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DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE
SOLUCOES EXTRATIVAS AQUOSAS DE
PHYLLANTHUS NIRURI L. (QUEBRA-PEDRA)
EMPREGANDO PLANEJAMENTO FATORIAL
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RESUMO: Planejamento fatorial do tipo 3” foi realizado para avaliar a influéncia dos parimetros: técnica de
extragdo (infusdo/decoccdo); propor¢ao planta:solvente (2,5 % e 7,5 %) e tempo de extragdo (5 e 15 minutos), sobre
o teor de flavondides encontrado em solucdes extrativas aquosas de Phyllanthus niruri L. A solugdo que apresentou
maior teor de flavondides teve suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas.

UNITERMOS: Solugdes extrativas aquosas, Phyllanthus niruri, Desenvolvimento galénico, Planejamento fatorial,

Otimizacdo, Padronizagao.

ABSTRACT: TECHNOLOGICAL DEVELOPMENT OF AQUEOUS EXTRACTS FROM PHYLLANTHUS NIRURI L. BY USING
OF FACTORIAL DESIGN. A factorial design 3% was used to evaluated the influence of extraction technique
(infusion/decoction), plant: solvent ratio (2.5 % and 7.5 %), and extraction time (5 and 15 minutes) on the total
flavonoids content of aqueous extractive solutions from Phyllanthus niruri L. The extractive solution that showed
higher total flavonoid content had their physico-chemical characteristics determinated.

KEYWORDS: Aqueous extractive solutions, Phyllanthus niruri, Galenical development, Factorial design,

Optimization, Standardization

INTRODUCAO

As partes aéreas de Phyllanthus niruri L.
(Euphorbiaceae), amplamente conhecida no Brasil
como quebra-pedra, tem sido freqlentemente
utilizada sob a forma de cha para o tratamento de
disturbios renais e hepaticos (1, 2, 3). Os estudos
desenvolvidos demonstraram, através de ensaios
em animais e humanos, a eficiéncia do vegetal em
questao (4, 5).

Entretanto, a escassez de estudos
direcionados a padronizagdo da obtengdo de
solugdes extrativas a partir de plantas medicinais,
faz com que, tanto o P. niruri quanto uma
infinidade de matérias-primas vegetais brasileiras
sejam submetidas a processos extrativos que
comprometem a qualidade, a eficidcia e até a
seguranca do uso proposto.

Neste sentido a obtencdo de solugdes
extrativas estandardizadas representa um passo
imprescindivel para o desenvolvimento de um
produto que atenda as prerrogativas legais (6).

A primeira etapa é avaliagdo da operagao de
extragdo. Freqlentemente sdo empregadas
misturas de solventes, tais como etanol, metanol
ou acetona com agua, com o objetivo de aumentar
o rendimento das substancias de interesse,
baseando-se, principalmente, na sua solubilidade e
estabilidade (7). Porém, para muitas espécies

vegetais, entre elas o P. nirurii o grupo de
substancias responsaveis pela atividade ¢é
desconhecido. Nestes casos, normalmente, tanto
a escolha do método de extragdo quanto o meio
de extragao baseia-se em estudos
etnofarmacolégicos e clinicos. Os relatos
encontrados para P. niruri demonstram o emprego
de agua como solvente e infusdo e decocgéo
como técnicas de extracao.

A obtengdo de uma solugdo extrativa
estandardizada requer o conhecimento de suas
propriedades tecnolégicas e/ou fisico-quimicas,
bem como dos fatores que influenciam as
mesmas, criando condigcbes para avaliar a
manutengdo e a reprodutibilidade de sua
qualidade. Desta maneira, é necessério detectar e
estudar os efeitos de tais fatores, os quais podem
ser estimados através da realizagcdo de um
planejamento fatorial (8, 9, 10).

Os projetos fatoriais sdo, em geral, os mais
eficientes para a determinagao do efeito de dois ou
mais fatores sobre propriedades especificas
relacionadas a uma determinada operacéo.
Através de seu emprego pode se estabelecer
todas as possiveis combinagdes dos niveis de
cada fator, e assim determinar qual ou quais
fatores causa ou causam compatibilidade ou
incompatibilidade. A realizacdo de uma andlise
fatorial com objetivo de otimizar formulagées
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farmacéuticas emprega modelos estatisticos que
permitem assegurar o resultado, diminuindo a
possibilidade de erros aleatérios (8, 9 ,10).

Através da caracterizagdo do produto obtido
pela otimizagao é possivel estabelecer parametros
para avaliagdo da qualidade. Para solugdes
extrativas a caracterizacdo se da pela
determinacdo de pH, densidade, residuo seco,
perfil qualitativo e quantitativo de constituintes
quimicos, entre outros.

METODOLOGIA

1.Material vegetal: A matéria-prima vegetal,
constituida das partes aéreas de Phyllanthus niruri
L., foi fornecida pelo Eng. Agr. llio Montanari Jr. -
Centro Distribuidor da CEME (CPQBA/UNICAMP),
coletadas em janeiro de 1996.

2.Planejamento fatorial: Para avaliar a influéncia
de fatores especificos sobre as propriedades da
solugdo extrativa aquosa foi realizado um
planejamento fatorial do tipo 3° onde foram
estudados trés fatores em dois niveis (tab. 1). Os
fatores foram selecionados baseando-se nas
condigbes empregadas nos estudos clinicos
realizados (5). Os experimentos foram ordenados
ao acaso e sem reposigao (tab. 2). O teor de
flavondides totais foi utilizado como parametro de
avaliagdo dos experimentos. O resultado dos
efeitos de um ou mais fatores e das interacoes
entre os fatores sobre o teor de flavondides totais
na solugdo extrativa foi calculado empregando-se
a forma padrao de desenhos fatoriais (tab. 3).

Tabela 1. fatores e niveis para realizacdo do desenho
fatorial
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Tabela 2. Combinacgdes dos fatores para a realizacio
dos experimentos.

experimento | combinagdes | Fator e nivel
(nimero) A B C

1 (1) - - -

2 a + - -

3 b - + -

4 ab + + -

5 c - - +

6 ac + - +

7 bc - + +

8 abc + + +

teor de flavonoides totais na solugcdo extrativa foi
calculado empregando-se a forma padrdao do
delineamento fatorial (tab. 3).

A influéncia de um determinado fator sobre
o teor de flavondides totais na solucdo extrativa
corresponde a diferenga da média aritmética entre
os tratamentos com o nivel superior e o nivel
inferior deste mesmo fator (tab. 4, eq. 1, 2 e 3). A
influéncia das interagdes duplas foi obtida através
da metade da diferenca entre o efeito do primeiro
fator no nivel superior do segundo fator e do
primeiro fator no nivel inferior do segundo fator
(tab. 4, eq. 4, 5 e 6). A interagao tripla foi
determinada como a metade da diferenga entre a
interacao dos dois primeiros fatores com o terceiro
fator nos niveis superior e inferior (tab. 4, eq. 7).

2.1.Andlise da varidncia do desenho fatorial:
Para andlise estatistica do planejamento fatorial foi
empregado o método de YATES (11), seguido do
método proposto por DANIEL (12) para
planejamentos fatoriais ndo replicados (8)

3. Caracterizacao da solucao estandardizada:

FATORES NIVEIS 3.1.Teor de Flavonoides Totais: Cerca de 15 g
s x + | Decocgdo da solugdo extrativa estandardizada foram
A: Tecnica de extragao - |infuséo submetidos a determinagdo descrita por SOARES
] i ] + |7,5:100 (13). O resultado foi expresso pela média de trés
B: Proporgdo planta:solvente (m/V) - |2,5:100 determinacdes com trés repeticdes.
C: Tempo de extragédo (min) jr ;5
Tabela 4. Equagdes para avaliagdo de experimentos do tipo 32
Efeitos/ Equagbes
Tabela 3. A interacoes
Ea 1 1/4(Y2 + Ya + Yo + Y8) - 1/4(y1 + Y3 + Y5 + ¥7)
Tratam Es 2 1/4(ys + Ya + Y7 + Yg) - 1/4(y1 + Yo + Y5 + Vo)
G Ec 3 1/4(Ys + Yo + Y7 + Yg) - 1/4(y1 + Y2 + Y3 + Ys)
a' Iag 4 1/8(y1 + Ya+ Y5+ Ys) - (Yo + Y3 + Y6 + ¥7)
b lac S 1/8(y1 + Y3 + Yo + Ya) - (Yo + Ya + Y5 + Y7)
ab lec 6 1/8(y1 + Yo + Y7 + Y8) - (Y3 + Ya + Y5 + Ye)
c Iasc 7 1/8(Y2 + Y3 + Y5 + Yg) - (Y1 + Ya + Y6 + V7)
ac
bc
abc |+ + + ]+ + + + ] Ve

O resultado dos efeitos de um ou mais
fatores e das interagdes entre os fatores sobre o

3.2.Determinacao do residuo seco: Determinado
por gravimetria. O resultado foi calculado em
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relacdo a 100 g da solucao extrativa, pela média
de quatro determinagdes, expresso em
percentagem ponderal (14).

3.3.Determinacdo da densidade relativa:
Determinado pelo emprego de picndmetro. O
resultado expressa a média de trés determinagdes
(15).

3.4.Determinacdao do pH: O pH da solugédo
extrativa foi medido a 25 °C em potenciébmetro
calibrado com solugbes tampao de fosfato e
acetato, pH 7,0 e 4,0, respectivamente. O
resultado foi calculado pela média de cinco
determinacoes (14).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A primeira observagdo dos resultados foi
realizada através da analise da variancia (ANOVA)
de uma entrada, para os valores do teor de
flavondides obtidos diretamente dos experimentos
(tab. 5). A andlise da variancia apresentou uma
diferenga altamente significante (Fq,c = 2375,35;
Feritg 017,161 < 4,14) para o teor de flavonoides totais
quando houve mudanga de niveis para os fatores
avaliados no experimento. Porém, esta ferramenta
estatistica nado permite afirmar se todos os
tratamentos sdo estatisticamente diferentes. A
comparagdo das média do teor de flavondides
totais através do teste de Student-Newman-Keuls
(8), possibilitou identificar que apenas o tratamento
“c” ndo apresentou diferenga significante quando
comparado com o tratamento (7). Ou seja, o
resultado obtido para o tratamento “c” nao foi
diferente do resultado obtido para o tratamento (1)

(o <0,05).

explicado pela propriedade hidréfoba deste grupo
de substancias, a qual € contornada pelo aporte de
calor no processo extrativo. Desta forma, a
manutengao de calor durante todo o processo de
extragdo, no caso da decocgdo, € a provavel
responsavel pelo efeito positivo. O aumento da
relacdo planta/solvente (fator B) influencia
positivamente a concentragao de flavondides totais
extraidos, o que quer dizer que, quando este fator
muda do nivel inferior (relagdo planta/solvente =
2,5:100; m/V) para o nivel superior (relagao
planta/solvente = 7,5:100; m/V), ha aumento da
eficiéncia de extragdo destas substancias.
Entretanto, a intensidade do fator B é
aproximadamente duas vezes maior que a do fator
A. O fator C (tempo de extragao) aparenta também
ter efeito sobre a quantidade de flavondides totais.
O aumento do tempo de contato entre a droga e o
solvente produziu um incremento no teor de
flavonoides extraido. O efeito causado pela
passagem do nivel inferior (tempo de 5 min) para o
nivel superior (tempo de 15 min) causou,
entretanto, influéncia menor do que os outros dois

Tabela 6. Efeitos e interacdes (E/I) a partir da forma
padrdo do planejamento fatorial.

Efeito/Interacéo Valor estimado

Ea +16,18
Es +39,03
Ec +3,30
lAB +2,85
IAC +0,07
IBC +0,31
laBc -0,69

Tabela 5. Teor de flavonéides totais (TFT x 10%) para solugdes extrativas aquosas de P. niruri L.

Tratamentos
(1) a b ab c ac bc 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 7417 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
média 20,00 28,06 50,42 74,44 20,69 31,81 55,14 76,67
ts 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

- - . anteriormente citados. As interagcbes secundarias
Uma avaliagdo preliminar sobre o tipo e a

intensidade dos efeitos e das interagdes entre os
fatores estudados sobre o teor de flavonéides ;
totais pode ser visualizada através dos resultados ‘ .
obtidos diretamente da forma padrdo do um [ BC

planejamento fatorial (tab. 6). AC

Os resultados obtidos e apresentados na
tabela 6 demonstram que, entre os fatores
principais, a passagem dos niveis inferiores para
0S superiores proporcionou um aumento no teor de
flavondides totais. A decocgao (nivel superior) foi
mais efetiva na extragdo dos marcadores do que a
infusdo (nivel inferior). Este aumento pode ser

01 |
b ABC

probabilidade normal (Pj x 100)

0,01 Il Il Il Il Il Il Il Il Il ]
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

valor estimado

Figura 1. Representacdo grafica em rede de probabilidade normal
dos efeitos e interagdes estimados
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parecem influir positivamente sobre o rendimento
de extragdo. Entre estas, a de maior intensidade
foi a interagao entre os fatores A e B. Quando os
fatores A e B passam simultaneamente do nivel
inferior [A = infusdo e B = 2,5:100 (m/V)] para o
nivel superior, o teor de flavondides sofre um
aumento. As demais interagbes apresentam
influéncia diminuta, quando comparadas aos
efeitos principais e interagao AB.

Os resultados obtidos na tabela 6 devem,
no entanto, ser compreendidos como indicadores

de tendéncia, necessitando comprovacio S
estatistica. o
A estimativa de erros neste tipo de %
planejamento fatorial consiste em supor que E
determinadas interagdes de ordem superior ndo 2
apresentam influéncia importante e em combinar §
seus quadrados médios para estimar o erro. =2
Quando se observam interagbes de ordem §
superior, o uso do quadrado médio do erro obtido £
por combinagdo ou agrupamentos de
interagdes de ordem superior ¢ inadequado. Tabela
Entretanto o método de analise proposto por 1MPort:
DANIEL (12) representa um meio sensivel de Orden
superar este problema. O método consiste em
representar os efeitos estimados em rede de 7
probabilidade normal. Os efeitos nao 6
importantes distribuem-se normalmente com 5
média igual a zero, tendendo a situar-se ao 4
longo de uma linha reta neste gréfico, 3

enquanto efeitos importantes significantes,
com médias distintas de zero, nao se situam
ao longo desta reta (8).

Para analise do planejamento fatorial
realizado, os efeitos estimados foram ordenados
por intensidade (tab. 7) e representados em rede
de probabilidade normal (fig. 1).

O gréfico da probabilidade normal dos
efeitos estimados, apresentado na figura 1,
demonstra que os efeitos A, B e C, e a interagéao
AB merecem interpretagdo. As interagées AC, BC
e ABC n&o sao importantes.

A analise da variancia dos dados obtidos
para os efeitos e interagbes foi realizada pelo
calculo da média dos quadrados segundo YATES
(11). O erro foi calculado como a média simples
das interacbes que nao apresentam influéncia
importante identificadas pelo grafico da figura 1 e
assinaladas na tabela 8 como nao significante
(NS).

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

Para avaliar a adequabilidade do modelo
empregado foi realizado um teste de ajuste de
modelo. A principal técnica para comprovagao
deste modelo é realizada através da analise dos
residuos (8). A avaliagao indicou que os Unicos
efeitos significativos sao devidos a A, B e AB, com
valores estimados, respectivamente, de 28,06;
50,42 e 74,44. Caso este resultado seja
verdadeiro, o teor de flavondides totais estimado

99,94

99-
90-
701
50
30-
1017 2 Ta
Tabela 8. Resultados da ANOVA para o teor de
flavondides
E/l gl MS Fcalc.
A 1 523,62 336** a0
B 1 3046,33 1954
AB 1 87,05 56** -
C 1 16,21 10
AC 1 0,04 NS -
BC 1 0,78 NS
ABC 1 3,86 NS
Total 7 3678
Erro 1,5593

2 Ferit.: 00< 0,05 = 18.5%; a0 < 0,025 = 38,5%%;
1 2 <0,01 =98,5%**

Pj = y-u,o)rs

(TFTex) Nos vértices do desenho sera:

TFT,, =45+ 2806 X, + 2042 X, + 7444 XX,
2 2 2

e

onde:
45 = valor médio do teor de flavonodides, e as
variaveis xy e Xp, assumem os valores +1 ou -
1 de acordo com o sinal obtido pelos valores
estimados (tab. 6).

Os residuos, obtidos pela diferenga entre o
teor de flavonoides experimental e o teor de
flavondides calculado segundo a equagdo acima
(tab. 9), ao serdao representados em rede de
probabilidade normal apresentaram desvio pouco
significativo de linearidade (fig. 2), 0 que sugere a
adequabilidade do modelo estatistico proposto.

Os resultados obtidos pelo planejamento
fatorial, a solugédo extrativa que apresentou maior
teor de flavonobides totais foi a resultante do
emprego do nivel superior do fator A (decocgao),
no nivel superior para o fator B (relagado
planta/solvente = 7,5:100 (m/V)). Para a eleigao do
fator C (tempo de extragao), como nao apresentou
influéncia estatisticamente significante e os dados
etnofarmacol6gicos demonstram que o tempo de
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extragdo empregado se encontra entre 10 e 30
minutos, foi determinado o tempo de 15 minutos
(5). A solucado extrativa selecionada teve suas
caracteristicas  fisico-quimicas  determinadas,
apresentando residuo seco de 2,13 £ 0,01 (%,
m/m) (CV = 4,34 %). Este pardmetro possui
especial interesse para o desenvolvimento de
produtos derivados (16,17).

Devido a comprovada influéncia do pH
sobre a estabilidade de solugcbes extrativas
vegetais e sua composi¢cdo quimica (18), a sua
determinacdo é fundamental para inferéncias
sobre a qualidade do produto. A solucdo extrativa
aquosa de P. niruri L. apresentou valor de pH igual
a 4,74 + 0,0045 (CV% = 0,1) e como densidade
relativa 1,0087 + 0,0003 (CV% =0,03).

CONCLUSOES

O emprego de planejamento fatorial na
otimizagcdo de solugbes exirativas vegetais
apresentou-se como uma ferramenta econdmica
cercada de modelos estatisticos que permitem a
obtengéao de resultados confiaveis.

Entre os fatores principais estudados, a
técnica de extragdo e proporgao planta/solvente,
foram os principais responséveis pela variagdo no
teor de flavondides totais. A técnica de extragédo

apresentou influéncia mais marcante sobre o
paréametro referéncia que a relacao
planta/solvente.

Para as interagdes apenas a interagao entre
os fatores técnica de extragao e proporgao planta/
solvente apresentaram influéncia estatisticamente
significante sobre o teor de flavondides totais (o <
0,025).

O fator tempo de extracao nao apresentou
influéncia significante sobre o teor de flavondides
totais em solugdes extrativa aquosas de P. niruri
L. Desta forma, baseado em dados
etnofarmacolégicos e nos ensaios clinicos, foi
escolhido o valor de 15 minutos para este fator.

As condigdes selecionadas através emprego
do planejamento fatorial para obtengdo de uma
solugdo extrativa com maior rendimento de
flavondides foi a que apresentou niveis superiores
para os fatores técnica de extragdo e proporgao
planta/solvente (decocgéao e 7,5%,
respectivamente), e como tempo de extragao 15

extrativas aquosas de P. niruri L.

minutos.
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