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Resumo

Phyllanthus niruri L., conhecida como quebra-pedra, é uma planta da familia Phyllanthaceae, pertencente ao género Phyllanthus.
Neste estudo foi avaliado o planejamento fatorial para estudar a importancia dos fatores (concentragdo de etanol e processo
extrativo) na concentragao de flavonoides e compostos fenélicos presentes nos extratos de P. niruri. Diferentes extratos de P.
niruri foram preparados utilizando etanol 50 e 96%, empregando trés métodos extrativos diferentes: maceragao, percolagao e
ultrassom. A quantificagdo de flavonoides foi realizada pelo método espectrofotométrico com AICI3 10% (v/v) em agua. Ja o
método utilizado para a quantificagdo de compostos fenélicos foi de Folin-Ciocalteu. As analises foram feitas em triplicata e
os resultados analisados nos softwares Minitab18® e Prisma GraphPad®. Foram observadas diferencas significativas (p<0,05)
nos valores de flavonoides e compostos fendlicos totais nos extratos produzidos de P. niruri, quando foram utilizados diferentes
processos extrativos, bem como diferentes concentragdes de etanol. Analisando os graficos de Pareto, foi possivel verificar
que a concentragdo de solvente foi o efeito que mais contribuiu na extragdo de ambos os compostos bioativos. Verificando
os graficos de interagdes, foi possivel identificar que o etanol 96% influenciou positivamente na extragao de flavonoides e
o etanol 50% na extragdo de compostos fendlicos. Assim, o planejamento fatorial aplicado ao processo extrativo de P. niruri
evidenciou que a extracdo de flavonoides pode ser realizada com eficiéncia por métodos extrativos tradicionais, maceragao
ou percolagdo, utilizando como solvente o etanol 96%. Ja as condigdes otimizadas para a extragdo de compostos fenélicos
sdo por percolagdo ou ultrassom com etanol 50%.

Palavras-chave: Phyllanthus niruri. Processo Extrativo. Flavonoides. Compostos fendlicos.

INTRODUCAO

Phyllanthus ~ niruri L. (Phyllanthaceae), Esta espécie estd inserida na Relagdo Nacional de
popularmente denominada de quebra-pedra, é Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, publicada
uma espécie que ocorre em quase toda a regido €m 2009 pelo Ministério da Sadde. Esta relagao é

tropical, inclusive até o sul da Américado Norte. Na
medicina popular a planta inteira (partes aéreas e
raiz) é utilizada para eliminar pedras nos rins e para
aumentar a excrecao urinaria, ja que promove um
relaxamento dos ureteres. Além disso, ha relatos
do seu uso para desconforto gastrointestinal,
diabetes, problemas respiratérios e hepaticos'>.
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constituida de espécies vegetais com potencial de
gerar produtos de interesse ao SUS’.

A andlise fitoquimica desta espécie revelou a
presenca de varios grupos de principios ativos,
tais como: flavonoides, alcaloides, triterpenos,
taninos, lignanas, polifenois e esterois. Dessa
maneira, a presenca destes compostos em P.
niruri é de grande interesse para os pesquisadores
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que estao interessados na determinagao dos seus
efeitos farmacolégicos*.

Recentemente houve um aumento no
interesse  no mercado de fitoterapicos. E
estimado que o mercado global desta classe de
medicamentos alcance 20 milhdes de dolares
por ano’. Sendo assim, ha a necessidade de se
obter extratos padronizados®. A produgdo de
extratos padronizados estd condicionada ao
monitoramento da quantidade de marcadores
quimicos presentes, além de uma correta
identificacdo da espécie vegetal, informagoes
sobre as condigoes de cultivo, processos de
extracdo e de purificacdo. O desenvolvimento de
extratos vegetais padronizados resulta na obtencao
de produtos farmacéuticos com alto padrao
de qualidade com parametros determinados
de seguranca e eficacia terapéutica’®. Dentre
0s parametros citados, a extragdo é um passo
crucial na preparacao de fitoterapicos e a escolha
de um método deve ser baseada na eficiéncia,
na estabilidade das substancias extraidas e na
disponibilidade dos meios e custo do processo®°.

P. niruri é uma espécie muito utilizada pela
populacdo naforma de cha. No entanto, esta forma
comum de uso, e mesmo a planta em si, ndo sao
padronizadas podendo acarretar efeitos adversos
ou falta de eficacia''. O objetivo desse trabalho foi
estudar a importancia dos fatores (concentragdo
de etanol e processo extrativo) na concentragdo
de flavonoides e de compostos fendlicos presentes
nos extratos de P. niruri.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Omaterial vegetal secofoiobtidodaFarmacia
Universitaria Sao Camilo - FUSC. Este material
vegetal foi adquirido da empresa SantosFlora
Comércio de Ervas Ltda., correspondendo ao
lote 1608175268 com laudo de autenticidade

fornecido pela empresa.
Preparo dos extratos de Phyllanthus niruri

A planta inteira foi pulverizada no
moinho de facas e submetida ao processo
de tamisacao, utilizando tamis 20 mesh (850
pm). Os processos extrativos utilizados foram
maceracao, ultrassom e percolacdo, obtendo-
se 3 extratos hidroetandlicos com etanol 50%
e outros 3 diferentes extratos com etanol
96%. Todos os extratos foram elaborados na
proporcao 1:10 (massa da droga vegetal versus
liquido extrator). Os processos extrativos foram
realizados em triplicata.

No processo por maceragdo, as folhas
pulverizadas ficaram em contato com o liquido
extrator por 7 dias. O processo elaborado por
percolacdo foi realizado na velocidade, em
média, de 50 gotas/minuto'?. Ja no processo
por ultrassom, o material vegetal ficou em
contato com o liquido extrator durante 30
minutos em temperatura ambiente. Os
extratos produzidos foram concentrados em
evaporador rotativo a 40°C.

Delineamento experimental

Neste estudo foi proposto o delineamento
experimental fatorial 2x3 tendo etanol e
processo extrativo como fatores. Os niveis
utilizados foram etanol nas concentracoes
50% e 96% e 0s seguintes processos extrativos:
maceracao, ultrassom e percolacao (tabela 1).

Tabela 1 - Planejamento experimental realizado para
otimizar o processo extrativo de Phyllanthus niruri. Tendo X;
onde i é o tipo de extracdo e o j a concentragdo de etanol.

Fator Processo Fator Etanol

Extrativo

50% 96%
Maceracao X11 X12
Ultrassom X21 X22
Percolacao X31 X32
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Quantificacao de flavonoides

A determinacdo do teor de flavonoides
totais nos diferentes extratos foi realizada por
espectrofotometria  UV/Vis (Shimadzu® UV-
1280) empregando o cloreto de aluminio (AICI,)
como agente complexante'®. Para a execugao da
técnica utilizou-se quercetina (Sigma Aldrich®)
em etanol 96% como SQR. Foram pesados
10 mg de cada amostra e diluidos em 10 mL
de etanol 96% para extratos com etanol 96%
e em agua: etanol (1:1 v/v) para extratos com
etanol 50%, obtendo concentracao final de 1
mg/mL. Em tubos de ensaio foram adicionados
0,5 mL da amostra, 0,1 mL de solu¢do aquosa
de acetato de sédio e 0,1 mL de AICI, a 10%
em agua. O volume foi completado com 96%
de etanol para 5,0 mL. Apdés 30 minutos da
adicao do agente complexante, as absorbancias
foram determinadas em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 415 nm. O branco
foi preparado seguindo a mesma metodologia,
porém foi adicionado 0,5 mL de etanol 50%
(para extratos com etanol 50%) ou 96% (para
extratos com etanol 96%) ao invés da amostra.
As andlises foram realizadas em triplicatas'.

Quantificacao de substancias fendlicas

O método utilizado para a quantificacao de
compostos fendlicos foi de Folin-Ciocalteu. Para
a determinacao do teor de substancias fendlicas
foram pesados 10 mg de cada extrato com etanol
50% e 30 mg de cada extrato com etanol 96%,
diluidos em 10 mL de agua: etanol (1:1 v/v) para
extratos com etanol 50% e em etanol 96% para
extratos com etanol 96%, obtendo concentracao
final de 1 mg/mL para extratos com etanol 50%
e 3 mg/mL para os extratos com etanol 96%. Em
tubos de ensaio foram adicionados 0,1 mL da
amostra, 6,0 mL de 4gua e 0,5 mL do reagente
de Folin-Ciocalteu. Os tubos foram agitados e
deixados em repouso por 8 minutos. Em cada
tubo foram adicionados 1,5 mL de solucao de

carbonato de sodio (Na,CO,) a 20% em &gua e
1,9 mL de agua.

O branco foi preparado pelo mesmo método,
porém foi adicionado 0,1 mL de etanol 50% (para
extratos com etanol 50%) ou 96% (para extratos
com etanol 96%) em vez da amostra.

Ap6s duas horas de reacdo na auséncia
de luz, a absorbancia foi determinada em
um comprimento de onda de 760 nm em
espectrofotdmetro (Shimadzu® UV-1280). Acido
galico em etanol a 50% foi utilizado como SQR.
As leituras foram realizadas em triplicata'®.

Determinagao do Perfil Cromatografico

Os extratos brutos de P. niruri elaborados
com etanol 96% e com etanol 50% por
diferentes métodos extrativos foram submetidos
a cromatografia em camada delgada (CCD) com
a finalidade de indicar substancias de interesse
através de comparagao com padrdo. O sistema
cromatografico utilizado nesta pesquisa foi
descrito por Wagner e Bladt'’, direcionado para
flavonoides. A fase estacionaria empregada
foi silica gel 60 GF254 Merck sobre placa
de aluminio com espessura 0,2 mm. A fase
movel foi composta por acetato de etila, acido
acético glacial, acido féormico e agua destilada
(100:11:11:26). O revelador foi formulado por
difenilboriloxietilamina (NP) a 1% em metanol. O
padrao utilizado foi rutina solubilizada em etanol.
Por dltimo, a visualizacdo da cromatoplaca foi
realizada sob luz UV 366 nm.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a tratamento
estatistico, através da andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Tukey. Foi
testada a normalidade dos dados, sendo que
os valores obtidos foram maiores que 0,05. O
teste de normalidade utilizado foi o D’Agostino
& Pearson omnibus Normality test. Este teste é
o recomendado pelo programa estatistico Prisma

Mundo da Sadde 2020,44:134-143, e1722019

< 2l

136



137

REVISTA

O MUNDO DA
SAUDE

GraphPad®, que foi o software utilizado para
realizacao dos calculos. Além disso, foi avaliada
a homocedasticidade dos dados (resposta —
flavonoides versus concentracdo de etanol e
resposta — flavonoides versus processo extrativo).
O mesmo foi realizado para os dados obtidos
para verificagdo da presenca de compostos
fendlicos. Como foi verificado a presenca desses
pressupostos foi aplicado a ANOVA. Para avaliar
a importancia dos efeitos (processo extrativo
e solvente), além de verificar se ha interacao
entre eles, na concentracao de flavonoides e
de compostos fendlicos foi utilizado o software
Minitab18®. Os resultados foram considerados
estatisticamente diferentes quando o valor-p era
menor ou igual que 0,05 (p=<0,05).

RESULTADOS

As analises referentes a quantificagao de
flavonoides nos diferentes extratos foram
realizadas utilizando quercetina como padrao
externo para a constru¢dao da curva padrao
(figura 1). Ap6s o calculo pela equagao da reta
foram obtidos valores de flavonoides totais
para cada extrato. Abaixo seguem os resultados
(tabela 2).

1,2
= y=0,0779x - 0,0308
E 1 i .
c R*=D,3545
2o
b=, 08 ’ »
m ko
G 06 A
E . -
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202 .
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Concentragdo de quercetina (pug/ml)

Figura 1 - Curva padrao utilizada para a quantificagao
de flavonoides totais nos diferentes extratos brutos de
Phyllanthus niruri (Sao Paulo — SP, maio de 2019).

Tabela 2 - Quantificagdo de flavonoides totais nos
diferentes extratos brutos de Phyllanthus niruri utilizando
AICI, como agente complexante. Os resultados de
flavonoides totais estdo expressos como média seguida
do seu desvio padrao. ANOVA seguido do teste de Tukey
(p=0,05) (Sao Paulo — SP, maio/junho de 2019).

Flavonoides totais (mg/g
extrato bruto) + DP

35,67 + 6,139°

Extrato

Maceragao 50% etanol
Maceragao 96% etanol 55,72 £3,137°

Percolacao 50% etanol 29,65 + 4,813¢

Percolacdo 96% etanol 50,09 + 7,287
Ultrassom 50% etanol 25,30 + 2,087¢
Ultrassom 96% etanol 37,72 +3,970¢

Os extratos que nao compartilham a mesma letra indicam diferenca
estatistica (p < 0,05).

A tabela 2 demonstra a quantidade de
flavonoides nos diferentes extratos brutos de
P. niruri. Com o auxilio do grafico de Pareto
foi possivel verificar a importancia dos fatores
(processo extrativo e solvente) na concentragdo
de flavonoides (figura 2).

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(the answer is phenolic; 0=0.05)

Termo

Fator Nome
A Etanol
A B Processo Extrativo

o 2 4 & & ® 1 u
Efeitos Padronizados

Figura 2 - Influéncia dos parametros concentragdo de
solvente e processo extrativo na extragao de flavonoides
em Phyllanthus niruri (Sao Paulo — SP, maio/junho de 2019).

Como foi constatada a interacdo entre os
fatores avaliados, foi elaborado um grafico de
interacdo entre ambos (figura 3).
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Grafico de Interagio para Flavonoides Grafico d gdo para Fl id
Médias dos Dados Médias dos Dados

Processo 'y Etanol
Extrativo ~ —— 50

—e— Maceragio ~ —a— 56

—B— Percolagio 50 "
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Figura 3 - Grafico de interacdo entre os fatores
(concentragdo de solvente e processo extrativo) na
extracdo de flavonoides em Phyllanthus niruri (Sdo Paulo
- SP, maio/junho 2019).

Jaas analises referentes a quantificagao de
compostos fendlicos nos diferentes extratos
de P. niruri foram realizadas utilizando
acido gélico como padrdo externo para a
construcao da curva padrao (figura 4). Apos
o calculo realizado utilizando a equagao da
reta, foram obtidos os valores de compostos
fendlicos totais em equivalentes de acido
galico por grama de extrato. Abaixo seguem
os resultados (tabela 3).
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Figura 4 - Curva padrdo utilizada para a quantificagao de
compostos fendlicos totais nos diferentes extratos brutos
de Phyllanthus niruri (Sao Paulo — SP, maio de 2019).

Tabela 3 - Quantificacdo de compostos fenélicos totais nos
diferentes extratos brutos de P. niruri utilizando o reagente
Folin-Ciocalteu. Os resultados estdao expressos como média
seguida do seu desvio padrdao. ANOVA seguido do teste de
Tukey, (p=<0,05). (Sdo Paulo - SP, maio/junho de 2019).

Com ostos fenolicos totais
g/g extrato bruto) £ DP

281,0+12,33°

Extrato

Maceracdo 50% etanol
Maceracdo 96% etanol 70,49 + 32,79
Percolagdo 50% etanol 355,4 £ 58,75¢
Percolagdo 96% etanol 43,70 + 6,712
Ultrassom 50% etanol 327,5 £17,36°

Ultrassom 96% etanol 117,5 + 32,63¢

Os extratos que ndo compartilham a mesma letra indicam diferenca
estatistica (p < 0,05).

Atabela 3 mostra a quantidade de compostos
fendlicos totais nos diferentes extratos brutos
de P. niruri.

Analisando o Diagrama de Pareto,
representado na figura 5, verificou-se a
importancia de cada fator e a interagdo entre
eles no valor de compostos fendlicos totais
presentes nos diferentes extratos. Como
houve interacdo entre os fatores avaliados, foi
construido um grafico de interagdes (figura 6).

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é Fendlicos; @ = 0,05)

Termo
=T
- Fator Nome
A Etanol
A B Processo extrativo

AB

° H 0 15 20 25 30

Efeitos Padronizados

Figura 5 - Influéncia dos parametros concentracdo de
solvente e processo extrativo na extracdo de compostos
fendlicos em Phyllanthus niruri (Sio Paulo — SP, maio/
junho de 2019).
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Grafica de Interacio para Fenslicos
Médias dos Dados

Grafico de Interagdo para Fenslicos
Meédias dos Dados

Processa Etanal
—

extrative 50

1 —e— Maceragio \. —— 96
Q‘\ —®— Percolagio

300/ 4 - 4= Ultrassom «

Figura 6 - Grafico de interacdo entre os fatores
(concentragdo de solvente e processo extrativo) na
extracao de compostos fendlicos em Phyllanthus niruri
(Sao Paulo — SP, maio/junho de 2019).

Determinacao do Perfil Cromatografico
O perfil cromatografico para os diferentes

extratos produzidos com etanol 96% e 50%
seguem abaixo (figura 7 e figura 8).

*
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Legenda: 1. Extrato bruto elaborado por maceracdo (M1);
2. Extrato bruto elaborado por maceracdo (M2); 3. Extrato
bruto elaborado por maceracio (M3); 4. Rutina 0,5% em
metanol; 5. Extrato bruto elaborado por percolagdo (P1);
6. Extrato bruto elaborado por percolacdo (P2); 7. Extrato
bruto elaborado por percolacdo (P3); 8. Extrato bruto
elaborado por ultrassom (U1); 9. Extrato bruto elaborado
por ultrassom (U2); 10. Extrato bruto elaborado por
ultrassom (U3). Fase Mével (FM): Acetato de etila: Acido
férmico: Acido acético glacial: H,O (100:11:11:26).
Revelagdo com difenilboriloxietilamina (NP) a 1% em
metanol. Distancia percorrida pela fase mével: 10 cm.
Visualiza¢ao sob luz UV 366 nm.

Figura 7 - Cromatoplaca comparativa dos extratos brutos
de Phyllanthus niruri elaborados por diferentes processos
extrativos com etanol 96% (Sdao Paulo — SP, novembro/
dezembro de 2018).
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Legenda: 1. Extrato bruto elaborado por maceracdo (M1);
2. Extrato bruto elaborado por maceragdo (M2); 3. Extrato
bruto elaborado por maceracao (M3); 4. Rutina 0,5% em
metanol; 5. Extrato bruto elaborado por percolagéo (P1);
6. Extrato bruto elaborado por percolacio (P2); 7. Extrato
bruto elaborado por percolagdo (P3); 8. Extrato bruto
elaborado por ultrassom (U1); 9. Extrato bruto elaborado
por ultrassom (U2); 10. Extrato bruto elaborado por
ultrassom (U3). Fase Mével (FM): Acetato de etila: Acido
férmico: Acido acético glacial: H,O (100:11:11:26).
Revelacdo com difenilboriloxietilamina (NP) a 1% em
metanol. Distancia percorrida pela fase mével: 10 cm.
Visualizac¢ao sob luz UV 366 nm.

Figura 8 - Cromatoplaca comparativa dos extratos brutos
de Phyllanthus niruri elaborados por diferentes processos
extrativos com etanol 50% (Sdo Paulo — SP, novembro/
dezembro de 2018).

DISCUSSAD

O método deextracaode metabdlitos ativos
possui uma critica influéncia nos estudos
farmacolégicos. Assim, a otimizacdo e o
desenvolvimento de um novo procedimento
é relevante'®. Diversos processos podem ser
utilizados na extracdo de drogas vegetais tais
como: 0s convencionais, como a decoccao,
infusdo, maceragao, percolagido e extracdo
por Soxhlet e os métodos considerados
modernos, como extragdo assistida por
ultrassom, micro-ondas, turbo-extracao, entre
outros'®?°. Um outro fator que influencia em
um processo extrativo é o tipo de solvente
utilizado, pois o solvente ira difundir para
o interior do material vegetal e solubilizar

Mundo da Saade 2020,44:134-143, e1722019
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compostos com polaridade semelhante?'.
Alguns trabalhos publicados relatam a
extragdo de P. niruri com metanol e agua®**.
Embora o metanol facilite a extracdo de
compostos fenélicos de P. niruri, seu uso nao
é recomendado para a producao de produtos
farmacéuticos**. Desta maneira, etanol e
mistura hidroalcodlica foram utilizados neste
trabalho.

Durante o desenvolvimento de um extrato
vegetal padronizado varias decisoes devem
ser tomadas para se obter um produto com
uma quantidade adequada de compostos
bioativos, assim como para economia geral
de materiais e solventes, o que torna valido
conhecer as melhores condi¢cbes de extracao
de principios ativos®.

Na montagem da matriz de delineamento
experimental, o objetivo do trabalho foi
avaliar dois processos extrativos, sendo dois
tradicionais (maceragdo e percolacado) e outro
nao convencional (ultrassom), conjuntamente
com variagdes na concentracao de solvente
(etanol), a fim de otimizar o processo de
extracdo de flavonoides e de compostos
fendlicos.

Varios autores estudaram a influéncia do
processo extrativo de plantas medicinais com
o intuito de otimizar a extragdo de principios
ativos**©2°.  Migliato e colaboradores?”
avaliaram a influéncia do processo extrativo
e do solvente na producdo de extrato bruto
de frutos de jamboldo (Syzygium cumini
(L.) Skeels) no teor de residuo seco e na
determinacao da atividade antimicrobiana.
Oliveira et  al.*® também realizaram a
otimizacao da extracao de acido rosmarinico,
carnosol e acido carnésico, substancias que
possuem atividade antioxidante, encontradas
em Rosmarinus officinalis L. O monitoramento
da eficiéncia das variaveis testadas (tempo
de extracdo, concentracdo de etanol e
taxa solido-liquido) foi determinado pelas

concentragcbes de acido  rosmarinico,
carnosol e acido carnésico, e também pelo
rendimento do processo extrativo.

Em relacido a P. niruri ha poucos
trabalhos na literatura relatando o efeito
do solvente e do método extrativo na
extracdo de componentes ativos?®?*, apesar
de serem encontrados diversos trabalhos
reportando estudos farmacolégicos, bem
como a identificacdo, isolamento e anélise
fitoquimica de compostos presentes nos
extratos de P. niruri**.

No ensaio de quantificagdo de flavonoides
observou-se que a combinacdo do processo
extrativo maceragao com etanol 96% exibiu
a maior concentracao de flavonoides (tabela
2). Houveram diferencas significativas
(p=<0,05) nos valores de flavonoides totais
nos extratos produzidos quando foram
utilizados diferentes processos extrativos,
bem como diferentes concentracoes de
etanol. A maior concentracdo de flavonoides
foi observada nos extratos brutos produzidos
por maceragdo e percolagdo com etanol
96%. Isso porque nao foi observado diferenca
estatistica na concentracao desse metabdlito
secundario quando foram utilizados os
referidos processos extrativos com etanol
96% (p=0,05). Ja a menor concentragdo de
flavonoides nos extratos brutos foi verificada
no processo extrativo ultrassom com etanol
50% como liquido extrator.

Amin e  colaboradores®®  também
observaram uma alta concentracao de
flavonoides quando utilizou etanol 96%
para produzir extratos de P. niruri quando
comparado com o extrato aquoso. Considera-
se que a maioria desses compostos sao
antioxidantes, importante caracteristica para
prevencdo de diversas doencas cronicas que
acometem o homem?'.

O gréfico de Pareto (figura 2) demonstrou
que a concentracao do solvente e o processo
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extrativo sdo estatisticamente significativos,
sendo que o efeito que mais contribui
na extracdo de flavonoides é o solvente
(p=<0,05). Além disso, foi verificado diferenca
estatistica na interacdo (p<0,05) entre os
fatores solvente (etanol 50% e etanol 96%)
e processo extrativo (maceracao, percolacao
e ultrassom) na extracao desse metabdlito
secundario. Observou-se, por meio do
grafico de interagcao, que o efeito de interacao
indica que a relacdo entre processo extrativo
e a concentracao de flavonoides nos extratos
brutos de P. niruri depende da concentracao
de etanol, ou seja, verificou-se que o etanol
96% influenciou positivamente na extragao
de flavonoides no material vegetal.

Com o experimento de quantificacao
de compostos fendlicos verificou-se que o
etanol 50% influenciou positivamente na
extracdo de compostos fendlicos totais.

Foi observado que os extratos brutos
produzidos por percolagdo e ultrassom com
etanol 50% foram mais eficientes na extracao
desses metabolitos, ja que ndo foi observado
diferenca estatistica na concentracdao desse
metabdlito  secundario, quando foram
utilizados os referidos processos extrativos
com etanol 50% (p=0,05). J4& a menor
concentragdo de compostos fendlicos totais
nos extratos brutos foi verificada quando se
utilizou o processo extrativo maceracao e
percolacdo com etanol 96% como liquido
extrator (tabela 3).

Nguang, et al.** verificaram que a maior
extracdo de compostos fendlicos presentes
na espécie foi evidenciada quando se
utilizou mistura hidroetanélica a 40%, fato
coerente ja que a espécie apresenta como
compostos majoritarios taninos hidrolisaveis.
Markom et al?*® também constataram um
rendimento mais eficiente na extracdo de

taninos em extratos hidroetandélicos e que
alguns compostos bioativos, tais como acido
galico, acido elagico e corilagina, presentes
em P. niruri, apresentaram uma extragao mais
eficiente quando se faz o uso de solventes
polares (dgua e mistura hidroetandlica)
sugerindo que o solvente possui uma grande
interferéncia na extracdo de substancias
ativas.

O grafico de Pareto (figura 5) indicou que
o solvente foi o fator que mais influenciou
na eficiéncia das extracdes (p<0,05) de
compostos  fendlicos. Além disso, foi
observado que o fator processo extrativo,
bem como a interacdo entre ambos o0s
fatores foram significantes (p<0,05). J& o
grafico de interacdo (figura 6) sugere que
utilizando o solvente adequado (etanol
50%) e selecionando-se o processo extrativo
percolacdo ou ultrassom resulta no método
mais eficiente para a extragao de compostos
fendlicos presentes em P. niruri.

Por fim, a anédlise dos perfis quimicos
dos diferentes extratos brutos, produzidos
com etanol 50% e 96% por CCD foram
semelhantes. Além disso, foi possivel
visualizar ~ diversas  manchas intensas
nas cromatoplacas sugerindo  grande
concentracdao de flavonoides. Também
foi visualizada a presenca de uma banda
de coloracdo intensa comum a todas as
amostras testadas. Esta banda possui fator de
retencao (Rf = 0,4) e coloragcao semelhante a
rutina, padrao utilizado. Este flavonoide foi
identificado na espécie utilizando técnicas
de Ressonancia Magnética Nuclear 'H e
correlacionado com a atividade antioxidante
(sequestro do radical DPPH)*2.  Outros
flavonoides também foram identificados
na espécie em estudo, como quercetina e
apigenina?.
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CONCLUSAOD

Os resultados apresentados no presente
trabalho sugerem a importancia da escolha do
método de extracdo e do solvente extrator para
a obtencao da melhor eficiéncia da extracdo de
compostos bioativos. Assim, o planejamento
fatorial aplicado ao processo extrativo de P.

de P. niruri pode ser realizada com eficiéncia
por métodos extrativos tradicionais, maceragao
ou percolagdo, utilizando como solvente o
etanol 96%. Ja as condigcdes otimizadas para
a extracao de compostos fendélicos de P. niruri
é a percolagdo ou o ultrassom com 50% de

niruri evidenciou que a extracao de flavonoides  etanol.
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