchas alaranjadas com Rf de 0,53; 0,6; 0,67 e
0,82, duas amareladas com Rf 0,73 e 0,78, uma amarelo-laranjada com Rf de
0,3, uma amarelo-esverdeada com Rf de 0,35, e por fim uma mancha vermelha
com Rf de 0,87. Os padrdes apresentaram valores de Rf de 0,33 para rutina,
0,6 para isoquercetrina, 0,8 para o acido cafeico, e 0,82 para quercetina.

O relato da presenca de alcaldides nas partes aéreas de Phyllanthus
nirun L. é encontrado, seguidamente, na literatura fitoquimica, podendo
conduzir @ aceitagdo desta classe de compostos como marcador quimico
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(STANISLAS et al, 1967; ROUFFIAC e PARELLO, 1969; MULCHANDINI et al,
1984; JOSHI et al, 1986; PETCHNAREE e BUNYAPRATHATSARA, 1986). No
entanto, a pesquisa de alcaldides na matéria-prima vegetal apresentou
resultado negativo. Solugdes extrativas obtidas com diferentes propor¢gdes do
material vegetal (7,5, 20 ou 30:100 m/V), apresentaram, com O sistema
cromatografico descrito no item 4.1.1, manchas que ndo se alteraram quando
borrifadas com o reagente de Dragendorf. Mesmo quando estes extratos foram
submetidos @ metodologia de extragdo de alcaldides (fig. 5 - p. 24) e
adicionados dos reagentes de Dragendorf, Mayer, Bertrand e Bouchardt, ndo
forneceram resultados positivos (tab. 6). E importante salientar que os dados
existentes na literatura devem ser analisados com o maior cuidado,
especialmente levando em conta a finalidade de seu uso. Assim, nem sempre
resultados de analises fitoquimicas sdo relevantes para a caracterizagdo de
uma matéria-prima vegetal, pois 0 objetivo daqueles &, fundamentaimente, o
isolamento e a identificagdo de compostos, sejam majoritarios ou néo, tenham
ou nao interesse farmacoldgico. Isto poderia ser contornado pela extragéo
seletiva, partindo de maior quantidade do vegetal. Tal procedimento, no
entanto, além de apresentar custo de analise mais elevado, necessitaria de
maior numero de passos analiticos, o que pode conduzir a erros adicionais.

Tabela 6. Ensaio preliminar para detecgdo de alcaldides na matéria-prima

vegetal de P. niruri L.

Decoctos (m/V)

Reagentes Matéria-prima 7,5:100 20:100 30:100
Dragendorff NEG NEG NEG NEG
Mayer NEG NEG NEG NEG
Bertrand NEG NEG NEG NEG
Bouchardat NEG NEG NEG NEG

NEG = negativo

Embora flavondides sejam compostos distribuidos largamente no reino
vegetal, sua concentragdo e sua composigdo podem auxiliar na identificagéo e
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servir de elementos de padronizagdo de matérias-primas para produtos
fitoterapicos, especialmente pela importancia farmacologica dos mesmos
(CODY et al., 1986). O decocto das partes aéreas de Phyllanthus nirun L. na
proporgdo de 7,5:100 (m/V) foi analisado cromatograficamente utilizando trés
sistemas eluentes e como revelador difeniloxiletilamina a 0,5 % (m/V) (MABRY,
1970). Como substancias de referéncia foram utilizadas solugdes metandlicas

de quercetina, isoquercitrina e rutina.

A analise cromatografica empregando o sistema eluente n-butanol:acido
acético:agua (4:1:5)(STAHL, 1969) e detecgdo sob luz UV a 366 nm revelou
quatro manchas principais para uma solugdo extrativa aquosa (sistema |, fig. 9,
p. 47), das quais duas eram amarelo-alaranjadas com valores de Rf de 0,5 e
0,58, uma amarelo-esverdeada com Rf de 0,52 e outra azul claro com Rf de
0,38. Por sua vez, as substancias de referéncia apresentaram como resultados
cromatograficos o aparecimento de manchas de coloragdo laranja com valor de
Rf de 0,83 para a quercetina, 0,58 para a isoquercitrina e 0,5 para a rutina, que
tiveram suas coloragdes intensificadas apds serem borrifadas com o revelador.

O sistema eluente AcOEt:MeOH:HCOOC:H,O (80:1:8:10 V/V) (DE
SOUZA, 1997) com detecgdo sob luz UV 366 nm resultou, para o
cromatograma da solugdo extrativa aquosa, na detecgdo de seis manchas
principais (sistema II) (fig. 9, p. 47). Duas amarelo-alaranjadas com Rf de 0,12 e
Rf de 0,37, uma mancha amarelo-esverdeada com Rf de 0,16, uma mancha de
cor azul clara com Rf de 0,31, uma mancha com Rf de 0,64 e cor amarelo vivo
e, por fim, uma mancha escura de Rf de 0,75. Enquanto todas manchas tiveram
suas cores intensificadas apds a utilizagdo de difenilboriloxietilamina 0,5 %
(m/V), a ultima ndo apresentou alteragdo. As substdncias de referéncia
apresentaram coloragdo amarelo-alaranjada e Rf de 0,12; 0,37 e 0,82 para
rutina, isoquercitrina e quercetina, respectivamente.
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Figura 9. Representagdo dos cromatogramas obtidos para solugdo extrativa
aquosa de P. niruri |. (SE), quercetina (Q), isoquercitrina (IQ) e rutina
(R), utilizando como sistemas eluentes n-butanol:acido acético:agua
(4:1:5) (sistema 1), AcOEt:MeOH:HCOOC:H,O (80:1:8:10 VN)
(sistema Il) e, AcOEt:metiletiicetona:HCOOH:H,O (5:3:1:1 V)
(sistema lli), sobre gel de silica GF2s4 apds revelagdo com solugdo
metandlica de difenilboriloxietilamina 0,5 % (m/V).

Empregando o sistema eluente AcOEt:metiletilcetona:HCOOH:H.0
(5:3:1:1) (sistema lll) (fig. 9) e detectando-se sob luz UV a 366 nm, pode-se
observar para solugcio extrativa aquosa a presenga de cinco manchas
principais. Duas apresentaram coloragdo laranja com Rf iguais a 0,29 e 0,53,
uma mancha amarelo-esverdeada com Rf de 0,35, uma mancha de cor azul
claro com Rf de 0,46 e uma mancha escura com Rf de 0,82. Enquanto todas
manchas tiveram suas cores intensificadas apdos a utilizagdo de
difenilboriloxietilamina 0,5 % (m/V), a Ultima ndo apresentou alteragdo. Os
resultados obtidos para as substancias de referéncia foram de Rf de 0,29 para
rutina, Rf de 0,53 para isoquercitrina e Rf de 0,87 para quercetina.
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A andlise cromatogréfica realizada indicou a provavel presenga nesta
solugdo extrativa de isoquercetrina e rutina. Estes compostos que,
normalmente, ndo séo extraidos com agua como meio de extragdo, podem
estar presentes em solugdes aquosas desde que empregada a extragéo a

quente.

O material vegetal apresentou, apos secagem em estufa e tratamento
posterior por moagem, umidade residual de 10,32 % * 0,14 % (CV = 1,38 %).
Este valor sofreu diminuicdo estatisticamente significativa apés 3 meses de
armazenamento, restabelecendo o valor da umidade inicial a partir do sétimo
més (tab. 7 e fig. 10). Os valores obtidos encontram-se dentro dos limites
farmacopéicos maximos preconizados de 8 e 14 % (ZHI-CHEN, 1980),
indicando que a operagédo de secagem alcangou um resultado adequado e que
a matéria-prima vegetal se mantém estavel nas condigdes de armazenamento
empregadas, neste caso em potes plasticos com tampas rosqueadas.

Tabela 7. Perda por dessecagdo (PD) do material vegetal seco e moido de P.
nirun L. em fungdo do tempo de armazenamento (com trés repeticdes)

Armazenamento PD +s (CV %)
(meses) (%, m/m)
1 10,13 + 0,08 (0,81)
2 10,32+ 0,17 (1,63)
3 9,63 £ 0,20 (2,14)
5 9,70 + 0,37 (3,86)
7 10,11 £ 0,20 (1,95)
9 10,15 £ 0,04 (0,395)
12 10,29 £ 0,04 (0,37)
PD média 10,03 + 0,30 (2,99)

ANOVA: gl (dentro) 16; gl (entre) 7, . = 0,05, Fcalc: 7,5; Ferit: 2,7
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Figura 10. Representacgio grafica da perda por dessecagao do material vegetal

de P. niruri L. em fung&o do tempo de armazenamento.

O teor de extrativos da matéria-prima vegetal compreende um parametro
de avaliagdo da qualidade. Através do exame do rendimento da extragdo de
substancias soliveis em um determinado liquido extrator, sem que signifique
necessariamente a extragdo das substancias ativas, pode-se caracterizar a
matéria-prima vegetal, permitindo estabelecer mais um parametro de
comparagao entre matérias-primas vegetais de diversas procedéncias. Para a
matéria-prima vegetal Phyllanthus niruri L. fornecida pelo CPQBA/UNICAMP,
coletada em janeiro de 1996, o teor de extrativos obtido em solvente aquoso
(TE) encontra-se expresso na tabela 8. A determinagéo foi realizada através de

seis repeticdes utilizando trés pesa-filtros por repeticao.

Tabela 8. Teor de extrativos (TE) da matéria-prima vegetal de P. nirun L.

Residuo seco (g) TE (m/m)
Amostra (g) x + s (CV %) xts (CV %)

1,0013 £ 0,0006 0,0633 + 0,0025 (3,87) 31,60 + 1,2187 (3,85)
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A granulometria da droga é considerada como um dos fatores
determinantes na homogeneidade e reprodutibilidade da operagéo extrativa. Em
comparagéo com a droga integra, a droga rasurada ou moida, obviamente,
apresentam maior superficie de contato com o liquido de extrator, além de
possuir maior propor¢do de células cujas paredes encontram-se rompidas,
proporcionando maior exposigdo dos conteudos celulares ao solvente.
Entretanto, particulas excessivamente finas podem dificultar a separagdo do
marco no final da extragdo (VOIGT, 1993).

A distribuicdo granulométrica da droga vegetal moida encontra-se

expressa na tabela 9 e figura 11.

Tabela 9. Granulometria da matéria-prima vegetal seca e moida de P. niruri L.

L. Inf. L. Sup. o intervalo .
Média Soma Residuo Passagem
Classe Classe abertura R(g%) Rp(g%) o o o
(um) (um) (bm) (um) Rp(g%) (9%) (%)
0 71 35,5 71 6,24 0,088 10,87 6,24 93,76
71 125 98 54 7,44 0,138 17,04 13,68 86,32

125 200 162,5 75 11,90 0,159 19,62 25,58 74,42
200 315 257,65 115 30,82 0,268 33,14 56,4 43,6
315 630 472,5 315 3642 0,116 1429 92,82 7,18
630 800 715 170 557 0,033 4,05 98,39 1,61

800 1000 900 200 1,61 0,008 0,99 100 0

L. Inf. = limite inferior; L. Sup. = limite superior; R(g%) = retido em g%; Rp(g%) = retido
ponderal em g%

Os resultados obtidos com a determinagdo da distribuigdo granulométrica
demonstraram que as classes granulométricas predominantes concentram-se
entre os tamises com abertura de matha de 125 e 315 um, correspondendo a

67,05 % de todo o material.
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Figura 11. Representagdo grafica da distribuicdo granulométrica da droga
vegetal seca e moida de P. niruni L.

A granulometria média de 0,22 mm foi determinada graficamente pela
intersegdo das curvas de retengdo e passagem da droga moida através da
analise granulométrica por tamisagdo, dos dados experimentais (fig. 12).
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Figura 12. Curva cumulativa de retengdo e passagem apés tamisagéo da droga

vegetal seca e moida de P. niruri L.
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A determinagdo quantitativa de substancias ativas em drogas vegetais
representa um dos parametros de qualidade mais importantes. Para tanto
devem ser selecionadas preferencialmente substdncias ou grupos de
substancias especificas para a droga vegetal e com atividade biologica
relatada. Entretanto, muitos sdo os casos em que o grupo de substéncias
responsaveis por determinada atividade ainda ndo esta estabelecido. Desta
forma, grupos de substadncias que sejam reconhecidos pelas propriedades
terapéuticas podem ser empregados como marcadores para analise
quantitativa. Para o Phyllanthus niruri L. ndo ha relatos sobre qual grupo de
substancias seja responsavel pela atividade terapéutica. Assim, uma escolha
analitica adequada pode recair sobre os flavondides. Estes apresentam-se
como componentes quimicos majoritarios (NARA et al, 1977) e suas
propriedades quimicas e farmacolégicas séo descritas na literatura (CODY et
al, 1986).

A quantificagdo dos flavonéides, frequentemente baseia-se em sua
capacidade de formar complexos com cloreto de aluminio (MABRY, 1970).
Fundamentando-se nesta propriedade, alguns coédigos oficiais propdem
metodologias de quantificagdo espectrofotométricas. As metodologias
propostas diferenciam-se, quanto a preparagdo da amostra, segundo o tipo de
ligagdo entre a aglicona flavonoidica e o componente osidico. Para drogas
vegetais ricas em flavondides do tipo C-glicosilados, a quantificagdo proposta
por SCHMIDT e GONZALEZ ORTEGA (1993) prevé um doseamento direto
destes compostos nas solugdes extrativas. Para droga vegetais ricas em
flavonéides do tipo O-glicosilados, a quantificagdo, na metodologia preconizada
pela Farmacopéia Alema (DEUTSCHES, 1992), é realizada apds a hidrdlise
acida e extragdo com solvente organico.

Para partes aéreas de P. nirun, os compostos flavonoidicos relatados
séo do tipo O-glicosilados e devido a isto, a metodologia mais adequada para
sua quantificagdo é a preconizada pela Farmacopéia Alema. Entretanto, para a
aplicagdo desta técnica ao material vegetal em estudo é necessaria a
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realizagdo de ensaios de adequabilidade e de validagdo que assegurem 0S
resultados obtidos e que garantam a repetibilidade e reprodutibilidade dos
mesmos.

Para determinagdo do comprimento de onda de leitura, foi realizada uma
analise comparativa entre o espectro de varredura de uma solugdo de
quercetina-AlCl; obtida a partir da hidrdlise de rutina (fig. 13) e o espectro de
varredura da solugdo amostra obtida a partir droga seca tratada segundo o item
4.1.5. (fig. 14). Os resultados demonstraram que ambos 0s espectros possuem
absorgdo maxima entre 420 e 430 nm, sendo portanto, utilizado o comprimento
de onda de 420 nm.
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Figura 13. Representagdo do espectro de varredura do complexo quercetina-
AICl3
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Figura 14. Representagdo do espectro de varredura da solugao amostra obtida
através da metodologia de quantificagédo de flavondides na matéria-
prima vegetal de P. nirun L. segundo o item 4.1.5

Na regido em que se obteve o maximo de absorvancia deve-se observar
que outros compostos flavonoidicos relatados para P. niruri, tais como
astragalina, quercetrina, isoquercetrina (NARA et al, 1977) e canferol 4'-O-a-L-
ramnopiranosideo (CHAUHAN, 1977), cujas agliconas sd@o quercetina e
canferol, respectivamente, quando complexados com AlICl; apresentam Amax €m
428 nm (MABRY, 1970).

Outro fator importante na validagdo de uma metodologia analitica € a
linearidade e o estabelecimento da faixa em que o método é linear. Assim,
empregaram-se quantidades crescentes de droga vegetal seca e moida,
submetendo-as a metodologia descrita no item 4.1.5. Através da comparagao
entre o valor experimental para o teor de flavonéides totais e o valor calculado
(tab. 10) pode-se observar o comportamento aparentemente ndo-linear entre
ambos. Este fato sugere a existéncia de um erro sistematico proporcional, ou
seja, um erro ligado ao aumento da quantidade de droga vegetal. Varios fatores
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podem estar relacionados com tal comportamento, tais como, a saturagdo do
meio solvente pelas substancias extraiveis ou a reagdo de complexagao entre o
cloreto de aluminio e os compostos em estudo, que tem demonstrado um
comportamento ndo-linear e de cinética complexa (DE SOUZA, 1997).

Tabela 10. Variagdo do teor de flavondides totais (TFT) em fungdo da
quantidade de amostra de droga vegetal de P. niruri L.

Am(c;tra A Conc. e;FeTr-irfr?eoﬁzal I:I-cr:-u(lgz‘g TFTeq - TFTcake.  A%rrren
0,400 - 0,819 0,819 - -
0,750 1,8750 0,826 0,820 0,006 0,67
1,125 2,8125 0,790 0,820 - 0,030 3,75
1,500 3,7500 0,706 0,819 -0,113 16,14
1,850 4,6250 0,677 0,820 -0,143 21,06

A Conc. = variagio de concentragdo; TFT = teor de flavondides totais; A%TFTexp = diferenga
percentual entre TFT calculado e experimental

A analise dos resultados obtidos (tab. 10 e fig. 15) demonstra porém um
comportamento linear para o valor do teor de flavonodides totais na faixa de
0,400 a 1,125 g de droga seca (fig. 15) indicando que, nesta zona de
concentracdo, a quantificagdo ndo sofre variagdes relevantes.

Por outro lado, nesta regido de concentragdo da droga, atinge-se o
maximo de rendimento de extragdo das substancias em avaliagdo. Assim,
utilizando a faixa linear da relagéo, o resultado obtido para o teor de flavondides
totais foi de 0,80 + 0,031 g % (m/m). A repetibilidade entre os dados de 3,82 %

(n=6) é aceitavel considerando o niumero de passos da técnica.
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Figura 15. Relagéo entre a quantidade de droga seca vegetal de P. nirun L. e 0

teor de flavondides totais (TFT).

5.2 Solucgdo extrativa

A quantificagdo de substancias marcadoras em extrativos vegetais € um
dos parametros mais importantes para avaliar a eficiéncia de extragdo e a
estabilidade durante o processamento. Entretanto, a metodologia quantitativa
empregada para a matéria-prima vegetal nem sempre pode ser aplicada, sem
adaptagbes na avaliagdo da concentragdo das substancias marcadoras em
solugdes extrativas. Para adotar uma metodologia analitca de extratos &
necessario, inicialmente, a realizagdo de estudos que assegurem a sua
adequagdo as caracteristicas da amostra assim como a sua validagéo,
minimizando ou excluindo possiveis erros ligados a técnica. Entre estes
destacam-se a determinagdo do comprimento de onda ideal de medida, da
linearidade, da presenga de erros sistematicos, da repetibilidade e da
reprodutibilidade.
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Para solugbes extrativas aquosas de P. niruri a escolha baseou-se na
semelhanga entre o espectro de varredura a partir de uma solugdo de rutina
padrao hidrolizada, apds complexagdo com cloreto de aluminio (fig. 13), e o
espectro de varredura da solugdo extrativa resultante da metodologia de
hidrélise acida descrita no item 4.2.1.2. p. 31 (fig. 16). Ambos os espectros
apresentaram um maximo de absorgdo entre os comprimentos de onda de 420
a 430 nm.
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Figura 16. Representagdo do espectro de varredura da solugdo extrativa
aquosa de P. niruri L. apds hidrélise e complexagdo de flavondides
com AICl3

A viabilidade da metodologia de quantificagdo de flavondides em extratos
aquosos de Phyllanthus niruri L. foi avaliada através de estudo da linearidade.
Desta forma, foram construidas curvas empregando solugdes extrativas nas
propor¢des planta/solvente, de 2,5; 5; 7,5 e 10:100 (m/V) em trés niveis,
determinados pelo emprego de aliquotas de 20, 30 e 40 mL da solugdo-mée
SM (item 4.2.1.2). As curvas obtidas estdo representadas na figura 17.
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Figura 17. Curvas obtidas a partir da absorvancia do complexo AlCl;-flavonoéide
em solugbes extrativas de diferentes proporgdes planta/solvente,
utilizando aliquotas de 20, 30 e 40 ml da solugao mae (SM)

A andlise estatistica das curvas obtidas (tab. 11), através da
determinagcdo dos limites de confianga para as inclinagbes das retas (b),
demonstrou a existéncia de diferencas estatisticamente significantes entre
todas as curvas, decorrente do aumento da aliquota de SM .

Tabela 11. Dados da andlise estatistica da correlagdo entre a concentragéo de
droga na solugdo extrativa e a absorvancia do complexo flavonéide-AICl;,
segundo equacgao de primeira ordem (y = a + bx), considerando a aliquota da
solugcdo mae (SM)

SM inclinagédo intersegao 2
(ml) (b+s) Lo (ats) .

20 0,0196+0,0006 0,0206 20,0187 0,0268 +0,0040 0,0332a-0,0204 0,9982

30 0,0312+0,0016 0,0337a0,0287 0,037 +0,0111  0,0547 a 0,0193 0,9946

40 0,0485+0,0004 0,0492a00478 0,0265+0,0029 0,0311a0,0219 0,9998
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Lb = limites de confianga para inclinagdo; La = limites de confianga para
intersecéo

A determinagdo dos limites de confianga dos pontos de intersegéo
permite inferir sobre a presenga ou ndo de erro sistematico constante no
método. Os limites de confianga calculados para o ponto de intersegéo obtidos
pela regressdao da curva em que foram utilizadas aliquotas de 20 ml de SM
incluem o valor zero. Isto significa que a reta calculada passa pelo ponto de
origem dos eixos ou muito préximo ao mesmo, demonstrando a auséncia de
erro sistematico constante. Entretanto, os limites de confianga obtidos para as
curvas construidas empregando aliquotas de 30 e 40 mL n&o incluem o valor
zero. A exclusdo deste valor nos limites de confianga para a curva obtida pelo
emprego de aliquotas de 30 ml de SM pode ser decorrente do comportamento
nao-linear, o que se deduz através do baixo coeficiente de correlagao linear (rz).
O mesmo ndo pode ser dito da curva resultante do emprego de aliquotas de 40
mi de SM. O valor calculado para o coeficiente de correlagéo linear sugere um
comportamento linear para esta curva. A comparagdo entre os valores de
absorvancia experimental e calculados indicam um comportamento semelhante.
Ao mesmo tempo, do confronto das absorvancias calculadas pela equagéo da
reta, onde o ponto de intersegdo (a) é diferente de zero (y2) com os valores de
absorvancia, considerando o ponto de interse¢do (a) igual a zero, percebe-se
uma diferenga constante de 0,026 unidades de absorvancia (tab. 12).

Tabela 12: Avaliagdo do erro sistematico constante para curva de calibragéo

com aliquotas de 40 mi de SM

Y1 y2 Y3 Ay2,Y3
(experimental) (calculado) sem erro (a = 0) (%)

2,5 0,148 0,148 0,121 18,24
5,0 0,266 0,269 0,243 9,85
7,5 0,391 0,390 0,364 6,7
10,0 0,504 0,511 0,485 53

x = relagdo planta/solvente (g/100 mL de agua); y; = absorvancia; a = ponto de

interse¢do com o eixo de y
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Para quantificacdo de flavondides totais em solugdes extrativas aquosas
de Phyllanthus niruri L., foi selecionada a aliquota de 20 mL de SM, devido ao
comportamento linear na faixa de concentragdo estudada e a auséncia de erros

sistematicos.

A selegio da solugéo extrativa utilizada no trabalho foi realizada através
da analise fatorial do tipo 2° . A influéncia dos fatores estudados foi avaliada

considerando o teor de flavondides totais nas solugbes extrativas.

Os fatores escolhidos para a realizagdo do experimento foram: a
metodologia de extragéo (fator A), a relagdo planta/solvente (fator B) e o tempo
de extracdo (fator C). Para o fator metodologia de extragdo foram selecionados
como niveis qualitativos a decocgdo e a infusdo. Estes niveis foram eleitos
baseando-se nos dados existentes para ensaios pré-clinicos e clinicos
(SANTOS, 1990). Esta mesma consideragdo, adicionada ao estudo da faixa
linear de resposta visto anteriormente, fundamentaram a opgao dos niveis do
fator B. A definicdo dos niveis do terceiro fator, tempo de extragdo, foi realizada
através de ensaio preliminar, onde foram fixadas a decocgdo, como método de
extragdo, e a relagéo droga solvente de 7,5:100 (m/V). Nos valores de tempo
experimentados ndo se observou diferenga significativa na eficiéncia de
extragdo de flavondides (tab. 13). Optou-se para este fator por um tempo fora
dos limites estudados e pelo tempo intermediario, ou seja 5 e 15 minutos.

Tabela 13. Influéncia do tempo de extragdo sobre o teor de flavonéides totais
(TFT) em decoctos aquosos de P. niruri L. na relagdo planta:solvente de
7,5:100 (m/V).

Tempo (minutos) TFT (g%)
10 0,0085
20 0,0089
30 0,0088
xts (CV %) 0,00873 + 0,00021 (2,40)
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Os resultados obtidos para teor de flavonoides totais (TFT) através do
planejamento fatorial (tab. 14) foram submetidos a analise da variancia
(ANOVA) de uma entrada, para verificar qual a origem dos efeitos e/ou
interagdes. Desta maneira pode-se avaliar se a oscilagdo dos valores do teor de
flavonoides totais de cada tratamento foi resuitante de variagbes dentro dos

grupos ou provocada pelos tratamentos (tab. 15).

Tabela 14. Teor de flavondides totais (TFT x 10%) para solugdes extrativas

aquosas de P. niruni L.

Repeti¢ao Tratamentos
(1) a b ab c ac bc abc
1 20,83 27,92 5208 7458 2083 3167 5667 77,08
2 19,58 28,33 49,17 74,17 20,83 32,08 54,17 75,83
3 19,58 27,92 50,00 74,58 2042 3167 5458 77,08

média 20,00 28,06 5042 7444 2069 31,81 5514 76,67
ts 072 024 1,50 024 024 024 1,34 0,72

CV (%) 3,61 0,84 297 032 115 0,75 243 094

Tabela 15. Analise da varidncia dos resultados do experimento fatorial
empregando ANOVA.

Fonte de variagao gl 332133%22 gf:é:é%i F calculado
Entre Tratamentos 7 11033,37 1576,195 2374,35**
Dentro Tratamento 16 10,62 0,664

Total 23 11043,99

Ferit 0,05(7,16) < 2,71*; Ferit ,025[7,16) < 3,29™*; Ferit 9,01(7,16) < 4,14™"

A analise da variancia (ANOVA) (tab. 15) demonstrou que a mudanga
dos niveis dos fatores, utilizados no planejamento fatorial, apresenta efeito
altamente significante (P < 0,01) sobre a extracdo de flavonodides totais.
Entretanto apenas este teste estatistico ndo possibilita afirmar que todos os
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tratamentos sdo estatisticamente diferentes. Para avaliar quais os tratamentos
sdo diferentes entre si, procedeu-se a comparagdo entre as médias do teor de
flavonoides totais para cada tratamento empregando o teste de Student-
Newman-Keuls. O resuitado obtido demonstrou que apenas o tratamento “c”
ndo apresentou diferenca estatisticamente significante em relagdo ao
tratamento (1), ou seja, o valor obtido para o teor de flavonodides totais no
tratamento “c” ndo é estatisticamente diferente do valor do teor de flavonoides

para o tratamento (1) considerando o < 0,05 (tab. 16).

Tabela 16. Resultado da comparagdo das médias do teor de flavondides totais

através do teste de Student-Newman-Keuls.

Tratamentos Diferenca de médias p
abc x (1) 56,667 141,40
abcxc* 55,970 139,66
abcxa* 48,607 121,29
abcxac* 44 857 111,93
abcxb* 26,247 65,49
abc xbc * 21,523 53,71
abcxab* 2,220 5,54
abx(1)* 54,447 135,86
abxc* 53,750 134,12
abxa* 46,387 115,75
abxac* 42,637 106,39
abxb* 24,027 59,95
abxbc* 19,303 48,17
bex(1)* 35,143 87,69
bcxc* 34,447 85,95
bcxa* 27,083 67,58
bcxac* 23,333 58,22
bcxb* 4,723 11,79
bx(1)* 30,420 75,91
bxc* 29,723 74,17
bxa* 22,360 55,80
bxac* 18,610 46,44
acx(1)* 11,810 29 47
acxc* 11,113 27,73
acxa* 3,750 9,36
ax(1)* 8,060 20,11
axc” 7,363 18,37
cx(1) 0,697 1,74

* valores estatisticamente nao significantes para o < 0,05
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Uma avaliagdo inicial do tipo e da intensidade dos efeitos e das
interagbes entre os diversos fatores estudados sobre o teor de flavonédides
presentes nos extratos aquosos pode ser visualizada através dos resultados
obtidos diretamente da forma padrao de um planejamento fatorial (tab. 17)

Tabela 17. Efeitos e interagOes (E/l) calculados a partir da forma padrao do
planejamento fatorial sobre o teor de flavondides totais em solugdes extrativas

aquosas de P. niruri L..

Efeito/Interagdo Valor estimado
Ea +16,18
Eg +39,03
Ec +3,30
IaB +2,85
lac +0,07
lsc +0,31
laBc -0,69

A analise dos dados da tabela 17 demonstra que, entre os fatores
principais, a passagem dos niveis inferiores para 0s superiores proporcionou
um aumento no teor de flavonoides totais. A decocgdo (nivel superior) foi mais
efetiva na extragcdo dos marcadores do que a infusdo (nivel inferior). Este
aumento pode ser explicado pela propriedade hidréfoba deste grupo de
substancias, a qual é contornada pelo aporte de calor no processo extrativo.
Desta forma, a manutengdo de calor durante todo o processo de extragdo, no
caso da decocgdo, € a provavel responsavel pelo efeito positivo. O aumento da
relagdo planta/solvente (fator B) influencia positivamente a concentragdo de
flavondides totais extraidos, o que quer dizer que, quando este fator muda do
nivel inferior (relagdo planta/solvente = 2,5:100; m/V) para o nivel superior
(relagdo planta/solvente = 7,5:100; m/V), ha aumento da eficiéncia de extragdo
destas substancias. Entretanto, a intensidade do fator B é aproximadamente
duas vezes maior que a do fator A. O fator C (tempo de extragdo) aparenta
também ter efeito sobre a quantidade de flavonédides totais. O aumento do
tempo de contato entre a droga e o solvente produziu um incremento no teor de
flavondides extraido. O efeito causado pela passagem do nivel inferior (tempo
de 5 min) para o nivel superior (tempo de 15 min) causou, entretanto, influéncia



Resultados e Discussdo 64

menor do que os outros dois anteriormente citados. As interagbes secundarias
parecem influir positivamente sobre o rendimento de extragao. Entre estas, a de
maior intensidade foi a interagdo entre os fatores A e B. Quando os fatores A e
B passam simultaneamente do nivel inferior [A = infusdo e B = 2,5:100 (m/V)]
para o nivel superior, o teor de flavondides sofre um aumento. As demais
interagbes apresentam influéncia diminuta, quando comparadas aos efeitos

principais e interacdo AB.

Os resultados obtidos na tabela 17 devem, no entanto, ser
compreendidos como indicadores de tendéncia, necessitando comprovagéo

estatistica.

A estimativa de erros neste tipo de planejamento fatorial consiste em
supor que determinadas interagbes de ordem superior nao apresentam
influéncia importante e em combinar seus quadrados médios para estimar o
erro. Quando se observam interagées de ordem superior, 0 uso do quadrado
médio do erro obtido por combinagdo ou agrupamentos de interagbes de ordem
superior & inadequado. Entretanto 0 método de analise proposto por DANIEL
(1959) representa um meio sensivel de superar este problema. O método
consiste em representar os efeitos estimados em rede de probabilidade normal.
Os efeitos nao importantes distribuem-se normaimente com média igual a zero,
tendendo a situar-se ao longo de uma linha reta neste grafico, enquanto efeitos
importantes significantes, com médias distintas de zero, ndo se situam ao longo
desta reta (MONTGOMERY, 1991).

Para andlise do planejamento fatorial realizado, os efeitos estimados
foram ordenados por intensidade (tab. 18) e representados em rede de

probabilidade normal (fig. 18).
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Tabela 18. Dados para determinagéo dos efeitos e interagdes ndo importantes

Ordem (j) Efeito/Interacdo Valor estimado Pj
7 B 39,03 0,9286
6 A 16,18 0,7857
5 AB 3,30 0,6429
4 C 2,85 0,5000
3 BC 0,31 0,3571
2 AC 0,07 0,2143
1 ABC -0,69 0,0714
Pj = (-0,5)/7
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Figura 18. Representacdo grafica em rede de probabilidade normal dos efeitos
estimados a partir da forma padrao do planejamento fatorial sobre o
teor de flavondides totais em solugdes extrativas aquosas de P. nirun
L.
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O grafico da probabilidade normal dos efeitos estimados, apresentado na
figura 18, demonstra que os efeitos A, B e C, e a interagdo AB merecem
interpretagdo. As interagdes AC, BC e ABC nao sao importantes.

A anadlise da variancia dos dados obtidos para os efeitos e interagdes foi
realizada pelo calculo da média dos quadrados segundo YATES (1937). O erro
foi calculado como a média simples das interagbes que ndo apresentam
influéncia importante identificadas pelo grafico da figura 18 e assinaladas na

tabela 19 como nao significante (NS).

Tabela 19. Analise da variancia dos efeitos e interagbes para o teor de

flavonoides totais obtidos em solugdes extrativas aquosas de P. niruni L.

Efeito/Interagdo al MS Fcalc.
A 1 523,62 336 ***
B 1 3046,33 1954 ***
AB 1 87,05 56 **
C 1 16,21 10
AC 1 0,04 NS
BC 1 0,78 NS
ABC 1 3,86 NS
Total 7 3678
Erro 1,5593

Ferit.: a < 0,05 = 18.5% o < 0,025 = 38,5**;, < 0,01 = 98,5***

A analise da variancia demonstrou que os fatores A e B apresentaram
influéncia altamente significativa sobre a extragdo de flavonoides (o < 0,01),
tendo se apresentado o fator B cerca de 6 vezes mais intenso que o fator A. O
efeito do fator C ndo foi estatisticamente significante e a interagdo AB
apresentou influéncia significante (o < 0,05), demonstrando sua importancia no

experimento.
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Outra técnica para avaliar a existéncia de interagbes significantes é
realizada através da representagdo grafica dos valores obtidos para o teor de
flavondides em ambos os niveis do fator A com relagdo aos niveis do fator B.
Quando as retas obtidas sdo paralelas ndo ha interagdo entre os fatores. No
caso contrario, a interagdo entre os fatores estudados é significante (fig. 21).
Entretanto este método ndo deve ser a Unica maneira para analise dos dados,
pois sua interpretacdo é muito subjetiva (MONTGOMERY, 1991). Como pode-
se observar, as curvas obtidas na figura 19 apresentam perda de paralelismo,
sugerindo uma interagdo ainda que, reduzida, entre os fatores. Este fato
também pdde ser observado na tabela da analise da variancia.
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Figura 19. Representagio grafica da interagdo AB para o desenho fatorial 2°,

Antes de aceitar os resultados obtidos é necessario realizar um teste de
ajuste de modelo com o objetivo de comprovar se 0 modelo empregado para
analise dos fatores é adequado. A principal técnica para comprovagéo deste
modelo é realizada através da analise dos residuos (MONTGOMERY, 1991).
Nossa andlise indica que os Unicos efeitos significativos sdo A = 28,06; B =
50,42 e AB = 74,44. Caso este resultado seja verdadeiro, o teor de flavondides

estimado nos vértices do desenho sera:
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TFT calculado = 45 + (28,06 + 2)xy + (50,42 + 2)x; +(74,44 = 2)x1X;
onde: 45 = valor médio do teor de flavondides, e as variaveis x1 € X2, assumem

os valores +1 ou -1.

Tabela 20. Residuos para o planejamento fatorial 2° empregando solugdes

extrativas de P. niruri L.

Tratamentos TFT (x10 exp.  TFT calculado Residuo
(1) 20,00 16,82 3,18
a 28,06 30,15 -2,09
b 50,42 53,00 -2,58
ab 74.44 72,03 2,41
c 20,69 20,12 0,57
ac 31,81 33,45 -1,64
bc 55,14 56,30 -1,16
abc 76,67 75,33 1,34

TFT = teor de flavonoides totais; exp. = experimental
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Figura 20. Representacdo grafica em rede de probabilidade normal para

analise dos residuos do planejamento fatorial
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O comportamento razoavelmente linear obtido para os valores dos
residuos (tab. 20) em rede de probabilidade normal (fig. 20) permite concluir

que o modelo fatorial empregado é satisfatoério.

Diante dos resultados obtidos pelo planejamento fatorial, a solugao
extrativa de escolha para o ensaio de caracterizagdo e subsequente
desenvolvimento do produto seco por aspersao foi a resultante do emprego do
nivel superior do fator A (decocgao), no nivel superior para o fator B (relagao
planta/solvente = 7,5:100 (m/V)). Para a elei¢do do fator C (tempo de extragao),
como ndo apresentou influéncia estatisticamente significante e os dados
etnofarmacoldgicos demonstram que o tempo de extragdo empregado se
encontra entre 10 e 30 minutos, foi determinado o tempo de 15 minutos
(SANTOS, 1990).

Na caracterizagdo da solugao extrativa foi determinado o teor de residuo
seco (RS), que expressa a capacidade de extragdo de solutos presentes na
droga pelo solvente. O resultado obtido foi de 2,13 + 0,01 (%, m/m) (CV = 4,34
%) e tem especial interesse para 0 desenvolvimento de produtos secos por
aspersdo, uma vez que o0 mesmo influencia o rendimento da operagdo de
secagem e as caracteristicas do produto seco (TEIXEIRA, 1996; CAMPOS,
1996; DE PAULA, 1996; CARVALHO, 1996; DE SOUZA, 1997; LEMOS
SENNA, 1997).

A determinacgdo do pH da solugdo extrativa corresponde a um parametro
fisico-quimico a ser avaliado e estabelecido na caracterizagdo e padronizagao
de solugdes extrativas. Diversos fatores, tais como, reagdes enzimaticas da
droga ndo estabilizada e a propria agua, podem alterar o pH da solugéao
extrativa de maneira que a determinagdo do mesmo permite inferir sobre estes
fatores e sobre a qualidade das solugdes. Em resultados obtidos por
SONAGLIO (1987) observou-se que para solugdes extrativas de Achyrocline
satureioides houve desestabilizagdo da solugdo com desaparecimento de
algumas manchas cromatograficas quando o valor de pH afastou-se do valor do
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extrato de origem. Para solugbes extrativas de P. niruri L. o valor de pH se
encontra, juntamente com a densidade relativa na tabela 21.

Tabela 21. Densidade relativa e pH da solugéo extrativa aquosa de P. niruri na

proporgéo droga:solvente de 7,5:100 (m/V)

Densidade relativa pH
xts (CV %) xts(CV %)
1,0087 £ 0,0003 (0,03) 4,74 + 0,0045 (0,09)

5.3 Produto seco por aspersdo (PSA)

O desenvolvimento de produtos secos por aspersdo esta intimamente
relacionado com as caracteristicas fisicas e quimicas da solugdo extrativa a ser
seca. A técnica de preparagdo da solugdo extrativa de Phyllanthus nirun L.
empregando como meio de extragdo agua, e o residuo seco obtido de 2,13 %
(m/m), permitiram a realizagdo da secagem direta destes extratos.

O produto seco por aspersdo obtido através da secagem direta da
solugdo extrativa foi comparado macroscopicamente com os outros produtos
secos obtidos a partir de solugbes extrativas preparadas nas mesmas
condigbes de operagdo e adicionadas de adjuvante de secagem. Como
adjuvante de secagem foi empregado o diéxido de silicio coloidal. A escolha
deu-se devido a sua adequabilidade tecnolégica constatada em diversos
trabalhos realizados neste laboratério (CAMPOS, 1996; CARVALHO, 1996;
TEIXEIRA, 1996; DE SOUZA, 1997; LEMOS SENNA, 1997). A realizagéo desta
avaliagdo permitiu constatar diferengas marcantes entre os produtos obtidos

sob dois aspectos principais:

1. Comportamento durante a opera¢do de secagem: na aspersao da
solugdo extrativa sem adicdo de adjuvantes de secagem constatou-se
aderéncia intensa nas paredes da tomre de secagem, propiciando
diminuigdo no rendimento do processo. Ao contrario da primeira, a
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secagem da solugdo extrativa adicionada de adjuvante de secagem
(dioxido de silicio coloidal) mostrou reducao significativa na aderéncia do

produto seco nas paredes da torre.

2. Caracteristicas fisicas e organolépticas: o produto obtido pela
secagem direta da solugdo extrativa apresentou formagao de grumos de
coloragao marrom e sua reconstituicio em agua foi lenta. Por outro lado,
o produto obtido pela secagem da solugdo extrativa adicionada de
adjuvante de secagem apresentou-se sob a forma de pd fino e de
coloragdo amarelada e homogénea. A sua reconstituicdo em agua foi
quase que instantdnea, tendo o produto com maior concentragdo de
adjuvante apresentado caracteristica de escoamento superior aos

demais.

A avaliagdo comparativa dos perfis cromatograficos dos produtos secos
por aspersao e da solugdo extrativa de origem demonstrou que tanto as
condigdes da operagcdo de secagem quanto a adigdo de diéxido de silicio
coloidal nao causaram alteragdes quer no numero ou na intensidade das
manchas (fig. 21).
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Al A2 A3 A4 P1 P2

Figura 21. Representagdo do .cromatograma obtido para a solugéo extrativa
aquosa (A1), produtb seco por aspersao sem adjuvante (A2), produto
seco por aspersdo com 20 % de adjuvante (A2), produto seco por
aspersdo com 30 % de adjuvante (A4), Substancias de referéncia:
rutina (P1) e isoquercetrina (P2), empregando como sistema eluente
AcOEt:MeOH:HCOOH:H,O (80:1:8:10 V/V), sobre gel de silica
GF2s4, apds revelagdo com difenilboriloxietilamina 0,5 % (m/V) e

observagao em luz UV a 366 nm.

Desta forma, na preparagdo do produto seco por aspersdo, objeto deste
estudo, foi empregado didxido de silicio coloidal como adjuvante de secagem
de modo a perfazer 30 % do total do produto seco obtido.

O controle da concentracéo das substancias marcadoras compreende
um dos pardmetros mais importantes para assegurar a qualidade do produto
final. Para determinagdo do teor de flavondides totais no produto seco por
aspersdo, foi utilizada quantidade de produto seco por asperséo
correspondente a faixa em que a extracdo de flavondides apresentou
comportamento linear, estabelecida através da matéria-prima vegetal e da
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solugéo extrativa. O resulitado obtido foi de 0,2624 + 0,009 % (m/m) (CV = 3,43

%). A taxa calculada de recuperagao de flavonoides encontra-se na tabela 22.

Tabela 22. Recuperagdo de flavonéides no produto seco por aspersdo de P.

niruri L. em relagéo a solugdo extrativa

TFT calculado TFT obtido Recuperagao (%, m/m)

0,0946 0,0944 99,78

TFT = teor de flavonoides totais

O recuperagdo calculada de flavondides para produto seco final,
demonstra que tanto a técnica de secagem, bem como a adigdo de adjuvante
ndo promoveram alteragdes na concentragdo desta classe de constituintes
quimicos. O coeficiente de variagdo obtido é aceitavel devido ao numero de

passos que a técnica exige.

O rendimento da operagdo de secagem da solugdo extrativa de
Phyllanthus nirun adicionada de diéxido de silicio coloidal foi de cerca 74 %
(tab. 23). Segundo os resultados obtidos por SENNA (1993), em produtos
secos por aspersdo de Achyrocline satureioides, o rendimento da operagdo de
secagem foi de 75 % (m/m). TEIXEIRA (1996) obteve para produtos secos,
também a partir de solugbes extrativas de Achyrocline satureioides com a
combinagao de diferentes adjuvantes de secagem, valores de rendimento que
ndo ultrapassaram 72 % (m/m). Para produtos secos de llex paraguariensis
preparados por CAMPOS (1996), o rendimento da operagdo de secagem tanto
para produto seco sem adjuvante quanto para produto seco preparado com
adjuvante de secagem, foi em torno de 70 % (m/m). A operagdo de secagem de
solugdes extrativas de Passiflora edulis, teve rendimento em torno de 65 %
(m/m) (DE SOUZA, 1997), enquanto que para produto secos obtidos por
CARVALHO (1997) a partir de Maytenus ilicifolia com e sem o emprego de
adjuvante de secagem o rendimento nao foi diferente ficando em torno de 70 %
(m/m). Deste modo pode-se considerar o rendimento alcangado neste trabalho

como normal aos demais obtidos neste laboratorio.
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Tabela 24. Granulometria do produto seco por aspersao de P. niruri L.

Faixa Diametro Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Granulométrica (um) Médio (um) () (%) acumulada (%)
0-34 17 341 53,28 53,26
34 - 68 51 225 35,16 88,44
68 - 102 85 53 8,28 96,72
102 - 136 119 10 1.56 98,28
136 - 170 153 10 1,56 99,84
170 - 204 187 1 0,16 100
Total 640 100,00

A maior propor¢éo de particulas apresenta didmetro inferior a 68 um. A
distribuigdo granulométrica restrita e a presenga de grande quantidade de
particulas com didmetro baixo podem ser explicadas pela utilizagdo como
adjuvante de secagem particulas muito finas.

60.00 +

50,00 +

40,00 ¢+

30.00 +

Frequéncia (%)

20,00 +

10,00 +

0,00 ! } —————
17 51 85 119 153 187 220

faixa granulométrica (pm)

Figura 22. Representagdo grafica da distribuigdo granulométrica do produto

seco por aspersado de P. niruri L.
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O tamanho médio de particula de 16,88 um foi calculado graficamente
(fig. 23), empregando a frequéncia percentual acumulada em escala linear no
eixo das ordenadas em funcdo do tamanho de particula (um) em escala

logaritmica, a partir de 53 % de frequéncia.
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Figura 23. Representagdo grafica da distribui¢do granulométrica do produto

seco por aspersao, em fun¢ao da frequéncia acumulada percentual

Outra maneira de analisar a distribuicdo granulométrica & através do
emprego da rede de distribuicdo RRSB. Este método foi idealizado para analise
grafica de amostras que ndo obedecem uma distribuicdo normal. Além do
tamanho médio de particula, a RRSB permite estabelecer a amplitude

granulomeétrica e a superficie especifica (DE SOUZA, 1997).

O diametro médio obtido foi determinado por extrapolagdo e foi igual a
22,5 um e a amplitude da distribui¢do granulométrica encontrada foi de 0,885
(fig. 24). A superficie-volume especifica 2,8.10° cm%cm® foi determinada

através da equacao:
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Sesp = (Scoer.f/d
Onde:
Sesp = superficie-volume especifica (cm*/cm’)
Scoef = co€ficiente de superficie
f = fator forma
d = didmetro médio de particula, obtido por extrapolagéo (cm)

Para o fator forma foi utilizado o valor 1. Isto significa que as particulas
foram consideradas como possuindo forma esférica perfeita e de superficie no
porosa. Deste modo, os valores obtidos compreendem estimativas dos valores
verdadeiros. O valor para superficie-volume especifica do produto seco é
inversamente proporcional ao tamanho meédio de particula e diretamente
proporcional ao angulo de inclinagdo da reta, uma vez que o valor de Scoer €
obtido pela extrapolagao da mesma.
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Figura 24. Analise da granulometria do produto seco por aspersdo de P. niruri
L. através da rede de distribuicdo RRSB



Resultados e Discussao ' 78

As figuras 25 e 26 mostram as fotomicrografias obtidas por microscopia

eletrénica de varredura com aumentos de 1000 e 6000x.

Figura 25. fotomicrografia do PSA obtida através de microscopia eletronica de

varredura com aumento de 1000x



Resultados e Discussao _ 79
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Figura 26. fotomicrografia do PSA obtida através de microscopia eletrénica de

varredura com aumento de 6000x

A figura 25. mostra que as particulas do PSA encontram-se dispersas,
possuindo, preponderantemente, forma esférica e com poucas particulas de
dimensdes extremas. Ja a figura 26 retrata a superficie rugosa das particulas
do PSA. Estas propriedades podem ser explicadas pela técnica de secagem,
onde a forma esférica das particulas é caracteristica da secagem por aspersao
a partir de sdlidos em suspensdo, acarretando superficie rugosa como
observado por GONZALEZ ORTEGA, 1993; TEIXEIRA, 1996; DE SOUZA,
1997.

A avaliagcdo do comportamento do produto seco por asperséo diante de
ambientes com diferentes umidades relativas constantes permite analisar o
comportamento das preparacdes frente as variagbes normais de umidade
ambiente durante o armazenamento, possibilitando inferir sobre a estabilidade
fisica do produto e sua aplicabilidade em diversos procedimentos tecnologicos.
Com a realizacdo de estudo preliminar sobre o perfil de higroscopicidade do
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produto seco de Phyllanthus niruni L. péde-se observar, que a exposi¢gao do
mesmo a uma atmosfera controlada de 63 % em ambiente fechado e
termostatizado promoveu um rapido aumento de massa nas primeiras 24 horas,
estabilizando-se a partir do quarto dia, apds absorver cerca de 12 % de seu
peso em agua. O produto seco apresentou também alteragées de suas
caracteristicas macroscopicas, tais como escurecimento, seguido de formagéao
de grumos a partir do quarto dia de experimento e compactagdo do pé no
décimo dia de ensaio (fig. 27). Os resultados obtidos demonstram que apesar
da baixa umidade residual, o produto seco por aspersdao apresenta
comportamento higroscopico. Tal caracteristica pode ser decorrente de
diversos fatores, tais como a presenga de grupos funcionais hidroxilas livres no
adjuvante empregado ou de constituintes vegetais apresentando grupamentos
polares (BASSANI, 1990).
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Figura 27. Perfil de higroscopicidade do produto seco por aspersao de P. niruni
L. em atmosfera controlada de umidade relativa de 63 %.



6. CONCLUSOES

A presenga de alcaldides, frequentemente relatada na literatura, em
partes aéreas do vegetal, ndo foi confirmada nas condigdes empregadas para

Phyllanthus niruni L.

O emprego de flavonodides como grupo de substancias marcadoras
apresentou-se como boa alternativa, tanto pela presenga expressiva destes,
quanto pela semelhanga estrutural entre os mesmos, permitindo sua
quantificagdo utilizando método espectrofotométrico.

O estudo da linearidade para a metodologia de quantificagdo de
flavonoides em partes aéreas de Phyllanthus niruri L., apresentou um
comportamento ndo-linear em fungdo da quantidade de material vegetal
analisada. Entretanto, permitiu estabelecer uma faixa de seguranga para a
quantidade de amostra, onde a quantificagdo dos flavondides apresenta
comportamento linear, assegurando que nesta faixa, o incremento da amostra
ndo ocasiona variagdes importantes na determinagdo destes constituintes.

A variagdo do volume das aliquotas empregadas na metodologia de
quantificacdo de flavondides em solugGes extrativas aquosas de Phyllanthus
niruni L., sugere a presenca de erro sistematico proporcional ao aumento de
volume das mesmas. A diferenca estatisticamente significante entre os valores
obtidos para as inclinagdes da curva, demonstra a presenga de um erro
metodoldgico ndo determinado. O emprego de aliquotas com volume de 40 mL,
demonstrou, ainda, a presenga de erro sistematico constante. Utilizando
aliquota de menor volume observou-se, apesar dos baixos valores de
absorvancia, auséncia de erro sistematico constante e comportamento linear.

A metodologia de extragido, a relagdo droga:solvente e a interagdo entre
estes fatores influenciaram a extragdo de flavondides em partes aéreas de

Phyllanthus nirun L.
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A passagem do nivel inferior para o nivel superior do fator método de
extracdo, do fator relagdo droga:solvente bem como a passagem simultanea
dos mesmos, representaram um aumento estatisticamente significante na

extragdo de flavondides em partes aéreas de Phyllanthus niruni L. (a < 0,025).

A solugéo extrativa preparada através de decocgdo durante 15 minutos
na propor¢éo droga:solvente igual a 7,5:100 (m/V), apresentou o teor mais

elevado de flavondides totais.

A secagem direta por aspersdo da solugdo extrativa sem adjuvante
proporcionou a obtengdo de produto seco com caracteristicas fisicas pouco
satisfatorias além de elevada higroscopicidade. A adigdo de didxido de silicio
coloidal como adjuvante de secagem conferiu melhora significante para estas

caracteristicas.

O produto obtido empregando a técnica de secagem por aspersdo a
partir de solugdo extrativa aquosa de Phyllanthus niruri L. ndo apresentou
qualquer alteragdo no perfil de constituintes quimicos utilizados como
marcadores quando comparado ao perfil apresentado pela solugéo extrativa.

A técnica de secagem por aspersdo e a adigdo de diéxido de silicio
coloidal n&o interferiram no perfil qualitativo de marcadores quimicos.

O produto seco por aspersdo contendo dioxido de silicio coloidal 30%
apresentou tendéncia a aglomeragdo e pouca estabilidade quando submetido a
atmosfera controlada de 63 % de umidade relativa.

O conjunto dos resultados obtidos neste trabalho demonstra a viabilidade
da preparacdo de produtos secos por aspersdo a partir de solugdes extrativas
aquosas de Phyllanthus niruri L. Entretanto, devido ao carater pioneiro da
abordagem tecnolégica para a droga vegetal em questdo, certamente serdo
necessarios estudos compiementares para os diversos aspectos avaliados

neste trabalho.
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laproveitamento de nossos vegetais, onde apresenta protocolos analiticos
| destinados a avaliar a qualidade da matéria prima e dos produtos envolvidos nos
diversos estégios do processo, incluindo o produto final. Foi muito feliz quanto a
e@scolha da matéria prima para seu estudo, compreendendo esta, as partes aéreas
de Phyliantus nirun L. a espécie deste taxon mais amplamente empregada em
todo o pals, contando com aprofundados estudos de sua bicatividade. Acertada
também nos pareceu a escolha dos marcadores quimicos, O-glicosil flavondides e
agliconas, constituindo-se essas moléculas em bons indicadores porquanto
permitem j& 8 partir de analises cromatogréficas de produtos, aquilatar o
desempenho e rendimento do método empregado. Some-se a isto, sua presenga
nas demais espécies de Phyllanthus, 0 que permite estender-se as mesmas o
procedimento aqui estudado.

Amplamente calcada em dados experimentais, a feitura da presente
dissertacfo certamente aportou ao seu autor um bom cabedal de conhecimentos,
0s quais somados & experiéncia adquirida ao longo do curso, apontarfo o Norte
de pesquisas futuras.

N&o vislumbrando, de qualquer natureza, desiizes que pudessem
’ comprometer a qualidade desse trabalho. atribuimos a0 mesmo o grau final 9,0
(nove).

@ outubro de 1997

£ S

r. Haroudo Satiro Xavier
idade Federal de Permambuco
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Area de concentragso:
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Titulo:
“Padronizagéo do extrato aquoso e desenvolvimento do produto seco por
aspersdo de Phylanthus niruri L. - Euphorbiaceae (quebra-pedra)”

Mestrando: LUIZ ALBERTO LIRA SOARES

PARECER

O trabalho de dissertagdo apresentado por Luiz Alberto Lira Soares
para obten¢ao do Grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas aborda tema de
elevada relevancia socio-politica no Brasil, estando inserido no Programa
Governamental de Pesquisa de Plantas Medicinais. Os objetivos foram
delineados com clareza e os métodos adaptados ou desenvolvidos para
alcanga-los mostraram-se adequados. No entanto a utilizacdo de relagbes
planta:solvente diversas na andlise de linearidade do método espectrofoto-
meétrico de doseamento de flavonodides totais deve ser revista. Contudo, este
aspecto, ndo compromete o mérito cientifico do trabalho. E de ressaltar a boa
qualidade de apresentagio, tanto do trabalho escrito, como da exposigéo oral
do mesmo. Sou de parecer favoravel a aprovagédo do trabalho com o grau final
9,0.

Data: 31 de outubro de 1997.

{/
a. Dpff. Valquiria Linck Bassani,
Iniversidade Federal do Rio Grande do Sul.




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
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Area de concentrago:
DESENVOLVIMENTO E CONTROLE DE INSUMOS E MEDICAMENTOS

Titulo: “Padronizagéo de extrato aquoso e desenvolvimento de produto seco por
asperséo de Phyllanthus nirun L. - Euphorbiaceae (quebra-pedra)”

Mestrando: LUIZ ALBERTO LIRA SOARES

PARECER

O trabalho de dissertag@o trata de assunto relevante, face & importancia da
espécie estudada, e insere-se dentro do Projeto de Pesquisa de Plantas
Medicinais da Central de Medicamentos - CEME. Dada a inexisténcia de
referéncias dentro da literatura especializada, o trabalho pode ser considerado
pioneiro na area da tecnologia de fitoterapicos. Os objetivos do trabalho s&o
claros e a metodologia empregada bem descrita. Os resultados obtidos
contribuem, certamente, ao estabelecimento de critérios de avaliagdo da
qualidade a matéria-prima e da solugdo extrativa aquosa, assim como a
obtengdo de um produto seco por aspersdo. Pelo carater pioneiro, o trabatho
deixa em aberto diversos aspectos de desenvolvimento tecnolégico, os quais
constituem um desafio para a realizagdo de trabalhos futuros que venham a
compiementar. A discussdo dos resultados é, de forma geral coerente com os
resultados e objetivos propostos. A avaliagdo conjunta do trabalho demonstra
um volume e de qualidade de resultados compativeis com o grau de mestre
pretendido pelo candidato.

Porto Alegre, 30 de outubro de 1997.

Universidadg F . ral do Rio Grande do Sul
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