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RESUMO

Constituiu objetivo deste trabalho o desenvolvimento tecnolOgico de formas

farmacêuticas 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

matêria-prima, das awes de transformacão, dos produtos intermedikios e do

produto final. Estudaram-se técnicas de preparacão de solucties extrativas e de

produto seco por aspersão. 0 estudo da metodologia adaptada para quantificacâo de

flavonOides na materia-prima, demonstrou desvio da linearidade de resposta corn o

aumento da massa da amostra, limitando o seu emprego as condigOes fixadas neste

trabalho. 0 teor de flavonOides totals do material vegetal foi de 0,80 g % (m/m). A

solucâo extrativa empregada no desenvolvimento do produto seco foi selecionada

através da realizacão do planejamento fatorial 2 3 , onde foram avaliados os fatores:

mdtodo de extra* (decoccâo e infus5o), relagâo droga solvente (2,5 e 7,5:100) e

tempo de extracâo (5 e 15 min), utilizando como pardmetro de decisâo o teor de

flavonOides totals. A solucâo extrativa selecionada foi obtida através de decocrAo

durante 15 minutos das partes adreas moidas na proporcâo 7,5:100 (m/V). 0

emprego da mesma metodologia quantitativa aplicada a materia-prima e ao produto

intermediârio mostrou a existéncia de erro sisternatico proporcional corn o aumento

da concentrack das amostras. Entretanto, alcancou-se comportamento linear, com

auséncia de erros sistematicos, empregando-se amostras de menor concentracsao. 0

produto seco por aspersào foi obtido em torre de secagem, a partir da solucâo

extrativa selecionada, adicionada de diOxido de silicio coloidal a 30 % do residuo

seco. Tanto a operagao de secagem quanto a adicdo de diOxido de silicio coloidal

nâo causaram interferéncia nas andlises qualitativas e quantitativas, obtendo-se uma

taxa de recuperacao, calculado como flavonOides totals, de 99%.

Palavras-chave: Phyllanthus niruri, quebra-pedra, produto seco por aspersdo,

flavonOides, controle de qualidade, fitoterdpico.
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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 plant

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 3 factorial

design, considering the extraction method (decoction and infusion), plant 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 % (wlw). The

final product showed a low residual humidity content, but limited stability when

exposed to high moisture atmospheres.

Keywords: Phyllanthus nirwi, spray drying, herbal drug, flavonoids assay,

quality control.



1

o

SUMARIO

1. INTRODUCAO 	  1

2. OBJETIVOS 	  18

3. MATERIAIS 	  19

3.1. Material Vegetal 	 19

3.2. Adjuvante 	 19

3.3. Reagentes, solucties, substáncias-referéncias e outras matèrias-

primas 	 19

3.4. Aparelhos e equipamentos 	 20

4. METODOLOGIA 	  22

4.1. Material vegetal 	 22

4.1.1. Caracterizacâo quirnica 	 22

4.1.2. Determinacâo da perda por dessecacâo 	  25

4.1.3. Determinacao do teor de extrativos 	 26

4.1.4. Andlise granulomêtria 	 26

4.1.5. Determinacâo do teor de flavonOides totais 	 27

4.1.6. Estudo da linearidade para a metodologia de determinacão do teor
de flavonOides totais na matêria-prima vegetal 	 29

4.2. Solucdo extrativa 	 29

4.2.1. Desenvolvimento de metodologia analitica 	 29

4.2.1.1. Selerido do comprimento de onda para leitura 	  29

4.2.1.2. Determinacão do teor de flavonOides totais 	 30

4.2.2. Estudo da relactio planta:solvente e da aliquota tomada sobre a
quantificactio espectrofotomdtrica de flavonOides totals 	 31

4.2.3. Estudo preliminar da influéncia do tempo de extragao sobre o
rendimento da extracâo de flavonOides 	  33

4.2.4. Planejamento fatorial 	 33

4.2.4.1.Anâlise da variancia do planejamento fatorial 	 36



4.2.5. Determinacão do residuo seco 	 36

4.2.6. Determinacâo da densidade relativa 	 37

4.2.7. Determinacâo do pH 	 37

4.3. Produto seco por aspersâo (PSA) 	 37

4.3.1. Avaliacâo da viabilidade tecnolOgica de produtos secos por

aspersão a partir de pages aêreas de Phyllanthus niruri L 	  37

4.3.2. Preparagâo do produto seco por aspersâo 	 39

4.4. Caracterizagâo do produto seco por aspersâo 	  39

4.4.1. Determinacâo do teor de flavonOides totais 	 39

4.4.2. Recuperacâo de flavonáides no produto seco por aspersâo 	  40

4.4.3. Rendimento da operacâo de secagem 	  40

4.4.4. Perda por dessecacâo 	  40

4.4.5. Determinacâo do pH 	  41

4.4.6. Anâlise granulomêtrica por microscopia Optica 	 41

4.4.6.1. Determinagâo do tamanho mêdio de particula 	  41

4.4.7. Anâlise por microscopia eletrOnica de varredura 	  41

4.4.8. Avaliagâo da influencia de atmosfera Ornida controlada sobre o

produto seco por aspersâo 	  41

5. RESULTADOS E DISCUSSAO 	  43

5.1. Matêria-prima vegetal 	 43

5.2. Solucão extrativa 	 56

5.3 Produto seco por aspersâo (PSA) 	 70

6. CONCLUSOES 	  81

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 	  84

■



LISTA DE FIGURAS

Figura 12

Figura 13

Pagina
Aspectos botánicos de Phyllanthus niruri L 	 11

Flavor'bides relatados para Phyllanthus niruri L 	 12

AlcalOides relatados para Phyllanthus niruri L 	 13

Lignanas relatadas para Phyllanthus niruri L 	 14

Representacâo esquemâtica dos ensaios cromatogr6ficos
preliminares para alcalOides em solucties extrativas aquosas
de Phyllanthus niruri L  24

Representacão esquernâtica da têcnica de quantificacâo de
flavonOides na droga seca de Phyllanthus niruri L 	 28

Representacâo esquem6tica da preparacâo das curvas para
solucties extrativas aquosas de Phyllanthus niruri L 	 32

Representacâo do cromatograma comparativo entre
Phyllanthus niruri e Phyllanthus amarus 	 44

Representacao dos cromatogramas obtidos para solucâo
extrativa aquosa de Phyllanthus niruri L., quercetina,
isoquercitrina e rutina  47

Representagão greica da perda por dessecacão do material
vegetal de Phyllanthus niruri L. em funcdo do tempo de
armazenamento  49

Representacdo grâfica da distribuicao granulomêtrica da
droga vegetal seca e moida de Phyllanthus niruri
L  51

Curva cumulativa de retencao e passagem apOs tamisacâo
da droga vegetal seca e moida de Phyllanthus niruri
L  51

Representacao do espectro de varredura do complexo
quercetina-AIC13 	 53

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11



Representagâo do espectro de varredura da solugâo amostra
obtida atraves da metodologia de quantificagâo de
flavonOides na materia-prima vegetal de P. niruri L 

Relacâo entre a quantidade de droga seca vegetal de
Phyllanthus niruri L. e o teor de flavonOides totals 	

Representagâo do espectro de varredura da solugâo extrativa
aquosa de Phyllanthus niruri L. apOs hidrOlise e complexacâo
dos fiavonOides corn AlC13 

Curvas obtidas a partir da absorváncia lida do complexo
AlC13-flavonOide em solucties extrativas aquosas de P. niruri
L. em diferentes proporcOes planta/solvente, utilizando
aliquota de 20, 30 e 40 ml da solugão mae 	

Representagâo grafica em rede de probabilidade normal dos
efeitos estimados a partir da forma padrao do planejamento
fatorial sobre o teor de flavonOides totals em solucties
extrativas aquosas de Phyllanthus niruri L 

Representacâo grafica para interagâo AB para o desenho
fatorial 2 3 	

Representacâo grafica em rede de probabilidade normal para
anâlise dos residuos do planejamento fatorial 	

Representagâo do cromatograma obtido para a solugâo
extrativa aquosa, produto seco por aspersào sem adjuvante,
produto seco por aspersdo corn 20 % de adjuvante e produto
seco por aspersâo corn 30 % de adjuvante  72

Representacâo grafica da distribuicâo granulomêtrica do
produto seco por aspersâo de Phyllanthus niruri L 

	
75

Representagdo grafica da distribuicâo granulomêtrica do
produto seco por aspersào, em fungâo da freqijéncia
acumulada percentual  76

Anâlise da granulometria do produto seco por aspersdo de
Phyllanthus niruri L. atraves da rede de distribuicâo
RRSB  77

Fotomicrografia do produto seco por aspersâo obtida atraves
de microscopia eletrOnica de varredura corn aumento de
1000x  78

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24:

Figura 25

54

56

57

58

65

67

68

■



r

Figura 26 	 Fotomicrografia do produto seco por aspersâo obtida atravds
de microscopia eletrOnica de varredura corn aumento de
6000x 

	
79

Figura 27 	 Perfil de higroscopicidade do produto seco por aspersdo de
Phyllanthus niruri L. em atmosfera controlada de umidade
relativa de 63 °/0 

	
80

r

r

■



LISTA DE TABELAS

I

r

Pagina

34

34

35

36

38

45

48

49

50

55

58

59

Combinacão 	 dos 	 fatores 	 para 	 realizacâo 	 dos
experimentos 	

Avaliagâo padito dos efeitos principals e interacties em urn
projeto fatorial 23 	

Equacties para avaliacâo de experimentos do tipo 2 3 	

Condicties de opera* para preparagâo do produto seco por
aspersäo a partir de solucâo extrativa aquosa de Phyllanthus
niruri L 

Ensaio preliminar para detecrião de alcalOides na matdria-
prima vegetal de Phyllanthus niruri L 	

Resultados obtidos para perda por dessecagdo do material
vegetal seco e moldo de Phyllanthus niruri L. em funccio do
tempo de armazenamento 

Teor de extrativos da materia-prima vegetal de Phyllanthus
niruri L 	

Granulometria da matêria-prima vegetal seca e moida de
Phyllanthus niruri L 	

Variacâo do teor de flavonOides totals em funcão da
quantidade de amostra de droga vegetal de Phyllanthus niruri
L 

Tabela 11
	

Dados da anälise estatistica da correlacâo entre a
concentracao de droga na solucdo extrativa e a absorvância
do complexo flavonOide-AIC13, segundo equaciao de primeira
ordem (y = a + bx), considerando a aliquota da solucão
mae 

Tabela 12 	 Avaliacâo do erro sistemdtico constante para curva de
calibracão corn aliquotas de 40 ml da solugâo mâe 	

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Fatores e niveis
fatorial 	

para realizacão de delineamento  

■



60

61

61

62

Influência do tempo de extracdo sobre o teor de flavonOides
totals em decoctos aquosos de Phyllanthus nirun L. na
relacâo planta:solvente de 7,5: 100 (m/V) 

Teor de flavonOides totals para solugOes extrativas aquosas
de Phyllanthus niruri L 	

An6lise da variáncia dos resultados do experimento fatorial
empregando ANOVA 	

Resultado da comparagâo das mddias do teor de flavonOides
totals atraves do teste de Student-Newman-Keuls 	

68

70

73

Residuos para o projeto fatorial 23 empregando solucOes
extrativas de Phyllanthus niruri L 	

Densidade e pH da solucâo extrativa aquosa de Phyllanthus
niruri L. na proporgâo droga:solvente de 7,5:100
(mN) 	

Rendimento em flavonOides no produto seco por aspersdo de
Phyllanthus niruri L. em relagâo a solugâo extrativa 	

Efeitos e interacâes calculados a partir da forma padrão do
projeto fatorial sobre o teor de flavonOides totals em solucties
extrativas aquosas de Phyllanthus niruri L  63

Dados para determinacdo dos efeitos e interacOes não
importantes 	 65

Anâlise da vanáncia dos efeitos e interacaes para o teor de
flavonOides totals obtidos em solucties extrativas aquosas de
Phyllanthus niruri L  66

Rendimento da operacâo de secagem do produto seco por
aspersâo corn adjuvante de secagem de modo a perfazer
30% do produto seco  74

Granulometria do produto seco por aspersâo de Phyllanthus
niruri L 	 75

Tabela 24

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Tabela 23



1. INTRODUCAO

0 desenvolvimento da medicina cientifica no inicio do século XX,
respaldado por notaveis contribuicties da farmacologia, fisiologia e quimica, fez
corn que o uso de plantas medicinais ficasse restrito a fonte de obtencao de
substancias ativas purificadas ou seus derivados semi-sintêticos, perdendo sua
abordagem e insergäo sOcio-culturais. Ao mesmo tempo, a descoberta de
novas substancias medicamentosas sintêticas praticamente selaram o uso de
plantas medicinais na terapéutica, limitando sua utilizagão, principalmente, as
faixas populacionais urbanas de poucos recursos financeiros ou a populagao
rural, alheia ao desenvolvimento dos grandes centros. No Brasil, este momento
e marcado pela fase de desnacionalizagão dos laboratOrios farmacéuticos
durante a dacada de 50. Estes laboraterios, que empregavam plantas
medicinais em seus produtos, ao serem absorvidos pelo capital estrangeiro,
passaram a introduzir uma grande gama de produtos sintaticos, desenvolvidos
no exterior, compostos por materias-primas importadas (XAVIER, 1991).

Entretanto, apesar das expectativas exageradas em tomo das farmacos
sintêticos, os avancos obtidos não permitiram atingir uma terapia totalmente
segura. Os efeitos indesejaveis e os prejuizos causados tanto pelo uso correto
quanto pelo uso abusivo ou extensivo destes farmacos, fizeram corn que, nas
Ültimas decadas, houvesse uma busca de alternativas terapéuticas. A partir de
entao, percebe-se o ressurgimento da utilizacao 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 reuniao da Organizagdo Mundial da Sailde (OMS)
de 1978 a contribuicao das mesmas e de preparacães galénicas derivadas,
como agentes terapeuticos validos para as mais diversas patologias,
recomendando, em nivel mundial, a difusao dos conhecimentos necessarios a
sua pratica (FARNSWORTH, 1980). Para tanto, atravas da resolucao
WHA31.33 desta mesma reuni5o, foi solicitado ao diretor geral da OMS que
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direcionasse os esforcos de seus membros, no intuito de desenvolver criterios

cientificos e mdtodos que garantissem a seguranca e a eficâcia de produtos
totertpicos, especialmente formas farmacéuticas derivadas, bem como, de
desenvolver padites internacionais e especificaceies de identidade, pureza e
eficàcia destes produtos, preparacifies e prâticas de preparacâo (ZHI-CHEN,

1980).

Durante a ddcada de 80, as discussOes a respeito das plantas
medicinais e de suas preparacties farmacéuticas derivadas abordaram
questOes tais como a garantia da manutencao da qualidade, seguranca,

inocuidade e eficiência do uso proposto (MEN(3EN, 1981, 1982; STELLMACH,

1980; FARIAS, 1985; PETROVICK, 1988). Estas culminaram na definicao de

criterios b6sicos na VI Conferência Internacional da Organizacâo Mundial da
SaUde (OTTAWA, 1991), enfocando os toterdpicos na sua real dimensâo de
medicamento (WORLD, 1991). Tais criterios, determinados pela OMS, podem

ser encontrados na legislacâo de paises como a Franca e a Alemanha e o
Brasil (NAGEL, 1987; ARTIGUES, 1991; KELLER, 1991, 1992; BAUER, 1993,

PETROVICK, 1996)

No Brasil, a primeira mencdo do ponto de vista de legislacâo a respeito
do emprego de fitotertpicos como medicamentos so aconteceu em 1967
(BRASIL, 1967). A partir de entào, apenas em 1981 houveram novas alteraclies
legais quanto a produtos toterâpicos. Entretanto, a abordagem de produto
toterdpico como "produto natural", permitiu a disseminacâo de urn pensamento
erremeo quanto ao uso destes, que se estende ainda nos dias de hoje (BRASIL,
1981). Ate a inclusdo dos produtos toterdpicos no Sistema Oficial de SaCide
em 1988, estes nâo eram precisamente caracterizados como medicamentos e
figuravam, as vezes, entre as terapias alternativas (BRASIL, 1988). Corn a
proibicão do emprego de Sumphytum officinale (confrei) como matêria-prima

terapéutica em 1992 (BRASIL, 1992), desencadeou-se urn processo de
regulamentacão dos produtos toterapicos como medicamentos. Para tanto, o
Ministerio da SaUde, atravds da portaria 546, instituiu o Grupo Consultor
Tdcnico-Cientifico (GCTC) em 21 de maio de 1993. Constituido por
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representantes de instituicOes de ensino e pesquisa, Orgâos da sabde pbblica e

organizacOes ligadas ao estudo de plantas medicinais, o GCTC, foi incumbido

de estabelecer a normatizacâo sobre o controle de servicos, a producdo, a

armazenagem e a utilizacâo de substdricias e produtos naturais. Assim, foi

elaborada a portaria 123/SVS, que continha uma proposta de regulamentacão

de registro de produtos fitoterâpicos, corn urn prazo para apresentacâo de

sugestOes por todos os setores da sociedade (BRASIL, 1994). ApOs avaliacão

das contribuicOes recebidas foi entâo redigida a portaria 6/SVS (BRASIL, 1995).

A portaria 6/SVS, publicada em 31 de janeiro de 1995, trata das

definicOes, de ensaios comprobat6rios da qualidade em todas as etapas do

processamento, dos criterios de registro destes produtos junto aos Orgaos de

Vigiláncia Sanithria no Pais e, de ensaios biolOgicos e de toxicidade a fim de

estabelecer a seguranca e a eficâcia do produto (BRASIL, 1995). As

especificacOes dos ensaios toxicolOgicos e de eficdcia foram abordadas mais

profundamente na portaria 116/SVS (BRASIL, 1996).

Sintonizada corn as perspectivas do emprego de plantas medicinais

como recurso terapéutico, a CEME (Central de Medicamentos) do Ministdrio da

Sande, implantou no Brasil o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais -

PPPM. Este programa tinha o intuito de promover a investigagdo cientifica de

plantas usadas corn fins terapéuticos pela populacão. Desde seu inicio, em

1983, propiciou o desenvolvimento de estudos prt-clinicos e clinicos, assim

como de cultivo de diversas plantas medicinais brasileiras (LAPA, 1996). Mais

recentemente o PPPM financiou, de forma inddita no Brasil, o desenvolvimento

tecnolOgico de produtos fitoterâpicos dando énfase a qualidade total, utilizando

matdrias-primas nacionais tais como Maytenus ilicifolia (espinheira-santa);

Mikania glomerata (guaco); Cecropia glazioui (embabba) e Phyllanthus niruri L

(quebra-pedra) (PETROVICK, 1996).
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0 estabelecimento e a manutengeo da qualidade de produtos
farmacéuticos de origem vegetal apresentam grandes problemas ligados a
insuficiéncia de dados fitoquimicos sobre muitas materias-primas vegetais, bem
como o desconhecimento das substáncias responsAveis pelas atividades
terapéuticas relatadas. Por outro lado, existem determinadas limitacOes
metodolOgicas e aparativas, que dificultam o controle de qualidade de produtos
constituidos por extratos vegetais. Para garantir a qualidade no
desenvolvimento de urn produto é necessArio o monitoramento da constituicão
quimica e da acao farmacolOgica, durante todo o processamento. Para tanto,
freq0entemente a utilizada a substencia ou o grupo de substencias responsAvel
pela atividade biolOgica. No caso de desconhecimento das substencias
responsAveis pela atividade farmacolOgica, podem ainda ser utilizadas
substencias referencia, ou grupo delas, que sejam as mais tipicas possiveis
para a droga vegetal, majoritArias, providas ou nao de ace° farmacolOgica e
que sejam extraidas no extrato primArio. Neste caso, a identidade da materia-
prima vegetal deve ser inequivocamente assegurada (SONAGLIO, 1987;
MELO, 1989; FRANCO, 1990, DE PAULA, 1997).

Dentre as têcnicas de controle do processo extrativo encontram-se as
tecnicas cromatogrAficas, corn as quaffs toma-se possivel realizar avaliagbes
tanto qualitativa quanto quantitativas. A anâlise da composigeo da droga
vegetal e de preparacties extrativas derivadas pode ser direta, atraves de
cromatografia liquida de alta eficiência ou cromatografia gasosa, ou indireta,
corn o emprego de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia,
cromatografia em camada delgada ou cromatografia em papel, seguidas de
extraceo do componentes e determinaceo por anâlise quimica quantitativa ou
fisico-quimica tais como volumetria, espectrofotometria, fotocolorimetria ou
densitometria (MELO, 1989, KNORST, 1991).

Para realizaceo de estudos qualitativos, tanto em drogas vegetais quanto
em soluciies extrativas obtidas a partir das mesmas, a cromatografia em
camada delgada e o metodo mais amplamente empregado entre os testes
descritos em Farmacopeias, formulArios ou outros textos oficiais (WAGNER,
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1

1996). Em estudos quantitativos destaca-se a cromatografia liquida de alta
eficiência, tecnica que possui emprego intensivo, pois permite, facilmente,

quantificar substáncias presentes em solugdes extrativas.

Pode-se, ainda, encontrar na literatura metodologias fisico-quimicas, que
permitem a quantificagão de grupos de substdncias diretamente em solucties
extrativas vegetais, que constituem metodologias menos complexas e que
,normalmente, empregam menor aparato. Entretanto, muitas destas
metodologias não tém apresentado resultados coerentes quando empregadas a
diferentes familias, gêneros e ate esp6cies de plantas, que apresentem em sua
composigdo os mesmos grupos de substancias. Assim, a realizagâo de estudos
para validagâo destas têcnicas para cada esp6cie vegetal e necess6ria para
garantir a confiabilidade nos resultados obtidos (SCHMIDT e GONZALEZ
ORTEGA, 1993; DE SOUZA, 1997).

Para que se possa desenvolver urn produto fitotertpico, ou seja, urn
medicamento cujas propriedades sejam conhecidas e sua qualidade garantida,
e que este possa ser produzido industrialmente, 6 necessdrio que a mat6ria-
prima vegetal, seja abundante e corn qualidade conhecida. E sabido que alguns
fatores tais como estâgio de desenvolvimento da planta e as condiglies
edafoclim6ticas influenciam suas propriedades. Assim, o cultivo de plantas

medicinais que possam ser empregadas no desenvolvimento de fitoterdpicos
constitui uma das etapas mais importantes para padronizagdo dos mesmos.
Entretanto, a literatura demonstra que as plantas medicinais tiveram sua
tecnologia de producao melhor equacionada em alguns parses da Europa,
especialmente Franca e Espanha. Mais recentemente dos Estados Unidos, corn
algumas excerAes para culturas especificas, como 6 a cultura da menta, no
Paraguai e Brasil (MATTOS, 1996).

A maior parte das esp6cies vegetais nativas, ou aclimatadas no Brasil, 6
colhida por procedimento extrativistas, sem que haja fiscalizagão eficiente por
parte dos Orgdos respons6veis. Corn isto, alem de diversas espdcies tais como

o jaborandi (Pilocarpus microphylum), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) e
I



I ntrod ucâo 	6

poaia (Cephaelis ipecacuanha) correrem o risco de extincao, o material coihido

do ponto de vista quantitativo e bastante heterogèneo e muitas vezes de baixa
qualidade (FURLAN, 1996).

Outra etapa importante na preparacâo de urn medicamento de origem
vegetal é a operacâo de extrac5o. FreqUentemente sâo empregadas misturas
de solventes, tais como etanol, metanol ou acetona corn âgua, corn o objetivo
de aumentar o rendimento na extracâo das substáncias de interesse,

baseando-se, principalmente, na sua solubilidade e estabilidade (VOIGT, 1993).
Entretanto, quando nao se sabe qual grupo de substáncias é responsdvel pela
atividade biolOgica, tanto a escolha do solvente quanto a escoiha do mdtodo de
extrac5o, pode basear-se em estudos etnofarmacolOgicos e clinicos. Boa parte
das preparacties extrativas empregadas na medicina tradicional utilizam,
principalmente, a âgua como liquido extrator, destacando-se a decoccâo e a
infusdo como mètodos de extracdo.

0 desenvolvimento de uma solucâo extrativa padronizada requer o
conhecimento de suas propriedades tecnolOgicas e/ou fisico-quirnicas e de
fatores que influenciam as mesmas, criando condicOes para avaliar a
manutencao e reprodutibilidade de sua qualidade. Assim, é necessdrio detectar
e estudar os efeitos de tais fatores, os quais podem ser estimados atraves da
realizacão de uma andlise fatorial ou planejamento fatorial (MONTGOMERY,
1991)

Os projetos fatoriais s5o, em geral, os mais eficientes para a
determinacao do efeito de dois ou mais fatores sobre propriedades especificas
relacionadas a uma determinada operacão. Atravds de seu emprego pode se
estabelecer todas as possiveis combinacifies dos niveis de cada fator, e assim
determinar qual ou quais fatores causa ou causam compatibilidade ou
incompatibilidade. A realizacão de uma andlise fatorial corn objetivo de otimizar
formulacbes farmacéuticas emprega modelos estatisticos que permitem
assegurar o resultado, diminuindo a possibilidade de ems aleatOrios
(MONTGOMERY, 1991).
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Corn a finalidade de estabelecer paremetros que assegurem a qualidade

do produto obtido apOs a otimizaceo da operaceo de extrageo, a soluceo

extrativa 6 caracterizada pela determinageo de suas propriedades, como o valor

do pH, densidade, residuo seco, pertil qualitativo e quantitativo de constituintes

quimicos, entre outros.

A transformaceo de solucties extrativas em produtos secos, tern sido

amplamente realizada no desenvolvimento tecnolOgico de fitoterapicos. Os

objetivos desta operaceo tem sido normalmente a obtengeo de produtos corn

major concentraceo de constituintes quimicos e corn melhores caracteristicas

tecnolOgicas. Os produto secos tern apresentado vantagens relacionadas corn a

homogeneidade de distribuiceo dos constituintes da preparaceo, estabilidade,

simplicidade e precise() na realizageo de operacties de pesagem, bem como

corn sua utilizacão como produto intermediario na obtencao de outras formas

farmaceuticas como comprimidos, capsules, granulados e pomadas, entre

outros. Entre as tecnicas de secagem mais empregadas encontram-se a

liofilizaceo e a secagem por aspersao (LIST e SCHMIDT, 1989; GAUDY, 1991).

0 emprego de secagem por asperse° no desenvolvimento de

fitoterapicos tern sido amplamente estudada, podendo ser encontrados diversos

relatos na literature (JACOB, 1976, 1984; SOERTANO,1980; GAUDY, 1987;

CASADEBAIG, 1989; PUECH, 1991; BASSANI, 1990; GONZALEZ ORTEGA,

1993). A tecnica de secagem por asperse° bem como o desenvolvimento de

formas farmacduticas a partir de produtos secos, tambem tern sido objeto de

estudo do LaboratOrio de Desenvolvimento do Curso de POs-Graduaceo em

Ciencias Farmaceuticas da UFRGS, onde ja foram concluidos diversos

trabalhos nesta area (LEMMOS SENNA, 1997; CAMPOS, 1996; DE PAULA,

1996; TEIXEIRA, 1996; DE SOUZA, 1997)

A preferencia na utilizaceo desta tecnica de secagem na produce° de

fitoterapicos deve-se, especialmente, aos baixos custos e baixos riscos de

degradacao dos constituintes quimicos durante a operaceo, devendo-se o

Ultimo ao curto tempo de contato entre o produto a ser seco e a fonte de calor,
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sendo esta uma das principals vantagens do processo de secagem por

aspersão quando comparado corn outros metodos que empregam o calor

(MASTERS, 1976; BROADHEAD. 1992).

Estudos realizados sobre o emprego de adjuvantes de secagem tern

demonstrado uma melhora nas propriedades fisico-quimicas, bem como,

proporcionado urn aumento no rendimento da operagbo, alem de influir

positivamente sobre a recomposigâo em agua do produto e a estabilidade frente

a umidade (GAUDY, 1987; PUECH, 1991; MOURA, 1996). Adjuvantes tais

como o amido, diOxido de silicio coloidal, fosfato tricalcico, glicose, goma

arabica e lactose, entre outros, tern sido amplamente empregados neste

procedimento.

0 diOxido de silicio coloidal tern se destacado devido a propriedades tais

como: elevada pureza, inêrcia quimica e inocuidade. 0 produto seco obtido corn

a adigâo de diOxido de silicio coloidal apresenta boa fluidez, decorrente do

baixo diarnetro de sua particulas (16 jAm), bem como, possui meihor

estabilidade frente a umidade, como conseqUência de sua elevada superficie

especifica (200 m 2/g). Este Ultimo fator é 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

Descrigâo botenica

0 genero Phyllanthus, corn aproximadamente 750 especies distribuidas

em mais de 50 secties, corresponde ao major e mais diversificado genero das

Euphorbiaceae, subfamilia Phyllanthoideae, onde a grande maioria das

especies a estritamente tropical (WEBSTER, 1970).

No Brasil, especies pertencentes ao genero Phyllanthus L. sâo

encontradas do Norte ate o Sul do Pais. Entretanto, trés especies muito
semelhantes recebem o nome de "quebra-pedra". Nos Estados AmazOnicos a

especie corresponde principalmente a Phyllanthus urinaria, no Nordeste a

Phyllanthus amarus e nos Estados do Centro e Centro Sul a Phyllanthus niriuri,

sendo esta a mais conhecida (MATOS, 1989). Outras especies tambem sac)

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 substituicâo por
outras especies vegetais assemelhadas e comumente utilizadas corn o mesmo
objetivo, especialmente Phyllanthus urinaria e Phyllanthus amarus. (WEBSTER,

1970). A semelhanga morfolOgica entre especies de Phyllanthus fez com que

fossem realizados diversos relatos ernfineos, especialmente em levantamentos
etnobotenicos. As principals trocas de especies tem sido entre Phyllanthus

niruri e Phyllanthus amarus (UNANDER et al., 1991).

0 Phyllanthus niruri L. e uma erva anual de 3 a 6 decimetros de altura,

glabra; o caule corn folhas reduzidas a escamas, ramos finissimos corn folhas



I ntrod uciao 	 1 0

umbricadas e assim semelhantes a folhas compostas, apresentando-se
oblongo-elipticas, arredondadas e agugadas pelo spice, assimêtricas e
levemente cordadas na base, 6 a 14 mm de comprimento, nervuras laterals
evidentes na face dorsal; estipulas linear-lanceoladas, intensas, assoveladas,
corn 1.5 mm de comprimento. e peciolo de 0,5 a 1 mm.

As flores desta espêcie de planta sac) monOicas, dispostas em fasciculos
unissexuais. As panes florais masculinas, 1 a 2, se fixam nas axilas e perto dos
apices dos ramos; seus pedicelos medem 2 mm de comprimento; sapalos em
nOmero de 5, largo-ovados, obtusos, distribuidos livremente; normalmente sâo
compostos por trés estames; corn cinco glandulas; filamentos livres acima do
meio; anteras deiscentes por uma linha horizontal. Os pedicelos femininos
possuem de 4 a 5 mm; cinco sapalos, obovalados, corn nervuras distintas mas
sem margens brancas; disco piano, levemente ondulado; mark) liso; estiletes
bipartidos. Os frutos do P. niruri apresentam cdpsula deprimida, corn tamanho
de 2 a 5 mm de diametro; as sementes medem cerca de 1,5 mm, corn muitos
pontos em linha regulares (fig. 1) (WEBSTER, 1970).

Estudos agron6micos

0 estudo de propagagéo realizado demonstrou que o P. niruri L. se

reproduz facilmente atravas de sementes, porem a longevidade destas é curta,
perdendo rapidamente o poder germinativo quando armazenadas. Em campo, a
longevidade das sementes é bem major, entretanto, o processo de coleta e
secagem acelera a perda do poder germinativo. A secagem é realizada ao sol
ou em estufa, e tern o objetivo de desprendimento das sementes. 0 material
assim colhido apresenta 50 % de impurezas, corn germinagdo inicial de 85 %,
caindo significativamente nos meses seguintes. Devido a abundancia de
plantas nas epocas chuvosas, a possivel realizar a coleta de mudas para
transplante direto no campo. Quando as mudas sic) formadas por sementes, o
tempo de formagâo das mudas em casa de vegeta* é de 20 a 30 dias
(CPQBA/UNICAMP, 1990).

i
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0
mm

Figura 1. Aspectos botdnicos de Phyllanthus niniri L.: 1 - ramos; 2 - folha; 3 -

semente; 4 - flor masculina; 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 apcis o
transpiante. Exige tamb6m condiches de baixa radiaedo, que sào favor6veis,
embora rid° imprescindiveis. Foram realizados tamb6m cultivos a pleno, sob
ripados de bambu, e em diferentes espagamentos. Tamb6m foi possivel a
realizaedo do plantio direto, obtendo-se resultados satisfaterios. 0
desenvolvimento vegetativo numa cultura 6 continuo, isto 6, são plantas anuais
de ciclo curto, que florescem apOs 30 a 60 dias no campo. Plantas novas e
perfilhos se desenvolvem, por6m, em grande nOmero, continuamente, formando
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touceiras do vegetal, por tempo bem major. Torna-se dificil portanto, precisar o

momento ideal da colhejta. Para o cultivo isolado de Phyllanthus nirun L. foi

relatado severo ataque de formigas e pragas, sendo portanto, recomendado a

cultivo consorciado corn outras ervas (CPQBA/UNICAMP, 1990; SCHEFFER,

1990).

ASPECTOS FITOQUiMICOS

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

componentes, a presenca de flavonOides, alcalOides e lignanas

FlavonOides

Os flavongides são uma classe de substáncias amplamente distribuida

no rejno vegetal e corn reconhecida ativjdade biolOgica. Ern Phyllanthus niruri L.

foram relatados v6rios compostos deste grupo de substáncias (fig. 2).

OH 0

FlavonOide 	 R1 	 R2 	 R3 	 R4

Quercetina 	 OH 	 OH 	 OH 	 OH

Quercetrina 	 OH 	 OH 	 0 - ramnose 	 OH

Rutina 	 OH 	 OH 	 0 - rutinosideo 	 OH

Canferol 	 H 	 OH 	 OH 	 OH

Astragalina 	 H 	 OH 	 0 - glicose 	 OH

Figura 2. Principals flavonOides relatados para Phyllanthus niruri L.

I
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STANISLAS et al. (1967) separaram a fracâo flavonoidica e identificaram

a quercetina. Em 1977 NARA et al. separaram, das pages adreas do vegetal,

quercetina, quercetrina, isoquercetrina, astragalina e rutina, tendo sido a rutina

o componente de major concentracdo. CHAUAN et al. (1977) isolaram e

identificaram canferol-4'-0-a-L-Hramnopiranosideo e eriodictioI-7-0-a-Lf)

ramnopiranosideo. GUPTA e AHMED (1984) descrevem a presenca de

5,6,7,4'-tetra-hidroxi-8-(3-metilbut-2-enil)flavone-5-0-rutinosideo nesta espêcie

de planta.

AlcalOides

Na literatura revisada para Phyllanthus niruri L. foram encontrados

relatos da presenca de diversos alcalOides derivados da securinina (fig. 3).

Entre estes destacam-se a 4-metoxi-nor-securinina, nor-securinina,

entnorsecurinina, nirurina e filocrisina (STANISLAS et al, 1967; ROUFFIAC e

PARELLO, 1969; MULCHANDINI et al, 1984; JOSHI et al, 1986;

PETCHNAREE e BUNYAPRATHATSARA, 1986).

H3C0 H3CO

4-metoxi-securinina 	 4-metoxi-nor-securinina
(filantina)

nirurina

Figura 3. AlcalOides relatados para Phyllanthus niruri L.
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'C H2 OMe 	 MeO 	 "CH20Me

Hidroxinirtetralina Lintetralina

Filnirurina

Nirfilina
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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 já

isolados nesta especie: hipofilantina, nirtetralina, filtetralina e lintetralina.

Tambêm foram relatadas as presengas de filantina, nirfilina, nirantina e

hidroxinirantina, lignanas pertencentes a classe diarilbutano. Outra lignana

tambêm relatada é a filnirurina (fig. 4) (STANISLAS et al, 1967; RAO e

BRAMLEY, 1971; ANJANEYULU et al, 1973; KARD et a1,1979; BHADBHADE

et al, 1980; GANESHPURE et al, 1981; SATYANARAYANA et al, 1988; SINGH

et al, 1986; 1989)

Figura 4. Lignanas relatadas para Phyllanthus niruri L.
1
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ASPECTOS ETNOFARMACOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

0 Phyllanthus niruri L. e comumente conhecido como quebra-pedra ou

erva pombinha e tem sido empregado na medicina popular sob a forma de
infuso ou decocto das partes aereas, principalmente, visando o auxilio a
eliminacâo de calculos renais (urolitiase), sendo ainda utilizado, no tratamento
de nefrites, cistites, pielites, hepatites do tipo B, largamente usado nas

hidropsias, bem como em afeccoes renais e das vias urinârias (COIMBRA,
1958; CRUZ, 1985; VENKATESWARAN, 1987; MATOS, 1988, 1989;
UNANDER, 1991; VIEIRA, 1992; SIMOES, 1995)

Os estudos farmacolOgicos desenvolvidos corn diversas espêcies do
género Phyllanthus foram direcionados para seu emprego no tratamento da

hepatite do tipo B, afeccOes geniturinérias e no auxilio a eliminacão de calculos
renais.

MILMAN (1986), VENKATESWARAN et al (1987; 1988) comprovaram a

propriedade de extratos aquosos de partes aereas de Phyllanthus nirun L. em
inibir a DNA polimerase endOgena do virus da hepatite do tipo B in vitro. Os
mesmos autores tambêm relataram atividade significativa contra o virus da
hepatite do tipo B, quando o extrato foi administrado por via i.p. em cobaios,
não ocorrendo o mesmo corn a administracâo subcutánea.

UENO et al. (1988) comprovaram que o tanino geraniina, isolado a partir
de P. niruri, possui atividade inibiteria da enzima de conversào da angiotensina.

0 infuso aquoso das partes aereas de Phyllanthus niruri demonstrou
ainda, efeito uricostkico e de aumento na filtragdo glomerular (SANTOS, 1990).

ASPECTOS TOXICOLOGICOS, PRE-CLINICOS E CLINICOS (SANTOS, 1990)

0 use de doses crescentes e sucessivas do chd de Phyllanthus niruri L.

em seis voluntarios, nao demonstrou alteragOes tOxicas agudas. Na() foram
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detectadas alteracOes no exame fisico. inclusive da pressao arterial dos

pacientes.

Os testes psicomotores realizados (tempo de reacao e teste de

coordenacão) nao detectaram qualquer alteragao corn o uso do cha nas doses

empregadas, mostrando ausência de potencial de toxicidade neurolOgica do

cha.

Os efeitos de toxicidade cardiaca foram avaliados atraves da realizagdo

de eletrocardiograma e analise da freqiiência cardiaca, nao sendo identificado

qualquer efeito deletario.

Atravês da realizagao de hemograma completo (hematOcrito,

hemoglobina, leucograma) bilirrubina total, direta e indireta e transaminase

glutamico-pirOvica, avaliou-se a toxicidade sangiiinea e possivel efeito

hepatotOxico, nao sendo detectada qualquer alteragao nos parametro

analisados.

0 estudo crOnico realizado em trinta pacientes portadores de calculose

renal confirmada por estudo radiobiolOgico e/ou ultrasonogrâfico, demonstrou

que o uso do cha por urn period° de 3 meses nao apresentou efeito

toxicolOgico, nä° modificando o volume urinario e nem os parametros de

bioquimica sangUinea analisados.

Corn doses maiores do cha houve diminuicao do nivel de creatinina

plasmatica e aumento de sua depuragdo. 0 uso prolongado do cha de

Phyllanthus niruri L. propiciou maior eliminagdo de calculos no periodo de

acompanhamento.

Estudo paralelo realizado em ratos, corn o modelo de calculo vesical por

oxalato de ado, demonstrou que o uso do cha de Phyllanthus niruri acarretou

urn aumento no volume e nas concentragOes de creatina e sOdio urinarios, bem

r
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como uma reducâo significante no crescimento do calculo vesical (SANTOS,

1990).

A revisâo bibliogrâfica evidenciou urn grande nOrnero de estudos

abordando aspectos farmacolOgicos e fitoquimicos para Phyllanthus niruri L. e

espêcies semelhantes. Por outro lado, pOde-se observar a escassez de

trabalhos que abordem aspectos de desenvolvimento de formas farmacduticas

empregando P. niruri. Desta forma, o desenvolvimento de urn produto seco

padronizado representa urn passo primeiro passo na obtencâo de uma forma

farmacdutica intermediâria ou ainda de uma foram farmacéutica final de

reconstituicão instantãnea.



3. MATERIALS

3.1 Material vegetal

As partes aêreas 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. Espêcime do vegetal foi

depositada no Herbârio do Departamento de Botánica da UFRGS sob o

nOmero de registro ICN 111765

0 material vegetal foi seco em estufa de ar circulante a 45 °C

durante sete dias, sendo em seguida selecionado manualmente e moido

em de moinho de facas.

A droga vegetal moida foi utilizada como materia-prima no

desenvolvimento deste trabalho.

As partes aereas de Phyllanthus amarus foram gentilmente

fornecidas pelo Prof. Dr. Jose A. Matos (Universidade Federal do Cear6),

em meados de 1996. 0 material foi recebido moido e identificado como

tal.

3.2 Adjuvante

DiOxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) (Degussa/Sào Paulo) foi

gentilmente cedido pela Fundagâo Estadual de Pesquisa e Protegâo em

SaUde. Este adjuvante foi utilizado sem tratamentos previos.
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3.3 Reagentes, solugeses, substancias-referdncias e outras materias-

primas

Todos os reagentes utilizados, quando nâo indicada outra fonte,

sâo de procedéncia da Merck e possuiam grau de pureza prO-andlise ou

encontravam-se inscritos na FARMACOPEIA BRASILEIRA IV (1988).

écido acdtico glacial;

écido cloridrico R;

écido fOrmico;

acetato de etila;

acetona;

cloreto de aluminio hexahidratado;

clorofOrmio;

cromatofolhas de gel de silica GF2s4 (art. 5626)

cromatofolhas de gel de silica GF254 (Whatmam, art. 4420-222)

titer etilico;

hidrOxido de amemio;

hexametilenotetramina;

isoquercitina;

luteolina (Extrasynthése);

metanol;

metiletilcetona;

n-butanol;

nitrito de &kik);

quercetina (art. 7456);

reagente de Dragendorff (STAHL, 1969);

rutina (Rothchrom CHR, art. 71761 - C. Roth);

solugao metandica de dcido acetico a 5% (VN);
solugdo metandica de difenilboriloxietilamina a 0,5% (m/v) (Rotichrom

CH, art. 35315843 - C. Roth);

1
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3.4 Aparelhos e equipamentos

agitador magnetico Fisatom 725 A;

aparelho de tamisagäo Retsch 30;

balance analitica Mettler AB204;

balance semi-analitica Mettler PM 200;

balance analitica Sartorius 2402;

banho de agua Biomatic 869;

espectrofotOmetro UVNIS Unicam 8625;

espectrofotOmetro de varredura Shimadzu UV - 190;

estufa de ar circulante Memmert Tv 60 uL;

estufa termostatizada Fabbe 119;

evaporador rotate:1h° Bilchi RV-02;

higrOmetro de fio de cabelo;

manta aquecedora Fisatom 52;

metalizador Jeol Jee 4B - modelo JVG - IN

microscOpio eletrOnico de varredura Phillips - sêrie XL 20 - tipo PW

6620/00;

microscOpio Optic° Jena;

moinho de facas Retsch SK1;

potenciOmetro Knick pH-mV-Meter 520;

regulador de temperatura Fisatom 402;

secador da ar quente portâtil - Amo MTA - 0080;

tamises DIN 12791 sêrie 4188;

torre de secagem por aspersâo B JCHI MSD 190;



4. METODOLOG IA

4.1 Material vegetal

4.1.1 Caracterizagdo quimica

Para avaliaceo da presenca de compostos alcaloidicos, foi

tornado 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. AIDOs resfriamento a

mistura foi filtrada. 0 filtrado foi transferido para funil de separageo,

alcalinizado corn amOnia diluida e extraido Wes vezes corn 10 ml de uma

solugâo de eterclorofcirmio (3:1). As fracOes orgenicas foram reunidas

em funil de separageo e extraidas corn 10 ml de HCI 2 N. A solugeo

kida obtida foi distribuida em quatro tubos de ensaio e adicionada dos

reagentes de caracterizacao Bouchardat; Mayer; Dragendorff e Bertrand.

A formageo de precipitados indica a presenca de alcalOides (COSTA,
1972).

Foi desenvolvido estudo preliminar para alcalOides e flavonOides

por cromatografia de camada delgada utilizando cromatoplacas prontas

de gel de silica GF254. Para o estudo de flavonOides foram utilizadas,

como substencias referencia, quercetina, isoquercitrina e rutina (NARA et

al, 1977; STANISLAS et al, 1967).

Preparageo das amostras

Estudo preliminar para flavonOides

Solugeo-amostra:

Foi utilizada uma amostra de solugeo extrativa aquosa

obtida sob refluxo durante 15 minutos das panes adreas de

Phyllanthus nirwi L. na proporceo planta/solvente de
1 	 7,5:100 (m/V).
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Sistemas de eluicAo:
I - n-butanoLâcido acetico:ãgua (4:1:5 V/V) (STAHL, 1969);

II - acetato de etila:metanol:acido fOrmico:âgua (80:1:8:10

V/V) (DE SOUZA, 1997), e
III - acetato de etila:metiletficetona:ãcido fOrmico:âgua

(5:3:1:1 V/V) (STAHL, 1969).
Os cromatogramas foram desenvolvidos de forma

ascendente, em cubas saturadas, ate a altura de
aproximadamente 10 cm. ApOs secagem a temperatura

ambiente, procedeu-se a observacdo sob Iuz UV em 366
nm, antes e depois de borrifar as placas corn solucão
metandica de difenilboriloxietilamina a 0,5 % (m/V).

Estudo preliminar para alcalOides:

SolucOes-amostra:
Foram utilizadas como amostras solucOes extrativas

aquosas obtidas pelo aquecimento durante 15 minutos, sob
refluxo, das panes aereas moidas, nas proporc3es
planta/solvente 7,5:100, 20:100 e 30:100 (m/V) apOs
filtracão a vâcuo. As amostras foram tratadas conforme

representado na figura 5.

Sistema de eluicão:
I - n-butano1:6cido acetico:ãgua (4:1:5 V/V) (STAHL, 1969);

Os cromatogramas foram desenvolvidos de forma
ascendente, em cubas saturadas, ate altura aproximada de
10 cm. ApOs secagem a temperatura ambiente, procedeu-
se a observacdo sob Iuz UV em 366 nm, antes e depois de
serem borrifadas corn reagente de Dragendorff.

1
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SolucOes extrativas
7,5; 20 e 30:100 (m/V)

Filtracäo (quente/frio)

CCD alcalOides 	 ' Tratado c/ HCI

Extracäo Cl

AcOEt

Fase
descartada

AcOEt Fase aquosa ;

Extracão
CHCI3

CCD
AlcalOides

Figura 5. Representacâo esquernâtica dos ensaios cromatograficos

preliminares para alcaldides em solucties extrativas de

Phyllanthus niruri L.
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I

Estudo cromatografico comparativo entre P. niruri e P. amarus

De cada especie foram pesados cerca de 2 g da
droga seca e moida e transferidos para balâo de fundo
redondo. As amostras foram extraidas, sob refluxo, durante
45 minutos corn 20,0 mL de etanol 80 % (VN). As solucties
foram transferidas para funis de separacâo e extraidas por
3 vezes corn porci5es de 10,0 ml de acetato de etila. As
fracOes acetato de etila foram reunidas em copo becker e
evaporadas em banho de egua. 0 residuo foi retomado em
5 mL de metanol e aplicado em placa de gel de silica GF254.

Foram empregadas como padrOes solucties metandicas de
rutina, isoquercetrina, quercetina e ecido cafeico.

0 cromatograma foi desenvolvido de forma

ascendente, em cuba saturada, ate a altura de
aproximadamente 10 cm, utilizando o sistema de eluicão III.

ApOs secagem a temperatura ambiente, procedeu-se a
observacdo sob Iuz UV em 366 nm, antes e depois de
borrifar as placas corn solucâo metandica de
difenilboriloxietilamina a 0,5 % (mN).

4.1.2 Determinagão da perda por dessecacâo (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. 0 pesa-filtro contendo a

droga 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 ate peso constante. As
determinacties foram tambem realizadas aos 1, 2, 3, 5, 7, 9, e 12 meses
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de armazenamento. Os resultados expressam a media de trés

determinagaes.

4.1.3 Determinacão do Teor de Extrativos (BUNDESVEREINIGUNG,

1986a):

Cerca de 1,0 g da droga, exatamente pesado, foi aquecido ate
fervura corn 100 g de âgua durante 10 minutos. ApOs resfriamento,

reconstituiu-se o peso inicial corn acrescimo de âgua e procedeu-se a
filtracdo, 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 55
mm) previamente tarado. 0 filtrado foi evaporado sob movimentacão
constante, em banho de agua. ApOs completa evaporac5o, 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 ate peso constante. Os resultados
foram expressos pela media de seis determinacties corn trés repeticOes.

g . 500
TE =

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

em gramas e m = massa da amostra em gramas

4.1.4 Manse granulometrica (VOIGT, 1993)

Cerca de 100 g de panes adreas secas e moidas foram
submetidos a passagem atraves de tamises previamente tarados corn
aberturas de maiha de 0,800; 0,630; 0,315; 0,200; 0,125 e 0,071 mm. A
opera* foi realizada a 60 vibraccles por segundo durante 15 minutos.
Para avaliacio da distribuiglo granulomètrica foi utilizada a media de

tits determinates.
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4.1.5 Determinacdo do teor de flavonOides totais na mattrria-prima

vegetal (BUNDESVEREINIGUNG, 1986b)

Pesou-se exatamente cerca de 0,400 g da droga e transferiu-se
para balk, de fundo redondo de 100 mL, acrescentando-se 1,0 mL de
solucão aquosa de hexametilenotetramina 0,5 % (m/V), 20,0 mL de
acetona R e 2,0 mL de 6cido cloridrico R. A mistura foi aquecida em
banho de agua, sob refluxo, durante 30 minutos e filtrada, apps
resfriamento a temperatura ambiente, para bal5o volumêtrico de 100 mL
através de pequena quantidade de algod5o. 0 residua da droga e o
algodão foram lavados corn duas porches de 20,0 mL de acetona,
aquecendo-se ate fervura, sob refluxo, durante 10 minutos. ApOs
resfriamento a temperatura ambiente, as soluches foram filtradas,
através de algod5o, para o bard° volurnêtrico, completando-se o volume
corn acetona (So!KA° mae, SM). Em funil de separac5o, 20,0 mL de SM

foram adicionados de 20 mL de agua e tratados corn 15,0 mL de acetato
de etila R. Este procedimento foi repetido, por trés vezes, corn porches
10,0 mL de acetato de etila. As fases acetato de etila, ap6s serem
reunidas e lavadas em funil de separacào corn duas porches de 50,0 mL
de agua, foram transferidas para balao volumêtrico de 50 mL,
completando-se o volume corn o mesmo solvente (solucao estoque, SE).

A 10,0 mL da SE foram adicionados 2,0 mL de cloreto de aluminio 2 %,

diluindo-se a 25,0 mL corn solucao metanOlica de dcido acetic° 0,5 %
(V/V) (soluc5o amostra, SA). Paralelamente, 10,0 mL de SE foram

diluidos a 25,0 mL corn solucão metanOlica de dcido acético 0,5 % (V/V)

(soli,* comparativa, SC). ApOs 30 minutos, procedeu-se a leitura de

SA contra SC em espectrofotermetro em 420 nm (fig. 6).
Os resultados foram expressos em percentual de flavonOides

totals, calculados como quercetina, pela media de seis determinaceres
corn trés repetiches, utilizando a fOrmula abaixo:

A - FD
C =

Elan% . (m— t)
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onde: A = absorváncia lida; FD = fator de diluicâo; m = massa da droga; t

= perda por dessecacão da matdria-prima vegetal; E l% i cm = absorcâo

especifica do complexo AlC13-quercetina (500).

Droga vegetal + I-ICI R.
acetona R.

hexametilenotetramina

•

Reflux° 	 2x com 20,0 mL acetona

20,0 mL de SM
+ 20,0 mL de aqua

1x 15,0 mL
3x 10.0 mL

AcOEt

100 mL
SM                     

Frac6es AcOEt                  

2x com 50,0 mL
aqua

FracAo aquosa.
descartada    

Fracão
aquosa

descartada

Fractio
AcOEt   

50 mL
SE

Completar corn
A 	 AcOEt

Mao volum6trico 25 mL, 	 balk) volum6trico 25 mL,
10,0 mL de SE + solucao 	 10,0 mL de SE + 2,0 mL AICI 2 % +
metan6lica de ac. acetic° 	 solucão metanalica de ac. ac6tico

5% (SC)
	

5% (SA)

ApOs 30 minutos da adicão da solucão de cloreto de aluminio,
leitura em espectrofotOmetro a 420 nm de SA contra SC.

Figura 6. Representagdo esquernâtica da tdcnica de quantificagão de

flavonOides na droga seca de Phyllanthus niruri L.
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4.1.6 Estudo da linearidade para a metodologia de determinacâo do

teor de flavondsides totals na matória-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 flavonOides totals em g %

de quercetina, foi determinado segundo a metodologia descrita no item
4.1.5.

Os resultados obtidos experimentalmente para o teor de

flavonOides foram comparados corn os valores calculados,

estabelecendo-se qual faixa a quantidade de amostra de material vegetal

apresentou comportamento linear.

4.2 Soluck) extrativa

4.2.1 Desenvolvimento da metodologia analitica

4.2.1.1 Selena() do comprimento de onda para leitura

Espectro de varredura para rutina apps hidrOlise dcida

Pesou-se exatamente cerca de 0,050 g de rutina e

transferiu-se para balk) de fundo redondo de 100 mL

acrescentando-se 1,0 mL de solugâo aquosa de

hexametilenotetramina 0,5 % (mN), 20,0 mL de acetona R e 2,0

mL de 6cido cloridrico R. A mistura foi aquecida em banho de

6gua, sob reflux°, durante 30 minutos e transferida para balk)

volumêtrico de 50 mL, completando-se o volume corn acetona

(Solugão mae - SM). Em funil de separagao, 20,0 mL de SM

foram adicionados de 20,0 mL de âgua e tratados corn 15,0 mL de

acetato de etila R. Este procedimento foi repetido, por trés vezes,

corn porgOes 10,0 mL de acetato de etila. As fases acetato de

etila, apOs serem reunidas e lavadas em funil de separagio corn
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■

duas porcOes de 50,0 mL de agua, foram transferidas para bad°
volumêtrico de 50 mL, completando-se o volume corn o mesmo

solvente (solugao estoque - SE). A 2,0 mL de SE foram

adicionados 2,0 mL de cloreto de aluminio 2 %, diluindo-se a 25,0
mL corn solugao metandica de ecido acetic° 0,5 % (V/V) (solugao

amostra - SA). Ao mesmo tempo, 2,0 mL de SE foram diluidos a

25,0 mL corn solugao metandica de acid° acetic° 0,5 % (V/V)

(solugao de compensacão - SC). ApOs 30 minutos SA foi

submetida a espectro de varredura (200 - 500 nm) utilizando SC

como solugao de compensacdo.

Esoectro de varredura para solucao extrativa aoOs hidrdise
0 espectro obtido foi comparado corn o espectro de

varredura de 200 a 500 nm da amostra resultante do tratamento
de uma solugao extrativa das partes adreas obtida por decoccao
durante 15 minutos corn proporcao droga solvente igual a 7,5:100
(mN) utilizando agua corn liquid° extrator, submetida a
metodologia descrita no item 4.2.1.2.

4.2.1.2. Determinagáo do teor de flavon6ides totais na

solugão extrativa

Cerca de 15,0 g da solugao extrativa em andlise foram
exatamente pesados e transferidos para bald° de fundo redondo,
adicionados 20,0 mL de acetona R, 2,0 mL de HCI R, 1,0 mL de
solugao aquosa de hexametilenotetramina 0,5 % (mN) e
submetidos a aquecimento sob refluxo em banho-maria, por 30
minutos. ApOs resfriamento, a solugao foi transferida para bag°
volumetric° de 50 mL e seu volume completado corn acetona R

(SoILO° Mae, SM). Foram transferidos 20,0 mL de SM para funil
de separagão, adicionados de 20,0 mL de agua destilada e
extraidos corn 15,0 mL de acetato de etila, repetindo-se o
procedimento por mais trés vezes corn 10,0 mL do mesmo
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reagente. As fases acetato de etila foram reunidas e transferidas

para balâo volumêtrico de 50 mL completando seu volume corn o

mesmo solvente (solugão Estoque, SE). De SE foram retiradas

duas aliquotas de 10,0 mL e, de forma independente, foram

transferidas para balOes de 25 mL. A primeira foram adicionados

2,0 mL de solucao etandica de cloreto de aluminio 2 % (mN) e

completado o volume corn solucâo metandica de 6cido acetic°

5% (V/V)(solugâo amostra, SA). A segunda foi diluida diretamente

a 25,0 mL corn solucao metancilica de dcido acdtico 5 % (solucâo

comparative, SC). ApOs 30 minutos procedeu-se a leitura de SA

contra SC em comprimento de onda de 420 nm.

Os resultados foram expressos em percentual de

flavonOides totais calculados como quercetina pela media de seis

determinagOes, corn trés repeticeies, utilizando a formula abaixo:

C =
A•FD

L-,1 0/0
' m

onde: A = absorvancia lida; FD = fator de diluicdo; m = massa do

extrato; E/%1cm = absorgão especifica do complexo AlC13-

quercetina (500).

4.2.2 Efeito da relagdo planta:solvente e da aliquota tomada sobre a

quantificagdo espectrofotometrica de flavondoides totais

Para obtengâo da curva de calibragdo, seguiram-se os seguintes

passos:

1. De forma separada foram preparadas solucties extrativas aquosas

obtidas por decoccao das partes aereas durante 15 minutos, nas

propon;Oes planta/solvente de 2,5; 5; 7,5 e 10:100 (mN).

2. De cada solugão 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 solugâo extrativa em acetona

obtida apOs hidrOlise 6cida (SM);
Nivel 2 - utilizando aliquota de 30 mL da solucão extrativa em acetona

obtida apOs hidrOlise 6cida (SM);
Nivel 3 - utilizando aliquota de 40 mL da solucâo extrativa em acetona

obtida apOs hidrOlise acida (SM).

Os trés niveis foram empregados para todas as solucties

extrativas, 	 independentemente

resultados foram

da 	 proporcâo 	 planta/solvente. 	 Os

expressos pela media de trés determinacties.

Sol. Extrativa Sol. Extrativa Sol. Extrativa Sol. Extrativa
2,5:100 (mN) 5:100 (mN) 7,5:100 (mN) 10:100 (mN)

15 g de Sol. Ext. 15 g de Sol. Ext. 15 g de Sol. Ext. 15 g de Sol. Ext.
+ HCI R, acetona + HCI R, acetona + HCI R, acetona + HCI R, acetona .

R,metenamina R,metenamina R,metenamina R,metenamina

Refluxo Refluxo Refluxo Refluxo

Ti Em balão volumetric°
50 mL, compeetar o
volume corn acetona

(SM - Sol. Mae)

20, 30 ou 40
mL de SM + 20

mL de Agua

20, 30 ou 40
mL de SM + 20

mL de Agua

20, 30 ou 40
mL de SM + 20

mL de Agua

20, 30 ou 40
mL de SM + 20

mL de Agua
n = 3

Em funil de separacAo extracão corn AcOEt para cada
solugão como descrito 4.2.1..2

Figura 7. Representactio esquernâtica da preparacão das curvas

segundo o item 4.2.2 obtidas para solucties extrativas de

Phyllanthus niruri L.
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Avaliacâo estatisticas das curvas

A determinacâo dos coeficientes de regress& e equacâo da reta,

foram calculados mediante o metodo dos minimos quadrados. Os limites

de confianca do ponto de interseg& e do Angulo de inclinacâo da reta

foram estabelecidos segundo as equacties (FUNK et al., 1992):

La = a ± (ta [0] sy)

Lb = b ± (tct 1911s)

onde:

La = limites de confianca para intersecao

Lb = Limites de confianca para inclinac&

a = intersec& obtida a partir da regress&

b = inclinacAo obtida a partir da regress&

sy = desvio padrAo

to [0 = "t" tabelado, a = 0.05 e gl = n-1

4.2.3 Estudo preliminar da influéncia do tempo de extragáo sobre o

rendimento da extracao de flavom5ides

Foram preparadas solucties extrativas corn proporcAo

planta/solvente de 7,5:100 (m/V) utilizando Agua destilada como liquid()

extrator, atravds de decoccAo durante 10, 20 e 30 minutos.

A influAncia do tempo foi avaliada atravds do teor de flavonOides

totals nas solucOes extrativas, determinado segundo metodologia

descrita no item 4.2.1.2.

4.2.4 Planejamento fatorial (MONTGOMERY, 1991)

Para avaliar a influAncia de fatores especificos sobre propriedades

da solucAo extrativa foi realizado delineamento fatorial do tipo 2 3 onde

foram estudados trés fatores em dois niveis (tab. 1). Os experimentosI
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foram ordenados ao acaso e sem reposigâo (tab. 2). A influéncia dos
fatores foi avaliada atravds do teor de flavonOides totais.

Tabela 1: Fatores e niveis para realizagâo do delineamento fatorial

FATORES NIVEIS

A: Mdtodo de extragão + decoccâo

- infusão

B: Relagbo planta solvente (m:V) + 7,5:100

- 2,5:100

C: Tempo de extragao (min) + 15

- 5

Tabela 2: Combinagâo dos fatores para realizagâo dos experimentos

Experimento CombinagOes Fator e nivel

(n°) A B C

1 (1)

2 a +

3 b _ +

4 c +

5 ab + +

6 ac + - +

7 be + +

8 abc + + +

0 resultado dos efeitos de urn ou mais fatores e das interagOes
entre os fatores sobre o teor de flavonOides totais na solugdo extrativa foi
calculado empregando-se a forma padrâo do delineamento fatorial (tab.

3).1
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1

A influencia de urn determinado fator sobre o teor de flavondides
totals na solugâo extrativa corresponde a diferenga da media aritmetica
entre os tratamentos corn o nivel superior e o nivel inferior deste mesmo
fator (tab. 4, equagOes 1,2 e 3).

A influencia das interagc5es duplas foi obtida atraves da metade da
diferenga entre o efeito do primeiro fator no nivel superior do segundo
fator e do primeiro fator no nivel inferior do segundo fator (tab. 4,
equagOes 4,5 e 6).

A interagão triple determinou-se como a metade da diferenga entre
a interagão dos dois primeiros fatores com o terceiro fator nos niveis
superior e inferior (tab. 4, equagdo 7).

Tabela 3: Avaliagao padre° dos efeitos principals e interacães em urn
planejamento fatorial 23

Tratamentos

Efeitos I nteragOes

ResultadosA B C AB AC BC ABC

(1) - 	 -	 - + + + - Yi

a + 	 - 	 - - + + Y2

b - 	 + 	 - - + - + y3

ab + 	 + 	 - + - - - Y4

C - 	 - 	 + + - - + y5

ac + 	 - 	 + - + - - Y6

be _ 	 + 	 + - - + y7

abc + 	 + 	 + + + + + y8
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Tabela 4: EquagOes para avaliageo de experimentos do tipo 2 3

Efeitos/
interagOes

Equacâes

EA 1 1 /4(Y2 + Y4 + Y6 + Y8) - 1/4 (Y1 + Y3 + Y5 + y7)

EB 2 1/4(y3 + Ya + Y7 + Y8) - 1/4(yi + Y2 + Y5 + Y6)

Ec 3 1/4(y5 + Y6 + Y7 + Y8) - 1M(Y1 + Y2 + Y3 + Y5)

like 4 1/8(Y1 + Y4 + Y5 + Ys) - (Y2 + Y3 + Y6 + Y7)

1AC 5 1/8(yi + Y3 + Y6 + Y8) - (Y2 + Y4 + Y5 + Y7)

lac 6 1/8(Yi + Y2 + y7 + y8) - (y3 + y4 + Y5 + Ys)

lAec 7 1/8(Y2 + Y3 + Y5 + Y8) - (Y1 + Y4 + Y6 + Y7)

4.2.4.1 Anilise da variAncia do planejamento fatorial

Para andlise estatistica do planejamento fatorial foi empregado 0

metodo de YATES (1937), seguido do metodo proposto por DANIEL
(1959) para planejamentos fatoriais rid() replicados (MONTGOMERY,
1991).

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

Pesaram-se exatamente cerca de 20,0 g da solucao extrativa em
pesa-filtro (di. 27 mm x 55 mm) previamente tarado, evaporando-se em
banho de egua, sob movimentacâo constante. Ape's evaporacão, o pesa-

filtro foi colocado em estufa a 100-105 °C por 2 horas, deixou-se esfriar

em dessecador e pesou-se. 0 resultado foi calculado em relacâo a 100 g
da solucão extrativa, pela media de quatro determinacOes, expresso em
percentagem ponderal.

i
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4.2.6 Determinacdo da densidade relativa (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 1988).

Empregou-se picnOrnetro de 25 ml, previamente calibrado pela

determinagão de seu peso e o peso de agua recentemente destilada,

nele contida a 25 °C. A solugdo extrativa a 20 °C foi transferida para o

picnOrnetro e sua temperature ajustada a 25 °C. 0 conjunto foi pesado

apOs remocao do excesso de liquido. A densidade foi calculada atraves

da divisdo entre massa da solugâo extrativa e a massa de agua (n = 3).

4.2.7 Determinacão do pH

0 pH da solugâo extrativa foi determinado a 25 °C em

potenciOmetro calibrado corn soluci5es tampâo de fosfato e acetato, pH

7,0 e 4,0, respectivamente. 0 resultado foi calculado pela media de cinco

determinagOes.

4.3 Produto seco por aspersão (PSA) (SENNA, 1993; CAMPOS, 1996;

TEIXEIRA,1996; DE SOUZA, 1997).

4.3.1 Avaliagão da viabilidade tecnolOgica de produtos secos por

aspersdo a partir de partes aereas de Phyllanthus niruri L.

(SOARES, 1996)

A influéricia da tecnica de secagem, da adigdo de adjuvante e de

sua concentragao foram avaliadas, atraves da comparagâo do perfil

cromatogrâtico, entre produtos secos e solugao extrativa. As

caracteristicas macroscOpicas dos produtos secos tambêm foram

observadas e comparadas quanto sua coloragâo e formagao de

aglomerados.
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Preparacâo das amostras

1. Solucâo extrativa: Foi preparada solugâo extrativa aquosa na
proporgdo droga/solvente 7,5:100 (m/V), sob refluxo, durante 15

minutos.

2. Produtos secos por aspersäo (PSA): Foram preparados trés
produtos nas condicães descritas na tabela 5, onde: o PSA 1 foi
obtido atraves da secagem direta da solugdo extrativa. Os PSA 2
e PSA 3 foram preparados a partir da solucão extrativa adicionada

de diOxido de silicio coloidal (Aerosil 200 ®) como adjuvante de

secagem de modo a perfazer respectivamente, 20 e 30 % do total
de scilidos do produto seco obtido.

Para andlise qualitativa foram pesados, exatamente, cerca
de 500,0 mg de cada urn dos produtos secos (PSA) e retomados
em 15 ml de 6gua destilada.

Tabela 5: Condicties de operacâo para preparacâo do produto seco por

aspersâo a partir de solucâo extrativa aquosa de P. niruri L.

Pardmetro Valor

Temperatura de entrada do ar de secagem (°C) 145 ± 2

Temperatura de saida do ar de secagem (°C) 105 ± 2

Fluxo de alimentacão da solugdo extrativa (mUmin) 3,0

Pressão de ar comprimido (kPa) 200

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

A cromatografia em camada delgada foi desenvolvida em

cuba saturada utilizando cromatofolhas prontas de gel de silica

GF254. Como sistema de eluicao, AcOEt:MeOH:HCOOH:H20 na

proporgâo de 80:1:8:10 (V/V)(DE SOUZA, 1997). As amostras

foram aplicadas em igual volume e, como substancias referências,

foram empregadas soluccies metandicas de isoquercitrina e

rutina. As manchas foram observadas em 366 nm, após terem

sido borrifadas corn solugao metandica de difenilboriloxietilamina

a 0,5 % (m/V).

4.3.2 Preparacão do produto seco por aspersao (PSA)

0 produto seco por aspersão utilizado no trabalho foi preparado

em torre de secagem por aspersao a partir da solugâo extrativa aquosa,

obtida por decoccAo, na proporgão planta/solvente 7,5:100 adicionada de

didlxido de silicio coloidal como adjuvante de secagem, de modo a

perfazer 30 % do total de sdidos do produtos seco obtido.

As condigOes de operacâo da torre de secagem estâo descritas

na tabela 5.

0 produto seco obtido foi acondicionado em frasco Ambar e

armazenado em dessecador para posterior caracterizagdo.

4.4 Caracterizacäo do produto seco por aspersäo (PSA)

4.4.1 Determinacdo do teor de flavoruSides totais

A determinagâo do teor de fiavonOides totals foi realizada segundo

metodologia descrita no item 4.1.5, pesando-se exatamente cerca de

500,0 mg de PSA e transferindo para balão de fundo redondo,
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juntamente corn 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 aspersao representado pela

media de seis determinagOes.

C =
A • FD

 ioz
Ei cm° • in

onde: A = absorvancia lida; FD = fator de diluicao; m = massa de PSA; t

= perda por dessecacao de PSA; E l% thm = absorcâo especifica do

complexo AICI3-quercetina (500).

4.4.2 Recuperacdo de flavondoides no produto seco por aspersäo

0 rendimento em flavonóides no produto seco por aspersao, foi
determinado atraves da diferenca entre a quantidade total de flavonóides
esperada para o volume de soli,* extrativa submetida a secagem e a
quantidade de flavonOides total do produto seco por aspersao.

4.4.3 Rendimento da operagao de secagem

0 rendimento bruto foi determinado atraves da diferenca entre a
massa teOrica esperada do total de sOlidos presentes e a massa do PSA
obtido. Para o rendimento corrigido considerou-se a perda por

dessecacao do PSA.

4.4.4 Perda por dessecagao

Foram exatamente pesadas trés amostras de cerca de 500,0 mg
do produto seco por aspersao e submetidas a metodologia descrita no

item 4.1.2.

i
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4.4.5 Determinagão do pH

Cerca de 500,0 mg do produto seco por aspersäo foram pesados

e dispersos em 15,0 mL de agua destilada. 0 pH foi determinado em

potenciOmetro calibrado corn solugOes tampao pH 4,0 e 7,0 a 25 °C. Os

resultados foram expressos pela media de cinco determinagOes.

4.4.6 Anfinse granulometrica por microscopia doptica (LANTZ, 1990)

A andlise granulometrica do produto seco por aspersâo foi

realizada atraves da determinagdo do diernetro de Feret, medindo-se 640

particulas dispersas em vaselina liquida sobre Idmina de vidro, corn

microscOpio Optico corn ocular dotada de n6nio e calibrado corn escala

de 1 mm corn 100 divisOes.

4.4.6.1 Determinagao do tamanho medio de particula

Para a determinagão do tamanho medio de particula foram

utilizadas as metodologias de andlise grâfica (LANTZ, 1990) e da rede de

distribuicâo RRSB (DIN 66145).

4.4.7 Anblise por microscopia eletrdonica de varredura

A forma e superficie das particulas do produto seco por aspersdo

foram analisadas por microscopia eletrOnica de varredura. As

fotomicrografias foram obtidas corn aumentos de 1000 e 6000 vezes.

4.4.8 Avaliagáo da influéncia de atmosfera iimida controlada sobre

o produto seco por aspersão (GAUDY, 1987; CASADEBAIG, 1987)

A atmosfera de umidade relativa de 63 % foi obtida utilizando

aproximadamente 500 mL de solugão aquosa saturada de nitrito de sOdio

(62,3 %, mN), em dessecador corn capacidade para 5 litros e mantida a
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temoeratura constante de 25 ± 2 °C. A umidade relativa foi aferida e sua

variacdo foi monitorada por hiarOmetro de fio de cabelo.
Em pesa-filtros (d.i. 33 mm x 48 mm) previamente tarados. foram

exatamente pesados 500.0 ma de do produto seco por aspersdo. e
colocados abertos no dessecador (n=5). Pesa-filtros vazios foram
utilizados como controle (n=3). A avaliacao da sorcao de aaua foi
realizada por aravimetria. pesando-se apOs 24 e 48 horas e. a partir de
entào. a cada 48 horas perfazendo um total de 14 dias de experimento.

Os resultados sào expressos em percentual ponderal.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Materia-prima vegetal

A caracterizacâo da matêria-prima vegetal foi iniciada pela identificacâo
botánica das partes a6reas de Phyllanthus niruri L., realizada pelo prOprio

centro produtor e distribuidor (Centro de Pluridisciplinar de Pesquisa Quimicas
BiolOgicas e Agricolas - UNICAMP)'. Entretanto, sabe-se que somente a
identificacdo botanica nao a suficiente para a descricâo da qualidade de uma
mataria-prima vegetal. Ha necessidade de verificar, entre outros quesitos, a

presenca de marcadores quirnicos caracteristicos para a mesma.

A realizacao de estudos cromatograficos comparativos entre as diversas
especies de Phyllanthus permite estabelecer critarios mais especificos para

diferenciacâo das especies. A representacdo esquernatica do cromatograma
comparativo entre Phyllanthus niruri e Phyllanthus amarus empregando 0

sistema de eluicâo AcOEt:MeOH:acido fOrmico:H20 (5:3:1:1 V/V)(fig. 8) mostra
urn perfil cromatografico distinto para cada uma das especies. A principal
caracteristica encontrada para o Phyllanthus niruri foi a presen9a de uma
mancha esverdeada em seu cromatograma correspondente, provavelmente, ao

canferol-4'-0-a-L-H-ramnopiranosideo (CHAUAN et al., 1977), e das manchas

alaranjadas correspondentes a isoquercetrina e a quercetina, enquanto que o
Phyllanthus amarus, alem da auséncia das manchas relatadas para a outra
espacie, apresentou diversas manchas azuis abaixo e acima da mancha
correspondente a rutina. Os resultados obtidos constituem urn caracteristica
adicional na identificacdo e, principalmente, na distincão das especies
estudadas.

i
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Figura 8. Representagão do cromatograma comparativo entre P. niruri (Pn) e

P. amarus (Pa), utilizando como padites a rutina (R), isoquercetrina

(IQ), quercetina (Q) e acido cafeico (AC), e, como sistema de

desenvolvimento, AcOEt : metiletilcetona : HCOOH : H2O (5:3:1:1 VN)

sobre gel de silica GF254 apOs revelagâo corn solugâo metandica de

difenilboriloxietilamina 0,5 % (m/V).

0 cromatograma foi revelado corn difeniloxiletilamina 0,5 % (m/V) e

observado sob luz UV em 366 nm. Para o Phyllanthus amarus foram detectadas

seis manchas principals. Sendo uma de cor laranja e Rf de 0,33, quatro
azuladas corn Rf de 0,2; 0,27; 0,39 e 0,68, respectivamente, e uma mancha
vermeiha corn Rf de 0,87. Enquanto que, para P. niruri, foram detectadas nova

manchas. Destas, quatro manchas alaranjadas corn Rf de 0,53; 0,6; 0,67 e
0,82, duas amareladas corn Rf 0,73 e 0,78, uma amarelo-laranjada corn Rf de
0,3, uma amarelo-esverdeada corn Rf de 0,35, e por fim uma mancha vermelha
corn Rf de 0,87. Os padrOes apresentaram valores de Rf de 0,33 para rutina,
0,6 para isoquercetrina, 0,8 para o acid° cafeico, e 0,82 para quercetina.

0 relato da presenca de alcalOides nas partes adreas de Phyllanthus

niruri L. a encontrado, seguidamente, na literatura fitoquimica, podendo

conduzir a aceitacao 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 alcalOides na materia-prima vegetal apresentou
resultado negativo. Solucc5es extrativas obtidas corn diferentes proporcties do
material vegetal (7,5; 20 ou 30:100 m/V), apresentaram, corn o sistema

cromatogràfico descrito no item 4.1.1, manchas que nao se alteraram quando
borrifadas corn o reagente de Dragendorf. Mesmo quando estes extratos foram
submetidos a metodologia de extracao de alcalOides (fig. 5 - p. 24) e
adicionados dos reagentes de Dragendorf, Mayer, Bertrand e Bouchardt, ndo
fomeceram resultados positivos (tab. 6). E importante salientar que os dados

existentes na literatura devem ser analisados corn o major cuidado,
especialmente levando em conta a finalidade de seu uso. Assim, nem sempre
resultados de andlises fitoquimicas sdo relevantes para a caracterizacdo de
uma matdria-prima vegetal, pois o objetivo daqueles é, fundamentalmente, o
isolamento e a identificacao de compostos, sejam majoritdrios ou não, tenham
ou nâo interesse farmacolOgico. Isto poderia ser contomado pela extracão
seletiva, partindo de major quantidade do vegetal. Tal procedimento, no
entanto, alêm de apresentar custo de andlise mais elevado, necessitaria de

major ntimero de passos analiticos, o que pode conduzir a erros adicionais.

Tabela 6. Ensaio preliminar para deteccâo de alcalOides na materia-prima

vegetal de P. niruri L.

Decoctos (mN)
Reagentes Matèria-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 flavonOides sejam compostos distribuidos largamente no reino
vegetal, sua concentracâo e sua composicao podem auxiliar na identificacâo ei
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servir de elementos de padronizageo de materias-primas para produtos
fitoterepicos, especialmente pela importencia farmacolOgica dos mesmos
(CODY et al., 1986). 0 decocto das panes adreas de Phyllanthus niruri L. na

proporgeo 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 substencias de referencia foram utilizadas solucOes metandicas
de quercetina, isoquercitrina e rutina.

A anelise cromatogrefica empregando o sistema eluente n-butanotecido
acetico:dgua (4:1:5)(STAHL, 1969) e detecgeo sob luz UV a 366 nm revelou

quatro manchas principals para uma solugeo extrativa aquosa (sistema I, fig. 9,
p. 47), das quais duas eram amarelo-alaranjadas corn valores de Rf de 0,5 e
0,58, uma amarelo-esverdeada corn Rf de 0,52 e outra azul claro corn Rf de
0,38. Por sua vez, as substâncias de referencia apresentaram como resultados
cromatogreficos o aparecimento de manchas de colorageo laranja corn valor de
Rf de 0,83 para a quercetina, 0,58 para a isoquercitrina e 0,5 para a rutina, que
tiveram suas coloracties intensificadas apcis serem borrifadas corn o revelador.

0 sistema eluente AcOEt:MeOH:HCOOC:H20 (80:1:8:10 VN) (DE
SOUZA, 1997) corn detecceo sob luz UV 366 nm resultou, para o
cromatograma da &Aug& extrativa aquosa, na detecrtio de seis manchas

principals (sistema II) (fig. 9, p. 47). Duas amarelo-alaranjadas corn Rf de 0,12 e
Rf de 0,37, uma mancha amarelo-esverdeada corn Rf de 0,16, uma mancha de
cor azul clara corn Rf de 0,31, uma mancha corn 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 apcis a utilizagão de difenilboriloxietilamina 0,5 %
(m/V), a Ultima não apresentou alteractio. As substencias de referenda
apresentaram coloragáo amarelo-alaranjada e Rf de 0,12; 0,37 e 0,82 para
rutina, isoquercitrina e quercetina, respectivamente.

r
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Sistema I 	 Sistema II Sistema III
Figura 9. Representageo dos cromatogramas obtidos para soluceo extrativa

aquosa de P. niruri I. (SE), quercetina (Q), isoquercitrina (IQ) e rutina
(R), utilizando como sistemas eluentes n-butanoLecido acetico:egua
(4:1:5) (sistema I), AcOEt:MeOH: HCOOC: H20 (80:1:8:10 V/V)
(sistema II) e, AcOametiletilcetona:HCOOH:H20 (5:3:1:1 V/V)
(sistema III), sobre gel de silica GF254 apps revelaceo corn solugeo
metanOlica de difenilboriloxietilamina 0,5 % (m/V).

Empregando o sistema eluente AcOametiletilcetona:HCOOH:H20
(5:3:1:1) (sistema III) (fig. 9) e detectando-se sob luz UV a 366 nm, pode-se
observar para solugeo extrativa aquosa a presenca de cinco manchas
principals. Duas apresentaram coloracao laranja corn Rf iguais a 0,29 e 0,53,
uma mancha amarelo-esverdeada corn Rf de 0,35, uma mancha de cor azul
claro corn Rf de 0,46 e uma mancha escura corn Rf de 0,82. Enquanto todas
manchas tiveram suas cores intensificadas apOs a utilizando de
difenilboriloxietilamina 0,5 % (mN), a Ultima flea apresentou alteraceo. Os
resultados obtidos para as substancias de referenda 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 anelise cromatografica realizada indicou a provevel presenca nesta
solucdo extrativa de isoquercetrina e rutina. Estes compostos que,
normalmente, não sec extraidos corn egua como meio de extracao, podem
estar presentes em solucOes aquosas desde que empregada a extracâo a
quente.

0 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 diminuigâo estatisticamente significativa apOs 3 meses de

armazenamento, restabelecendo o valor da umidade inicial a partir do setimo
més (tab. 7 e fig. 10). Os valores obtidos encontram-se dentro dos limites
farmacopeicos meximos preconizados de 8 e 14 % (ZHI-CHEN, 1980),
indicando que a operacáo de secagem alcancou urn resultado adequado e que

a materia-prima vegetal se mantêm estevel nas condi95es de armazenamento
empregadas, neste caso em potes plesticos corn tampas rosqueadas.

Tabela 7. Perda por dessecacào (PD) do material vegetal seco e moido de P.

niruri L. em fungio do tempo de armazenamento (corn trés repeticaes)

Armazenamento
(meses)

PD ± s (CV %)
(%, m/m)

1 10,13 ± 0,08 (0,81)

2 10,32 ± 0,17 (1,63)

3 9,53 ± 0,20 (2,14)

5 9,70 ± 0,37 (3,86)

7 10,11 ± 0,20 (1,95)

9 10,15 ± 0,04 (0,35)

12 10,29 ± 0,04 (0,37)

PD media 10,03 ± 0,30 (2,99)
ANOVA: gl (dentro) 16; gI (entre) 7, a = 0,05, Fcalc: 7,5; Fcrit: 2,7

■
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Figura 10. Representacto grtfica da perda por dessecacto do material vegetal

de P. niruri L. em fungto do tempo de armazenamento.

0 teor de extrativos da matêria-prima vegetal compreende urn partmetro
de avaliacto da qualidade. Atravds do exame do rendimento da extracto de
substtncias soliweis em urn determinado liquido extrator, sem que signifique
necessariamente a extract° das substancias ativas, pode-se caracterizar a
materia-prima vegetal, permitindo estabelecer mais urn partmetro de
comparacto entre matêrias-primas vegetais de diversas procedtncias. Para a
matdria-prima vegetal Phyllanthus niruri L. fomecida pelo CPQBA/UNICAMP,
coletada em janeiro de 1996, o teor de extrativos obtido em solvente aquoso
(TE) encontra-se expresso na tabela 8. A determinagdo foi realizada atraves de
seis repeticties utilizando tits pesa-filtros por repeticao.

Tabela 8. Teor de extrativos (TE) da materia-prima vegetal de P. niruri L.

TE (m/m)
x ± s (CV %)Amostra (g)

Residuo seco (g)
x ± s (CV %)

1,0013 ± 0,0006 0,0633 ± 0,0025 (3,87) 31,60 ± 1,2187 (3,85)

■



Resultados e Discussao 	 50

A granulometria da droga a considerada como urn dos fatores
determinantes na homogeneidade e reprodutibilidade da operacdo extrativa. Em
comparacao corn a droga Integra, a droga rasurada ou moida, obviamente,
apresentam major superficie de contato corn o liquid° de extrator, alêm de
possuir major proporgão de cdlulas cujas paredes encontram-se rompidas,
proporcionando major exposicao dos conteCidos celulares ao solvente.
Entretanto, particulas excessivamente finas podem dificultar a separacão do
marco no final da extracâo (VOIGT, 1993).

A distribuicão granulomêtrica da droga vegetal moida encontra-se

expressa na tabela 9 e figura 11.

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

L. Inf.
Classe
(pm)

L. Sup.
Classe
(pm)

M-ad isa
(Pm)

intervalo
abertura

(pm)
R(g%) Rp(g%) Soma

Rp(g%)
Residuo(g%) Passagem

(g%) 

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

200 315 257,5 115 30,82 0,268 33,14 56,4 43,6

315 630 472,5 315 36,42 0,116 14,29 92,82 7,18

630 800 715 170 5,57 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 corn a determinagâo da distribuicâo granulomètrica
demonstraram que as classes granulometricas predominantes concentram-se
entre os tamises corn abertura de malha de 125 e 315 pm, correspondendo a
67,05 % de todo o material.
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Figura 11. Representagdo grâfica da distribuigdo granulomêtrica da droga

vegetal seca e moida de P. niruri L.

A granulometria media de 0,22 mm foi determinada graficamente pela

intersecao das curvas de retengão e passagem da droga moida atravds da

anâlise granulorn6trica por tamisagâo, dos dados experimentais (fig. 12).

abertura de malha (pm)

Figura 12. Curva cumulativa de retencao e passagem apps tamisagâo da droga

vegetal seca e moida de P. niruri L.
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A determinagdo quantitativa de substancias ativas em drogas vegetais

representa urn dos parametros de qualidade mais importantes. Para tanto
devem ser selecionadas preferencialmente substancias ou grupos de

substancias especificas para a droga vegetal e corn atividade biolOgica
relatada. Entretanto, muitos são os casos em que o grupo de substancias
responsaveis por determinada atividade ainda nao esta estabelecido. Desta
forma, grupos de substancias que sejam reconhecidos pelas propriedades
terapauticas podem ser empregados como marcadores para andlise
quantitativa. Para o Phyllanthus niruri L. nao ha relatos sobre qual grupo de

substancias seja responsavel pela atividade terapautica. Assim, uma escolha
analitica adequada pode recair sobre os flavorddes. Estes apresentam-se
como componentes quimicos majoritarios (NARA et al, 1977) e suas

propriedades quirnicas e farmacolOgicas sao descritas na literatura (CODY et

al, 1986).

A quantificacao dos flavonáides, freq0entemente baseia-se em sua
capacidade de formar complexos corn cloreto de aluminio (MABRY, 1970).
Fundamentando-se nesta propriedade, alguns cOdigos oficiais propaem
metodologias de quantificacao espectrofotom6tricas. As metodologias
propostas diferenciam-se, quanto a preparacao da amostra, segundo o tipo de
ligagao entre a aglicona flavonoidica e o componente °sick°. Para drogas
vegetais ricas em flavonOides do tipo C-glicosilados, a quantificacao proposta
por SCHMIDT e GONZALEZ ORTEGA (1993) preve urn doseamento direto
destes compostos nas soluctes extrativas. Para droga vegetais ricas em
flavorddes do tipo 0-glicosilados, a quantificacao, na metodologia preconizada
pela Farmacopeia Alema (DEUTSCHES, 1992), 6 realizada após a hidrOlise
acida e extracao corn solvents organico.

Para partes aereas de P. niruri, os compostos flavonoldicos relatados

silo do tipo 0-glicosilados e devido a isto, a metodologia mais adequada para
sua quantificacao e a preconizada pela Farmacop6ia Alemã. Entretanto, para a
aplicacâo desta tecnica ao material vegetal em estudo 6 necessaria a■



Resultados e Discussao 	 53

realizacâo de ensaios de adequabilidade e de validacao que assegurem os
resultados obtidos e que garantam a repetibilidade e reprodutibilidade dos
mesmos.

Para determinacâo do comprimento de onda de leitura, foi realizada uma
analise comparativa entre o espectro de varredura de uma solucao de
quercetina-AICI3 obtida a partir da hidrOlise de rutina (fig. 13) e o espectro de
varredura da solucao amostra obtida a partir droga seca tratada segundo o item
4.1.5. (fig. 14). Os resultados demonstraram que ambos os espectros possuem
absorcâo maxima entre 420 e 430 nm, sendo portanto, utilizado o comprimento

de onda de 420 nm.
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Figura 13. Representacao do espectro de varredura do complexo quercetina-
A1C13
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Figura 14. Representagâo do espectro de varredura da solugdo amostra obtida

atravds da metodologia de quantificagâo de flavonOides na mat6ria-
prima vegetal de P. niruri L. segundo o item 4.1.5

Na regiâo em que se obteve o mâximo de absorváncia deve-se observar
que outros compostos flavonoldicos relatados para P. niruri, tais como

astragalina, quercetrina, isoquercetrina (NARA et al, 1977) e canferol 4'-0-a-L-

ramnopiranosideo (CHAUHAN, 1977), cujas agliconas sâo quercetina e

canferol, respectivamente, quando complexados com AICI3 apresentam Xmax em

428 nm (MABRY, 1970).

Outro fator importante na validagdo de uma metodologia analitica 6 a
linearidade e o estabelecimento da faixa em que o rnêtodo 6 linear. Assim,
empregaram-se quantidades crescentes de droga vegetal seca e moida,
submetendo-as a metodologia descrita no item 4.1.5. Atraves da comparagio
entre o valor experimental para o teor de flavonOides totais e o valor calculado
(tab. 10) pode-se observar o comportamento aparentemente não-linear entre

ambos. Este fato sugere a existéncia de urn erro sisternãtico proporcional, ou

seja, urn erro ligado ao aumento da quantidade de droga vegetal. Vdrios fatores

0,00-
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podem estar relacionados corn tal comportamento, tais como, a saturacao do
meio solvente pelas substancias extraiveis ou a reacao de complexacao entre o
cloreto de aluminio e os compostos em estudo, que tern demonstrado urn
comportamento nao-linear e de cinêtica complexa (DE SOUZA, 1997).

Tabela 10. Variagâo do teor de flavonOides totals (TFT) em functo da

quantidade de amostra de droga vegetal de P. niruri L.

Amostra
(g) A Conc. TFT (g%)

experimental
TFT (g%)
calculado TFTexp - TFTcalc. A cYOTFrexp

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. = variagao de concentracao; TFT = teor de flavonOides totals; A%TFTexp = diferenca
percentual entre TFT calculado e experimental

A andlise dos resultados obtidos (tab. 10 e fig. 15) demonstra poram urn
comportamento linear para o valor do teor de flavonOides totals na faixa de
0,400 a 1,125 g de droga seca (fig. 15) indicando que, nesta zona de
concentragao, a quantificagao nâo sofre variacties relevantes.

Por outro lado, nesta regido de concentragao da droga, atinge-se o
maximo de rendimento de extragao das substancias em avaliacdo. Assim,
utilizando a faixa linear da relacao, o resultado obtido para o teor de flavonOides

totals foi de 0,80 ± 0,031 g % (m/m). A repetibilidade entre os dados de 3,82 %

(n=6) a aceitavel considerando o niimero de passos da tacnica.
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Figura 15. Relacto entre a quantidade de droga seca vegetal de P. niruri L. e o

teor de flavortOides totals (TFT).

5.2 So!Ka° extrativa

A quantificagdo de substáncias marcadoras em extrativos vegetais 6 urn
dos parámetros mais importantes para avaliar a eficiéncia de extraccio e a
estabilidade durante o processamento. Entretanto, a metodologia quantitativa
empregada para a mat6ria-prima vegetal nem sempre pode ser aplicada, sem
adaptacties na avaliagão da concentracâo das substãncias marcadoras em
solugäes extrativas. Para adotar uma metodologia analitica de extratos 6
necess6rio, inicialmente, a realizag§o de estudos que assegurem a sua
adequagâo as caracteristicas da amostra assim como a sua validagio,
minimizando ou excluindo possiveis erros ligados a tecnica. Entre estes
destacam-se a determinacão do comprimento de onda ideal de medida, da
linearidade, da presenca de ems sistematicos, da repetibilidade e da
reprodutibilidade.
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Para solucCies extrativas aquosas de P. niruri a escoiha baseou-se na

semelhanca entre o espectro de varredura a partir de uma solugâo de rutina
padrão hidrolizada, apOs complexagão corn cloreto de aluminio (fig. 13), e o
espectro de varredura da solugão extrativa resultante da metodologia de
hidrOlise 6cida descrita no item 4.2.1.2. p. 31 (fig. 16). Ambos os espectros
apresentaram urn mkimo de absorcâo entre os comprimentos de onda de 420
a 430 nm.

.	 1 	 . 	 1 	 .	 I	 . 	 1 	 . 	 1 	 . 	 1 	 . 	 1
	 •	 1	 .	 1	 .	 1

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

comprimento de onda (nm)

Figura 16. Representagdo do espectro de varredura da solugão extrativa

aquosa de P. niruri L. apOs hidrOlise e complexacâo de flavonOides
corn AlC13

A viabilidade da metodologia de quantificacio de flavonOides em extratos
aquosos de Phyllanthus niruri L. foi avaliada atraves de estudo da linearidade.
Desta forma, foram construidas curvas empregando solucties extrativas nas
proporgOes pianta/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 solugào-mãe

SM (item 4.2.1.2). As curvas obtidas estáo representadas na figura 17.

1
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Figura 17. Curvas obtidas a partir da absorváncia do complexo AlC1 3-flavonOide

em solugOes extrativas de diferentes proporgc3es planta/solvente,

utilizando aliquotas de 20, 30 e 40 ml da solugdo mae (SM)

A andlise estatistica das curvas obtidas (tab. 11), atravds da
determinagdo dos limites de confianga para as inclinaglies das retas (b),
demonstrou a existéncia de diferengas estatisticamente significantes entre

todas as curvas, decorrente do aumento da aliquota de SM .

Tabela 11. Dados da anâlise estatistica da correlagâo entre a concentragão de
droga na solugdo extrativa e a absorvância do complexo fiavonOide-AIC13,
segundo equagâo de primeira ordem (y = a + bx), considerando a aliquota da
solugão mae (SM)

SM
(ml)

inclinagão
(b ± s) Lb interseriâo

(a ± s)
La r2

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

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

40 0,0485 ± 0,0004 0,0492 a 0,0478 0,0265 ± 0,0029 0,0311 a 0,0219 0,9998

I
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Lb = limites de confianca para inclinac5o; La = limites de confianca para
intersecao

A determinac& dos limites de confianca dos pontos de intersecao
permite inferir sobre a presenca ou nâo de erro sistemâtico constante no
mdtodo. Os limites de confianca calculados para o ponto de intersecao obtidos

pela regress& 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 prOximo ao mesmo, demonstrando a auséncia de
erro sistemâtico constante. Entretanto, os limites de confian9a obtidos para as
curvas construidas empregando aliquotas de 30 e 40 mL rid() incluem o valor
zero. A exclus& deste valor nos limites de confianca para a curva obtida pelo
emprego de aliquotas de 30 ml de SM pode ser decorrente do comportamento

ndo-linear, o que se deduz atravds do baixo coeficiente de correlacão linear (r 2).
O mesmo nâo pode ser dito da curva resultante do emprego de aliquotas de 40
ml de SM. 0 valor calculado para o coeficiente de correlac& linear sugere um

comportamento linear para esta curva. A comparagsao entre os valores de
absorvancia experimental e calculados indicam urn comportamento semelhante.
Ao mesmo tempo, do confronto das absorvdncias calculadas pela equactio da
reta, onde o ponto de intersecao (a) a diferente de zero (y2) corn os valores de
absorváncia, considerando o ponto de intersecao (a) igual a zero, percebe-se
uma diferenca constante de 0,026 unidades de absorváncia (tab. 12).

Tabela 12: Avaliac& do erro sistemâtico constante para curva de calibracâo

corn aliquotas de 40 ml de SM

x Yi 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 5,3

x = rein& planta/solvente (g/100 mL de âgua); yi = absorvancia; a = ponto de
intersect& com o eixo de y
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Para quantificacdo de flavonOides totals em solugities extrativas aquosas

de Phyllanthus niruri L., foi selecionada a aliquota de 20 mL de SM, devido ao

comportamento linear na faixa de concentracao estudada e a ausancia de erros
sistemâticos.

A selecao da solucão extrativa utilizada no trabaiho foi realizada atravds
da andlise fatorial do tipo 2 3 . A infludncia dos fatores estudados foi avaliada

considerando o teor de fiavonOides totals nas solucties extrativas.

Os fatores escolhidos para a realizacâo do experimento foram: a
metodologia de extracâo (fator A), a relacâo planta/solvente (fator B) e o tempo

de extragão (fator C). Para o fator metodologia de extracão foram selecionados
como niveis qualitativos a decoccão e a infusdo. Estes niveis foram eleitos
baseando-se nos dados existentes para ensaios pre-clinicos e clinicos
(SANTOS, 1990). Esta mesma considera0o, adicionada ao estudo da faixa
linear de resposta visto anteriormente, fundamentaram a opcâo dos niveis do
fator B. A definicão dos niveis do terceiro fator, tempo de extra*, foi realizada
atravas de ensaio preliminar, onde foram fixadas a decocreão, como metodo de

extracZo, e a relaccio droga solvente de 7,5:100 (mN). Nos valores de tempo
experimentados nâo se observou diferenca significativa na eficiéncia de
extracao de flavonôides (tab. 13). Optou-se para este fator por urn tempo fora
dos limites estudados e pelo tempo intermediario, ou seja 5 e 15 minutos.

Tabela 13. Infludncia do tempo de extracâo sobre o teor de flavonOides totals

(TFT) em decoctos aquosos de P. niruri L. na relacao planta:solvente de

7,5:100 (mN).

Tempo (minutos) TFT (g%)

10 0,0085
20 0,0089
30 0,0088

x ± s (CV %) 0,00873 ± 0,00021 (2,40)

i
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Os resultados obtidos para teor de flavonOides totals (TFT) atravês do
planejamento fatorial (tab. 14) foram submetidos a andlise da variáncia
(ANOVA) de uma entrada, para verificar qual a origem dos efeitos e/ou
interacties. Desta maneira pode-se avaliar se a oscilagdo dos valores do teor de
fiavonCides totals de cada tratamento foi resultante de variageies dentro dos
grupos ou provocada pelos tratamentos (tab. 15).

Tabela 14. Teor de flavonOides totals (TFT x 10 4) para solucties extrativas

aquosas de P. niruri L.

Repetigdo Tratamentos

(1) a b ab c ac be abc

1 20,83 27,92 52,08 74,58 20,83 31,67 56,67 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 20,42 31,67 54,58 77,08

media 20,00 28,06 50,42 74,44 20,69 31,81 55,14 76,67

+ s 0,72 0,24 1,50 0,24 0,24 0,24 1,34 0,72

CV (%) 3,61 0,84 2,97 0,32 1,15 0,75 2,43 0,94

Tabela 15. Anâlise da variância dos resultados do experimento fatorial
empregando ANOVA.

Fonte de variagâo gl Soma dos
Quadrados

Media dos
Quadrados F calculado

Entre Tratamentos 7 11033,37 1576,195 2374,35***

Dentro Tratamento 16 10,62 0,664

Total 23 11043,99

Fcrit 0,05[7,16] � 2,71*; Fcrit 0,025[7,16] � 3,29**, Fcrit 0,01[7,16] � 4,14*"

A anAlise da variência (ANOVA) (tab. 15) demonstrou que a mudanga
dos niveis dos fatores, utilizados no planejamento fatorial, apresenta efeito
altamente significante (P < 0,01) sobre a extragâo de flavonOides totals.
Entretanto apenas este teste estatistico não possibility afirmar que todos os
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tratamentos sdo estatisticamente diferentes. Para avaliar quais os tratamentos
sao diferentes entre si, procedeu-se a comparacdo entre as madias do teor de
flavonOides totais para cada tratamento empregando o teste de Student-
Newman-Keuls. 0 resultado obtido demonstrou que apenas o tratamento "c"
nao apresentou diferenca estatisticamente significante em relacao ao

tratamento (1), ou seja, o valor obtido para o teor de flavonOides totals no
tratamento "c" nao a estatisticamente diferente do valor do teor de flavonOides

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

Tabela 16. Resultado da comparacao das medias do teor de flavonOides totais

atraves do teste de Student-Newman-Keuls.

Tratamentos 	 Diferenca de madias 	 p

abcx (1)* 56,667 141,40
abcxc* 55,970 139,66
abcxa* 48,607 121,29
abc x ac * 44,857 111,93
abc x b* 26,247 65,49
abc x be * 21,523 53,71
abc x ab * 2,220 5,54
ab x (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
bcx(1)* 35,143 87,69
be x c * 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 a < 0,05
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Uma avalinao inicial do tipo e da intensidade dos efeitos e das
interacOes entre os diversos fatores estudados sobre o teor de flavonddes
presentes nos extratos aquosos pode ser visualizada atravas dos resultados
obtidos diretamente da forma padrao de urn planejamento fatorial (tab. 17)

Tabela 17. Efeitos e interacOes (01) calculados a partir da forma padrao do

planejamento fatorial sobre o teor de flavonddes totals em solucOes extrativas
aquosas de P. niruri L..

Efeito/Internao 	 Valor estimado

EA 	 +16,18
EB 	 +39,03
Ec 	 +3,30
'AB
	 +2,85

!AC
	 +0,07

IBC
	 +0,31

'ABC 	 -0,69

A andlise dos dados da tabela 17 demonstra que, entre os fatores
principals, a passagem dos niveis inferiores para os superiores proporcionou
urn aumento no teor de flavonOides totals. A decoccao (nivel superior) foi mais
efetiva na extracao dos marcadores do que a infusao (nivel inferior). Este
aumento pode ser explicado pela propriedade hidrOfoba deste grupo de
substancias, a qual a contomada pelo aporte de calor no processo extrativo.
Desta forma, a manutencao de calor durante todo o processo de extracao, no
caso da decoccao, é a provavel responsavel pelo efeito positivo. 0 aumento da
relacão planta/solvente (fator B) influencia positivamente a concentracao de
flavonddes totals extraidos, o que quer dizer que, quando este fator muda do
nivel inferior (relacao planta/solvente = 2,5:100; m/V) para o nivel superior
(relacao planta/solvente = 7,5:100; mN), ha aumento da eficiéncia de extracao
destas substancias. Entretanto, a intensidade do fator B é aproximadamente
duas vezes major que a do fator A. 0 fator C (tempo de extracao) aparenta
tambarn ter efeito sobre a quantidade de flavon6ides totals. 0 aumento do
tempo de contato entre a droga e o solvente produziu urn incremento no teor de
flavonddes extraido. 0 efeito causado pela passagem do nivel inferior (tempo
de 5 min) para o nivel superior (tempo de 15 min) causou, entretanto, influencia
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1

menor do que os outros dois anteriormente citados. As interagOes secundarias
parecem influir positivamente sobre o rendimento de extragao. Entre estas, a de

major intensidade foi a interagão entre os fatores A e B. Quando os fatores A e
B passam simultaneamente do nivel inferior [A = infusao e B = 2,5:100 (mN)]
para o nivel superior, o teor de flavonOides sofre urn aumento. As demais
interacaes apresentam influancia diminuta, quando comparadas aos efeitos
principals e interagao AB.

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

A estimativa de erros neste tipo de planejamento fatorial consiste em
supor que determinadas interagies de ordem superior nao apresentam
influéncia importante e em combinar seus quadrados madios para estimar o
erro. Quando se observam interagäes de ordem superior, o use do quadrado
mêdio do erro obtido por combinacao ou agrupamentos de interagOes de ordem
superior a inadequado. Entretanto o mêtodo de analise proposto por DANIEL
(1959) representa urn meio sensivel de superar este problema. 0 metodo
consiste em representar os efeitos estimados em rede de probabilidade normal.
Os efeitos nao importantes distribuem-se normalmente corn media igual a zero,
tendendo a situar-se ao longo de uma linha reta neste grâfico, enquanto efeitos
importantes significantes, corn mêdias distintas de zero, nao 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 determinacão dos efeitos e interacOes nao importantes

Ordem (j) 	 Efeito/Interacão 	 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 = (j-0,5)/7

valor estimado

Figura 18. Representacâo grâfica em rede de probabilidade normal dos efeitos

estimados a partir da forma padrâo do planejamento fatorial sobre o

teor de flavonOides totals em solucOes extrativas aquosas de P. niruri

L..

1

o
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■

0 grafico da probabilidade normal dos efeitos estimados, apresentado na
figura 18, demonstra que os efeitos A, B e C, e a interagdo AB merecem

interpretacdo. As interacoes AC, BC e ABC nao sâo importantes.

A andlise da variáncia dos dados obtidos para os efeitos e interagOes foi
realizada pelo celculo da media dos quadrados segundo YATES (1937). 0 erro
foi calculado como a media simples das interacties que nâo apresentam
infludncia importante identificadas pelo grafico da figura 18 e assinaladas na
tabela 19 como nâo significante (NS).

Tabela 19. An6lise da variáncia dos efeitos e interacaes para o teor de

flavonOides totals obtidos em solugães extrativas aquosas de P. niruri L.

Efeito/Interagao 	 gl MS Fcalc.

A

B

AB

1

1

1

523,62

3046,33

87,05

336 ***

1954 ***

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

Fcrit.: a � 0,05 = 18.5*; a 5 0,025 = 38,5**; a 5 0,01 = 98,5***

A andlise da variancia demonstrou que os fatores A e B apresentaram

influtincia altamente significativa sobre a extracão de flavonOides (a � 0,01),

tendo se apresentado o fator B cerca de 6 vezes mais intenso que o fator A. 0

efeito do fator C rid° foi estatisticamente significante e a internio AB

apresentou influéncia significante (a � 0,05), demonstrando sua importáncia no

experimento.
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Outra tecnica para avaliar a existéncia de interacaes significantes é
realizada atrav6s da representacâo grafica dos valores obtidos para o teor de

fiavonOides em ambos os niveis do fator A corn relacao aos niveis do fator B.
Quando as retas obtidas sdo paralelas nao ha interacao entre os fatores. No
caso contrdrio, a interacao entre os fatores estudados e significante (fig. 21).
Entretanto este mdtodo nao deve ser a Unica maneira para andlise dos dados,

pois sua interpretacão e muito subjetiva (MONTGOMERY, 1991). Como pode-
se observar, as curvas obtidas na figura 19 apresentam perda de paralelismo,
sugerindo uma interacao ainda que, reduzida, entre os fatores. Este fato

tambern p6de ser observado na tabela da andlise da variáncia.
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Figura 19. Representacdo grafica da interacao AB para o desenho fatorial 2 3 .

Antes de aceitar os resultados obtidos é necessârio realizar urn teste de
ajuste de modelo corn o objetivo de comprovar se o modelo empregado para
analise dos fatores 6 adequado. A principal tecnica para comprovacão deste
modelo é realizada atraves da andlise dos residuos (MONTGOMERY, 1991).
Nossa andlise indica que os Unicos efeitos significativos sâo A = 28,06; B =
50,42 e AB = 74,44. Caso este resultado seja verdadeiro, o teor de flavonddes

estimado nos vertices do desenho sera:
1
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TFT calculado = 45 + (28,06 ÷ 2)xi + (50,42 ÷ 2)x2 +(74,44 2),(1)(2

onde: 45 = valor medio do teor de flavonOides, e as variaveis x1 e x2, assumem

os valores +1 ou -1.

Tabela 20. Residuos para o planejamento fatorial 2 3 empregando solugOes

extrativas de P. nituri L.

Tratamentos TFT (x104) 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
be 55,14 56,30 -1,16

abc 76,67 75,33 1,34
TFT = teor de flavonOides totais; exp. = experimental
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r(ac) 	 ■ 	 1(c)
•

r(a)

-2 	 0 	 1	 2	 3 	 4

•r(b)

res iduos

Figura 20. Representagão grafica em rede de probabilidade normal para

analise dos residuos do planejamento fatorial

p
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0 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 satisfat6rio.

Diante dos resultados obtidos pelo planejamento fatorial, a solucâo
extrativa de escolha para o ensaio de caracterizacão e subseqUente
desenvolvimento do produto seco por aspersâo foi a resultante do emprego do
nivel superior do fator A (decocre§o), no nivel superior para o fator B (relagao

planta/solvente = 7,5:100 (mN)). Para a eleigdo do fator C (tempo de extragdo),
como nao apresentou influencia estatisticamente significante e os dados
etnofarmacolOgicos demonstram que o tempo de extracao empregado se
encontra entre 10 e 30 minutos, foi determinado o tempo de 15 minutos
(SANTOS, 1990).

Na caracterizacdo da solucâo extrativa foi determinado o teor de residuo
seco (RS), que expressa a capacidade de extracâo de solutos presentes na

droga pelo solvente. 0 resultado obtido foi de 2,13 ± 0,01 (%, m/m) (CV = 4,34

%) e tern especial interesse para o desenvolvimento de produtos secos por
aspersao, uma vez que o mesmo influencia o rendimento da operagao de
secagem e as caracteristicas do produto seco (TEIXEIRA, 1996; CAMPOS,
1996; DE PAULA, 1996; CARVALHO, 1996; DE SOUZA, 1997; LEMOS
SENNA, 1997).

A determinaccio do pH da solucdo extrativa corresponde a urn parametro
fisico-quimico a ser avaliado e estabelecido na caracterizacão e padronizagâo
de solucães extrativas. Diversos fatores, tais como, reaccies enzimâticas da
droga ndo estabilizada e a prOpria âgua, podem alterar o pH da solucâo
extrativa de maneira que a determinagao do mesmo permite inferir sobre estes
fatores e sobre a qualidade das solucties. Em resultados obtidos por
SONAGLIO (1987) observou-se que para soluctes extrativas de Achytocline
satureioides houve desestabilizaglo da solucao corn desaparecimento de
algumas manchas cromatogrâficas quando o valor de pH afastou-se do valor do



pH

x ± s (CV %)

Densidade relativa

x ± s (CV °A))

1,0087 ± 0,0003 (0,03) 4,74 ± 0,0045 (0,09)
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extrato de origem. Para solugOes extrativas de P. niruri L. o valor de pH se

encontra, juntamente corn a densidade relativa na tabela 21.

Tabela 21. Densidade relativa e pH da soli,* extrativa aquosa de P. niruri na

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

5.3 Produto seco por aspersäo (PSA)

0 desenvolvimento de produtos secos por aspersdo estd intimamente

relacionado corn as caracteristicas fisicas e quimicas da solugdo extrativa a ser

seca. A tècnica de preparagâo da solugâo extrativa de Phyllanthus niruri L.

empregando como meio de extrack dgua, e o residua seco obtido de 2,13 %

(m/m), permitiram a realizagio da secagem direta destes extratos.

0 produto seco por aspersão obtido atravds da secagem direta da

solugâo extrativa foi comparado macroscopicamente corn os outros produtos

secos obtidos a partir de soluctes extrativas preparadas nas mesmas
condica-es de operagdo e adicionadas de adjuvante de secagem. Como

adjuvante de secagem foi empregado o clic:mid° de silicio coloidal. A escoiha

deu-se devido a sua adequabilidade tecnolOgica constatada em diversos

trabalhos realizados neste laboratario (CAMPOS, 1996; CARVALHO, 1996;

TEIXEIRA, 1996; DE SOUZA, 1997; LEMOS SENNA, 1997). A realizactio desta

avaliagdo permitiu constatar diferencas marcantes entre os produtos obtidos

sob dois aspectos principais:

1. Comportamento durante a operagão de secagem: na aspersio da

solugão extrativa sem adigâo de adjuvantes de secagem constatou-se

aderéncia intensa nas parades da torre de secagem, propiciando

diminuigão no rendimento do processo. Ao contrdrio da primeira, a
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secagem da solugâo extrativa adicionada de adjuvante de secagem
(diOxido de silicio coloidal) mostrou reducdo 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 formagâo de grumos de
coloragdo marrom e sua reconstituigéo em âgua foi lenta. Por outro lado,
o produto obtido pela secagem da solugdo extrativa adicionada de
adjuvante de secagem apresentou-se sob a forma de p6 fino e de
coloragdo amarelada e homogénea. A sua reconstituicao em dgua foi
quase que instantanea, tendo o produto corn major concentrack de
adjuvante apresentado caracteristica de escoamento superior aos
demais.

A avaliagdo comparativa dos perils cromatogrâficos dos produtos secos
por aspersão e da solugdo extrativa de origem demonstrou que tanto as
condicties da operagâo de secagem quanto a adigâo de di6xido de silicio
coloidal nâo causaram alteragOes quer no niimero ou na intensidade das
manchas (fig. 21).

o
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Figura 21. Representagâo do . cromatograma obtido para a solugdo extrativa

aquosa (A1), produto seco por aspersdo sem adjuvante (A2), produto
seco por aspersâo corn 20 % de adjuvante (A2), produto seco por

aspersâo corn 30 % de adjuvante (A4), Substáncias de referéncia:
rutina (P1) e isoquercetrina (P2), empregando como sistema eluente
AcOEt:MeOH:HCOOH:H20 (80:1:8:10 VN), sobre gel de silica

GF2541 apOs revelagâo corn difenilboriloxietilamina 0,5 % (m/V) e

observagâo ern Iuz UV a 366 nm.

Desta forma, na preparagâo do produto seco por aspers5o, objeto deste
estudo, foi empregado diOxido de silicio coloidal como adjuvante de secagem

de modo a perfazer 30 % do total do produto seco obtido.

0 controle da concentracao das substancias marcadoras compreende
urn dos parametros mais importantes para assegurar a qualidade do produto
final. Para determinagão do teor de flavonOides totais no produto seco por

aspersdo, foi utilizada quantidade de produto seco por aspersâo
correspondente a faixa em que a extragâo de flavonOides apresentou
comportamento linear, estabelecida atraves da materia-prima vegetal e da
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solucão extrativa. 0 resultado obtido foi de 0,2624 ± 0,009 % (m/m) (CV = 3,43

°A)). A taxa calculada de recuperacao de flavonOides encontra-se na tabela 22.

Tabela 22. Recuperacâo de flavonOides no produto seco por aspersâo de P.

niruri L. em relacâo a solucâo extrativa

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

0,0946
	

0,0944 	 99,78

TFT = teor de flavonOides totals

0 recuperacâo calculada de flavonOides para produto seco final,

demonstra que tanto a têcnica de secagem, bem como a adicâo de adjuvante

não promoveram alteracOes na concentracâo desta classe de constituintes

quimicos. 0 coeficiente de variacao obtido é aceitavel devido ao nUmero de

passos que a têcnica exige.

0 rendimento da operacdo de secagem da solucâo extrativa de
Phyllanthus niruri adicionada de diOxido 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 operacâo de

secagem foi de 75 % (m/m). TEIXEIRA (1996) obteve para produtos secos,

tambêm a partir de solucties extrativas de Achyrocline satureioides corn a

combinacdo de diferentes adjuvantes de secagem, valores de rendimento que

rib° ultrapassaram 72 % (m/m). Para produtos secos de Ilex paraguariensis

preparados por CAMPOS (1996), o rendimento da operacâo de secagem tanto
para produto seco sem adjuvante quanto para produto seco preparado corn
adjuvante de secagem, foi em tomo de 70 % (m/m). A operacao de secagem de
solugbes extrativas de Passiflora edulis, teve rendimento em tomo de 65 %

(m/m) (DE SOUZA, 1997), enquanto que para produto secos obtidos por
CARVALHO (1997) a partir de Maytenus ilicifolia corn e sem o emprego de

adjuvante de secagem o rendimento nao foi diferente ficando em tomo de 70 %

(m/m). Deste modo pode-se considerar o rendimento alcangado neste trabalho

como normal aos demais obtidos neste laboraterio.
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Tabeia 24. Granulometria do produto seco por aspersâo de P. niruri L.

Faixa
Granulometrica (gM)

DiAmetro
Mêdio (4m)

FreqUéncia
(f)

FreqUência
(0/0)

Freq0dncia
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 major proporcâo de particulas apresenta diAmetro inferior a 68 pm. A

distribuicâo granulometrica restrita e a presenca de grande quantidade de

particulas corn didmetro baixo podem ser explicadas pela utilizacao como

adjuvante de secagem particulas muito finas.

60,00 -

50,00 -

40,00 -

30,00 -

20,00 -

10,00 -

0,00  
17 	 51 	 85 	 119 	 153 	 187	 220

faixa granulometrica (pm)

Figura 22. Representacao grafica da distribuicao granulornêtrica do produto

seco por aspersão de P. niruri L.

I
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0 tamanho medio de particula de 16,88 4m foi calculado graficamente

(fig. 23), empregando a freqUéncia percentual acumulada em escala linear no

eixo das ordenadas em fungão do tamanho de particula (4m) em escala

logaritmica, a partir de 53 % de freq06ncia.
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P2

'••••• 	 10 -

0     
100 10

tamanho de particula (u m)

Figura 23. Representagâo grâfica da distribuigão granulometrica do produto

seco por aspers5o, em fungâo da freq0éncia acumulada percentual

Outra maneira de analisar a distribuigdo granulomêtrica é atravds do

emprego da rede de distribuigdo RRSB. Este metodo foi idealizado para anâlise

grafica de amostras que nâo obedecem uma distribuicâo normal. Alêm do

tamanho mddio de particula, a RRSB permite estabelecer a amplitude

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

0 dibmetro mddio obtido foi determinado por extrapolacâo e foi igual a

22,5 gm e a amplitude da distribuigdo granulomêtrica encontrada foi de 0,885

(fig. 24). A superficie-volume especifica 2,8.10 3 cm2/cm 3 foi determinada

atraves da equagdo:
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Sesp = (Scoef•Old

Onde:
Seep = superficie-volume especifica (cm2/cm3)
Sf = coeficiente de superficie
f = fator forma
d = diametro medio de particula, obtido por extrapolagão (cm)

Para o fator forma foi utilizado o valor 1. Isto significa que as particulas
foram consideradas como possuindo forma esfArica perfeita e de superficie rid()
porosa. Deste modo, os valores obtidos compreendem estimativas dos valores
verdadeiros. 0 valor para superficie-volume especifica do produto seco A
inversamente proporcional ao tamanho mAdio de particula e diretamente
proporcional ao Angulo de inclinagão da reta, uma vez que o valor de Scoef e

obtido pela extrapolagão da mesma.
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Figura 24. AnAlise da granulometria do produto seco por aspersao de P. niruri
L. atravês da rede de distribuicAo RRSB
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As figuras 25 e 26 mostram as fotomicrografias obtidas por microscopia

eletrOnica de varredura corn aumentos de 1000 e 6000x.

Figura 25. fotomicrografia do PSA obtida atraves de microscopia eletrOnica de

varredura corn aumento de 1000x
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Figura 26. fotomicrografia do PSA obtida atraves de microscopia eletrOnica de

varredura corn aumento de 6000x

A figura 25. mostra que as particulas do PSA encontram-se dispersas,

possuindo, preponderantemente, forma esferica e corn poucas particulas de

dimensiies extremas. Ja a figura 26 retrata a superficie rugosa das particulas

do PSA. Estas propriedades podem ser explicadas pela tacnica de secagem,

onde a forma esferica das particulas a caracteristica da secagem por aspersâo

a partir de sOlidos em suspens5o, acarretando superficie rugosa como

observado por GONZALEZ ORTEGA, 1993; TEIXEIRA, 1996; DE SOUZA,

1997.

A avaliacdo do comportamento do produto seco por aspersão diante de

ambientes corn diferentes umidades relativas constantes permite analisar o

comportamento das preparacc3es frente as variacOes normais de umidade

ambiente durante o armazenamento, possibilitando inferir sobre a estabilidade

fisica do produto e sua aplicabilidade em diversos procedimentos tecnolOgicos.

Corn a realizacâo de estudo preliminar sobre o perfil de higroscopicidade do
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produto seco de Phyllanthus niruri L. pOde-se observar, que a exposicao do

mesmo a uma atmosfera controlada de 63 % em ambiente fechado e
termostatizado promoveu urn rdpido aumento de massa nas primeiras 24 horas,

estabilizando-se a partir do quarto dia, ap6s absorver cerca de 12 % de seu
peso em âgua. 0 produto seco apresentou tambem alteracães de suas
caracteristicas macroscOpicas, tais como escurecimento, seguido de forma*
de grumos a partir do quarto dia de experimento e compactagao do p6 no
dêcimo dia de ensaio (fig. 27). Os resultados obtidos demonstram que apesar
da baixa umidade residual, o produto seco por aspersao apresenta
comportamento higroscOpico. Tal caracteristica pode ser decorrente de
diversos fatores, tais como a presenca 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. niruri

L. em atmosfera controlada de umidade relativa de 63 %.
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6. CONCLUSOES

A presenca de alcalOides, freq0entemente relatada na literatura, em
partes adreas do vegetal, nä° foi confirmada nas condicOes empregadas para

Phyllanthus niruri L.

0 emprego de flavonOides como grupo de substdncias marcadoras
apresentou-se como boa altemativa, tanto pela presenca expressiva destes,
quanto pela semelhanga estrutural entre os mesmos, permitindo sua
quantificacâo utilizando mêtodo espectrofotomêtrico.

0 estudo da linearidade para a metodologia de quantificacâo de

flavonOides em partes adreas de Phyllanthus niruri L., apresentou um

comportamento nao-linear em funcâo da quantidade de material vegetal
analisada. Entretanto, permitiu estabelecer uma faixa de seguranca para a
quantidade de amostra, onde a quantificacâo dos flavonOides apresenta
comportamento linear, assegurando que nesta faixa, o incremento da amostra
ndo ocasiona variagOes importantes na determinacdo destes constituintes.

A variagdo do volume das aliquotas empregadas na metodologia de

quantificacâo de flavonOides em soluctles extrativas aquosas de Phyllanthus

niruri L., sugere a presenca de erro sistemdtico proporcional ao aumento de

volume das mesmas. A diferenca estatisticamente significante entre os valores
obtidos para as inclinacties da curva, demonstra a presenca de urn erro
metodolOgico nao determinado. 0 emprego de aliquotas corn volume de 40 mL,

demonstrou, ainda, a presenca de erro sistemdtico constante. Utilizando

aliquota de menor volume observou-se, apesar dos baixos valores de
absorváncia, auséncia de erro sistematico constante e comportamento linear.

A metodologia de extracao, a relacto droga:solvente e a interacdo entre
estes fatores influenciaram a extracâo de flavonOides em partes adreas de
Phyllanthus niruri L.
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A passagem do nivel inferior para o nivel superior do fator mêtodo de

extracão, do fator relacdo droga:solvente bem como a passagem simultdnea
dos mesmos, representaram urn aumento estatisticamente significante na

extracdo de fiavonciides em partes adreas de Phyllanthus niruri L. (a � 0,025).

A solucdo extrativa preparada atravds de decoccdo durante 15 minutos
na proporcdo droga:solvente igual a 7,5:100 (m/V), apresentou o teor mais

elevado de fiavondsides totals.

A secagem direta por aspersdo da solucdo extrativa sem adjuvante
proporcionou a obtencdo de produto seco corn caracteristicas fisicas pouco
satisfatOrias alêm de elevada higroscopicidade. A adicdo de diOxido de silicio
coloidal como adjuvante de secagem conferiu meihora significante para estas
caracteristicas.

0 produto obtido empregando a têcnica de secagem por aspersdo a
partir de solucdo extrativa aquosa de Phyllanthus niruri L. ndo apresentou

qualquer alteracdo no perfil de constituintes quimicos utilizados como
marcadores quando comparado ao perfil apresentado pela solugdo extrativa.

A tecnica de secagem por aspersdo e a adicdo de diOxido de silicio

coloidal ndo interferiram no perfil qualitativo de marcadores quimicos.

0 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.

0 conjunto dos resultados obtidos neste trabaiho demonstra a viabilidade
da preparagdo de produtos secos por aspersdo a partir de solucäes extrativas
aquosas de Phyllanthus niruri L. Entretanto, devido ao carâter pioneiro da
abordagem tecnolOgica para a droga vegetal em questdo, certamente serdo
necessdrios estudos complementares para os diversos aspectos avaliados
neste trabaiho.

I
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0 Mestrando aborde em sua dissertacAo urn tema atual a de
expressive importtincia no desenvolvimento de formas farmacêuticas centradas no
aproveitamento de nossos vegetais, onde apresenta protocolos analiticos
destinados a avaliar a qualidade de matária prima a dos produtos envolvidos nos
diversos estifigios do processo, incluindo o produto final. Foi muito feliz quanto
escolha da mativia prima pars seu estudo, compreendendo este, as partes aisreas
de Phyllantus nirun L. a espOcie deste taxon mais amplamente empregada em
todo o pals, contando corn aprofundados estudos de sua bioatividade. Acertada
tambarn nos pareceu a escolhe dos marcadores quimicos, 0-glicosil flavondides e
agliconas, constituindo-se essas moldiculas em bons indicadores porquanto
permitem jA a partir de analises cromatograficas de produtos, aquilatar o
desempenho a rendimento do metodo empregado. Some-se a isto, sua presence
nas demais especies de Phyllanthus, o qua permits estender-se as mesmas o
procedimento aqui estudado.

Amplamente calcada em dados experimentais, a feitura da presente
dissertagio certamente aportou ao seu autor urn born cabedal de conhecimentos,
os quais somados experiancia adquirida ao longo do curso, apontartio o Norte
de pesquisas futures.
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O trabalho de dissertacao trata de assunto relevante, face a importancia da
espacie estudada, e insere-se dentro do Projeto de Pesquisa de Plantas
Medicinais da Central de Medicamentos - CEME. Dada a inexistancia de
referancias dentro da literatura especializada, o trabalho pode ser considerado
pioneiro na area da tecnologia de fitoterapicos. Os objetivos do trabalho
claros e a metodologia empregada bem descrita. Os resultados obtidos
contribuem, certamente, ao estabelecimento de criterios de avaliacao da
qualidade a matt:the-prima e da solugao extrativa aquosa, assim como
obtencao de urn produto seco por aspersao. Pelo carater pioneiro, o trabalho
deixa em aberto diversos aspectos de desenvolvimento tecnolOgico, os quais
constituem urn desafio pare a realizacao de trabaihos futuros que venham a
complementar. A discussão dos resultados 6, de forma geral coerente corn os
resultados e objetivos propostos. A avaliagao conjunta do trabalho demonstra
urn volume e de qualidade de resultados compativeis corn o grau de mestre
pretendido pelo candidato.
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